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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Cordia lutea Lamarck (oberal) frente a Escherichia Coli ATTC® 25922™,

Método: La presente investigacion cientifica de estudio de pregrado es de disefio
experimental, aplicada, explicativa y prospectiva. Longitudinal es el nivel de estudio,
debido a que, la investigacion se realizo en distintas fases. Se recolect6 las hojas
de la especie vegetal de Cordia lutea Lamarck en el distrito de San Juan de la
Virgen en el departamento de la Ciudad de Tumbes; el extracto hidroalcohdlico de
las hojas de oberal se obtuvo mediante maceracion por 7 dias, con el extracto crudo
se realiz6 la marcha fitoquimica. Se prepard concentraciones del extracto al 75 %,
50 % y 25 % para la determinacion del efecto antibacteriano frente a Escherichia
coli ATTC® 25922™ por el método de dilucién en pozos, del Instituto de Estandares
Clinicos y de Laboratorio (CLSI).

Resultados: Las concentraciones del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Cordia lutea Lamarck al 75 %, 50 % y 25 % no presentaron halo de inhibicién por
lo que se constatd la ausencia de efecto antibacteriano frente a Escherichia coli
ATTC® 25922™. E| extracto hidroalcohélico de las hojas de Cordia lutea Lam. es
totalmente soluble en agua destilada, etanol tanto de 70 ° como en 96 °, metanol,
n — butanol, acetato de etilo y en diclorometano mientras que es medianamente
soluble en propanona, n — hexano, éter de petréleo, tolueno y bencina. Y es
insoluble en cloroformo y en diclorometano. En el tamizaje fitoquimico para
metabolitos primarios, del extracto hidroalcohdlico seco de las hojas de oberal se
evidencio gran presencia de aminoacidos también se observo carbohidratos y poca
cantidad de azucares reductores y en el Screening fitoquimico para metabolitos
secundarios se evidenci0 presencia de compuestos fendlicos, flavonoides,
antocianinas y cumarinas (poca presencia) mientras que se visualizd presencia

moderada de taninos, compuestos quindénicos y gran cantidad de alcaloides.

Palabras claves: Cordia lutea Lam., Escherichia coli, extracto hidroalcohdlico,

efecto antibacteriano.



ABSTRACT

Objetivo: To demonstrate the antimicrobial effect on the hydroalcoholic extract of

the Cordia lutea Lam. (oberal) leaves against Escherichia Coli.

Methodology: The present scientific research of undergraduate study is of
experimental, applied, explanatory and prospective design. The level of study is
longitudinal because the investigation has different phases. First, leaves of the plant
species Cordia lutea Lamarck from the district of San Juan de la Virgen which
located in the department of the city of Tumbes were collected. Then, leaves were
macerated for a week to obtain the hydroalcoholic extract of Cordia lutea Lam
leaves which was used to perform the phytochemical process. Finally,
concentrations at 75%, 50% and 25% were prepared to determine the antibacterial
effect against Escherichia coli ATTC® 25922TM by the dilution method in wells,
from the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

Results: The concentrations of the hydroalcoholic extract of the Cordia lutea
Lamarck leaves at 75%, 50% and 25% did not present an inhibition halo, therefore
the absence of antibacterial effect against Escherichia coli ATTC® 25922™ was
verified. The hydroalcoholic extract of the Cordia lutea Lam leaves is totally soluble
in distilled water, ethanol (both 70 ° and 96 °), methanol, n — butanol and ethyl
acetate, while it is moderately soluble in propanone, n — hexane, petroleum ether,
toluene and benzine; and it is insoluble in chloroform and dichloromethane. In the
phytochemical screening for primary metabolites of the dry hydroalcoholic extract of
the Cordia lutea Lamarck leaves, a great presence of amino acids was evidenced,;
carbohydrates and a low amount of reducing sugars were also observed. In the
phytochemical screening for secondary metabolites, the presence of phenolic
compounds, flavonoids, anthocyanins and coumarins (with low presence) was
evidenced, while a moderate presence of tannins, quinone compounds and a great

number of alkaloids was visualized.



Keywords: Cordia lutea Lam., Escherichia coli, hydroalcoholic extract, antibacterial

effect.



INTRODUCCION

A escala mundial, en el ultimo decenio, la resistencia farmacolégica de accion
antimicrobiana en muchos casos origina dudas acerca de la eficacia del tratamiento
antimicrobiano y limita la prevencion de enfermedades provocadas por diferentes
microorganismos como Vvirus, bacterias, hongos y pardasitos que continuamente
incrementan. Alrededor del mundo, la resistencia antimicrobiana (RAM 6 AMR, sus
siglas en inglés) es una alarma en crecimiento predominantemente en salud
publica, lo que genera la necesidad imprescindible de integrar medidas y acciones
de salud, en diversas agrupaciones del personal sanitario, social y gubernamental.
La persistencia de una enfermedad infecciosa induce al uso de terapéutica de
mayor actividad farmacoldgica, en este caso de accién antimicrobiana, y por tanto
ocasiona un alto coste econdmico, desencadenando que la atencidon nosocomial en
salud cueste monetariamente mas a los pacientes que han desencadenado
farmacorresistencia antimicrobiana en comparacion de los pacientes que no tienen
resistencia terapéutica. Se origina, la RAM, desde que los microorganismos (virus,
bacterias, hongos y parasitos) sobreviven cuando experimentan una mutacion al
estar sometidos frente a farmacos (antiviricos, antimicrobianos, antifungicos,
antipaltdicos o antihelminticos). Se llaman microorganismos ultrarresistentes a los
microorganismos que resisten la accién farmacolégica mayormente de los
antimicrobianos (ATM), motivo por el cual, estos medicamentos antibacterianos son
ineficaces a lo largo del tratamiento terapéutico, manifestando la presencia de
afecciones en el organismo, incrementando un riesgo de transmision de tipo
interpersonal. A nivel global, dltimamente, estdn emergiendo casos nuevos de
mecanismos de farmacorresistencia antimicrobiana generando notorio peligro en el
tratamiento médico en diversas enfermedades comunes y que originan afeccién
infecciosa; incrementando prolongacion de la infeccion y generando decesos. La
RAM genera que la atencion sanitaria sea monetariamente costosa en vista de que
su tratamiento, sobre todo, no esta basado Unicamente en el uso de medicamentos
de alto coste, ya que en muchas ocasiones es necesaria la hospitalizacion
nosocomial, siendo, en varios casos la hospitalizacion de tiempo prolongado,
adicionandose una atencion intranosocomial mas intensiva. La RAM que se
manifiesta de manera natural y que se genera con el paso del tiempo, usualmente

debido a modificaciones genéticas. Dicho desarrollo se incrementa debido al



inadecuado y el exceso uso de los antimicrobianos, especialmente en personas
como en animales, habitualmente se suministran sin previa supervision de algun
profesional sanitario. Los microorganismos patdégenos que tienen resistencia a los
antimicrobianos suelen estar presentes en el entorno ambiental (agua, aire y suelo),
tanto en animales y habitualmente en personas. El contagio microbiano suele
propagarse habitualmente por intermedio de la alimentacion entre personas e
incluso de persona a los animales. La inadecuada utilizacion de alimentos y las
carentes condiciones salubres incorporando el deficiente control de infecciones
microbianas fomentan la expansion de la RAM; logrando generar resistencia
antimicrobiana a cada pais a nivel globalizado. Las personas enfermas que
muestran un cuadro clinico infeccioso habitual de origen bacteriano con
farmacorresistencia, gastan mayor cantidad de recursos sanitarios, a diferencia de
las personas infectadas en relacion a las cepas de la misma especie bacteriana,
cuya gran distincién, no poseen farmacorresistencia; comprendiendo los primeros
pacientes un elevado riesgo en obtener ineficaces resultados clinicos y fenecer. La
farmacorresistencia de la especie bacteriana de E. coli al grupo farmacolégico de
fluoroquinolonas, las que son usadas con mucha frecuencia para el tratamiento de
afecciones en el tracto urinario, cuya utilizacion habitual, globalmente, se ha
estandarizado. Son muchos los paises en que los pacientes tratados, con este
grupo farmacolégico, presenta nula o poca eficacia en aproximadamente un 60 %
de la poblacion tratada. La Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura (FAO) y la Organizacién Mundial de Sanidad Animal
(OIE) en intima vinculacion y en concordancia con la OMS fomentan el uso de las
distintas Buenas Practicas para detener la presencia y propagacion de la RAM,;
promoviendo, asi, el correcto empleo de antibidticos en los seres humanos y en el

reino animal.!

En salud publica, cotidianamente incrementan las enfermedades transmitidas por
alimentos (ETA) en todo el mundo.? Las ETA generan notable descenso en la
productividad de cada pais (colectiva e individualmente, ya sea, como empresas y
familia respectivamente) por el resultado del impacto en la economia y sociedad
como su morbilidad y mortalidad.® En el afio 2021, la OMS, consider6 que alrededor
de 600 millones de personas (1 de cada 10 habitantes) anualmente manifiestan

afecciones por ingesta de alimentos contaminados y liquidos (agua y/o distintas



tipos de bebidas) con microorganismos (patégenos) y aproximadamente 420 000

personas por dicha causa, fenecen; especialmente menores de 05 afios.*9%

Se clasifican, las ETA, en dos grupos, en afecciones propiamente dicha e
intoxicaciones. Las afecciones por alimentos son ocasionadas debido a la ingesta
de liquidos o alimentos contaminados con virus, bacterias, hongos o parasitos;
mientras que, las afecciones (intoxicaciones) alimentarias se originan debido al
consumo de toxinas preformadas o0 a cause de la presencia de sustancias quimicas
gue intencional o accidentalmente se adicionaron a los productos alimentarios. Los
liquidos (diversas bebidas y/o agua) y alimentos, suelen contaminarse en el
transcurso de los distintos procesos que son sometidos, que van desde la obtencién
de la materia prima para su propia elaboracion y su manipulacion, hasta finalmente
su comercializacién. Mas de 200 cepas microbianas provocan ETA, conociéndose

la especie E. coli, la de mayor incidencia.®

El Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencion y Control de Enfermedades (CDC
MINSA) reportd que desde el afio 2014 al 2018, en el territorio peruano, se
verificaron 234 brotes de ETA. También notificaron 47 brotes anual de ETA, 6098
pacientes afectados, necesitaron hospitalizacion nosocomial 1311 personas y se
originaron 29 decesos en todo el Perq, afligiendo a 23 departamentos peruanos;
aconteciendo en la capital, Lima, el departamento con mayor indice de brotes (22,2

%), seguido de Cusco (11,1 %) y por Gltimo Cajamarca (8,5 %).°

8,3 % (11 787) de enfermos que estuvieron en Unidades de Cuidados Intensivos
(UCI) durante dos a mas dias, al menos mostraron la presencia de una infeccion,
habitualmente en el tracto urinario, detectandose la especie de E. coli, siendo uno
de los microorganismos patégenos aislados de mayor frecuencia en afecciones de
las vias urinarias. Demostrandose la farmacorresistencia de la medicacion con
cefalosporinas de tercera generacion en los aislamientos sobre la especie de E.

coli.”



CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA

En distintas partes del mundo, en el dltimo decenio, ha incrementado
notablemente el interés por el estudio de plantas medicinales, en consecuencia,
la medicina tradicional y complementaria (MTC) es la alternativa segura, de
calidad, ya que se ha comprobado que es eficaz para garantizar el acceso de la
poblacién a una atencion de salud, consiguiendo ser un soporte esencial en la
atencién del servicio de salud en diversos paises en la que la MTC es
reglamentada. La medicina tradicional frecuentemente es subestimada en los
servicios de salud pese a que es utilizada para preservar la salud, prever y dar

tratamiento a diversas enfermedades, crénicas, especialmente.?

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) considera a la medicina tradicional
como la medicina mas efectiva, inocua y natural teniendo un valor agregado su
costo racional, lo que genera que sea aceptada, utilizada y sobre todo asequible
por la poblacion como primera linea para la prevencién y tratamiento de variadas
afecciones como dolor (gastrointestinal), fiebres, resfriadas, diarreas, etcétera

que aquejan a la poblacion.®

Se aprovechan desde épocas ancestrales de generacion en generacion, el
manejo de multiples plantas con acciébn medicinal para tratar y prevenir una

vasta variedad de enfermedades.1°

La flora es una fuente rica en metabolitos secundarios beneficiosos para el
cuidado y conservacion de la salud,!! los extractos obtenidos de los diversos
organos de las plantas ostentan propiedades terapéuticas utilizables en distintas

formulaciones farmacéuticas.1?

Hay grupos de investigacion, a nivel global, con el objetivo principal de investigar
principios activos, sobre todo de procedencia natural, empleados en medicina

tradicional, en especial vegetales de interés farmacéutico, alimentario, agrario,



cosmeético, entre otras disciplinas cientificas.'® Un ejemplo de esas plantas es la
especie Cordia lutea Lamarck (Cordia lutea Lam. o Cordia lutea L.), la cual es
usada con conocimiento ancestral en afecciones hepéticas (ictericia), renales,
gastrointestinales (célicos abdominales), vesiculares (calculos), gripales y a

manera de cicatrizante.14:32.:34,40,46,49

Después que Alexander Fleming aisl6 la penicilina,'*> advirtié de la resistencia
de los antibidticos.'” Ha evolucionado la terapéutica clinica debido al
descubrimiento y al uso generalizado de antibiéticos!®, pero, su uso indebido e
inapropiada administracion han originado la resistencia a los antimicrobianos
evidenciandose una crisis de salud a nivel mundial.’® Lo que ha producido
esfuerzo de colaboracion mundial a fin de combatir la RAM con el propdsito de
mejorar la administracion antimicrobiana y favorecer asi la farmacovigilancia de

las determinantes de su resistencia.29:21: 22.23

Actualmente incrementa aceleradamente la poblacién humana, lo mismo que
las afecciones infecciosas ocasionadas por virus, bacterias, hongos, parasitos,

entre otros microorganismos.?*

La infeccion del tracto urinario (ITU), globalmente, es una de las enfermedades
frecuentes en la poblacion. Esta afeccién, de acuerdo con una de las diversas
clasificaciones, en dos grupos, cataloga a esta patologia en infeccion del tracto
urinario complicada y no complicado, la cual es la més usual en personas sanas
con anomalias funcionales preexistentes y es la mas habitual en consulta de
primera linea; sus manifestaciones clinicas, suelen ser pielonefritis no
complicada o cistitis no complicada. Usualmente a la poblacion que afecta son
jovenes de sexo femenino en su mayoria, siendo frecuentemente, el
microorganismo implicado Escherichia coli (E. coli), cuya finalidad para
diagnosticarlo se tiene en cuenta como una referencia el cuadro clinico del
paciente, por lo que rutinariamente no es de necesidad llevar a cabo examenes

de laboratorio, debido que el uso depende de su etiologia.?®



E. coli es una enterobacteria de origen alimentario, ciertas cepas de esta familia
generan afecciones gastrointestinales en bacteriemias nosocomiales vy

comunitarias.2®

En la mayoria de paises, las intervenciones quirdrgicas nosocomiales que
comprenden el tracto gastrointestinal,?’ es foco de probables infecciones debido
a microorganismos Gram negativos [Gram (-)] como el caso de la E. coli’® razén
por lo que se indica la profilaxis primaria con la utilizacion de antibioticos
asociados a procedimientos invasivos teniendo a modo de resultado la
disminucién en prevalencias de infecciones intrahospitalarias y origina, en

consecuencia, el descenso de la morbimortalidad.?®

Un problema de salud publica nacional son las enterobacterias multirresistentes
como, por ejemplo, E. coli. la que generalmente esta presente en el organismo
de los pacientes que asisten a alguna consulta externa y que manifiestan
infecciones en el tracto urinario. En diversas zonas nacionales se constata
farmacorresistencia de E. coli con respecto a distintos antibiéticos siendo los
mas frecuentes a usar trimetoprim - sulfametaxol, ciprofloxacina, gentamicina,
ceftriaxona, ceftazidima y los de menor frecuencia amikacina, imipenem y

nitrofurantoina.3°

1.2. IDENTIFICACION Y FORMULACION DEL PROBLEMA
1.2.1. PROBLEMA GENERAL

¢ Tiene efecto antibacteriano el extracto hidroalcohélico de las hojas de
Cordia lutea Lamarck (OBERAL) frente a Escherichia coli?

1.2.2. PROBLEMAS ESPECIFICOS

v’ ¢Cudles son los metabolitos secundarios presentes en el extracto

hidroalcoholico de las hojas de Cordia lutea Lamarck (oberal)?



v' ¢ Cudles de las concentraciones del extracto hidroalcoholico de las hojas
de Cordia lutea Lamarck (oberal) es la que logre mayor efecto

antibacteriano, frente a Escherichia Coli?

v' ¢ Tendra el extracto hidroalcoholico de las hojas de Cordia lutea Lamarck
(oberal) que presente efecto antibacteriano frente a Escherichia Coli

comparada con ciprofloxacina?

1.3. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antibacteriano en el extracto hidroalcohélico de las hojas
de Cordia lutea Lamarck (OBERAL) frente a Escherichia Coli.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" ldentificar los metabolitos secundarios del extracto hidroalcohélico de las

hojas de Cordia lutea Lamarck mediante screening fitoquimico cualitativo.

v' Precisar la concentracién optima del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Cordia lutea Lamarck (OBERAL) que posee mayor efecto

antibacteriano frente a Escherichia coli.

v' Comparar el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Cordia lutea Lamarck (OBERAL) que posee efecto antibacteriano

con ciprofloxacina de 500 miligramos (mg) frente a Escherichia coli.

1.4. JUSTIFICACION Y VIABILIDAD DE LA INVESTIGACION

El presente proyecto de tesis es un aporte a las distintas investigaciones
realizadas de la familia Boraginaceae, debido a que actualmente no se
conocen, en su totalidad, sus propiedades farmacognosticas, fitoquimicas y/o

farmacoldgicas de la especie Cordia lutea Lamarck, principalmente en el



1.5.

organo de sus hojas. En la actualidad existen diferentes trabajos cientificas
como de tesis en donde, los autores, han confirmado la utilizacion tradicional
en flores de la especie Cordia lutea L., tanto in vivo como in vitro, por el presente
motivo, en este proyecto de investigacion se pretende comprobar la actividad
antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico de las hojas de dicha especie, a
través de una evaluacion in vitro, sobre cepas de E. coli y asi coadyuvar el uso
racional y cientifico de esta especie vegetal a manera de una alternativa en la
terapéutica para menguar el uso irracional de diversos farmacos que
desencadenan la resistencia antimicrobiana; lo que origina un bajo coste
econdémico para el paciente en su tratamiento antibacteriano, logrando que sea
asequible a toda la poblacion. Esta investigacion contribuye a generar interés
para que la industria farmacéutica quiera involucrarse en la elaboracion y
produccion de antibiéticos teniendo como ingrediente farmacol6gicamente
activo (IFA), la especie Cordia lutea L. para un tratamiento futuro de cepas de

E. coli.

DELIMITACION DE LA INVESTIGACION

En la presente investigacion, la unidad de analisis esta basada en placas con
grupos de bacterias de cepas de E. coli fraccionados en diversas
concentraciones de 75 %, 50 % y 25 %.

El espacio a utilizar son los laboratorios privados y nacionales de especialidad

de fitoquimica, quimica analitica instrumental y microbiologia.

Se realizard la parte experimental en los meses de setiembre y octubre del
presente afio. En la primera semana de setiembre se realizara la recoleccion
de la muestra en el departamento de Tumbes mientras que, en la segunda
semana, en la ciudad de Lima se procedera al secado de la muestra para iniciar
la preparacién de un hidroalcohélico extracto en hojas de la planta Cordia lutea
Lamarck (oberal), la cual se dejara en maceracién y agitacién constante durante
dos semanas. En el mes de octubre, iniciando la primera semana a realizar la
obtencion y concentracion del macerado hidroalcohélico de hojas de C. lutea L.

para hacer su marcha fitoquimica. Finalmente, en la segunda semana del mes



1.6.

de octubre del 2022 se ejecutara los ensayos microbiolégicos de la cepa de E.
coli divididos en concentraciones de 75 %, 50 % y 25 % para obtener finalmente
los resultados y conclusiones para proceder con la culminacion de la parte
experimental de la tesis.

LIMITACIONES DE LA INVESTIGACION

a) Esta investigacion encontr6 como principal limitacion el estado de
emergencia a nivel mundial y nacional producto de la pandemia COVID-19,
la cual limité la atencién presencial para la parte experimental de los
laboratorios de especialidad de nuestra casa de estudios universitarios, por
lo que todo el desarrollo de la parte experimental de la investigacion, se llevé
a cabo de manera privada y en laboratorios de la UNMSM. Y,
lamentablemente, la inestable politica a nivel nacional, lo que desencadené
estado de emergencia en el pais, también limitd la parte experimental

cromatografica en el presente estudio de pregrado.

b) En esta investigacion se limita a comunicar aspectos como los efectos
curativos de las hojas de Cordia lutea L. y su composicion fitoquimica

cuantitativa.

c) Este proyecto se limita solo a realizar la investigacion in vitro haciendo uso
de cepas de Escherichia coli para su estudio microbiolégico, mas no se

utiliza material in vivo como, por ejemplo, animales de experimentacion.

d) El presupuesto de la presente investigacion se limita al estudio de una
sola planta, que es la especie de Cordia lutea Lam. haciendo uso del método
de maceracion hidroalcohdlica y al uso de una sola especie de cepa

microbioldgica, en este caso, Escherichia coli.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

2.1.1. NACIONALES

Aldana Juéarez y Barco Montalvo (2021) en la investigacion “Actividad
antibacteriana del extracto de la flor de overo “Cordia lutea Lam” en
Staphylococcus aureus”, realizada en Huancayo, las muestras vegetales
fueron maceradas durante 08 dias (d) en alcohol (96°) adquiriendo un
etandlico extracto usando flores de la especie de Cordia lutea Lam para tener
las concentraciones al 75 %y al 100 % logrando, en ambas concentraciones,
demostrar actividad antimicrobiana en la cepa de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 por el método de Kirby Bauer. En la concentracion al 75 % del
extracto etandlico de C. lutea presentd un halo de inhibicion de 12.64
milimetros (mm) + 0.42 mientras que en la concentracion al 100 % se obtuvo
14.85 mm + 0.35 de halo de inhibicion. El etanol como control negativo
adquirié 6.21 mm + 0.32 como promedio de halo de inhibicién mientras que
el control positivo en el caso de ciprofloxacina se obtuvo 23.93 mm + 0.41
como promedio de halo de inhibiciébn. Concluyeron que la cepa microbiana
de Staphylococcus aureus ATCC 25923 manifestdé sensibilidad frente al
ciprofloxacina al extracto etandlico de las flores de Cordia lutea Lam en la
concentracion del 75 % mientras que se evidencid muy sensible en la
concentracion al 100 % y resulté nula sensibilidad frente al etanol (control
negativo). Finalmente determinaron que la actividad antimicrobiana de las
concentraciones de 75 % y 100 % de los etandlicos extractos de la flor de C.
lutea en las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 es menor en

comparacion con ciprofloxacina.t®

Cris6logo Villarruel (2020) en su analisis sobre “Estudio comparativo del
efecto cicatrizante de los geles de flor de overo (Cordia lutea), hoja de llantén
(Plantago major) y un mixto (Cordia lutea, Plantago major), en herida
inducida de mucosa palatina en conejo (Oryctulagus cuniculus), Truijillo,

20187, elaboré gel al 10% de la especie de Cordia lutea, de Plantago mayor

7



y también de ambas especies (Cordia lutea y Plantago mayor), los cuales
fueron sobrepuestos, por una duracion de 10 dias, encima de las lesiones
inducidas, de 4 mm, de la mucosa palatina en conejos de experimentacion
obteniendo como resultado, que, en el caso del gel al 10 % de Cordia lutea
present6 ausencia de alguna herida en el paladar en Oryctulagus cuniculus
presentando la herida inducida un diametro de 0.0 mm, en el gel al 10% al
igual que en el caso del extracto mix al 10% de Cordia lutea con Plantago
mayor, obteniendo la herida inducida 0.1 mm de didmetro. Sin embargo, en
el extracto de Plantago mayor la herida presenté 0.2 mm de diametro. En
cambio, en la agrupacion control, que no tiene presencia alguna de gel, la
medicion milimétrica de la herida dio 1 mm en los mencionados animales. Lo
que, al investigador, le permitié concluir que el extracto al 10% de Cordia
lutea tiene mayor efecto cicatrizante que en el caso del extracto mix de

Cordia lutea con Plantago mayor.1?

Llapo C., L.N. (2019) en la investigacion “Efecto del extracto acuoso de
hojas de Cordia lutea sobre células meristematicas de Allium cepa’, las
muestras vegetales fueron lavadas, desecadas, trituradas mecanicamente y
almacenadas en frasco &mbar. Con 2 gramos (g) de hojas de Cordia lutea
tratadas con 100 mililitros ( mL ) de agua (primeramente calentada), en
seguida enfriada para ser filtrada, prepararon infusos de hojas de Cordia
lutea a concentraciones 8 %, 4 %, 2 %, 1 %, 0,5 %, 0,25 %, 0,12 %y 0,06 %
(p/v) en células meristematicas de Allium cepa por 48y 72 horas (h), lo cual,
demostr6 que, en el acuoso extracto en hojas de C. lutea en varias
concentraciones, como, de 8 %, 4 %, 2 %, 1 %, 0,5 % evidenciaron efecto
citotoxico sobre el ciclo celular en meristemos radiculares en Allium cepa.
Realizaron nueve tratamientos (T 1, T2, T3, T4, T5,T6, T7, T8y T9): T
1 (agua), T 2 (extracto acuoso de Cordia lutea al 0,06 %), T 3 (0,12 %), T 4
(0,25 %), T5(0,5%), T6 (1 %), T7 (2%), T8 (4 %), T9(8%)pord8hy72
h para cada una (c/u). Obtuvieron resultados que demuestran disminucién
del crecimiento radicular de 1,77 cm (T 1: agua) hasta 0,8 centimetros (cm)
(T 7: concentracion 2 % del extracto acuoso de Cordia lutea) alas 48 hy 0,5
cm (T 5: 0,5 % del extracto acuoso de Cordia lutea) a las 72 h en las cuales

alcanzaron la minima y maxima disminucion significativa, en el T 9: 8 % del
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extracto acuoso de Cordia lutea hasta 0,3 cm y 0,2 cm en dos diasy 72 h
correlativamente. Concluyendo que el extracto acuoso en hojas de Cordia
lutea revelan indiscutible disminucién en su crecimiento radicular y en su
indice mitdtico en la muestra vegetal de la Allium cepa. Concentraciones del
extracto acuoso de hojas de Cordia lutea de 2 % a 48 hy 0,5 % a 72 h
manifiestan una significativa disminucion del radicular crecimiento logrando
ser maxima en su concentracion de 8 % en los dos periodos. Por ultimo, se
observé una disminucion significativa del 1 % en sus concentraciones del
mitético indice segun el prototipo de Allium cepa a posteriori por hacer dos
mediciones: la primera, después de 48 h de exposicion de extracto acuoso

de hojas de Cordia lutea y la segunda, 24 h después.'4

Trelles S. (2019) en su estudio de investigacion con el titulo de “Infusién a
base de flor de overal (Cordia Lutea Lam) edulcorado con stevia (Stevia
Rebaudiana Bertoni)” efectuado en la ciudad de Piura, realizé con dicha
especie, una infusion endulzandola con stevia (Stevia Rebaudiana Bertoni),
llevando la coccion a 60 grados Celsius o centigrados (°C) de temperatura
(T ©), obtuvo a manera de resultado el tiempo de secado: estimado en la flor
de overal y en la Stevia los tiempos de 3 horas (h) v 45 h
correspondientemente. Estos valores lo plasmé con la ayuda de una curva
para asi demostrar su proceso de desecado de cada uno de los insumos y
empled valores referenciales como los parametros de humedad de la NTP
209.228, permitiendo determinar la humedad final, obtuvo como resultado
9,75 % para el Overal y 9,18 % para la Stevia, con cuyos valores deshidrato
el producto mediante el secado por estufa para su mayor conservacion, para
posteriormente analizar lo siguiente, materia extrafia, cuyos valores obtenido
son de 1,88 % y 1,90 % en cenizas totales fueron de 7.36 y 9.45
respectivamente; los valores que obtuvo el investigador, se encuentran
dentro del parametro definido en la NTP 209.228 lo que usaron para infusion
de bolsa filtrante. Ademas, hicieron la degustacion a 66 pobladores que se
hallaban alrededor de una Ornamental Pileta en la Provincia de Sullana, esto
se realiz6 en el transcurso de cuatro dias diferentes, el investigador valoro
aspectos organolépticos como sabor, aroma, color y apariencia) los modelos

de filtrantes ofrecidos estaban elaboradas con 03 diferentes combinaciones
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como grupo A (65 % de overal con 35 % de Stevia), B (75 % overal con 25
% de Stevia) y C (85 % overal con 15 % Stevia), adquiriendo el resultado,
qgue la muestra mas aceptable por las personas fue el grupo B. Para la
medicion de este andlisis se empleo la escala hedonica del 1 al 5, cuyas
interpretaciones van desde el “me gusta” para el valor 5 hasta el “no me

gusta” para el valor 1.3¢

Olivera L. (2018) ejecuto una investigacion de pregrado titulada “Efecto del
extracto hidroalcohdlico de las flores de overo (Cordia lutea) en la toxicidad
hepatica inducida por paracetamol en ratas Holtzman macho” en Lima. En el
screening fitoquimico del hidroalcohdlico extracto de flores de C. lutea
mediante reacciones por coloracién y precipitacion, observdé compuestos
fendlicos, taninos y flavonoides, ademas, por espectroscopia UV visible, notd
la presencia de compuestos quimicos como glicésidos y quinonas. También
comprobd que el extracto hidroalcohdlico de flores de Cordia lutea en 250
mg su disminucion muy significativa se comprobé en Transaminasa
Glutamico Oxalacética (TGO) y en fosfatasa alcalina con 24.9 unidades por
litro (U /L) y 14.40 U/L de reduccién, mientras que, con 500 mg de extracto
de flores de Cordia lutea 75.7 U / L y 236.5 U / L en reduccion de dichas
enzimas dando como significancia de accién protectora hepética y
antioxidante en el extracto de flores de C. lutea, por tanto disminuyo el peso
de las ratas Holtzman macho, aclard el aspecto hepatico de los higados
analizados y las caracteristicas histopatolégicas, también, disminuyd sus

niveles de proteinas alteradas, enzimas y transaminasas.®?

Cruzado A. (2018) en su tesis sobre la “Caracterizacion del mercado de
plantas horticolas (medicinales, aromaticas y hortalizas) en la ciudad de
Bambarmarca” llevada a cabo en el departamento de Cajamarca, el
investigador manifiesta de que las flores de Cordia lutea Lam. secas o
frescas son aprovechadas en aliviar afecciones de la vejiga, del higado e

inflamacién tanto en riflones como a nivel prostatico.33

Carrasco E. (2018) en su tesis “Caracterizacion fisicoquimica y tecnoldgica

de fruto de overo (Cordia Lutea Lamarck) procedente del distrito de
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Chongoyape de la provincia Chiclayo” investigada en Trujillo, determiné las
composiciones fisico, quimicas y tecnologicos de la especie vegetal,
estimando asi su composicion y evidencié en ella, contenidos de mayor
cantidad la presencia de humedad (84,74 %), cenizas (5,96 %), proteinas
(5,33 %), extracto etéreo (0,61 %), pH 5.80, densidad [(1,06 gramos por
mililitro ( g / mL )], sélido solubles totales [14.13 grados brix ( © brix ) ], acidez
titulable (1.1875 %).34

Casio Ramirez (2018) en su estudio de investigacion “Actividad antioxidante
y contenido de polifenoles en flor de Cordia lutea Lam (flor de overo)”.
Mediante el uso de extraccion metandlica para la obtencion de su extracto
de las flores secas de la especie de Cordia lutea Lam para conocer, mediante
el ensayo antioxidante 1,1-difenil-2-picrilidracilo (DPPH) y la metodologia
Follin Ciocalteu. Determind la cantidad de 50.80 + 1.5582 mg en catequina
Equivalente/g del material en secas flores de polifenoles y establecié la
cantidad de 150 £ 12.99 mm con respecto al Trolox Equivalente/g de material
de secas flores de accion antioxidante. Lo que le permitié concluir que en
sus flores de la especie de C. lutea poseen polifenoles y funcién

antioxidante.53

Castro Dionisio (2016) en su investigacion magistral “Aislamiento
biodirigido y caracterizacion de compuestos anti-helicobacter pylori a partir
de una planta usada en la medicina tradicional peruana”. La investigadora
de posgrado elabor6 un extracto etandlico de las flores de la especie vegetal
Cordia lutea Lam haciendo uso de la metodologia de microdilucion en caldo,
asi, identificar presencia de compuestos quimicos en tres segmentos
elaboradas mediante las metodologias ensambladas de Cromatografia
liguida con espectrometria de masas (HPLC-MS) y por espectroscopia
(RMN), dichas fracciones manifestaron 31,3 pg/mL de Concentraciéon
Minima Inhibitoria (CMI) sobre la cepa microbiol6gica de Helicobacter pylori.
Por HPLC identifico la presencia de 06 compuestos que revelaron, en
comun, nucleo esteroidal de 4a,14a-dimetilesterol, como pionera.

Concluyendo la presencia de saponinas (con nucleo esteroidal) que le otorga
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actividad in vitro frente a la cepa de Helicobacter pylori del extracto de las

flores de la especie Cordia lutea Lam.*3

Garcia M., S.J. (2016) en su tesis “Efecto de los flavonoides totales de hojas
de Cordia lutea Lam. sobre hepatoxicidad inducida por Tetracloruro de
carbono en Rattus norvegicus var. albinus” ejecutada en Truijillo, confirmaron
el efecto hepatoptotector de flavonoides (totales) halladas en el érgano de
las hojas de la especie Cordia lutea Lam. Ratas blancas de investigacién (32
ratas machos) fueron hepatotoxicamente inducidas, dosis de 20 miligramos
por kilogramo del peso corporal (20 mg / Kg p.c.) usando tetracloruro de
carbono (CCls), los investigadores concluyeron, de igual modo, que los
flavonoides que se ubican en las hojas de Cordia lutea Lam. prevén efecto

hepatotoéxico habiendo sido inducidas en Rattus norvegicus var. albinus.3®

Arroyo J. et al (2016) en el “Estudio de toxicidad a 28 dias, del extracto
atomizado de rizoma de Curcuma longa (A4R), flores de Cordia lutea (A4F)
y hojas de Annona muricata (A4L) en un modelo murino” desarrollado en la
capital peruana, demostraron la seguridad del mencionado extracto
atomizado, cuando fue administrado por via oral en ratas Holtzman durante
el periodo de 28 dias, siendo intdxico, es decir no tiene presencia de
toxicidad aguda ni subaguda, mediante evidencia de parametros clinicos,

bioquimicos, hematolégicos e histopatol6gicos.3®

Medina Zumaran y Vasquez Villacampa (2015) en la tesis de pregrado
“Estudio farmacognéstico y cuantificacion de flavonoides totales de las flores
de Cordia lutea (flor de overo) proveniente de Cormot distrito de Compin
provincia de Gran Chimu region La Libertad” detectaron la existencia de
compuestos fendlicos y terpénicos, leucoantocianidinas (mayormente rutina

con 0.39 Rf) y flavonoides (totales como quercetina en 1,5 %).5?

Cruzado R., G.T. (1993) en la investigacion “Efecto de la flor de Cordia lutea
“overo” en intoxicacién hepatica cronica experimental con tetracloruro de
carbono en Oryctolagus cuniculus: variaciones séricas de GTP y bilirrubina”,

finiquitaron el efecto hepatoprotector en la intoxicacion experimental
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hepatica cronica inducida con CCls de la infusion de las flores de la especie

de Cordia lutea posee efecto protector hepatico en Oryctolagus cuniculus.*t?

Cruzado R. (1993) en su tesis sobre el Estudio Fitoquimico de la Flor de
Cordia lutea “overo” determiné metabolitos secundarios la presencia de

flavonoides (totales como quercetina).!!

2.1.2. INTERNACIONALES

Castro |, editors (2022) en la investigacion cientifica “Structural
Characterization and Anti-infective Activity of 9,10-Seco-29-norcycloartane
Glycosides Isolated from the Flowers of the Peruvian Medicinal Plant Cordia
lutea”. Los investigadores lograron aislar seis nuevos glucésidos de
secocicloartano (glucésidos de 9,10-seco-29-norcicloartano), los cuales
representan los primeros compuestos de secocicloartano aislados del
género cordia, del extracto de etanol de flores de Cordia lutea Lam., por el
bioensayo guiado de fraccionamiento, cuyas estructuras fueron determinada
por aplicacion de datos de RMN 2D. Los investigadores también
encontraron, en el extracto etandlico de las hojas de Cordia lutea Lam
interesante actividad contra Helicobacter pylori también demostraron una
actividad significativa contra Staphylococcus aureus y ninguna actividad

contra Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.'®

Rojas J., editors (2020) en la investigacion “Cordia lutea L. Flowers: A
Promising Medicinal Plant as Chemopreventive in Induced Prostate
Carcinogenesis in Rats”. Los investigadores determinaron efecto
qguimiopreventivo en el etandlico extracto en el 6érgano de flores de C. lutea
sobre cancer prostatico inducido, en ratas machos Holtzman, por N-metil-N-
nitrosourea- (MNU), ciproterona y testosterona. También, designaron 05
agrupaciones a las ratas en grupo n° 01 a las ratas les administraron solucién
salina (normal):10 mL / Kg; grupo n° 02 las ratas las incitaron con
ciproterona, testosterona y NMU para que, asi, desarrollen cancer de
préstata; en los grupos n°03, n°04 y n°05 les administraron etandlico extracto
de flores de C. lutea con dosis de 500, 250 y 50 mg / kg de peso corporal,
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correspondientemente. Los resultados indicaron que en las dosis de 500 mg
/ kg y en 250 mg / kg mermo6 de modo relevante los niveles en sangre de
antigeno prostatico especifico (PSA) mientras que los estudios patolégicos
a nivel histologicos revelaron el decrecimiento de la cantidad de capas
prostaticas con neoplasia intraepitelial prostatica de bajo grado (LG-PIN) y
neoplasia intraepitelial prostatica de alto grado (HG-PIN) con dosis de 500
mg / kg, determinando de tal manera el efecto quimiopreventivo sobre el

cancer de préstata inducido en ratas experimentales.

Castro M. (2019) en su investigacion concerniente a la “Caracterizacion de
propiedades fisicas y antimicrobianas in vitro de un recubrimiento comestible
a base de muyuyo (Cordia lutea lam.) y quitosano” elabord varias
disoluciones al 40 % y al 60% del latex (goma) del fruto de la especie vegetal
Cordia lutea mientras que en las concentraciones de quitosano fueron
elaborados al 0.5 %, 1% y 1.5 % para evidenciar accién antimicotica frente
a tres tipos de hongos como Penicillium spp, Aspergillus spp y Rhizopus spp
concluyendo que a méas concentracién, de la solucion elaborada del latex del
fruto de la especie Cordia lutea, logra mayor actividad antimicrobiana. Ya
gue los resultados de las soluciones de Cordia lutea al 60 % y en el caso del
quitosano en la concentracion del 1.5 % demostré que halos de inhibiciones
de 1,79 mm; 2,29 mm y 2;98 mm como, por ejemplo, en el caso del
Penicillium spp, Aspergillus spp y Rhizopus spp respectivamente
comprobando la propiedad antimicética in vitro en los mencionados

hongos.!t>

Ayala l., G.S. (2017) en su trabajo de investigacion de pregrado “Disefio de
un proceso de obtencidén de extractos de muyuyo (Cordia lutea Lamarck)”
realizada en Ecuador (Manabi), normalizaron la preparacion de extractos de
la especie Cordia lutea Lam. delimitando sus condiciones experimentales
para que sea mas eficiente su proceso; de modo que expandieron a 27 h el
tiempo de secado y emplearon el extracto residual, este fue sometido al
proceso de destilacion obteniendo alcohol para recircular y el extracto
hidroalcoholico de muyuyu con muchas propiedades funcionales.

Determinaron que el concentrado de la solucién hidroalcohdlica de la
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especie Cordia lutea L. debe preservarse ala T° de 80 °C a lo largo de 04 h.
Los investigadores examinaron indicadores (parametros) fisicos y fendlicos,
a fin del control de estabilidad en su extracto acuoso, éste, no evidencio
variabilidad significativa en el curso de 28 dias. También investigaron
pardmetros de minerales, proximales y quimicos en los dos extractos
obtenidos. Posiblemente la actividad antioxidante, que evidencian ambos
extractos de Cordia lutea L., dividieron los extractos en: acuoso e
hidroalcohdlico. El primer tipo de extracto (acuoso), tiene muchas
caracteristicas quimicas importantes para ser un IFA aplicada en la industria
alimentaria y cosmética. En cambio, el extracto hidroalcohdlico sometido a
nuevas pruebas de funcionalidad podria establecerse posiblemente
actividad antioxidante debido a la interaccién de grupos fendlicos.?’

Kulkarni Y., O.M. (2017) en su estudio de investigacion “Traditional uses,
phytochemistry and pharmacology of the medicinal species of the genus
Cordia (Boraginaceae)” desarrollada en India (Mumbai), en su tesis
respaldaron el manejo tradicional del género Cordia por medio de estudios
farmacogndsticos, comprobaron fitoquimicamente el uso tradicional de 36
especies de Cordia, en la coccion de hojas, las que, se usan ancestralmente
en varios tratamientos tanto en resfriados, tos, gripe, fiebre, cefaleas,
dificultades respiratorios, asma, dismenorrea, colicos en los 6rganos
abdominales, mialgias, heridas, inflamaciones, diarrea, disenteria, mordida
de serpientes y también es empleado como tonificador. La parte externa de
sus troncos (corteza) es aprovechado para, su conocido uso, en infecciones
hepaticas y estimula la piel cuando se utiliza como astringente. El cocimiento
de sus raices es explotado habitualmente en malaria, bronquitis vy
tuberculosis (TBC). De manera externa, se usan cataplasmas de hojas para
aliviar migrafia y de forma estiptica, de accion antihemorragica,
antiinflamatoria y como cicatrizante en mdltiples heridas. Sus frutos de las
de este género se caracterizan por ser muy mucilaginosos, se usan, a
manera demulcente, purificador sanguineo, y en afecciones del rifidén, bazo
y pulmoén. Aislaron 293 constituyentes fitoquimicos de muchas clases
guimicas. Entre ellas flavonoides, quinonas y terpenoides los que son

componentes principales aislados en la mayoria de las especies de Cordia.
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Asimismo, contienen acidos grasos, carotenoides, compuestos fendlicos,
saponinas, lignanos, esteroides, alcaloides, porfirinas, cumarinas, aceite

esencial y un grupo de diversos compuestos.®®

Castro S. (2015) en su investigacion doctoral “Evaluacion del fruto del
Muyuyo (Cordia lutea Lamarck, boraginaceae), como ingrediente cosmético
para la elaboracion de fijadores de cabello”, en la capital ecuatoriana, fue
pionero en ejecutar evaluacion fitoquimica del fruto de dicha especie y
reconocio varios metabolitos secundarios por ejemplo mucilagos, saponinas,

taninos, fenoles, lactonas, catequinas, aminoacidos y azlcares reductores.3°

2.2. BASES TEORICAS
2.2.1. Cordia lutea Lam.
2.2.1.1. Sinonimia
El nombre comdn de la especie Cordia lutea Lamarck es overo, cuyos

sinébnimos son: overal, oberal, overo, muyuyu, muyuyo, membrillejo.17:19.26,
32,34,37,40,42,43,47,49,50,53,55,62,108

2.2.1.2. Habitat

La planta Cordia lutea Lamarck es nativa de matorrales, pampas y bosques
secos entre 0 a 2000 m. Especialmente habita en bordes de campos de

cultivos y zonas costeras de Per(1.39:4041.49

2.2.1.3. Distribucién geografica

Cordia lutea Lamarck es una planta nativa de Peru, Polinesia (Islas

Marquesas), Ecuador (Islas Galapagos), Colombia y Bolivia.3240:4149,66,67,68

2.2.1.4. Caracteristicas botanicas
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La planta Cordia lutea Lamarck proviene de la familia arborea
Boraginaceae (“borraja”). Arbusto grande, hasta 6 metros (m) de estatura,
y caducifolio. Tallos erectos, delgados y largos. En ocasiones, los arboles
de Cordia lutea Lamarck tienen un tronco de 20 centimetros (cm) de

didmetro, de corteza gris, levemente fruncido.?41:49.67

Las hojas de Cordia lutea Lamarck son verde claro, no divididas, alternas,
redondeadas u ovaladas a elipticas (ovadas elipticas o ampliamente
ovadas a suborbiculares) con muy finos margenes y dentadas,
pubescentes en ambos lados, medianas a grandes: entre 4 a 10.5cm de
largo, 2 a 7cm de ancho, aterciopeladas, de consistencia cartdcea. De
apice agudo y a veces obtuso o redondeado. Superficie adaxial escabrosa
(la parte superior de las hojas denotan textura aspera, y dura, sin pelos;
los cuales estan presentes en la parte inferior), nervios secundarios entre
5 a 6 pares, peciolo de 5 a 40 mm de largo, engrosado. Presentan ramas

con vellosidades y tallo aspero, de color verde oscuro.39:40.41:42,43,49,67,117

El arbusto de Cordia lutea Lamarck se caracteriza por tener flores vistosas
de color amarillo, forma de campana, en panicula, de 5 6 10 a 40 flores
por racimo, 5 a 10 cm de largo y ancho. Pudinculo de 1,5cm de largo,
flores sésiles de 1 a 4 mm de largo, caliz cilindrica de 10 mm de largo y
de 5 a 7 mm de ancho. Sus pétalos se funden unidos en fisonomia
trompetada, 2 a 4 cm a través en la boca, presenta 5 a 8 l6bulos, tiene de
5 a 8 estambres y a posteriori de su fertilizacion desarrolla drupa de 8 a

12 mm de dié.metro.39’40’41‘42’43’44’49’67’117

Los frutos de la especie Cordia lutea Lamarck son bayas medianas (de 1
a 2 cm), globosos; cuando esta maduro es ligeramente dulce de sabor,
tiene pulpa; carnosa, blanca, viscosa y muy pegajosa al
ambiente.3940.41.42,43.4467 Finalmente, el fruto de Cordia lutea L. contiene
de 1 a 4 semillas, de color marrén claro, las cuales son duras y lefiosas.

Rodeada en su base por el persistente caliz.40:44.49.67
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El crecimiento vegetativo del overo se aproxima a valores del 60 %
sobresaliendo de febrero a abril. Entre los meses de diciembre a junio, el
overo florece con un promedio del 20 %, en tanto que la produccion se
extiende del afio en agosto con un supremo de 14 % con la presencia de

frutos ya madurados y verdes.*!

2.2.1.5. Clasificacion taxondmica

La especie Cordia lutea Lamarck fue descrita cientificamente, como

originaria de Per0, por el francés botanico Jean Baptiste Lamarck.4®

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliépsida
Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Boraginaceae
Subfamilia: Cordioideae
Género: Cordia

Especie: Cordia lutea

Fuente: Jardin Botanico, Lima Per(.4°

2.2.1.6. Usos y aplicaciones de Cordia lutea Lam.

2.2.1.6.1. Uso medicinal

Tradicionalmente se aprovechan las hojas y flores de Cordia lutea
Lamarck para aliviar problemas: ictéricos, colicos abdominales, biliares y
renales, de hepatitis, prostatitis, de desordenes gastrointestinales, de
gripe y también se aplican, las hojas y flores de dicha especie como
cicatrizante. Mientras que del fruto de Cordia lutea Lamarck, su resina,

irumpe la lactancia en animales.32:34:4046,49,69
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De la especie Cordia lutea Lamarck se emplea su madera, que es
resistente, como material para confeccionar artesanias, mangos, palos de
escobas, cercos, criaderos, casas. La pulpa del fruto de la especie Cordia
lutea Lamarck es empleada como adhesivo natural para pegar papel y de

alimento para aves.32:34:40:44,46,47,49

2.2.1.6.2. Uso industrial

Los frutos de la planta Cordia lutea Lamarck, que poseen mucilaginosos
(la pulpa), son utlizados en goma ardbiga o engrudo a modo de

pegamento Y fijador de cabello en gel cosmético capilar.3239:40,44.48,49

2.2.1.7. Propiedades terapéuticas

La especie Cordia lutea Lamarck se le destinan propiedades beneficiosas
tales como antitusigena, antiasmatica, expulsion de calculos tanto renales
como biliares y las propiedades curativas mas comunes son: en ictericia y
en problemas hepéticos, renales, gastrointestinales, respiratorios,
dermatolégicos y gripales. También esta especie es usada por los
moradores peruanos como terapéutica para el cancer hepatico, se ha
llegado a demostrar su propiedad antitumoral in vitro y sus aceites

esenciales poseen efectos antinflamatorios (inflamacion
aguda) ] 32,34,36,40,46,49,50,51,52,53,61

De los mucilagos de los frutos de Cordia lutea Lamarck, es aplicado en
jarabes diluidos en agua caliente y en cataplasmas externos. Ademas, la
coccion de las hojas de Cordia lutea Lamarck y sus mucilagos se

aprovechan a modo de hemostatico.3244

Las hojas de Cordia lutea Lamarck ya sean frescas o secas son usadas en
coccion a modo de expectorante, desinfectante externo, antiséptica,
astringente, cicatrizante, colagoga, enfermedades hepéticas, hepatitis,

célculos biliares, ictericia, circulacién, desinflamatoria, emenagoga,
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estomacal, hemostatica, paludismo, febrifuga, tos, asma, pectoral, senos
hinchados por exceso de contenido de leche materna y cansancio

cerebral.32:3544.,54

El empleo mas comun de las flores de la especie Cordia lutea Lamarck es
en enfermedades hepaticas, renales y biliares. También es utilizada en

2.2.1.8. Metabolitos secundarios de las hojas de Cordia lutea Lamarck

Los metabolitos secundarios son compuestos quimicos o principios activos
gue encontramos en las plantas, siendo compuestos no esenciales para el

crecimiento y funcionamiento de la flora vegetal.>®

Las hojas de la especie de Cordia lutea Lamarck contienen metabolitos
secundarios como flavonoides, taninos, esteroides o triterpenos, alcaloides,

polifenolasas, glicésidos cianogenéticos, saponinas y resina.>657.58

2.2.2. Escherichia coli

Escerichia coli es un organismo celular, un tipo de bacteria coliforme, bacilo
Gram negativo, de 1 a 3 um x 0.5 um recto y corto, no esporulado, anaerobia,
facultativa, con flagelo peritricos, de forma variante: en pares, solos, cortas
cadenas en grupo, cocos, bastoncillos pequefios. Habitualmente se sitla en
el tracto digestivo e intestino grueso. Es parte del microbiota de ocupacion
(autéctona flora microbiana); las infecciones son enddgenas, no obstante,
las infecciones exdgenas (sepsis, meningitis, gastroenteritis e ITU como
pielonefritis) se producen a causa del consumo de agua o alimentos

contaminados (ETA), se hallan entre los patdgenos prevalentes.?526:
70,71,72,73,74,75,76,77,78,79,80,81,82,83,84,85
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Figura N ° 01: Células de Escherichia coli en forma bacilar (cilindrica)”

Fuente: https://www.elprobiotico.com/theodor-escherich/

2.2.2.1. Clasificacion cientifica

La bacteria gram negativa Escherichia coli, en 1885 fue originalmente
llamado Bacillus coli commune por, el aleman infectdlogo pediatrico,
Theodore von Escherich. En 1918, por honor a su investigador, se

renombro el Bacterium coli commune como Escherichia coli.”0:71.72.73,74,86

Taxonémicamente se clasifica en:

Phylum: Proteobacteria
Clase: Gamma Proteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Geénero: Escherichia
Especie: Eschherichia coli

Fuente: Olivera NC, et al (2018) clasificacion taxonémica.®’

2.2.2.2. Estructura

La cobertura celular de E. coli es tipo didermo (caracteristico por ser Gram

negativa), formada por membrana citoplasmatica externa, constituida por
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2.2.2.3.

2.2.24.

una capa de fosfolipoproteica intercalada; sobre la cual hay una capa fina
de peptidoglicano y entre ambas capas se halla gel periplasmico (espacio),
se ubica por encima la membrana externa que estd compuesta por una
bicapa de fosfolipidos intercalada con diferentes componentes
(lipoproteinas, lipopolisacéarido y porinas). Posee pili, fimbrias o flagelos y

adhesinas no fimbrias.88

Caracteristicas

La bacteria E. Coli, pertenece a la familia Enterobacteriaceae, es llamada
Gram negativa debido a que reacciona negativamente a la tincion Gram,
fermentadora de glucosa y lactosa. Es mesofila ya que se desarrolla entre
35 a 43 °C, ya que es capaz de subsistir ante distintas temperaturas, se
puede hallar en el ambiente. Tamano promedio de 1.1 a 1.5 um de ancho
y 2 a 6 ym de largo. Fabrica vitaminas como Ky B. Puede presentar o no,
plasmido (sobrevive sin él). Después del nacimiento del humano, a escasas
horas, coloniza inmediatamente el intestino humano, por lo que es
considerada como microorganismo necesario de la microbiota autdctona.
Sus cepas mayormente son inocuas y las patégenas por poseer exotoxinas
(factores de virulencia), causan cuadros diarreicos. Debido a la alta
cantidad de cepas localizadas en el intestino, es usada como indicador
fecal en agua y alimentos. Asiduamente es utilizada en experimentaciones

biotecnoldgicas y en genética.’377:78,81,86,89,90,91,92

Patogénesis

El microorganismo E. coli habita, por lo general, en el sistema digestivo y
en el tracto intestinal del humano y animales (de homeostasis térmica)
formando parte del microbiota intestinal. Las cepas patégenas de
Escherichia coli, por el tipo de infeccion originada, abarca dos amplios
grupos, el primer grupo por infecciones extraintestinales o exogenas
(sepsis, meningitis neonatal, cistitis, mastitis, peritonitis, gastroenteritis e
ITU como pielonefritis, septicemia y neumonia Gram negativa) mientras

gue el segundo grupo esta conformado por infecciones enddgenas, es decir
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por cepas intestinales patdégenas de E. coli que originan, segun su
virulencia, infecciones gastrointestinales; se conocen seis tipos:
Escherichia coli de adherencia difusa (ADEC), E. Coli enterohemorragica
(EHEC), E. Coli enteropatogénica (EPEC), E. Coli enteroagregativa
(EAEC), E. Coli enteroinvasiva (EIEC) y E. Coli enterotoxigénica (ETEC).
Las cepas EHEC, EPEC, EIEC y ETEC causan diarrea. Mientras que la
diarrea acuosa en lactantes y diarrea del viajero es producida por las cepas
ETEC originando infecciones gastrointestinales que se pueden ocasionar
complicaciones graves. La presencia de E. coli en alimentos y agua es un
indicador se contaminacion de origen fecal, también debido a la
manipulacion inadecuada y antihigiénica en la preparacion de alimentos y/o
la contaminacién cruzada. Las causas mas frecuentes de infecciones, por
E. coli, en alimentos, se da debido a la cepa de Escherichia coli fabricante
de toxina Shiga, por el parecido de las toxinas que son producidas por la
especie Shiguella dysenteriae, origina que lacteos no pasteurizados,
carnes crudas o poco cocidas, productos germinados crudos, frutas y
vegetales preparados y almacenados insalubremente. E. coli productora de
toxina Shiga alcanza a crecer entre 7 °C y 50 °C, desarrollandose a 37 °C
como una T° éptima. También consigue desarrollarse hasta pH 4.4 es decir
en alimentos acidos y en alimentos que contengas agua cuya minima
proporcion de 0.95. Escherichia coli 0157: H7, dicha toxina se
desnaturaliza cocinando los alimentos a 70 °C de T ° a mas. Las cepas de
E. coli tienen la capacidad de intercambiar con facilidad genes y causar
variaciones de enfermedades. Los alimentos, el agua, las heces humanas
y de animales con brotes de E. coli originan problemas agronémicos y
sanitarios de gran impacto no solo local y nacional sino de dimension
mundial. La infeccién urinaria se da con mayor frecuencia en poblacion
femenina, debido a la longitud corta de la uretra que es de 25 a 50 mm
mientras que en la poblacion masculina la dimension es de 20 cm. Mientras
gue en la poblacién de la tercera edad tienen una proporcién similar entre
la poblacion femenina y masculina del adulto mayor. En el caso de la

poblacién infantil, 1220000 menores de cinco afos fallecen por alimentos
insalubres.76'77'78'79'81'89'90'91'92'93'94’95'96'97’98
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2.2.2.5. Clasificacion

2.2.2.5.1. Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC o ECET)

Se desarrolla en el intestino delgado, colonizandola para sintetizar
enterotoxinas como toxinas termoestable y termolabis, ocasionando
diarrea aguda acuosa, se manifiesta en seguida de 1 a 2 dias de su ciclo
de incubacion y permanece de 3 a 5 dias. Origina diarrea del viajero y se
da en poblacion pediatrica menor de dos afios. Presenta como
sintomatologia diarrea acuosa, nauseas, vomitos, fiebre y retortijones

abdominales.”4:83.89

2.2.2.5.2. Escherichia coli enteroinvasiva (EIEC o ECEI)

Pueden llegar a dafar al epitelio del intestino (colon) ya que sus cepas
la colonizan, generando diarrea acuosa o diarrea con sangre y mucus
(con leucocitos), ademas puede presentar cuadro disentérico,
evidenciandose en heces presencia de sangre y en su mucosidad,
leucocitos. Ocasiona colicos abdominales. Mayormente afecta a

lactantes menores de seis meses.’4:80.91,100

2.2.2.5.3. Escherichia coli enteroagregativa (EAEC o ECEA)

Se caracterizan por ser mas virulentas, de 20 a 48 horas es su periodo de
incubacién. Presentan fimbrias, las cuales se adhieren al epitelio de los
intestinos (delgado y grueso) lo que genera aumento en producir y secretar
mucus que aglutinan en cultivos su tejido intestinal, produciendo diarrea
liquida, de color verde con mucus pero sin sangre, la diarrea es persistente
hasta por 20 dias, también ocasiona nauseas, vomitos, dolor abdominal y

fiebre. Se da en neonatos e infantes menores de dos afos.74,80,87,91

2.2.2.5.4. Escherichia coli enteropatogénica (EPEC o ECEP)

Colonizan el intestino delgado adhiriéendose en las células intestinales del

epitelio, en microcolonias, provocando la destruccibon de sus

24



microvellosidades generando mala absorcién intestinal. Genera diarrea
aguda, vomito, dolor abdominal y fiebre baja. Afecta menores de seis meses

hasta dos anos.74,99,100

2.2.2.5.5. Escherichia coli enterohemorragica (EHEC o ECEH)

Produce verotoxinas, que al colonizar el intestino grueso destruye la
microvellosidad intestinal. Ocasionando diarreas sanguinolentas colitis
hemorragica (CH), dolor abdominal, vémitos, fiebre, se puede agravar
generando sindrome urémico hemolitico (SUH) que se caracteriza por
insuficiencia renal aguda, trombocitopenia (déficit plaquetario) y anemia
hemolitica. Se da generalmente por la ingesta de carnes deficientemente

o crudas en nifio y adultos.”4:80.87.99

2.2.2.5.6. Escherichia coli adherente - difusa (DAEC o ECAD)

Es el principal agente causal de diarrea acuosa sin sangre en infantes

de uno a cinco afios.8¢

2.2.2.6. Tratamiento

El especialista médico para iniciar el tratamiento 6ptimo ante las cepas de
Escherichia coli, solicita un antibiograma para poder prescribir el
medicamento seguro y eficaz para el microorganismo que origina la
infeccion. En el tratamiento para combatir la infeccién por la especie
Escheria coli se optan por antibiéticos de primera eleccion como
fluoroquinolonas (ciprofloxacina o levofloxacino) o el clotrimoxazol por el
periodo tres dias. Otros antibidticos que también son usados para el
tratamiento de E. coli es el trimetoprim + sulfametoxazol y quinolonas,
como ofloxacina, ciprofloxacina y trovafloxina. Entre otros antibiéticos
como cefalosporinas, principalmente ceftriaxona, es el medicamento mas

eficaz contra las infecciones por Escherichia coli.%:94.100

2.2.2.7. Prevencion
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La mejor manera de prevenir infecciones por cepas de Escherichia coli es
eliminando las vias de contaminacion ya que interacciona el hombre,
animales, reino vegetal y el medio ambiente, para ello se debe trabajar
arduamente de manera interdisciplinaria para contrarrestar la
farmacorresistencia de microorganismos, especificamente E. coli que es un
problema de salud publica a nivel mundial. Se debe garantizar y mantener
en todo momento la calidad de los alimentos (carnes, frutas, vegetales,
lacteos, agua) hasta llegar al consumidor final para evitar las infecciones

por E. coli.%"%8

2.3. FORMULACION DE HIPOTESIS
2.3.1. HIPOTESIS GENERAL

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Cordia lutea L. (oberal) puede

tener efecto antibacteriano en Escherichia coli.

2.3.2. HIPOTESIS ESPECIFICAS

v' Habra metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico de
las hojas de Cordia lutea L. (oberal) que le da la propiedad antibacteriana

frente a Escherichia coli.

v’ EXxistira una concentracion de los extractos hidroalcohdlicos de hojas de
Cordia lutea Lam. (oberal), el cual, tiene mayor efecto antibacteriano frente

a Escherichia coli.

2.4. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES E INDICADORES

En la operacionalizacion de variables, en el presente estudio presentard como
variable independiente el extracto hidroalcohodlico de Cordia lutea L. el que
tendra como indicadores el tiempo de 24 a 48 h con concentraciones de 75
%, 50 % y 25 %. Y la variable dependiente la actividad antibacteriana de E.
Coli ATCC la que tendra como indicadores los didmetros del halo y el

crecimiento de sus cepas.
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Tabla N ° 01: Operacionalizacion de Variables e Indicadores

Variable Independiente Hidroalcohdlico extracto de las hojas

de Cordia lutea Lam.

Dimensiones

Estudio fitoquimico

Indicadores

Identificacion de metabolitos

Escala

Sistema de cruces: +. presencia, ++. mayor presencia, +++. abundantes y -:

ausencia de metabolitos.

Variable Dependiente Efecto antimicrobiano de Escherichia
Coli

Dimensiones

Estudio microbiol6gico

Indicadores

Diametro de halo

Crecimiento de las cepas

Escala

Unidad de medida: mm

Fuente: Elaboracion propia, 2022.

2.5. DEFINICION DE TERMINOS BASICOS
2.5.1. Medicina tradicional complementaria (MTC):

Medicina tradicional y complementaria agrupa las terminologias medicina
tradicional y medicina complementaria, comprende profesionales, productos

y practicas.®
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2.5.1.1. Medicina tradicional

Conocida también como medicina convencional, posee una extensa
historia, ya que es la suma total de habilidades, conocimientos, y practicas
basadas en teorias, creencias y experiencias oriundas de diversas culturas,
explicables o no, aplicadas en la preservacion de la salud, asi como en la
prevencion, diagnostico, mejora o tratamiento. de enfermedades fisicas y

mentales.10?

2.5.1.2. Medicina complementaria

Llamada también medicina alternativa, se trata de un extenso conjunto de
practicas de atencion de la salud que no forman parte de la medicina
convencional de ese pais y que no estan totalmente integradas en el
sistema de atencion de la salud dominante. En algunos paises se utiliza

indistintamente con la medicina tradicional.101

2.5.2. Organizacion Mundial de la Salud o World Health Organization (OMS o
WHO):

Es el organismo de las Naciones Unidas (ONU) especializado en salud,
trabaja en todo el mundo para promover el grado maximo de salud que se
pueda lograr para todas las personas, sin excepcion alguna, ya sea por su
condicion social o econémica, género, religion, ideologia politica, raza u por

otra indole.102

2.5.3. Antimicrobianos (ATM)

Son medicamentos como antibidticos, antiparasitarios, antifiUngicos y
antiviricos, los cuales se emplean para prevenir tratar y prevenir infecciones

en los humanos, animales y plantas.!

2.5.4. Infeccion del tracto urinario (ITU):
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Abarca un conjunto multiple de condiciones con etiologias distintas, en
comun poseen presencia de gérmenes en el tracto urinario, que

normalmente es estéril, presenta sintomatologia clinica variable.1%

2.5.4.1. ITU no complicada:

Pueden ser recurrentes 0 no. Acontecen sintomas en via urinaria baja

(cistitis) o en via urinaria alta (pielonefritis).104

2.5.5. Pielonefritis

O ITU superior, es un tipo de ITU de via alta, es decir situada en el tracto
urinario superior (parénquima renal, uréter, sistema colector), produce
inflamacion del mismo, dando como sintomatologia dolor en fosa renal,

pufiopercusion positiva.t04

2.5.6. Cistitis

O ITU inferior, es una ITU de via baja, es decir situada en el tracto urinario
inferior (vejiga y uretra). Sintomatologia mas notable son miccionales, entre
ellos, disuria, polaquiuria, incontinencia urinaria, urgencia miccional, dolor

suprapubico, tenesmo.103.105

2.5.7. Food and Agriculture Organization of the United Nations u Organizacién de

las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO):

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura, es un ente de las Naciones Unidas cuyo propdsito es terminar
con el hambre a nivel mundial. Se ocupa del desarrollo de actividades

forestales, pesca y agricultura.%®

2.5.8. Organizacién Mundial de Sanidad Animal o World Organisation for Animal

Health (OMSA u OIE):
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Es un organismo intergubernamental que tiene la finalidad de optimizar la

sanidad animal a nivel mundial.19’

CAPITULO IlIl: METODOLOGIA

3.1. TIPO Y NIVEL DE INVESTIGACION

La finalidad, de la presente investigacion, es de tipo experimental, aplicada,
explicativa y prospectiva.

Longitudinal es el nivel de estudio, debido a que, la investigacion acontecera
en distintas fases, como: recoleccién de las hojas de la especie vegetal de
Cordia lutea Lamarck., elaboracion de su extracto hidroalcohdlico, pruebas de
solubilidad, marcha fitoquimico y concentraciones de 75 %, 50 % y 25% de
dicho macerado para la determinacion del efecto antimicrobiano en la cepa
microbiolégica de Escherichia coli para su analisis microbiolégico durante 01
dia a 48 h por el método de dilucion en pozos, del Instituto de Estandares
Clinicos y de Laboratorio (CLSI).*?!

3.2. DISENO DE LA INVESTIGACION

En el actual estudio de investigacion tiene un enfoque cuantitativo, en relacién
al disefio metodologico, el presente trabajo, es una investigacion
experimental, de disefio, aleatorizada debido a que se basa en manipulacion
de variables (se examinara la variable independiente, para comprobar
mediante screening fitoquimico la presencia de metabolitos secundarios, y se
investigara el efecto antibacteriano sobre la variable dependiente). Con dos

grupos de control (positivo y negativo).

3.3. POBLACION Y MUESTRA DE LA INVESTIGACION

En la presente investigacion se tomara como poblacion las hojas de Cordia
lutea Lamarck y cepas microbiologica de E. coli. La muestra es el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de la especie Cordia lutea Lamarck divididos en
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concentraciones de 75 %, 50 % y 25% y teniendo como unidad de analisis a
las placas petri con cepas microbioldgica de E. coli ATCC para determinar la
actividad antibacteriana por el método de pozos en dilucién. Tanto para la
muestra (extracto hidroalcohdlico) y la unidad de analisis (en grupos de cepas,
microbioldgicas, de E. coli en placas Petri) se aplicaran criterios de exclusion
e inclusion. Los criterios de inclusion para el extracto hidroalcohdlico a partir
de hojas estructuralmente enteras de Cordia lutea L. sin presencia de
microorganismos ni otros contaminantes visibles y cepas de E. Coli que se

obtendran de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Teniendo criterios de exclusion del extracto hidroalcohélico son hojas
fundamentalmente secas, no enteras estructuralmente, descompuestas y/o
con plagas (contaminadas visiblemente y microbios presentes) y muestras de
diferentes especies del género Cordia, mientras, que en la cepa
microbiologica de Escherichia coli, los criterios de exclusion a usar es la
procedencia de la cepa microbiol6gica de proveedor nada confiable. Sin
embargo, los criterios de inclusion a tener en cuenta en la muestra de hojas
de la especie Cordia lutea Lamarck son hojas identificadas propiamente como
Cordia lutea L., frescas, enteras, no descompuestas estructuralmente, libre de
plagas y/o pesticidas (no contaminadas a simple vista ni presencia de
microorganismos) y en el caso de las cepas microbiologica de la especie de

Escherichia coli procedente de la UNMSM.

3.4. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

3.4.1. TECNICAS DE RECOLECCION DE DATOS

Se aplicara la técnica de extraccion hidroalcohdlica, que posibilita extraer
ingredientes farmacolégicamente activos que se encuentran presente en las
hojas de la especie vegetal, en este caso de Cordia lutea Lamarck en
maceracion con alcohol de 96° por el tiempo de 15 dias naturales con
agitacibn constante. También se usard el ensayo de Sensibilidad
fundamentado en el método de dilucién en pozos Agar y con el fin de la toma

de medidas de halos de inhibicion, se valdra del instrumento vernier para la
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medicion de la actividad antimicrobiana en las placas Petri que contienen las
diferentes concentraciones del extracto hidroalcohélico de hojas de Cordia
lutea que, se supones que tiene accion antibacteriana teniendo como

indicador su halo de inhibicién (tamafio en mm).

3.4.2. INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

Los instrumentos de recoleccion de datos de la presente investigacion
experimental es la metodologia propia de cuadros en el programa Excel de
Microsoft, elaborados para situar los resultados de los diferentes métodos
experimentales a realizar por ejemplo la prueba de miscibilidad, marcha
fitoquimica del extracto hidroalcohdlico de las hojas del oberal y para los halos
de inhibicién de las cepas microbiolégicas de Escherichia Coli.

Urmiversidad

Inca Garcilaso de la Vega

Pluswos Tiempos., PMNueswas dems

FACULTAD DE CIENCLA S FARMACEUTICA S ¥ BHO@UINICA
FICHA DE OB SERWVACION PRUEEMA DE SOLUEBILIDA D

CSEFECTO ANTIEACTERIAND DEL EXTRACTO HIDROA LCOHOD LGS DE LAS HDJAS
DE Cordia ofea Lam. ({OBERAL)) FRENTE A Eschernchia coli™

IMSTRUCCIOMNES

Antes de imiciar con la obssrvacion. procure encontrarse en un estasdo de eguilibric =smocional
¥ sormatico.

Si se sients cansado. estresasdo o enferm o, suspenda la obhservacicon.
Froocur=s reslizar todsass las medicioneaes bajo lass mismas comdicioneaes de comoaodiid=sd.

Emn 2l caso de no temer cerfesa sobre la meedicion de slgunsa unidad de analisis, descarte =u
evalusciam.

Registre los datos sin bormones ni enmendaduras.

Lo=s espacicos 2n los gue mo puasda registrar imformacidn, tSchelos com una linsea.

BARCHMN NS SO L UL DS D

MUESTRA: Extracto hidrocalcochalico de las hojas de Cordia lwfea Lam. ((DBERAL)J

Tub-o M= SOLWEMTE [I] RESULTALC
1 Agus destilsds
= Ef=ncl 705
=B Eft=unicl 85T
= Rilet=nol
=4 HM-Eutsnol
= Acaetato de Etilo
(=] Propamoma
bl FM-he==no
= Efer de petrdlso
=] Tolusno
10 Criclornomet=nao
11 Bencins
1= loroformmeso

Fuent=: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 02: Instrumento de Recoleccion de Datos para los resultados de
Prueba de Solubilidad.
Fuente: Elaboracion propia, 2022
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Leyenda:

v () : Insoluble 0 no soluble

v (4) : Poco soluble

vo(+4) : Solubilidad moderada o medianamente soluble
Vo(++t) Soluble completamente o en su totalidad.

Firma del Experto

Colegiatura

Figura N ° 03: Parametros del Instrumento de Recoleccion de Datos para los
resultados de Prueba de Solubilidad.
Fuente: Elaboracion propia, 2022
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Inca Garcilaso de la Vega

Nusvos Tiempos. Nuevas ldeas

FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA
FICHA DE OBSERVACION SCREENING FITOQUIMICO

“EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE
Cordia lutea Lam. (OBERAL) FRENTE A Escherichia colf*

INSTRUCCIONES

Antes de imiciar con la observacion, procure encontrarse en un estado de equilibrio
emocional y somatico.

Si se siente cansado, estresado o enfermo, suspenda la observacion.
Frocure realizar todas las mediciones bajo las mismas condiciones de comodidad.

En el caso de no tener certeza sobre la medicion de alguna unidad de analisis,
descarte su evaluacion.

Registre los datos sin bommones ni enmendaduras.

Los espacios en los que no pusda registrar informacion, tachelos con una linea.

SCREENING FITOQUIMICO - METABOLITOS PRIMARIOS

MUESTRA: Extracto hidroalcohdlico de hojas de Cordia lurea Lam. (OBERAL)

METABOLITO § REACTIVO REACCION RESULTADO
Tubo PRIMARIO CROMOGENICA

Maolish Anillo violeta

Glucidos o [ Fehling B Precipitado

carbohidratos i i i
Fehling A anaranjadofrojoladrillo

2.4-DMFH Precipitado anaranjado

Benedict Frecipitado rojo ladrillo

Aminoacidos Minhidrina Coloracion violeta (claro)

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 04: Instrumento de Recoleccion de Datos para los resultados de
Screening Fitoquimica — Metabolitos Primarios.

Fuente: Elaboracion propia, 2022
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V() : Precipitado total o presencia de coloracién
vo(++) : Precipitado moderado o presencia de coloracion
v () : Precipitado leve o presencia de coloracion

v o(9) : Precipitado o ausencia de coloracion

Firma del Experto

Colegiatura:

Figura N ° 05: Pardmetros del Instrumento de Recoleccion de Datos para los
resultados de Screening Fitoquimica — Metabolitos Primarios.

Fuente: Elaboracion propia, 2022
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4 WUniversidad -
- Inca Crarcilaso de la Vega

MNusvos Tiempos., Muswvas ldeas

FACULTAD DE CIENMCIAS FARMACEUTICAS ¥ BIOQUIMICA

FICHA DE OBSERVACION MARCHA FITOQUIMICA

*EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE
Cordiz lutea Lam. (JBERAL) FRENTE A Escherichia coli™

INSTRUCCIONES

Antes de imiciar con la cbservacion, procure encontrarse en un estado de equilibrio emocional
v somatico.
Si se siente cansado, estresado o enfermo, suspenda la ocbservacion.
Procure realizar todas las mediciones bajo las mismas condiciones de comodidad.
En &l caso de no fener certeza sobra la medicion de alguna wnidad de analisis, descarts su
evaluacion.

Registre los datos sim bormmones ni enmiendaduras.

SCREENING FITOGUIMICO

MUESTRA: Extracto hidroalcoholico de las hojas de Cordia lufea Lam. (OEERAL)

M® METABOLITO REACTIVO REACCION RESULTADOC
Tk SECUNDARIO CROMOGENICA

SAPONINAS

Formacion de 0,5cm de espuma
o1 Saponinas Espums en &l transcursoc de 02 minufos

hasta media hora.

Saponinas Coloraciones de amarillc 8 rojo
o2 Triterpenoidales o Salkowski sangre

esteroidales

Saponinas Coloracion rojiza-grosella
28 | Triterpénicas Wariante A
Saponinas Salkowski Coloracion szul-verdosa

esteroidales

Figura N ° 06: Instrumento de Recoleccion de Datos para los resultados de
Screening Fitoquimica — Metabolitos Secundarios.

Fuente: Elaboracion propia, 2022
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Saponinas Coloracion  rojo-gzulado  hasta
estergidales Variante B puUrpura
2B | Colesterol Salkowski Coloracion rojo
Saponinas Coloracion rosado & parpura
03 | Triterpanoidales Liebermann -
Saponinas Burchard Coloracion azul-verdoso
esterpidales
FLAVONOIDES - TANIND 5
FLAVONOIDES
Shinods Coloracion  inicial:  anaranjado
04 debil yv a8 posterior de 10
Flavanoides coloracion anaranjado intenso.
05 MalH 20% Coloracion anaranjada
Compuesios Coloracion verde oscuro casi
08 ||fendlicos y Cloruro farrico || negro.
taninos
TANINOS
o7 || Taninos Gelatina-MaCl || Pracipitado color blanco
Taninos
08 ||derivados del Coloracion negra azulada
acido pirogalico Alurmbre
00 || Taninos deriva ferrico Coloracian verde
Catequins
10 || Tanino catequico Agua de Formacion de precipitado
o flobataning broma
Tanino clase Pracipitacion total
11 || catéquica Formaldehido
Taninos FParciaimente soluble
pirogalicos

Figura N ° 07: Instrumento de Recoleccion de Datos para los resultados de
Screening Fitoquimica — Metabolitos Secundarios (continuacion).

Fuente: Elaboracion propia, 2022
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12 || Taninos Acetato de Formacion de precipitado
|| plomno ||
ANTOCIANINAS
13 || Antocianinas Fehling A Formacion precipitado color rojo-
|| Fehling B ladrilla. ||
QUINONAS - ANTRAQUINOMAS
14 || Compuestos MaOH 5% Cambio de coloracicn
quinonicos
15 || Antraguinonas EBornfrager Coloracion rosada a roja
18 || Quinonas Fell; 3% Coloracion rojo (en fase acuosa
alcaling).
17 || Quinonas Papel ‘Whatman: fluorescencis
hidrociladas color violets
pasicion orto.
18 || Quinonas Acetato de Mg || Papel  Whatman:  flucrescencis
hidrosiladas color anaranjads.
posicion meta.
18 || Quinonas Papel Whatman: fluorescancia
hidroxiladas para. color purpura.
CUMARINAS
20 || Cumarinas fijas MaOH 10% Papel Whatman: fluorescancia
|| color verde amarillenta. ||
ALCALOIDES
21 Cragendorff || Precipitado anaranjado 2 rojo.
22 Alesloidas Mayer Frecipitado blanco a crema.
23 Wagner Precipitado marron
z4 Otto Coloracion rojo-violeta.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 08: Instrumento de Recoleccidén de Datos para los resultados de
Screening Fitoquimica — Metabolitos Secundarios (continuacion).

Fuente: Elaboracion propia, 2022
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Leyenda:

Vo (++4) : Precipitado total o presencia de coloracion

Vo (++) : Precipitado moderado o presencia de coloracion
v o (+) ; Precipitado leve o presencia de coloracion

v () : Precipitado o ausencia de coloracion

Firma del Experto

Colegiatura:
Figura N ° 09: Parametros del Instrumento de Recoleccion de Datos para los

resultados de Screening Fitoquimica — Metabolitos Secundarios.
Fuente: Elaboracion propia, 2022

39



Universidad

I8l Inca Garcilaso de la Vega
Nugwen Tiempor., Mueuas Ideas

FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BRIOGQILUIMICA
FICHA DE OBSERVACION ENSAYD MICROBIOLOGICO

“EFECTO ANTIBACTERIANG DEL EXTRACTO HIDROALCOHOUCO DE LAS HOJAS DE

Covdia wtea Lam. (ODBERAL) FRENTE A Eschurichia col™
HSTRUCCIHINES

Al de iniciar con Lo observiachn, procure encealianrse en un eskade de aquilibdo amockona ¥
S,

Si 52 skenle cansado, estresado 0 enfenma, Suspenda |3 observacion.
Procure realizar todas 1a= medicionsas bajo 1as mismes condicion=s de comodided

En &l caso de no tener certeza sobre la medicida de aiguna unidad de sndksis descarle su
avaluacion

Fegisire b5 OFtos @ omones ni efmensdsmures.

Lo espacios en koS Gue no pueda registrar informacidn, tathelos con una fines,

HALOS DE INHIGICHON
MUESTRA: Extracto hidroalcohdlico de hojas de Corois furtes Lam,
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Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 10: Recoleccion de Datos para los resultados del Ensayo
Microbiolégico.

Fuente: Elaboracion propia, 2022
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Leyenda:

v Nula : Diametro (< 14 mm)
v~ Sensible : Diametro (= 15 mm)
v~ Muy sensible : Diametro (> 20 mm)

Firma del Experto

Colegiatura

Figura N ° 11: Parametros del Instrumento de Recoleccion de Datos para los
resultados del Ensayo Microbiolégico.

Fuente: Elaboracion propia, 2022
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Firma del Exparo

Colegiabura

Figura N ° 12: Ficha de Validacion del Instrumento.

Fuente: Elaboracién propia, 2022
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3.5. TECNICAS PARA EL PROCESAMIENTO DE DATOS
3.5.1. Autorizacion y coordinaciones previas para la recoleccion de datos

Para llevar a cabo la investigacion experimental presente, se realizara en
laboratorios de universidades nacionales y privadas para la obtencion del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Cordia lutea L., y para ejecutar
diversas pruebas, como, de miscibilidad, screening fitoquimico y los cultivos
de Escherichia Coli.

3.5.2. Aplicacién de instrumento de recoleccion de datos

La data recolectada se llevo a cabo en el mes de octubre del presente afio,
por el periodo de 05 dias habiles para la parte experimental del screening
fitoquimico mientras que para la realizacion de la parte experimental

microbiana se realiz6é en 04 dias habiles.

3.5.3. Métodos de andlisis estadistico

El andlisis estadistico de la principal variable actual, en la presente
investigacion, se emplearan pruebas estadisticas (descriptivo) en relacién a
la ciprofloxacina (antibiotico a emplear) y sus diferentes concentraciones 75
%, 50 % y 25 % del extracto hidroalcohdlico de las hojas de la especie Cordia
lutea L. (oberal). Se investigara, la data obtenida, por el programa estadistico

SPSS version 26 para establecer en cada variable, su estadistica descriptiva.

3.6. ASPECTOS ETICOS

En el presente estudio cientifico de pregrado, en todo momento se llevara a
cabo, responsablemente y a conciencia, los implementos de bioseguridad
como el uso de laboratorios de especialidad, y el correcto manejo de sus
equipos, tanto en la ejecucion del screening fitoquimico como en especial en
el uso y su eliminacién correcta de las cepas microbiolégicas de E. Coli, motivo
por el cual, en todo el desarrollo de la investigacion se tendra en cuenta los

principios de ética y deontologia. Ademas, la presente tesis, no expone riesgo
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alguno para el humano ni especimenes alguno debido a que no se laborara

de forma indirecta ni directamente con los mencionados.

3.7. PARTE EXPERIMENTAL

3.7.1. MATERIALES, INSTRUMENTOS Y EQUIPOS
3.7.1.A. MATERIALES
3.7.1.A.1. MATERIALES DE BIOSEGURIDAD

v Mandil (para laboratorio)
v’ Mascarillas

v' Cofias

v Lentes de policarbonato
v Guantes estériles

v’ Botas desechables (protectoras del calzado)

3.7.1.A.2. MATERIAL BIOLOGICO

v Hojas de Cordia lutea Lam.
v’ Cepas in vitro de E. coli ATTC® 25922™
v" Ciprofloxacina 500 mg

3.7.1.A.3. MATERIAL DE ESCRITORIO

v Cuaderno de apuntes
v’ Lapiceros

v’ Lapiz

v" Borrador

v Resaltadores

v' Cartuchera

v' Agenda

v' Porta todo

v' Folder
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v’ Micas

v USB

v’ Hojas A — 4
v’ Laptop

v Impresora

v’ Cartucho (impresora) negro

v' Cartucho (impresora) color

3.7.1.A.4. MATERIALES DE LABORATORIO

N N N N N N T N N N e N N N N N N N N N N

Papel kraft

Mortero y pilén (de porcelana)
Gradillas

Tubos de ensayo

Rejillas porta tubos de ensayo
Pipetas Pasteur

Pipetas desechables
Micropipetas

Puntas desechables para micropipetas
Bombilla pipeteador

Papel filtro (Whatman) N° 01
Frascos ambar estériles
Viales esterilizados
Recipiente de vidrio estéril
Beackers

Espatulas

Bagueta

Probeta

Pera decantacion

Piseta

Fiola

Luna de reloj

Gotero

Embudo
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Asa Kolle

Asa de Drigalsky

Placas Petri desechables
Placas Petri de vidrio
Fosforos

Manopla

Individual

AN NN U VR N NN

Bolsas plasticas resistentes

3.7.1.B. INSTRUMENTOS

Lampara UV 365 nm

Mechero de Bunsen
Densitometro Escala McFarland
Sabobocado

NN NN

Vernier

3.7.1.C. EQUIPOS

v Balanza electrénica
v Balanza analitica
v’ Estufa

v' Molino

v/ Bafio maria

v Ultrasonido

v Cocinilla

v Autoclave

v" Incubadora

3.7.2. REACTIVOS Y AGENTES QUIMICOS

3.7.2.1. REACTIVOS

v' Reactivo de Molish
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v Reactivo de Benedict

v Reactivo de Brady

v Reactivo de Ninhidrina
v Reactivo de Salkowski
v Acido sulftrico cc

v Acido sulftrico (50 : 1)
v Acido sulfdrico 80 %

v Anhidrido acético

v" Cloroformo

v Reactivo de Liebermann - Burchard
v Acido acético

v Acido acético / Acido sulftrico (50 : 1)
v Reactivo de Shinoda

v Acido clorhidrico cc

v Acido clorhidrico 1 N

v Acido clorhidrico 20 %
v Acido clorhidrico metandlico 1 %
v" Tricloruro férrico

v Tricloruro férrico 3 %

v" Hidréxido de sodio 5 %
v Hidroxido de sodio 10 %
v Hidroxido de sodio 20 %
v Reactivo de Bortranger
v Etanol 70 °

v Etanol 96 °

v Metanol

v Butanol

v Acetato de etilo

v Propanona

v N — hexano

v Eter de petréleo

v Tolueno

v Bencina

v" Gelatina — cloruro de sodio
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v Formaldehido

v/ Agua de bromo

v’ Acetato de plomo 5 %
v Reactivo de Fehling A
v Reactivo de Fehling B
v' Hidréxido de sodio 5 %
v" Hidréxido de sodio 10 %
v Acido férmico

v" Amoniaco

v" Alcohol isoamilico

v Benceno

v" Hidréxido de amonio

v" Diclorometano

v Reactivo de Dragendorff
v Yoduro de potasio

v Reactivo de Mayer

v Reactivo de Wagner

v Dicromato de potasio

3.7.2.2. AGENTES QUIMICOS

v' Virutas de magnesio
v' Agua destilada

v" Cloruro de sodio

3.7.3. RECOLECCION DEL MATERIAL VEGETAL

Poniendo en practica las normas de bioseguridad de las Buenas Practicas
de Laboratorio (BPL), con la indumentaria ideal, es decir con mandil (de
laboratorio), mascarilla y guantes estériles; el material vegetal fue
recolectado, en los primeros dias del mes de setiembre del presente afio, en
los alrededores de la chacra “Las Brujas” ubicada en el distrito de San Juan
de la Virgen, provincia y departamento de Tumbes. Se procedi6 a recolectar

1000 g de material vegetal, teniendo presente los criterios de inclusién como
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hojas estructuralmente enteras, frescas y sanas de Cordia lutea L., sin
presencia de microorganismos ni otros contaminantes visibles (carentes de
hongos, pesticidas, suciedad ni picadas por insectos ni heces de paloma u
otro animal). Los de exclusién fundamentalmente hojas secas, no enteras
estructuralmente, descompuestas y/o con plagas (contaminadas
visiblemente y microbios presentes) y muestras de diferentes especies del
género Cordia u otras especies vegetales. También se recolecté una planta
de la especie C. lutea, pequefa con hojas, con su tallo y raices, como

muestra vegetal, para la identificacion taxondmica a posteriori.

Figura N ° 13: Recoleccion de hojas de Cordia lutea Lam.
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3.7.4. IDENTIFICACION TAXONOMICA DEL MATERIAL VEGETAL

Se llevé, la muestra recolectada en Tumbes, una planta completa pequefa
(hojas con tallo y raices de oberal), al Herbario San Marcos del Museo de
Historia Natural “Javier Prado” de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, para que en el Servicio de Estudio Taxonémico y Determinacion de
Muestras Boténicas y Certificacion se lleve a cabo su respectiva
identificacion taxondmica, para constatar que las hojas a usar en el presente
trabajo de investigacion de pregrado es la especie Cordia lutea Lam.,
mediante el Sistema de Clasificacion especificado por el cientifico Cronquist
(1988).

3.7.5. TRATAMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL

Si bien es cierto la muestra fue recolectada en la ciudad de Tumbes pero
luego fue transportada, embalada con papel kraft, por via aérea a la capital
peruana e inmediatamente se llevo al laboratorio para realizar el respectivo
tratamiento a las hojas de oberal con el propdsito de obtener su extracto
hidroalcohdlico, teniendo en cuenta en todo momento las normas de
bioseguridad del Manual de Bioseguridad en el Laboratorio de la WHO8, lo
gue garantiza condiciones Optimas de humedad y T ° como a los equipos

calibrados y en buen estado de funcionamiento para su uso respectivo.

Figura N ° 14
Fuente: Elaboracion propia, 2022
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Figura N ° 15

Fuente: Elaboracion propia, 2022

FiguraN ° 14 y N ° 15: Bolsas de papel kraft que contienen, en su interior,
las hojas de Cordia lutea Lam. recolectadas para ser transportadas via
aérea.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 16: Embalaje de papel Kraft que contiene, en su interior, las hojas
de oberal recolectadas.

Fuente: Elaboracién propia, 2022
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3.7.5.1. SELECCION DE HOJAS DE Cordia lutea Lam.

Se procedi6 a escoger hojas estructuralmente enteras, frescas y sanas de

oberal en 6ptimas condiciones, teniendo nuevamente en cuenta los criterios

de inclusion y exclusion, las cuales llegaron a pesar 700 g.

Tabla N ° 02: Criterios de exclusion e inclusion para la recoleccion de hojas

de Cordia lutea Lam.

Hojas estructuralmente enteras, frescas
y sanas de Cordia lutea L., sin presencia
de

contaminantes visibles (carentes de

microorganismos ni otros

hongos, pesticidas, suciedad ni picadas
por insectos ni heces de paloma u otro

animal).

Fuente:
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Hojas secas, no enteras
estructuralmente, descompuestas y/o
con plagas (contaminadas visiblemente
y microbios presentes) y muestras de
diferentes especies del género Cordia u

otras especies vegetales.

Elaboracion propia, 2022



3.7.5.2. LIMPIEZA Y DESINFECCION DE HOJAS DE Cordia lutea Lam.

Para la limpieza de las hojas de oberal se us6 agua potable (del grifo) para
eliminar a totalidad la tierra presente u otros residuos. Luego para su
respectiva desinfeccion se procedio a lavar las hojas de oberal con agua

destilada.1%®

3.7.5.3. SECADO

Luego de la limpieza y desinfeccion de las hojas de oberal se secaron al
medio ambiente para luego deshidratarlas y secarlas en estufa (de aire
caliente) a 36 °C (hasta 38 °C).3? Al obtener las hojas de oberal desecadas,

al pesarlas, arrojaron 283 g.

Figura N ° 17: Estufa de (aire caliente) a 36 °C conteniendo hojas de oberal
para desecarlas.
Fuente: Elaboracion propia, 2022
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Figura N ° 18: Tesista evidenciando el secado de hojas de oberal en estufa.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 19: Tesista evidenciando la obtencion de hojas desecadas de
Cordia lutea Lam. por medio de estufa.

Fuente: Elaboracién propia, 2022
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3.7.5.4. MOLIENDA Y TAMIZADO

Alos 283 g de hojas de oberal desecadas se procedieron a triturar mediante
un molino con cuchilla®?y se pulverizé, hasta obtener polvo uniforme vy fino,
mediante la ayuda de un mortero de porcelana® para luego tamizarlas

obteniendo un peso de 280 g.

Figura N ° 20

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 21
Fuente: Elaboracién propia, 2022
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Figura N ° 22

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N © 20, N ° 21y N ° 22: Tesista evidenciando la molienda de hojas
secas de Cordia lutea Lam.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 23: Tesista evidenciando la obtencién de hojas secas de
Cordia lutea Lam. pulverizadas.

Fuente: Elaboracion propia, 2022
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3.7.6. PREPARACION DEL EXTRACTO DE HOJAS DE Cordia lutea Lam.

3.7.6.1. MACERACION

Los 280 g de hojas desecadas y pulverizadas de oberal, se las diluy6é 02 L
de etanol de 96 ° con agua destilada en un recipiente ambar de 2.5 L de
capacidad. Se dejé macerar el extracto hidroalcohdlico de hojas de Cordia
lutea Lam. con agitacion (constante y manual), en el marco de 10 minutos,

02 veces al dia, en el transcurso de una semana.®

Figura N ° 24: Obtencion del macerado hidroalcohdlico de las hojas secas
de oberal.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

3.7.6.2. FILTRADO

Usando embudo instrumental de vidrio esterilizado y papel Whatman (N°

01) se filtro el macerado hidroalcohdlico de hojas de oberal.
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Figura N ° 25: Filtracion del macerado hidroalcohdlico de las hojas secas
de oberal.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 26: Tesista evidenciando el filtrado del extracto hidroalcohdlico
de las hojas secas de Cordia lutea Lam.

Fuente: Elaboracién propia, 2022

Figura N ° 27
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Figura N ° 27 y N ° 28: Filtrando el extracto hidroalcohdlico de las hojas
secas de Cordia lutea Lam. al abrigo de la luz.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 29: Extracto hidroalcohdlico de las hojas secas de Cordia lutea
Lam. filtrado, al abrigo de la luz, envuelto en papel Kraft.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

3.7.6.3. CONCENTRADO Y SECADO

Posteriormente se procedi6é a concentrar en ultrasonido en el marco de 02
horas, luego fue llevado a estufa a la temperatura de 40°C para la totalidad

de evaporacién del solvente para obtener un extracto seco,3? cuyo peso

obtenido fue 41 g.
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Figura N ° 30: Tesista evidenciando el concentrado del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Cordia lutea Lam. en ultrasonido.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 31: Concentrando el extracto hidroalcohdlico filtrado, de las
hojas de Cordia lutea Lam. en ultrasonido.
Fuente: Elaboracién propia, 2022
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Figura N ° 31: Estufa a 40 °C.
Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 32: Tesista constatando T° de la estufa.

Fuente: Elaboracién propia, 2022
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3.7.7. EXPERIECIA FITOQUIMICO

3.7.7.1. PRUEBA DE SOLUBILIDAD

En la prueba de solubilidad se hizo empleo del extracto seco de hojas de
Cordia lutea Lam. y el orden de los solventes que se dispusieron son agua
destilada, etanol de 70 ° y 96 °, metanol, butanol, acetato de etilo,
propanona, hexano, éter de petréleo, tolueno, diclorometano, bencina y

cloroformo.58.119.120

Tabla N ° 03: Prueba de Solubilidad del extracto hidroalcohélico seco

de las hojas de Cordia lutea Lam.

Tubo N° SOLVENTE |
1 Agua destilada
22 Etanol 70°
2B Etanol 96°
3 Metanol
4 N-Butanol
5 Acetato de Etilo
6 Propanona
7 N-hexano
8 Eter de petroleo
9 Tolueno
10 Diclorometano
11 Bencina
12 Cloroformo

Fuente: Elaboracion propia, 2022
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Figura N ° 35: Solventes utilizados en la prueba de solubilidad.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 36
Fuente: Elaboracién propia, 2022
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Figura N ° 37

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 36 y N ° 37: Tesista evidenciando marcha de solubilidad del

extracto hidroalcohdlico seco de las hojas de Cordia lutea Lam.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

3.7.7.2. SCREENING FITOQUIMICO CUALITATIVO

En el Screening fitoquimico o marcha fitoquimica se realizaron pruebas

para la identificacién cualitativa de metabolitos primarios y secundarios del

extracto hidroalcoholico crudo de hojas de la especie vegetal Cordia lutea

Lam. (MP) en tubos de ensayo con diversos agentes cromogénicos, los

cuales al reaccionar positivamente forman precipitados y/o cambios de

color, los cuales, mediante un sistema de cruces fueron plasmados en las

hojas de recoleccion de datos para precisar la ausencia o presencia y tipos

de metabolitos tanto primarios como secundarios.

3.7.7.2.1. MARCHA FITOQUIMICA METABOLITOS PRIMARIOS

Se utilizaron una bateria de tubos de ensayo esterilizados conteniendo,

en su interior, extracto hidroalcohélico, concentrado, crudo de hojas de
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oberal para la identificacion cualitativa de metabolitos primarios como
carbohidratos (glucidos) y aminoéacidos, para ello se utilizaron reactivos
como Molish, Fehling B mas Fehling A, 2,4 — Dinitrofenilhidracina
(DNFH) y Benedict para la identificacion de carbohidratos, teniendo
como reaccion cromogeénica coloracion violaceo (anillo violeta),
anaranjado/rojo ladrillo en el uso de los reactivos de Fehling y la
formacién de un precipitado anaranjado rojizo con el uso del reactivo 2,4
— DNFH y coloracién violeta con el reactivo de Benedict, cuando la
reaccion cromogénica es positivo. Y finalmente para la observaciéon de
la presencia de aminoacidos se utilizd el reactivo de Ninhidrina dando

positivo en el caso de una coloracion violeta. 8 119

Tabla N° 04: Screening fitoquimico de metabolitos primarios del

extracto hidroalcohdlico de las hojas de Cordia lutea Lam.

METABOLITO § REACTIVO REACCION
Tubo PRIMARIO CROMOGENICA

Molish Anillo violeta

Gldcidos o Fehling B Precipitado

carbohidratos , anaranjado/rojoladrillo

Fehling A

2,4-DNFH Precipitado anaranjado

Benedict Precipitado rojo ladrillo

Aminoacidos Ninhidrina Coloracion violeta

Fuente: Elaboracion propia, 2022

3.7.7.2.2. MARCHA FITOQUIMICA METABOLITOS SECUNDARIOS

Se valio de una bateria de tubos de ensayo esterilizados conteniendo el
extracto hidroalcohdlico, concentrado, en crudo de hojas de oberal para

la identificacion cualitativa de metabolitos secundarios como saponinas,
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flavonoides, compuestos fendlicos, taninos, antocianinas, quinonas,

cumarinas y alcaloides,32:58,119.120
3.7.7.2.2.1. SAPONINAS
3.7.7.2.2.1.1. PRUEBA DE ESPUMA
Se somete, la MP, a una agitacion vigorosa durante 30 s. La

presencia de la saponina es indicada por la formacion de una

espuma persistente en el transcurso de 3 min.

Figura N ° 38: Tubos de ensayo: MP (contiene la Muestra Problema
que es el extracto hidroalcohdlico crudo de las hojas de Cordia
lutea Lam.) con el tubo de ensayo de la prueba de espuma.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

3.7.7.2.2.1.2. REACTIVO DE SALKOWSKI

2 mg de MP afadir 0,1 mL de H2SO4 cc y V gots. de anhidrido

acetico.
(+): Visualizar coloraciones que van del amarillo a rojo (sangre).

El rvo. de Salkowsky indica la presencia de saponinas; que pueden

ser triterpenoidales o esteroidales.
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Figura N ° 39: Tubos de ensayo: MP y tubo de ensayo con rvo. de
Salkowski.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

3.7.7.2.2.1.2.1. VARIANTE A REACCION DE SALKOWSKI

Disolver a la MP en 1 mL de cloroformo, agregar anhidrido acético
(previamente refrigerado) y luego adicionar | got. de H2SOa4 cc (por
las paredes).

(+): Notar coloraciones: coloracion rojiza-grosella (saponinas

triterpénicas) 6 coloracion azul- verdosa (saponinas esteroidales).

3.7.7.2.2.1.2.2. VARIANTE B REACCION DE SALKOWSKI

Disolver a la MP en cloroformo, adicionar 1 mL de H2SOa cc.
(+): Notar coloraciones: amarillo o rojo. Coloracién rojiza-azulada
hasta purpura (saponinas esteroidales) 6 coloracion rojo

(colesteral).
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Figura N ° 40: Tubos de ensayos: que contiene la MP y tubos con
la Variante A y B de reacciéon de Salkowski del extracto
hidroalcohdlico crudo de las hojas de Cordia lutea Lam.

Fuente: Elaboracién propia, 2022

Figura N ° 41: Tubos de ensayo: tubo MP, tubo 2 con reactivo de
Salkowski y tubos de ensayo con la Variante A y B de reaccion de
Salkowski.

Fuente: Elaboracién propia, 2022
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3.7.7.2.2.1.3. REACTIVO DE LIEBERMANN — BURCHARD

Pequefa cantidad de MP afiadir unas Il gots. de HOAc méas 1,5 mL
de AC20/H2S04 (50 : 1).

(+):  Notar coloraciones: rosada a purpura (saponinas
triterpenoidales) 6 azul — verdoso (esteroidales).

Figura N ° 42: Tubos de ensayo: tubo MP y el segundo, tubo,
contiene al rvo. de Liebermann — Burchard.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 43: Bateria de tubos de ensayo con el extracto
hidroalcohdlico crudo de las hojas de Cordia lutea Lam. sometido al
ensayo para detectar cualitativamente saponinas.

Fuente: Elaboracion propia, 2022
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Figura N ° 44: Tesista evidenciando ensayo para saponinas en el
extracto hidroalcohdlico crudo de las hojas de Cordia lutea Lam.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

3.7.7.2.2.2. FLAVONOIDES - TANINOS

3.7.7.2.2.2.A. FLAVONOIDES

3.7.7.2.2.2.A.1. REACTIVO DE SHINODA

Colocar a 01 mL de MP, 01 viruta de Mg, con un gotero afiadir IlI
gots de HCI cc. Se observa un intenso burbujeo por la reaccién de
las limaduras y la solucion.

(+): Notar coloracion naranja (débil) en un inicio; al reaccionar mas
tiempo, observar coloracion naranja (intenso) aproximadamente en
10 min.
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Figura N ° 45: Tubos de ensayo: tubo MP y el segundo, tubo,
contiene al rvo. de Shinoda.
Fuente: Elaboracion propia, 2022

3.7.7.2.2.2.A.2. REACCION CON NaOH 20%

Coger 01 mL MP, agregar V gots de NaOH 20%.

(+): Visualizar coloracion naranja.

Figura N ° 46: Tubos de ensayo: tubo MP y el segundo, tubo,
contiene al rvo. NaOH al 20%.

Fuente: Elaboracién propia, 2022
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3.7.7.2.2.2.A.3. REACCION CON CLORURO FERRICO

En 01 mL de MP agregar Il gots de FeCls.
(+): Notar color verde oscuro casi negro (presencia de compuestos
fendlicos y taninos).

Figura N ° 47: Tubos de ensayo: tubo MP y el segundo, tubo,
contiene al rvo. FeCI3.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 48

Fuente: Elaboracién propia, 2022
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Figura N ° 49

Figura N ° 48 y 49: Bateria de tubos que contienen los ensayos
cualitativos para flavonoides del extracto hidroalcohdlico crudo de
las hojas de Cordia lutea Lam.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

3.7.7.2.2.2.B. TANINOS

3.7.7.2.2.2.B.1. REACCION CON GELATINA - CLORURO DE SODIO

Agarrar 01 mL MP y agregar Il gots. gelatina-cloruro de sodio.

(+): Visualizar que, en un inicio en la sol., forma una sustancia (en
forma de nube, vale la redundancia) y luego en el fondo queda un
pp blanco (presencia de taninos).

3.7.7.2.2.2.B.2. REACCION CON CLORURO FERRICO O ALUMBRE FERRICO

Afiadir 01mL de cloruro férrico (alumbre férrico) en 01 mL de MP.
(+): Notar coloracion negro azulada (tanino pertenece derivados del

acido pirogalico) 6 verde (tanino derivado de la catequina).
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3.7.7.2.2.2.B.3. REACCION DE PRECIPITACION CON AGUA DE BROMO

En 01mL de MP afiadir 01mL de H20 de bromo.

(+): Notar formacion pp (tanino catéquico o flobatanino).

3.7.7.2.2.2.B.4. REACCION DE FORMALDEHIDO

Tomar 01 mL MP, afadir 01mL formaldehido y Il gots. HCI cc.
Llevar en bafio maria.
(+): Visualizar si pp completamente (tanino clase catéquica) y

parcialmente solubles (taninos pirogalicos).

3.7.7.2.2.2.B.5. REACCION DE ACETATO DE PLOMO

Agregar 01mL de acetato de plomo 5% a 1 mL de MP.

(+): Notar formacion de un pp.

Figura N ° 50: Bateria de tubos que contienen los ensayos
cualitativos para taninos del extracto hidroalcohdlico crudo de las
hojas de Cordia lutea Lam.

Fuente: Elaboracién propia, 2022
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Figura N ° 51: Tesista evidenciando ensayo para taninos del
extracto hidroalcohdlico crudo de las hojas de Cordia lutea Lam.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

3.7.7.2.2.3. ANTOCIANINAS

A la MP adicionar los rvos. Fehling (A y B) en caliente.

(+): Vizualizar pp color rojo — ladrillo (antocianinas estan unidas a restos
agluconicos).

Figura N ° 52: Tubos de ensayo: tubo MP y en el segundo, tubo, ser
realizo el ensayo cualitativo para antocianinas del extracto
hidroalcohdlico crudo de las hojas de Cordia lutea Lam.

Fuente: Elaboracién propia, 2022
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3.7.7.2.2.4. QUINONAS — ANTRAQUINONAS

3.7.7.2.2.4.1. REACCION CON NaOH al 5%

A la MP afadir 0,2 mL etanol y 01mL NaOH 5%.

(+): Ver cambio de coloracién (compuestos quindnicos).

==

Figura N ° 53: Tubos de ensayo: tubo MP y el segundo, tubo,
contiene al rvo. NaOH al 5%

Fuente: Elaboracion propia, 2022

3.7.7.2.2.4.2. REACCION DE BORNTRAGER

Usar 01 g MP tratar con 04mL NaOH 5% (en caliente), luego filtrar,
enfriar y acidular con HCI 20%. Afadir 01mL benceno, agitar y dejar
reposar entre 05 a 10 min. Luego separar la fase bencénica, a la
cual, anadir 0O1mL NH4OH. Dejar buen tiempo, para que ocurra la
reaccion.

(+): Visualizar formacién de una coloracion rosada a roja, indicara la

presencia de antraquinonas.
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Figura N ° 54: Tubos de ensayo contiene la Rx. de Borntrager.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

3.7.7.2.2.4.3. REACCION CON FeCI3 3%

A 01 mg de MP afadir Il gots. HCI cc y 01mL de FeCls 3%. Llevarlo
a bafio maria durante 05 min. y afiadir 01 mL de NaOH 5%.

(+): Presenciar color rojizo (color roja en fase acuosa alcalina).

Figura N ° 55: Tubos de ensayo: tubo MP y el segundo, tubo,
contiene la Rx. con FeCI3 3%.

Fuente: Elaboracion propia, 2022
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3.7.7.2.2.4.4. REACCION CON ACETATO DE Mg

Afadir 01mL de MeOH a 5mg de MP. 1| got. de esta solucién
colocar en papel filtro (Whatman) y secar. Con un spray pulverizar
sol. de acetato de magnesio 5% sobre el papel y secar (a 90 ° C).

(+): Visualizar, con la ayuda de la lampara UV, color violeta
(quinona hidroxilada en posicion orto) 6 anaranjada (quinona en
posicion meta) 6 purpura (posicion para).

Figura N ° 56: Papel filtro con solucion de acetato de magnesio al
5% secado previamente a 90 °C observado en la lampara
uv365nm.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 57: Bateria de tubos que contienen los ensayos
cualitativos para quinonas y antraquinonas del extracto
hidroalcohdlico crudo de las hojas de Cordia lutea Lam.

Fuente: Elaboracién propia, 2022
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Figura N ° 58: Tesista evidenciando ensayo para para quinonas y
antraquinonas del extracto hidroalcohdlico crudo de las hojas de
Cordia lutea Lam.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

3.7.7.2.2.5. CUMARINAS

En papel filtro (Whatman) colocar Il gots. MP y encima, colocar una got.
de NaOH 10 %.
(+): Visualizar, bajo lampara (UV 365 nm), fluorescencia verde

amarillenta (cumarinas fijas).

Figura N ° 59: Papel filtro con solucién de acetato de magnesio al 5% y
secado previamente a 90 °C.
Fuente: Elaboracién propia, 2022
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3.7.7.2.2.6. ALCALOIDES

3.7.7.2.2.6.1. REACCION DE DRAGENDORFF

Para obtener el rvo. de Dragendorff hay que disolver 8 g Bi
(NO3)3.5H20 en 20 mL de HNOs y mezclar con 50mL sol. acuosa
con 27,2 g de KI, dejar reposar la solucion. Luego decantar el
supernadante y diluir a un volumen de 100mL. Agregar gots. del rvo.
de Dragendorff a la MP en sol. acida.

(+): Notar pp, que va, del naranja al rojo (alcaloide).

3.7.7.2.2.6.2. REACCION DE MAYER

Para obtener el rvo. de Mayer, disolver 1,36 g de HgCl2 en 60 mL de
H20 y adicionar 10 mL de sol. con KI (5 g) y diluir hasta un volumen
de 100 mL. Agregar gots. del rvo. de Mayer a la MP acidulada.

(+): Visualizar pp blanco a crema (alcaloide).

3.7.7.2.2.6.3. REACCION DE WAGNER

Para obtener el rvo. de Wagner, disolver 1,27g de Iz en minima
cantidad de H20 y agregar sol. acuosa que contenga Kl (2g). Diluir
hasta un volumen de 100 mL. Agregar gots. del rvo. de Wagner a la
MP.

(+): Notar pp marréon (alcaloide).

3.7.7.2.2.6.2. R. DE OTTO

1mL de MP en H2S0a4 (al 80 %) afiadir | got. K2Cr207 diluido.
(+): Visualizar color rojo-violeta a azul purpura (alcaloide inddlico o

estricnina).
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Figura N ° 60: Bateria de tubos que contienen los ensayos cualitativos
para alcaloides del extracto hidroalcohdlico crudo de las hojas de
Cordia lutea Lam.

Fuente: Elaboracién propia, 2022

Figura N ° 61: Tesista evidenciando ensayos cualitativos para
alcaloides del extracto hidroalcohdlico crudo de las hojas de Cordia
lutea Lam.

Fuente: Elaboracién propia, 2022
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Tabla N ° 05: Screening fitoquimico de metabolitos secundarios del

extracto hidroalcohdlico de las hojas de Cordia lutea Lam.

N° METABOLITO REACTIVO REACCION
Tubo SECUNDARIO | | CROMOGENICA
SAPONINAS
Formacion de 0,5cm de
01 | Saponinas Espuma espuma en el transcurso de
03 minutos hasta media hora.
Saponinas Coloraciones de amarillo a
02 | Triterpenoidales o Salkowski rojo sangre
esteroidales
Saponinas Coloracion rojiza-grosella
2A | Triterpénicas Variante A
Saponinas esteroidales | Salkowski Coloracién azul-verdosa
Saponinas esteroidales Coloracion rojo-azulado
Variante B hasta purpura
2B | Colesterol Salkowski Coloracion rojo
Saponinas Coloracion rosado a purpura
03 | Triterpenoidales Liebermann -
Saponinas esteroidales Burchard Coloracién azul-verdoso
FLAVONOIDES - TANINOS
FLAVONOIDES
Shinoda Coloracion inicial: anaranjado
04 debil y a posterior de 10’
Flavonoides coloracion anaranjado
intenso.
T NaOH 20% Coloracién anaranjada
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Compuestos fenolicos y Coloracion verde oscuro casi

06 taninos Cloruro férrico

TANINOS

negro.

Taninos derivados del

08 [} &cido pirogalico Coloracion negra azulada

p— Alumbre férrico

09 Taninos deriva Coloracién verde

Catequina

10 || Tanino catéquico o Agua de bromo Formacién de precipitado

flobatanino

Tanino clase catéquica Precipitacion total

11 Formaldehido
Taninos pirogalicos

Parcialmente soluble

12 |f Taninos Acetato de plomo

07 || Taninos Gelatina-NaCl Precipitado color blanco
Formacion de precipitado

ANTOCIANINAS

13 [} Antocianinas Fehling A Formacion precipitado color

Fehling B rojo-ladrillo.

QUINONAS - ANTRAQUINONAS

Compuestos quinénicos NaOH 5% Cambio de coloracién

Antraquinonas Borntrager Coloracion rosada a roja

Quinonas FeCls 3% Coloracion rojo (en fase
acuosa alcalina).

Quinonas hidroxiladas Papel Whatman:

posicién orto. fluorescencia color violeta

Quinonas hidroxiladas Papel Whatman:
posicién meta. Acetato de Mg |l fluorescencia color

anaranjada.
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19 [ Quinonas hidroxiladas

Papel Whatman:

para. fluorescencia color purpura.
CUMARINAS
20 || Cumarinas fijas NaOH 10% Papel Whatman:
fluorescencia color verde
amarillenta.
ALCALOIDES
21 Dragendorff Precipitado anaranjado a
rojo.
22 || Alcaloides Mayer Precipitado blanco a crema.
? Wagner Precipitado marrén
T Otto Coloracion rojo-violeta a azul

plapura.

3.7.8. EXPERIENCIA MICROBIOLOGICA

Fuente: Elaboracion propia, 2022

El ensayo microbiolégico se llevd a cabo en el Departamento Académico de

Microbiologia y Parasitologia Basica y Aplicada de la Facultad de Farmacia

y Bioquimica de

la UNMSM. Se

realizd mediante La experiencia

microbioldgica por el método de difusion en pozos del Instituto de Estandares

Clinicos y de Laboratorio (CLSI)*?° para evaluar la actividad antibacteriana

en ciprofloxacino frente a cepas de Escherichia coli ATTC® 25922™,

3.7.8.1. PREPARACION DEL AGAR

Se utilizo6 agar Mueller — Hinton (MH) deshidratado que cumple con los

criterios de control de calidad establecidos en la norma ISO 16872 para ser

usado en cepas de E. coli reactivadas y para el crecimiento de estas,

después de su reactivacion, se preparo en Tripticase Soja Agar (TSA). Los

cuales se prepararon segun especificaciones del fabricante. Luego se

llevaron a la autoclave bajo 121 °C de T ° en el marco de media hora, con
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15 Ib de P °. Enfriar ambos agares hasta 45 °C como minimo de T °120,
evitando asi que se solidifiquen. El agar MH se distribuy6 en dos placas
Petri desechable, aproximadamente al nivel de 4,5 mm (entre 20 a 25 mL
en placas desechables de 100mm de diam.) y con el agar TSA se realizo
el mismo procedimiento, pero en una placa Petri porque ahi, se sembrara
las cepas de E. coli reactivadas. Luego, a T ° ambiente se dejaron enfriar

las placas Petri (desechables) que contienen los agares preparados.

Figura N ° 62
Fuente: Elaboracion propia, 2022
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Figura N ° 63
Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 62 y N ° 63: Frasco Agar Mueller — Hinton (MH)

Fuente: Elaboracion propia, 2022
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Figura N ° 64

Fuente: Elaboracién propia, 2022

Figura N ° 65
Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 64 y N ° 65: Frasco Tripticase Soya Agar (TSA)
Fuente: Elaboracion propia, 2022
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Figura N ° 66: Autoclave

Fuente: Elaboracion propia, 2022

i

Figura N ° 67: Soluciones de agar a autoclavar.
Fuente: Elaboracién propia, 2022
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Figura N ° 68: Autoclave a 125 °C con 15 Ib de P °.
Fuente: Elaboracion propia, 2022

3.7.8.2. ACTIVACION DE CEPAS DE Escherichia coli ATTC® 25922™

La presentacion de la bacteria de Escherichia coli es en tubo liofilizado, por
lo que primero, hay que hidratarla en 10 mL con la solucién que viene, en

su presentacion o también se puede hidratar en 10 mL cloruro de sodio 0,9

%% 120
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Figura N ° 69: Tesista evidenciando las cepas de Escherichia coli
hidratarla en suero fisiolégico.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 70

Fuente: Elaboracion propia, 2022

T

FiguraN° 71
Fuente: Elaboracién propia, 2022

89



FiguraN ° 70y N ° 71: Frasco de cloruro de sodio.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

3.7.8.3. SIEMBRA 'Y PLAQUEADO DE CEPAS DE Escherichia coli ATTC® 25922™

Luego las cepas activadas se siembran en placas Petri. O sea, se cogen
cepas activadas con asa de Kolle Escherichia coli ATTC® 25922™ en
zigzag a un angulo de 45 °, al medio de cultivo (preparado previamente)

para que crezcan en el tiempo de 24 hras. en incubadora para bacterias.

Figura N ° 72: Tesista evidenciando la siembra de cepas activadas de
Escherichia coli ATTC® 25922™ en placas Petri.

Fuente: Elaboracion propia, 2022
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Figura N ° 73: Tesista evidenciando la incubacion de la siembra de cepas

activadas de Escherichia coli ATTC® 25922™ en placas Petri.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 74: Incubadora (para bacterias) que contiene la placa
sembrada con bacterias de Escherichia coli ATTC® 25922™

Fuente: Elaboracion propia, 2022

3.7.8.4. PREPARACION DE CONCENTRACIONES DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE HOJAS DE Cordia lutea Lam.

En la preparacion de las diluciones del extracto hidroalcoholico de hojas
de Cordia lutea Lam., se dispuso del solvente dimetilsufoxido (DMSO),

obteniendo las siguientes concentraciones:
v' Concentracién al 75 %: se trabajo con 112 mg del extracto

hidroalcohdlico de hojas de Cordia lutea Lam., en un vial (de vidrio),
en 150 uL de DMSO.
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v' Concentracion al 50%: se utilizé 75,0 mg del extracto hidroalcohdlico
de hojas de Cordia lutea Lam., en 150 uL de DMSO.

v' Concentracion al 25%: se emple6 con 37,5 mg del extracto
hidroalcoholico de hojas de Cordia lutea Lam., en 150 pL de DMSO

Figura N ° 75y FiguraN ° 76

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 75y N ° 76: Placas Petri que contienen el extracto seco del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Cordia lutea Lam. hidratadas en
dimetilsulfoxido.

Fuente: Elaboracion propia, 2022
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Figura N ° 77: Concentraciones del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Cordia lutea Lam. al 75 %, 50 % y 25 %.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

FiguraN ° 78

Fuente: Elaboracion propia, 2022
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Figura N ° 79

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 78 y N ° 79: Frasco de dimeltilsulféxido (DMSO)

Fuente: Elaboracion propia, 2022
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3.7.8.5. PREPARACION DEL ANTIBIOTICO

Se procedié a preparar el control positivo, que es el antibiético que se
utilizé, fue ciprofloxacino de 500 mg en la presentacion de tableta. Se

preparo la concentracion de 0,5 mg / mL.

Figura N ° 80: Preparacion del control positivo.

Fuente: Elaboracién propia, 2022

3.7.8.6. PREPARACION DEL INOCULO

Se prepara una suspension con la escala de McFarland. La suspension
debe de estar en el rango de +- 0,4 a 0,6 de escala de McFarland que

equivale a 1x10” UFC / mL.120
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Figura N ° 81: Instrumento Escala de McFarland.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

1- Se midid, en la escala de McFarland, 1mL, el suero fisiologico al 0,9 %,

dando la lectura de 0,00 lo que corrobor6 la ausencia de bacterias.

Figura N ° 82: Suero fisiolégico 0.0 McFarland
Fuente: Elaboracion propia, 2022

2- Luego, con asa de Kolle se cogio, de la siembra de Escherichia coli
ATTC® 25922™ (del dia anterior), una cantidad determinada de
bacterias de E. coli para introducirlas en el tubo de ensayo que contiene
el NaCl al 0,9 %.




Figura N ° 83
Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 84
Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 83 y N ° 84: Cepas cultivadas de Escherichia coli ATTC®
25922™
Fuente: Elaboracion propia, 2022
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Figura N ° 85: Cogiendo con asa de Kolle cepas de Escherichia coli
ATTC® 25922™,
Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 86: Introduciendo el asa de Kolle que contiene cepas de
Escherichia coli ATTC® 25922™, en el suero fisioldgico.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

3- Finalmente se realiz6 la lectura, de la suspension preparada que
contiene cepas de Escherichia coli ATTC® 25922™ suero fisioldgico, en
escala de McFarland la cual dio 0,52 McFarland, estando dentro del

rango de dicha escala.
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Figura N ° 87: Tesista con la suspension que contiene cepas de
Escherichia coli ATTC® 25922™ en el suero fisiol6gico a 0,52
McFarland.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

3.7.8.7. SIEMBRAS DE BACTERIAS de Escherichia coli ATTC® 25922™

En la superficie de las placas que contienen el agar MH, que se prepararon
inicialmente, se colocaron 100 pL de la suspensiéon de 0,52 McFarland de
cepas de Escherichia coli ATTC® 25922™ en suero fisioldgico. Luego,
haciendo uso del asa de drigalski, se extendi6 homogéneamente la
superficie de las placas para que las bacterias de E. coli crezcan
uniformemente. Dejar 15 min. para que se vayan difundiendo las cepas
para luego hacer cinco pozos en las placas con el uso de un sabobocado.

Figura N ° 88

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 89
Fuente: Elaboracién propia, 2022
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Figura N ° 88 y N ° 89: Extendiendo uniformemente con asa de drigalski
en placa Petri que contiene la suspension de cepas de Escherichia coli
ATTC® 25922™ en suero fisiolégico a 0,52 McFarland.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 90: Tesista extendiendo uniformemente con asa de drigalski en
placa Petri que contiene la suspension de cepas de Escherichia coli
ATTC® 25922™ en suero fisiolégico a 0,52 McFarland.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

3.7.8.8. EVALUACION DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS
DE Cordia lutea Lam. FRENTE A Escherichia coli ATTC® 25922™

En las placas inoculadas con las bacterias de E. coli, en los cinco pozos

se colocaron:
1) En el centro de la placa se coloc6 el control positivo que es el
antibidtico.

2) En sentido horario, se situaron las concentraciones de 25 %, 50%y 75
%.
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3) Finalmente se coloco el blanco, que viene a ser mi control negativo
que es el solvente.

Figura N ° 91: Haciendo pozos con sabobocado en placa Petri que
contiene bacterias de Escherichia coli ATTC® 25922™ 0,52
McFarland.

Fuente: Elaboracion propia, 2022
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Figura N ° 92: Tesista haciendo pozos con sabobocado en placa
Petri que contiene bacterias de Escherichia coli ATTC® 25922™ 0,52
McFarland.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 93: Placa Petri con bacterias de Escherichia coli ATTC®
25922™ 0,52 McFarland con cinco pozos elaborados.

Fuente: Elaboracion propia, 2022
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Figura N ° 94: Tesista colocando la solucién del control positivo
(antibidtico) en el centro de la Placa Petri con bacterias de Escherichia
coli ATTC® 25922™,

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 95: Pipeteando, en el pozo superior derecho (en sentido
horario), la concentracion 25 % del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Cordia lutea Lam. en Placa Petri con bacterias de Escherichia
coli ATTC® 25922™,
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Figura N ° 96: Pipeteando, en el pozo superior derecho (en sentido
horario), la concentracion 50 % del extracto hidroalcohélico de las
hojas de Cordia lutea Lam. en Placa Petri con bacterias de Escherichia
coli ATTC® 25922™,

Fuente: Elaboracién propia, 2022

Figura N ° 97: Pipeteando, en el pozo superior derecho (en sentido
horario), la concentracion 75 % del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Cordia lutea Lam. en Placa Petri con bacterias de Escherichia
coli ATTC® 25922™,

Fuente: Elaboracion propia, 2022




Figura N ° 98: Tesista pipeteando, en el pozo superior izquierdo (en
sentido horario), la concentracion del blanco (DMSO) en Placa Petri
con bacterias de Escherichia coli ATTC® 25922™,

Figura N ° 99: Placa Petri con bacterias de Escherichia coli ATTC®
25922™ conteniendo en el centro de la placa el control positivo (+),
gue es el antibiético. Luego en sentido horario, se situaron las
concentraciones de 25 % (1), 50% (2) y 75 % (3) y finalmente se
coloco el control negativo, que es el solvente, el blanco (B).

Fuente: Elaboracion propia, 2022




Figura N ° 100

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 100 y N° 101: Placas Petri con bacterias de Escherichia coli

ATTC® 25922™ conteniendo en el centro control positivo (+), las
concentraciones de 25 % (1), 50% (2) y 75 % (3) y el blanco (B).
Fuente: Elaboracion propia, 2022

CAPITULO IV: PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. PRESENTACION DE RESULTADOS
4.1.1. RENDIMIENTO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO (%)

En el extracto hidroalcohdlico seco de las hojas de Cordia lutea Lam. el

rendimiento obtenido fue 14,6 % (p / p).
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4.1.2. RESULTADOS MARCHA SOLUBILIDAD

En la solubilidad del extracto hidroalcohdlico seco de las hojas de Cordia

lutea Lam. (oberal) se demostrd lo siguiente:

Tabla N° 06: Resultados de la Prueba de Solubilidad del extracto

hidroalcohdlico seco de las hojas de Cordia lutea Lam.

Tubo N° SOLVENTE RESULTADO
| —
1 Agua destilada (+++)
2A Etanol 70° (+++)
2B Etanol 96° (+++)
3 Metanol (+++)
4 N-Butanol (+++)
5 Acetato de Etilo (+++)
6 Propanona (++)
7 N-hexano (++)
8 Eter de petroleo (++)
9 Tolueno (++)
10 Diclorometano O]
11 Bencina (++)
12 Cloroformo )
Leyenda:
20 : Insoluble o no soluble
v (+) ; Poco soluble
v (+4) X Solubilidad moderada o medianamente soluble
Vo (++4) : Soluble completamente o en su totalidad.

Fuente: Elaboracion propia, 2022
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Figura N ° 102
Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 103

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 102 y N ° 103: Resultados de la Prueba de Solubilidad del
extracto hidroalcohélico seco de las hojas de Cordia lutea Lam.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

4.1.3. RESULTADOS SCREENING FITOQUIMICO

En screening fitoquimico del extracto hidroalcohdlico seco de las hojas de
Cordia lutea Lam. (oberal) se realiz6 la marcha fitoquimica para la

evidenciacion cualitativa de metabolitos primarios y secundarios.

4.1.3.1. TAMIZAJE FITOQUIMICO METABOLITOS PRIMARIOS

En el tamizaje fitoquimico para la determinacién cualitativa de metabolitos
primarios se evidencié los siguientes resultados:
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Tabla N° 07: Resultados del Tamizaje fitoquimico del extracto
hidroalcohdlico seco de las hojas de Cordia lutea Lam. para metabolitos

primarios.

METABOLITO§ REACTIVO REACCION RESULTADO

PRIMARIO i}
CROMOGENICA

Molish Anillo violeta

Glacidos _ o
Fehling B Precipitado

carbohidratos . . .
anaranjado/rojoladrillo
Fehling A

2,4-DNFH Precipitado anaranjado

Benedict Precipitado rojo ladrillo

Aminoacidos Ninhidrina Coloracion violeta (claro)

Leyenda:

Vo (++4) X Precipitado total o presencia de coloracion

v (++) : Precipitado moderado o presencia de coloracion
v (#) : Precipitado leve o presencia de coloracion

v () X Precipitado o ausencia de coloraciéon

Fuente: Elaboracion propia, 2022
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Figura N ° 103
Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 104: Resultados del Tamizaje fitoquimico del extracto
hidroalcohdlico crudo de las hojas de Cordia lutea Lam. para metabolitos
primarios.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

4.1.3.2. TAMIZAJE FITOQUIMICO METABOLITOS SECUNDARIOS

En el tamizaje fitoquimico para la determinacion cualitativa de metabolitos

primarios se evidencio los siguientes resultados:

Tabla N° 08: Resultados del Tamizaje fitoquimico del extracto
hidroalcohdlico crudo de las hojas de Cordia lutea Lam. para metabolitos

secundarios.

N° METABOLITO REACTIVO REACCION RESULTADO

Tubo SECUNDARIO CROMOGENICA
SAPONINAS

Formaciéon de 0,5cm de espuma

01 | Saponinas Espuma en el transcurso de 03 minutos (++)
hasta media hora.

Saponinas Coloraciones de amarillo a rojo
02 | Triterpenoidales o Salkowski sangre )

esteroidales
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Saponinas Coloracion rojiza-grosella )
2A | Triterpénicas Variante A
Saponinas Salkowski Coloracién azul-verdosa (+)
esteroidales
Saponinas Coloracion rojo-azulado hasta (+)
esteroidales Variante B purpura
2B | Colesterol Salkowski | Coloracién rojo )
Saponinas Coloracioén rosado a purpura )
03 | Triterpenoidales Liebermann -
Saponinas Burchard | Coloracién azul-verdoso (++)
esteroidales
FLAVONOIDES - TANINOS
FLAVONOIDES
Shinoda Coloracion inicial:  anaranjado
04 débil y a posterior de 10’ )
Flavonoides coloracién anaranjado intenso.
T NaOH 20% |§ Coloracion anaranjada )
| Compuestos Coloracion verde oscuro casi
06 |} fendlicosy Cloruro férrico § negro. (+)
taninos
TANINOS
07 || Taninos Gelatina-NaCl |§ Precipitado color blanco )
| Taninos
08 |} derivados del Coloracion negra azulada )
acido pirogalico Alumbre
09 || Taninos deriva ferrico Coloracion verde )
Catequina
T Tanino catéquico Agua de Formacion de precipitado (+)
o flobatanino bromo
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Tanino clase Precipitacion total )
11 || catéquica Formaldehido

Taninos Parcialmente soluble (+)

pirogélicos

T Taninos Acetato de Formacion de precipitado (++)

plomo
ANTOCIANINAS
13 [} Antocianinas Fehling A Formacion precipitado color rojo- (+)
N Fehling B ladrillo. N
QUINONAS - ANTRAQUINONAS
14 |} Compuestos NaOH 5% Cambio de coloracion (++)
quindénicos
15 [} Antraguinonas Borntrager Coloracion rosada a roja )
T Quinonas FeClsz 3% Coloracion rojo (en fase acuosa
alcalina). )
17 [§ Quinonas Papel Whatman: fluorescencia
hidroxiladas color violeta )
posicion orto.

T 18 | Quinonas Acetato de Mg [l papel Whatman: fluorescencia
hidroxiladas color anaranjada. )
posicion meta.

T Quinonas Papel Whatman: fluorescencia
hidroxiladas para. color purpura. )

CUMARINAS
20 || Cumarinas fijas NaOH 10% |§ Papel Whatman: fluorescencia (+)
N color verde amarillenta. N
ALCALOIDES
21 Dragendorff || Precipitado anaranjado a rojo. (+++)
7 | Mayer Precipitado blanco a crema. | (+++)

111




23 |} Alcaloides Wagner Precipitado marrén (++4)

24 Otto Coloracion rojo-violeta a azul (+++)
plpura.
Leyenda:
Vo (++4) Precipitado total o presencia de coloracion
vo(++) Precipitado moderado o presencia de coloracion
v+ Precipitado leve o presencia de coloracion
v () : Precipitado o ausencia de coloracion

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 105

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 105y N ° 106: Resultados de las reacciones para la
determinacion cualitativa de saponinas.

Fuente: Elaboracién propia, 2022
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Figura N ° 107: Resultados de las reacciones para la
determinacion cualitativa de flavonoides.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 108: Resultados de las reacciones para la determinacion
cualitativa de taninos.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 109: Resultados de las reacciones para la determinacion
cualitativa de antocianinas.

Fuente: Elaboracién propia, 2022
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Figura N ° 110: Resultados de las reacciones para la determinacién
cualitativa de quinonas y antraquinonas.

Fuente: Elaboracion propia, 2022

Figura N ° 111: Resultado de las reacciones para la determinacion
cualitativa de cumarinas.

Fuente: Elaboracién propia, 2022

Figura N ° 112: Resultados de las reacciones para la determinacion
cualitativa de alcaloides.

Fuente: Elaboracion propia, 2022
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4.1.4. RESULTADOS DE LA EVALUACION DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO
DE LAS HOJAS DE Cordia lutea Lam. FRENTE A Escherichia coli ATTC®
25922™

Tabla N° 09: Resultados de la Evaluacion del extracto hidroalcoholico crudo
de las hojas de Cordia lutea Lam. frente a Escherichia coli ATTC® 25922™,

HALOS DE INHIBICION

MUESTRA: Extracto hidroalcohélico de las hojas de Cordia lutea Lam.

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

METODO: DIFUSION EN POZOS
DIA 01: 24 horas

N° DE Resultado de las mediciones de halos de inhibicién (mm)

PLACAS
Control (+) Control (-) 75 % 50 % 25%
E Ciprofloxacina || Dimetilsulféxido
09 mm

DIA 02: 48 horas

N° DE Resultado de las mediciones de halos de inhibicién (mm)
PLACAS

CONTROLES CONCENTRACIONES

Control (+) Control (-) 75 % 50 % 25 %
Ciprofloxacina || Dimetilsulfoxido -

Fuente: Elaboracion propia, 2022

09 mmyj 09 mm

09 mmyj 09 mm

HI
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Figura N ° 114: Resultados de la Evaluacion del extracto hidroalcohdlico seco
de las hojas de Cordia lutea Lam. frente a Escherichia coli ATTC® 25922™,

Fuente: Elaboracion propia, 2022

4.2. CONTRASTACION DE HIPOTESIS

En la presente investigacion cientifica de pregrado se propusieron en total tres

hipétesis, siendo una hipdtesis general y las dos restantes de tipo especificas.

4.2.1. CONTRASTACION HIPOTESIS GENERAL

En la experiencia microbioldgica sobre la evaluacion, in vitro, del extracto
hidroalcoholico, seco, en las concentraciones del 75 %, 50 % y 25 % de las
hojas de Cordia lutea Lam. frente a bacterias Escherichia coli ATTC®
25922™ no generd halos de inhibicién, evidenciandose que no tiene
actividad antibacteriana por lo que, la hipo6tesis general del extracto
hidroalcoholico de las hojas de Cordia lutea L. (oberal) puede tener efecto
antibacteriano en Escherichia coli, es invalida. Se logro corroborar que en la
cepa Gram negativa de Escherichia coli no presenta actividad antibacteriana
in vitro como en el caso de la investigacién de Castro y editors. “Structural

Characterization and Anti-infective Activity of 9,10-Seco-29-norcycloartane
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Glycosides Isolated from the Flowers of the Peruvian Medicinal Plant Cordia
lutea”'® en donde también demostraron ninguna actividad contra
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa pero si hubo actividad
significativa contra Staphylococcus aureus y sobre todo frente a la cepa de
Helicobacter pylori. Se demostré también actividad antibacteriana en
Staphylococcus aureus ATCC 25923, en la tesis de pregrado “Actividad
antibacteriana del extracto de la flor de overo “Cordia lutea Lam.” de los

autores Aldana Juarez y Barco Montalvo.%°

4.2.2. CONTRASTACION HIPOTESIS ESPECIFICAS

En la primera hipétesis especifica sobre si habrd metabolitos secundarios
presentes en el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Cordia lutea L.
(oberal) que le da la propiedad antibacteriana frente a Escherichia coli, es
invalido debido a que no se evidencid efecto antibacteriano in vitro sobre
cepas de E. coli. El resultado se respalda con la investigacion “Structural
Characterization and Anti-infective Activity of 9,10-Seco-29-norcycloartane
Glycosides Isolated from the Flowers of the Peruvian Medicinal Plant Cordia
lutea™'® en donde se evidencia la presencia de saponinas (con nucleo
esteroidal) en el extracto etandlico de las flores de Cordia lutea, lo que le da
la propiedad antibacteriana frente a Helicobacter pylori y Staphylococcus

aureus mas no en Escherichia coli ni Pseudomonas aeruginosa.

En la segunda hipoétesis especifica sobre si habra existira una concentracion
de los extractos hidroalcohdlicos de hojas de Cordia lutea Lam. (oberal), el
cual, tiene mayor efecto antibacteriano frente a Escherichia coli, también es
invalida debido a que en las concentraciones al 75 %, 50 % y 25 % del
extracto hidroalcohodlico de las hojas de oberal no presenté actividad
antibacteriana in vitro en cepas de E. coli. En la tesis pregrado de Alda y
Barco cuyo tema, Actividad antibacteriana del extracto de la flor de overo
“Cordia lutea Lam” en Staphylococcus aureus,' en las concentraciones al
75 % y al 100 % demostraron actividad antimicrobiana en la cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Determinaron que la actividad

antimicrobiana de las concentraciones de 75 % y 100 % de los etandlicos
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extractos de la flor de C. lutea en las cepas de Staphylococcus aureus ATCC

25923 es menor en comparacion con ciprofloxacina.

4.3. DISCUSION DE RESULTADOS
4.3.1. DISCUSION DE RESULTADOS EXPERIENCIA FITOQUIMICA

4.3.1.1. DISCUSION DE RESULTADOS PRUEBA DE SOLUBILIDAD

En la prueba de solubilidad del extracto hidroalcohdlico seco de las hojas
de Cordia lutea Lam. es totalmente soluble en agua destilada, etanol tanto
de 70 ° como en 96 °, metanol, n — butanol, acetato de etilo y en
diclorometano mientras que es medianamente soluble en propanona, n —
hexano, éter de petrdleo, tolueno y bencina. Y, por el contrario, es insoluble
en cloroformo y en diclorometano. Lo que también evidencié Olivera en

cuya marcha de solubilidad fue positivo en agua, etanol y metanol.?

4.3.1.2. DISCUSION DE RESULTADOS METABOLITOS PRIMARIOS

En el tamizaje fitoquimico para metabolitos primarios se evidencié gran
presencia de aminoacidos también se observé carbohidratos y poca cantidad
de azucares reductores. El Dr. Castro, en su tesis doctoral, también
evidencio la presencia de aminoacidos y azucares reductores, pero en el

6rgano del fruto Cordia lutea Lamarck.®®

4.3.1.3. DISCUSION DE RESULTADOS METABOLITOS SECUNDARIOS

En la investigacion fitoquimica, de la presente investigacion de pregrado,
evidencié cualitativamente mediante reacciones cromogénicas del
Screening fitoquimico de metabolitos secundarios del extracto
hidroalcoholico de las hojas de Cordia lutea L. (oberal), la presencia de
saponinas esteroidales lo que indica que si tiene propiedad antibacteriana
en el caso de Helicobacter pylori y en Staphylococcus aureus pero en E.
coli, no, ni en Pseudomonas aeruginosa en el extracto etandlico del 6rgano

de las flores de oberal como lo demostraron Castro y et.16
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También se evidencio, en la presente investigacion fitoquimica presencia
de compuestos fendlicos, flavonoides, antocianinas y cumarinas (poca
presencia) mientras que se visualizé presencia moderada de taninos,
compuestos quindnicos y gran cantidad de alcaloides. Los autores como
Olivera®?, Casio®?, Castro Dionisio!'3, Medina y Vasquez!'' también
evidenciaron la presencia de los mencionados metabolitos. Castro en su
publicacion “Caracterizacion de propiedades fisicas y antimicrobianas in
vitro de un recubrimiento comestible a base de muyuyo (Cordia lutea lam.)
y quitosano” demostrd actividad antimicética in vitro frente a Penicillium
spp, Aspergillus spp y Rhizopus spp lo que le otorga a la planta oberal,
propiedad antimicrobiana.*®

4.3.2. DISCUSION DE RESULTADOS EXPERIENCIA MICROBIOLOGICA

En la investigacion microbiolégica del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Cordia lutea Lam. (oberal) no evidencié efecto antibacteriano, in vitro, en
cepas de Escherichia coli ATTC® 25922, lo mismo se demostré en el caso
del extracto etandlico de flores de la especie mencionada que no tuvo efecto
antibacteriano en E. coli ni en Pseudomonas aeruginosa pero si hubo efecto
antibacteriano en Helicobacter pylori y Staphylococcus aureus!l® y el
investigador Aldana, evidencié actividad antibacteriana in vitro en
Staphylococcus aureus ATCC 25923 en el extracto etandlico de flores de

oberal.112

CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

v' En el Screening fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Cordia lutea L. (oberal) se determiné abundantes alcaloides y aminoacidos,
también se observ presencia moderada de saponinas esteroidales, taninos,
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compuestos quinonicos y carbohidratos. Y poca cantidad de compuestos

fendlicos, flavonoides antocianinas, cumarinas y azucares reductores.

v' Con las concentraciones trabajadas del extracto hidroalcohélico de las hojas
de Cordia lutea Lam. (oberal) no presenta efecto antibacteriano contra
Escherichia coli ATTC® 25922.

v No hay concentracion alguna de los extractos hidroalcohdlicos de las hojas
de Cordia lutea Lam. (oberal), el cual, tenga mayor efecto antibacteriano
frente a Escherichia coli debido, ya que no se evidencio halos de inhibicion

(efecto antibacteriano) en ninguno de las concentraciones preparadas.

5.2. RECOMENDACIONES

v Recomiendo realizar investigaciones in vitro, de extractos tanto
etandlicos, hidroalcohdlicos y acuosos de las hojas de Cordia lutea Lam., en
otras cepas gran negativas como Helicobacter pylori, Pseudomonas
aeruginosa; en cepas gram positivas como Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, bacilus subtilis; en levaduras y hongos
(Penicillium spp, Aspergillus spp, Rhizopus spp u otros) para demostrar su
posible efecto antimicrobiano.

v' Propongo realizar aislamiento y elucidacién estructural del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Cordia lutea Lam. por RMN, para aislar e

identificar los metabolitos presentes en dicho 6rgano del oberal.

v' También propongo usar diferentes extractos de las hojas de Cordia lutea
Lam. en investigaciones in vivo, como en animales para corroborar efecto

hepatotoxico, antiinflamatorio (pros