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RESUMEN

Las infecciones urinarias son enfermedades de alta prevalencia en madres
gestantes en la region Puno, siendo Escherichia coli la causa principal, ante ello se tiene
la informacion empirica por los expendedores del achiote Bixa orellana L. que ésta es
empleada como tratamiento para las infecciones, pero debido a la carencia de
investigaciones que respalden esta afirmacion es que el objetivo fue determinar la
composicion fitoquimica cualitativa y actividad antibacteriana del aceite esencial (AE) y
extracto etandlico (EE) de las hojas de achiote (B. orellana L.) frente a E. coli
uropatdégena aislada de gestantes del Centro de Maternidad de Juli; para lo cual en esta
investigacion de tipo experimental, se recolectd 5 kg de material vegetal del distrito de
San Pedro de Putinapunco (Sandia) de ahi sobre el AE y EE al 100% se realiz6 el analisis
fitoquimico cualitativo correspondiente a alcaloides (Dragendorff, Mayer y Wagner),
fenoles (Cloruro Férrico 5%) y taninos (Cloruro de Sodio 5%), luego del cual se procedio
a la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion
minima bactericida (CMB) en 18 cepas (repeticiones) de E. coli, asi como a la
determinacion de la susceptibilidad bacteriana mediante la técnica de Kirby Bauer, siendo
los datos analizados mediante analisis de regresion y correlacion lineal y analisis de
varianza (Fisher, Kruskal Wallis) junto con la prueba de comparaciones multiples de T
Student y Dunn, previa verificacion de supuestos con un a=0.05, a través del Programa
R 4.3.3. Como resultado el analisis de la composicién fitoquimica del AE reveld la
presencia leve de alcaloides (+) y fenoles (+), mientras que en el EE se determind
especialmente la presencia de fenoles (+++), seguido de taninos (++) y alcaloides (+); en
cuanto al CMI para el AE esta fue de 102 % y para el EE de 100 %, mientras que la CMB
del AE fue de 105% y para el EE de 102% sobre E. coli, y en cuanto a los halos de
susceptibilidad se determin6 que el AE al 100%?* y el EE al 100%? y 75%" ejercen
actividad antibacteriana significativa. En conclusion, el EE presenta taninos a diferencia

del AE, y al parecer una mejor actividad antibacteriana.

Palabras clave: Aceite esencial, Achiote, Extracto etandlico, Escherichia coli,
Susceptibilidad.
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ABSTRACT

Urinary infections are highly prevalent diseases in pregnant mothers in the Puno
region, with Escherichia coli being the main cause. Given this, there is empirical
information from the sellers of Bixa orellana L. achiote that it is used as a treatment for
infections, but due to The lack of research to support this statement is that the objective
was to determine the qualitative phytochemical composition and antibacterial activity of
the essential oil (EO) and ethanolic extract (EE) of annatto leaves (B. orellana L.) against
E. coli uropathogenic isolated from pregnant women at the Juli Maternity Center; For
which in this experimental research, 5 kg of plant material was collected from the district
of San Pedro de Putinapunco (Sandia) from there, on the AE and EE at 100%, the
qualitative phytochemical analysis corresponding to alkaloids was carried out
(Dragendorff, Mayer and Wagner), phenols (Ferric Chloride 5%) and tannins (Sodium
Chloride 5%), after which the minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum
bactericidal concentration (MBC) were determined in 18 strains (repetitions ) of E. coli,
as well as the determination of bacterial susceptibility using the Kirby Bauer technique,
the data being analyzed by regression analysis and linear correlation and analysis of
variance (Fisher, Kruskal Wallis) together with the multiple comparisons test of T Student
and Dunn, after verification of assumptions with an a=0.05, through the R Program 4.3.3.
As a result, the analysis of the phytochemical composition of the EO revealed the slight
presence of alkaloids (+) and phenols (+), while in the EE the presence of phenols (+++)
was determined, followed by tannins (++). and alkaloids (+); Regarding the MIC for the
AE, this was 102% and for the EE, 100%, while the MBC of the AE was 105% and for
the EE, 102% on E. coli, and as for the susceptibility halos It was determined that EO at
100%a and EE at 100%a and 75%b exert significant antibacterial activity. In conclusion,

EE has tannins unlike AE, and apparently better antibacterial activity.

Key words: Essential oil, Annatto, Ethanolic extract, Escherichia coli, Susceptibility.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

El uso de las plantas medicinales tiene raices humanas y todos los extractos
utilizados han ayudado a curar enfermedades desde tiempos prehistéricos cuando se
utilizaban con fines de investigacion. Esta practica médica
se ha realizado y mejorado con el tiempo, de generacion en generacién, por eso se le

Ilama medicina tradicional (Marrelli, 2021).

Las plantas medicinales aportan varios principios activos con diferente actividad
bioldgica. En los Gltimos afos, los productos naturales han recibido nueva atencion como
fuentes de sustancias Utiles medicinales, veterinarias, cosméticas y agroguimicas.
Alrededor del 25% de las sustancias en el mercado provienen de plantas. Se conocen unas
250000 especies, pero solo el 1% de ellas se han explorado completamente en términos
de composicidn guimica y uso terapéutico, y queda por explorar una gran cantidad de

moléculas bioactivas (Bermudez et al., 2005).

La bacteria E. coli es responsable de ~80% de las infecciones urinarias en mujeres
embarazadas, las cuales cursan como bacteriuria asintomatica, cistitis o pielonefritis
severa (en casos severos). Las infecciones del tracto urinario (ITU) son una de las
complicaciones médicas mas comunes durante el embarazo, junto con la anemia,
afectando la salud de la madre y aumentando el riesgo de parto prematuro y bajo peso al

nacer del bebé si no se detecta y trata adecuadamente (Herraiz et al., 2005).

Las infecciones de tracto urinario son ocasionadas principalmente por Escherichia
coli, que como ocurre con otros uropatdogenos se ha registrado resistencia a los

antibidticos, causando morbilidad en gestantes, ante ello, una gran parte de la poblacion

14
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femenina hace uso de la medicina tradicional para tratar las infecciones, siendo el achiote
recomendado para el tratamiento natural de infecciones bacterianas (Franklin et al.,

2023).

Es por esto que, la presente investigacion tuvo como objetivo general determinar
la composicidn fitoquimica cualitativa y actividad antibacteriana sobre E. coli del aceite
esencial y extracto etandlico de hojas de Bixa orellana L., la cual se compard con un
tratamiento control (gentamicina), asi como determinar la composicion fitoquimica
concerniente a alcaloides, fenoles y taninos del aceite esencial y extracto etanolico con la
intencion de verificar las propiedades medicinales antimicrobianas atribuidas al achiote

segun la medicina tradicional y cierta literatura.

1.1 OBJETIVO GENERAL

— Determinar la composicion fitoquimica cualitativa y la actividad
antibacteriana sobre Escherichia coli del aceite esencial y extracto etanolico
de Bixa orellana L.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Determinar la composicién fitoquimica cualitativa (alcaloides, fenoles y

taninos) del aceite esencial y extracto etanolico de Bixa orellana L.

— Evaluar la concentraciéon minima inhibitoria y la concentracion minima
bactericida del aceite esencial y extracto etandlico de Bixa Orellana L. en
concentraciones de 10%, 25%, 50%, 75% y 100% sobre Escherichia coli
aislada de orinas positivas a infeccion urinaria de gestantes del Centro de

Maternidad de Juli.

15
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CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES

Gadisa 'y Tadesse (2021) en su investigacion en Etiopia con extractos metanolicos
al 80% de Rumex abyssinicus, Cucumis pustulatus, Discopodium penninervium, Lippia
adoensis, Euphorbia depauperata, y Cirsium englerianum encontraron que la mayoria de
los extractos analizados tuvieron actividad antimicrobiana en dos o més bacterias
resistentes a los medicamentos con un CMI de 1,0 a 128,0 ug/ml y una zona de inhibicién
de 9 a 27 mm de didmetro, siendo asi que los extractos obtenidos de C. englerianumy E.
depauperate mostraron una potente actividad antibacteriana sobre Staphylococcus aureus
multidrogo resistente y Enterococcus faecalis con un halo de inhibicion de 25 y 27 mm
respectivamente, del mismo modo E. coli y K. pneumoniae fueron inhibidos por estos
extractos con un halo de 9 y 25 mm y entre 11 y 27 mm respectivamente. Ademas, se
encontré como fitoquimicos comunes en la mayoria de plantas analizadas a los alcaloides,

flavonoides, fenoles y terpenoides.

Mora et al. (2021) en México, realizaron una investigacion para determinar la
actividad antimicrobiana de los extractos metanolicos, acetonicos y hexanicos de las
semillas de L. esculenta y L. leucocephala recolectadas en la comunidad de Tlayacapan
Morelos, reportando que E. coli tiene un CMI de 2000 y 3000 pg/ml para L. leucocephala
y L. esculenta respectivamente y frente a S. aureus un CMI de 4000 y 2000 pg/ml para
L. leucocephala y L. esculenta respectivamente, siendo ambas cepas sensibles a los
extractos etandlicos; asimismo, las CMB significativas correspondieron a 6000 pg/mL

para L. leucocephala y 4000 ug/ml para L. esculenta a las primeras 10 horas de

16
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tratamiento, lo cual estaria relacionado a la presencia de alcaloides, triterpenos,

monoterpenos, esteroides, saponinas y compuestos fenolicos.

Zakaria et al. (2020) en Argelia, mencionan que los aceites esenciales obtenidos
por hidrodestilacion caracterizados por cromatografia de gases/espectrometria de masas
(CG/EM) (timol 15.2-56.4%, carvacrol 2.8-59.6%, y -terpineno 9.9-21.8% y p -cimeno
8.5-13.9%) presentaron actividad antibacteriana mediante el método de difusion en disco
frente a ocho cepas de E. coli (seis cepas uropatogenas resistentes y dos susceptibles
referenciadas), siendo el AE de la localidad de Bordj, la que contenia la mayor cantidad
de carvacrol (59.6%), mostrando mayor actividad antibacteriana (diametros de inhibicién

de 12 a 24.5 mm a una dilucion de 1/10.

Navarrete et al. (2020), en la investigacion sobre la actividad in vitro de los
extractos etandlicos de Lantana camara L., Petiveria alliacea L. y Lippia dulcis T. frente
a bacterias patdgenas, ejecutada en Colombia, determinaron la actividad antibacteriana
de extractos etandlicos de L. camara L., P. alliacea L. y L. dulcis T. sobre P. aeruginosa
ATCC 9027, E. coli ATCC 25922, P. vulgaris ATCC 6380 y S. aureus ATCC 25923,
encontrando mediante pruebas de difusion con disco y difusion en agar a concentraciones
de 1y 2 mg/ml que S. aureus ATCC 25923 es sensible a L. camara L. y L. dulcis T.
siendo este Gltimo activo también sobre P. vulgaris ATCC 6380 con efecto inhibitorio
superior al 50%; asimismo, el extracto de L. dulcis T. mostré una mayor actividad
inhibitoria sobre S. aureus (CMI 1,95 mg/mL), mientras que ningun extracto mostrd
actividad sobre E. coli y P. aeruginosa, asimismo encontraron metabolitos secundarios,
especialmente terpenoides y cumarinas (L. dulcis), concluyendo que los extractos
etandlicos de L. camaray L. dulcis, demuestran actividad antibacteriana frente a S.

aureus y P. vulgaris.
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Xiao et al. (2019), en un trabajo colaborativo de China y Estados Unidos,
evaluaron la actividad de 140 aceites esenciales frente a E. coli uropatégena UTI89 en
fase estacionaria e identificaron 39 aceites esenciales a una concentracion del 0.5%, 8
aceites esenciales a una concentracién del 0.25% y 3 aceites esenciales a una
concentracion del 0.125% con alta actividad frente a E. coli en fase estacionaria, siendo
asi que entre los ocho principales aceites esenciales, el orégano mostrd una mayor
actividad que el conocido farmaco tosufloxacina. Las otras cuatro plantas benéficas,
serian la pimienta de Jamaica, dedos de bandido, corteza de canela y Syzygium
aromaticum, los cuales eliminarian la fase estacionaria de E. coli al 0.25% después de
una exposicion por tres o cinco dias, mientras que la planta escudo, hoja de canela 'y clavo
de olor fueron efectivos a mas alta concentracion y a nivel de combinaciones de aceite
esencial de orégano con antibidticos comunes para las infecciones urinarias como algunas
quinolonas (tosufloxacina, levofloxacina y ciprofloxacina) siendo capaces de erradicar
por completo las células de E. coli en fase estacionaria, mostrando un moderado efecto
en combinacién con nitrofurantoina, y no existiendo una mejora aparente con la

fosfomicina, meropenem y cefdinir.

Aguilar (2019), en México, en su estudio sobre determinacion de actividades
bioldgicas y tamiz fitoquimico de Bixa orellana L. de la Peninsula de Yucatan, con el
objetivo de valorar las actividades biologicas (actividad antioxidante, antimicrobiana y
antiproliferativa sobres lineas celulares cancerigenas) y perfil fitoquimico de los extractos
metanolicos de las hojas del achiote mediante reacciones cualitativas, para determinar la
actividad antibacteriana de los extractos hallé efecto antiproliferativo sobre bacterias
Gram-negativas (E. coli ATCC 25922 y S. typhimurium ATTCC 14028) y Gram positivas
(S. aureus ATCC 25923) concluyendo que esta especie es un recurso natural con un gran

potencial para la exploracion de nuevos agentes bioactivos.
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Ongsakul et al. (2009), en su investigacion sobre el efecto antibacteriano de
extractos alcohdlicos y acuosos de seis plantas medicinales frente a Staphylococcus
aureus y Escherichia coli, llevada a cabo en Tailandia, evaluaron la actividad
antibacteriana de doce extractos crudos alcohdlicos y acuosos de seis plantas medicinales
contra S. aureus ATCC 25923 y E. coli ATCC 25922 encontrando entre Alstonia
macrophylla Wall., Bixa orellana L., Blumea balsamifera (L.) D.C., Azadirachta indica
A. Juss., Arcangelisia flava (L.) Merr. y Leea rubra Blume, que los extractos etanolicos
de hojas de B. orellana L. y corteza de A. macrophylla Wall. tenian efecto antibacteriano

contra S. aureus a una CIM de 62.5 pg/ml, pero ningun efecto contra E. coli.

A nivel nacional, Usquiano (2022) en Lima, evalué el efecto del aceite esencial
de las hojas de Melissa officinalis L. las cuales contenian metabolitos secundarios como
triterpenos y taninos, y halos de inhibicion sobre cultivos in vitro de E. coli igual a
10.83+0.36mm al 50% del AE de toronjil, 12.07+0.41mm al 75% y 13.06+0.41mm al
100%, mientras que el control positivo (ciprofloxacino) gener6 un halo de inhibicion de

29.48+0.38mm.

Infantes (2019), en Trujillo, evalué el efecto antibacteriano in vitro del aceite
esencial de hojas de Minthostachys mollis (mufia) frente a Escherichia coli comparado
con norfloxacino”, hallando que el aceite esencial M. mollis (mufia) tiene actividad
antibacteriana frente a E. coli, sin embargo, es superado de manera significativa por el

estandar farmacoldgico.

Asimismo, Alva (2018), en Trujillo, al evaluar el efecto antibacteriano in vitro del
extracto etanolico de Capsicum chinense sobre Escherichia coli uropatdgena mostré que
el extracto etandlico de C. chinense, tiene poco efecto antibacteriano en E. coli por medio

de halos de inhibicion, encontrandose que al 25%, con un halo de 6.73 mm y al 100%,
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con un halo de 8.87 mm, es inferior al control (Imipenem 10 ug), con un halo de 35.93

mm.

Otrainvestigacion, en Trujillo, desarrollada por Cipra (2018) evaluo la efectividad
antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Plantago major al 50% sobre Escherichia
coli enteropatogena los resultados indicaron que el extracto etandlico al 50% demostro
efectividad antibacteriana in vitro sobre ésta bacteria siendo fuertemente sensible a

ciprofloxacino (40.87 mm) y muy sensible al extracto etanolico al 50% (15.53 mm).

De otro lado, Troncoso (2014), en Arequipa, realizé la evaluacion del cultivo de
Bixa orellana (achiote), analizando su potencial actividad antibacteriana, CMB y CMI in
vitro de los extractos acuoso y etanolico de hojas y corteza frente al crecimiento de E.
coli, K. oxytoca, P. mirabilis, P. aeruginosa y S. aureus, para lo que determiné la CMI y
CBM por el método de disolucion en tubo y dilucion en placa de los extractos frente a S.
aureus, encontrando més susceptibilidad en el extracto etanolico de hojas con un CMI de
200 mg/ml 'y CBM de 225mg/ml en comparacion al extracto etanélico de corteza que
presento un CIM de 240 mg/ml y CBM de 270 mg/ml, ademés se identificaron
metabolitos secundarios como taninos, flavonoides, alcaloides, fenoles y saponinas, de
los cuales los dos primeros tendrian probablemente mayor efecto antibacteriano, lo
mismo que los compuestos fendlicos frente a S. aureus, por lo que concluye se emplee

las hojas y corteza de Bixa orellana L. (achiote).

Mesones & Donayre (2007), en Iquitos al estudiar el efecto antimicrobiano de
Bixa orellana L. "achiote”, Genipa americana "huito" y Pistia stratiotes "huama"” en
agentes que producen infecciones dérmicas y vaginales, encontraron entre tres plantas
tropicales de la Amazonia peruana empleadas en medicina tradicional, que el extracto de

achiote, tiene efecto antimicrobiano frente a E. coli y S. aureus; pero solo E. coli mostro
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un halo de inhibicién considerado sensible, siendo la Concentracion Bactericida Minima
(CBM) para G. americana frente a E. coli ATCC 35218 y a S. aureus ATCC 6538 de 2.5
mg/ml, y concerniente a la CBM del extracto de Bixa orellana L. frente a E. coli ATCC
35218 de 80 mg/ml, mientras que el extracto acuoso de P. stratiotes no tuvo efecto

antimicrobiano alguno.

A nivel regional, Mamani (2023) caracterizd6 metabolitos secundarios de achiwa
(Cybistax antisyphilitica) y evaluo su efecto antimicrobiano en Escherichia coli aisladas
de orinas de gestantes del Centro de Salud Vallecito (Puno) encontrando que los extractos
etanolicos tienen abundante concentracion de alcaloides, taninos (++) y fenoles (+++),
asimismo el aceite esencial mostrd leves concentraciones de taninos y fenoles (+) y no
presentaron alcaloides (-), mientras que la CMI de los extractos etandlicos y los aceites
esenciales de achiwa sobre E. coli se presentaron al 100%, con inhibicion del 85% y 100%

de los aislamientos, respectivamente.

Mamani (2022), en Puno evalud el efecto antibacteriano “in vitro” del extracto
etandlico de Tropaeolum tuberosum “Isafio” sobre Escherichia coli, Klebsiella sp y
Staphylococcus aureus de gestantes con infeccion del tracto urinario identificandose
uropatégenos como E. coli (7), Klebsiella sp (1), y S. aureus (2), frente a los cuales
determiné la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto etandlico de “isafio”
siendo para E. coli de 12.5%, para Klebsiella sp de 25% y S. aureus de 6.25%.
demostrando resistencia bacteriana en E. coli y Klebsiella sp a una dosis maxima de 50
ul y sensibilidad a una porcion de 30 pl en S. aureus, concluyendo que el extracto
etandlico de T. tuberosum “isafio” tiene efecto antibacteriano contra uropatdgenos COmo
E. coli, Klebsiella sp, S. aureus en gestantes con ITU del Centro de Salud Simén Bolivar

de Puno.
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Otro trabajo, como el de Laura (2019), en Puno, determind la actividad
antimicrobiana in vitro de los aceites esenciales de eucalipto (Eucalyptus globulus
labill) y mufia (Minthostachys mollis) frente a Staphylococcus aureus y coliformes
fecales, encontrando halos de inhibicidn con aceite de mufia a 25%, 50% y 75%, frente
a coliformes fecales, los que correspondieron a 9.79 mm, 10.74 mm y 13.27 mm
respectivamente, mientras que sobre S. aureus, al 25% esta fue de 9.96 mm, al 50% de
10.74 mm y al 75% de 13.15 mm; en cambio con el aceite esencial de eucalipto frente
a coliformes fecales a una concentracion del 25% gener6 un halo de 12.09 mm, al 50%
de 13.29 mm, al 75% de 14.58 mm, y frente a S. aureus al 25% de 11.72 mm, al 50%
de 13.56 mmy al 75% de 14.37 mm, concluyendo que el aceite de eucalipto tiene mayor
inhibicion que el aceite de mufia, donde participarian principios activos como

monoterpenos, alcoholes, cetonas y 6xidos terpénicos.

22 MARCO TEORICO

2.2.1 Escherichia coli

a. Descripcion
Es una enterobacteria significativa y relevante que se aloja en la
mayor parte del organismo humano. Es movil, con reaccion a catalasa
positiva y una oxidasa negativa, reduce nitrato a nitrito y tiene la capacidad
de fermentar lactosa y producir indol a partir del triptéfano. La reaccién
de Voges-Proskauer, la ureasa y la fenilalanina desaminasa son

negativas.(Hernandez, 2010).

b. Epidemiologia

Las embarazadas presentan mayor predisposicion para contraer la

infeccidn en el tracto urinario, las cuales pueden darse de manera asintomatica o
22
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sintomética. Los estudios realizados demuestran que el 5% de las gestantes
presentan la patologia, ademés se menciona que las que fueron tratadas de manera
adecuada no presentan mayor complicacion durante la gestacion, sin embargo, las
que no reciben tratamiento si tienen infeccion del tracto urinario superior

(Cevallos & Pinos, 2017).

C. Sintomas

Cuando el sistema urinario esta infectado se genera bacteriemia. EI mayor
porcentaje de infecciones del tracto urinario en un organismo sano son producidos
por un cierto numero de antigenos o factores de virulencia especificos que
permiten una répida colonizacion. En tal sentido, E. coli uropatégena es la
denominacién mas precisa que identifica a estos microorganismos, que producen

hemolisina y conducen a la infeccion de tejidos (Carroll et al., 2016).

d. Clasificacion taxondmica

Se la clasifica de la siguiente manera (Perez, 2019):

Dominio : Bacteria
Reino : Bacteria
Filo : Proteobacteria
Clase : Gamma proteobacteria
Orden : Enterobacteriales
Familia  : Enterobacteriaceae

Género : Escherichia

Especie : Escherichia coli
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2.2.2 Plantas medicinales

En los ultimos tiempos, ha habido un aumento en la popularidad del
consumo de plantas medicinales. Se recurre a su uso tanto con fines preventivos
como curativos, con el objetivo de disminuir la necesidad de medicamentos
recetados (Ldépez, 2008). Segun la Organizacion Mundial de la Salud, todas las
plantas que contienen sustancias activas en una 0 mas partes son utilizadas por el
ser humano con fines terapéuticos ya que tienen una actividad biologica que altera
o modifica el funcionamiento de érganos (WHO, 1998). Una sola planta puede
contener muchos componentes que funcionan solos o en combinacién con otros
compuestos de la misma para producir un efecto farmacoldgico deseado

(Vellingiri et al., 2020).

Las plantas medicinales son consideradas como aquellas que contienen
uno 0 mas componentes activos capaces de ser administrados en dosis adecuadas,
y que poseen propiedades curativas frente a enfermedades tanto en seres humanos
como en animales. El valor medicinal de las plantas radica en la presencia de
sustancias quimicas conocidas como "principios activos", los cuales tienen efectos
fisiologicos complejos cuya naturaleza quimica ain no se comprende
completamente. Estos principios activos pertenecen a diversas categorias, como
los alcaloides, los glucidos, los taninos, las saponinas, los fenoles, las quinonas,
los terpenos, los carotenoides, las cumarinas, flavonoides y resinas. Gracias a la
presencia de estos principios activos, las plantas medicinales ofrecen beneficios a
quienes las consumen. A pesar de las investigaciones y estudios realizados sobre
las plantas medicinales, ain se desconoce gran parte de los principios activos
responsables de las propiedades extraordinarias de Bixa orellana L. (Cauna &

Coronado, 2018).
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a. Descripcion boténica

La Bixa orellana L. ha sido estudiada durante varios afios, asi los nativos
usaban las hojas de esta planta para tratar mordeduras de serpientes y para
combatir la tos ademas de sus propiedades hemostaticas y antiinflamatorias (Silva

etal., 2022).

Figura l

Planta de Bixa orellana L. A. Fruto, B. Planta entera

Fuente: Solis et al. (2017)

La Bixa orellana L. presenta una altura variada (3 a 10 metros), tiene raices
secundarias y terciarias con un sistema radicular bien desarrollado, con un
diametro aproximado de 30 cm, corteza amarilla, hojas alternas con peciolos
ovados de entre 8 a 20 cm truncados o redondeados en la base y lepidotados en el
enves. Las flores son actinomorfas, hermafroditas, polisttmonas con unicarpelo y
ovulo unilocular, su estigma permanece por sobre las anteras, tienen un didmetro
promedio de 3-6 cm, con pedicelos de 7-16 mm de largo, y un anillo de glandulas
debajo del céliz, florecen escalonadamente, comenzando por los capullos

terminales. El ovario del pistilo es unicelular y contiene muchos évulos en dos
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placentas parietales, los estambres crecen adoptando una direccion circular. El
fruto es una capsula roja, de 2 a 6 cm de largo, compuesta de valvas o segmentos,
con pelos gruesos espinosos, dehiscente (fruto abierto), que al madurar se separan
en dos valvas de simetria bilateral, aunque pueden encontrarse variantes
indehiscentes (frutos cerrados), que al madurar pasa a pardo rojizo oscuro

(Decraene, 1989; Leal & de Clavijo, 2010; Ledn & Véasquez, 2013).

El fructificacion generalmente ocurre entre diciembre a junio, pero este
puede variar dependiendo del manejo que reciba la plantacion. La capsula puede
tener la coloracion verde, rojas ocres y amarillas y eso depende a la variante. Las
frutas pueden ser completas o incompletas si estan completamente secas. La parte
exterior del fruto tiene protuberancias triangulares, mientras que en el interior
tiene una placenta donde se aloja la semilla. La produccion de semillas comienza
después de dos afios cuando la planta tiene tres afios (Gallegos & Gallegos, 2020)
las cuales son poliédricas, cubiertas por una carnosidad o arilo pulposo (Lopez

etal., 2018).

b. Composicién quimica

Contiene retinol y carotenoides como son caroteno, bixina, metilbixina,
transbixina, norbixina, criptoxantina, luteina y zeaxantina. Sus semillas presentan
un pigmento rojizo que es una mezcla de carotenoides como bixina, norbixina,
fitoeno y caroteno, ademas saponinas, compuestos fendlicos, aceites fijos,
terpenoides, tocotrienoles y flavonoides, incluyendo luteolina y apigenina

(Lorenzi et al., 2021).

En relacion a las hojas hay alcaloides, flavonoides (Caceres, 1996) y el
sesquiterpeno ishwarano (Lawrence & Hogg, 1973). La norbixina es un
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carotenoide dicarboxilado soluble en agua que se encuentra como parte de la
cubierta de la semilla de Bixa. Los principales carotenoides en las semillas son la
bixina y norbixina, que forman un pigmento fuerte llamado annatto (Raddatz et

al., 2017).

c. Clasificacion taxondmica

La clasificacion botanica del achiote es la siguiente (Gallegos & Gallegos, 2020):

Reino : Plantae
Subreino : Tracheobionta
Divisién : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Subclase : Rosidae
Orden : Malvales
Familia : Bixaceae

Género : Bixa
Especie: Bixa orellana L., 1753.

2.2.3 Metabolitos secundarios

No desempefian una funcion directa en el desarrollo de las plantas, pero
cumplen una funcion ecolégica como parte del mecanismo de defensa vegetal y
tienen la capacidad de atraer polinizadores por lo que, algunos de los metabolitos
secundarios se emplean en tratamientos terapéuticos (Avalos & Urria, 2011). Tres

de los metabolitos secundarios mas comunes se enumeran a continuacion:
Alcaloides

Pertenecen a los metabolitos secundarios de mayor presencia, en tanto los

elementos heterociclicos nitrogenados son solubles en el agua por lo que se
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generan a partir de un conjunto de reacciones entre si. Asi los alcaloides de
quinolisidina presentes en Lupinus spp. se deben al incremento de algunos
aminoéacidos, los cuales se puede clasificar en pseudoalcaloides y protoalcaloides

(Campos, 2004).

Los alcaloides de quinolina son compuestos de alto poder antibacteriano,
de amplio espectro y permiten combatir cepas de S. typhymurium y E. coli

(Campos, 2004).

a. Flavonoides

Pertenecen a los compuestos denominados fendlicos, los cuales se generan
por el metabolismo secundario de vegetales inmersos en una ruta biosintética
mixta, mediante las rutas del &cido shikimico y de los policétidos. Tienen
propiedades antimicrobianas y antiinflamatorias que son utilizadas por la
medicina tradicional y alternativa. En este aspecto la quercetina es un flavonoide
que tiene sinergia con la vitamina C para prevenir la oxidacion y prolongar el

tiempo de actividad antioxidante (Gonzales & Hoyos, 2019).

b. Taninos

Son compuestos altamente oxigenados y/o presentan azlcares en su
composicion quimica, dandoles una naturaleza hidrofilica (Costa et al., 2019). Se

los clasifica en:

— Taninos hidrolizables

Son obtenidos mediante tratamiento con acido o enzimas. Se demostrd
que el acido galico aplicado en la agricultura debido al poder antioxidante que

tiene, aumenta la germinacion de las semillas de trigo (Costa et al., 2019).
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— Taninos condensados
Son aquellos compuestos formados por la polimerizacion de
flavonoides, por ello, al pasar por un tratamiento de acidos fuertes, estos

taninos son hidrolizados a antocianinas (Costa et al., 2019).

2.2.4 Actividad antibacteriana

Es la capacidad que posee una sustancia para detener el crecimiento o la
propagacion de bacterias. La inhibicién varia con respecto a las diferentes
concentraciones que se utilicen en los solventes de los organismos empleados,
asimismo la actividad antibacteriana de los aceites esenciales se encuentra

relacionada con la composicion quimica (Borboa et al., 2010; Medina, 2015).

Entre algunos extractos utilizados en la valoracion de la actividad

antibacteriana se encuentran:

a. Extracto metandlico

Se extrae de una materia prima de origen vegetal que ha sido secada
anteriormente en contacto con metanol. Existe procedimientos para mejorar la
calidad del compuesto que se obtendra a partir de la eliminacion de algunos
componentes. Un proceso basico consiste en hacer secar las hojas de la planta en
un horno convencional en un tiempo definido. Cuando se obtienen las hojas secas,
se realiza un proceso de extraccion con metanol a un porcentaje establecido

(Corzo, 2012).

b. Extracto etandlico

Es un extracto de olor caracteristico, que se obtiene desde materia prima

desecada de origen vegetal, la cual puede ser sometida a maceracion o percolacion
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empleando etanol con solvente, seguida de la eliminacion del solvente por un
procedimiento fisico, en la que algunos procesos pueden comprender
determinadas operaciones para eliminar algunos de sus componentes y asi mejorar

notablemente la calidad del producto deseado (Gonzalez, 2004).

2.2.5 Aceite esencial

Presentan compuestos con diferentes niveles de actividad antibacteriana,
se derivan de una variedad de frutas citricas y plantas aromaticas, su volatilidad a
temperatura ambiente, a diferencia de otros agentes antimicrobianos, los convierte
en alternativas adecuadas y naturales de aditivos alimentarios (Gonzalez, 2004).
Se utilizan como saborizantes en la industria alimentaria, y esta propiedad
aumenta su potencial saborizante, antimicrobiano y antioxidante, lo que tiene
grandes ventajas como producto natural ya que no representa una amenaza para
la salud humana, asi existen diversos estudios sobre aceites esenciales evaluando
sus propiedades antimicrobianas, antifingicas e insecticidas como alternativa
terapéutica en infecciones causadas por microorganismos resistentes a los
antibioticos, y debido a que los productos de origen natural son complejos, permite
diferentes estrategias para combatir estos agentes infecciosos (Forero-Saldarriaga

et al., 2020).

2.2.6 Medios de cultivo

Son formulaciones artificiales que deben cumplir una serie de
caracteristicas que los hagan 6ptimos para el crecimiento de organismos como

bacterias o levaduras (Flores et al., 2017).
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A. Condiciones de los medios de cultivo

— Temperatura: Las diferentes temperaturas dependen del tipo de cultivo

(MDMC, 2020).

- pH: La escala de pH mide la acidez o la alcalinidad, por lo cual muchos
microorganismos crecen mejor con un pH neutro, pero otras requieren

condiciones més acidas (MDMC, 2020).

— Ambiente: Para evitar alterar o impedir el crecimiento microbiolégico
normal, todos los medios de cultivo deben ser completamente estériles

(MDMC, 2020).

— Luz: Los medios de cultivo deben estar ubicados donde no estén expuestos
a la luz solar. La luz debe mantenerse siempre bajo control (MDMC,

2020).

- Humedad: Las condiciones en la humedad deben ser las apropiadas tanto
del medio como del ambiente en el que se encuentra, ya que la mayoria de

microorganismos requieren un bajo nivel de humedad (MDMC, 2020).

B. Consistencia del medio de cultivo

Pueden ser solidos (deriva de un medio liquido, al que se le afiade un
agente coloide, que solidifica a esta solucion), semisolidos (contienen menos de
1% de agar) o liquidos (libre de agar, mas si con peptona y extracto) y en cuanto
a la consistencia se corresponde a cada tipo de cultivo seleccionado (MDMC,

2020).
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C. Tipos

— Agar Eosinay Azul de metileno

Este medio esta combinado con las formulas de Holt-Harris y Teague
con las férmulas de Levine, para mejorar el rendimiento y para un buen
aislamiento de enterobacterias y otras especies de bacilos Gram negativos. Es
nutritivo por la presencia de peptona que favorece el crecimiento microbiano,
y favorece la diferenciacién entre organismos que pueden utilizar la lactosa
y/o sacarosa, y aquellos que son incapaces de hacerlo, lo cual se revela por
los indicadores eosina y azul de metileno que ejercen un efecto inhibitorio

sobre una amplia variedad de bacterias Gram positivas- (MCD, 2023).

— Agar Mueller Hinton
Este medio es utilizado para realizar pruebas y evaluaciones de
susceptibilidad de las bacterias aerobias y anaerobias de rapido crecimiento
como es el caso de estafilococos, enterococos, especies de
Enterobacteriaceae y bacilos gramnegativos aerobios (p. ej. Pseudomonas

spp.) (Calderon et al., 2023).

— Agar Infusion Cerebro Corazon
Se sustenta en experimentos clinicos y es adecuado para llevar a cabo
el cultivo de una amplia gama de organismos, bacterias, parasitos y hongos

filamentosos (BD, 2013).
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2.2.7 Pruebas bioquimicas

a. Prueba TSI (Agar Triple Azucar Hierro)

Se utiliza para hacer una diferenciacion de enterobacterias en base a la
fermentacién de glucosa, lactosa y sacarosa y la produccién de acido sulfhidrico.
El crecimiento bacteriano se visualiza en el entorno del cultivo y el extracto de
carne y la pluripeptona son los encargados de aportar los nutrientes para que se

realice este proceso (Rodriguez & Mufioz, 2017).

El cambio de color amarillo indica la produccién de &cido y el rojo es para
la alcalinizacion son facilmente identificables. El tiosulfato sodico se reduce a
SH>, que al reaccionar con una sal de hierro genera sulfuro de hierro negro. La
degradacion de la lactosa ocurre en la parte superior (pico de flauta), de la sacarosa
en la parte intermedia, mientras que la glucosa es fermentada en la parte profunda
y en condiciones anaerobicas; y la presencia de burbujas corresponde a la

produccion de CO2 (Mendo, 2014).

b. Prueba LIA (Lisina Hierro Agar)

Este medio de cultivo sirve para diferenciar microrganismos, la presencia
de peptona y extracto de levadura proporcionan los nutrientes necesarios para el
crecimiento bacteriano. El hidrato de carbono ayuda a la fermentacion de glucosa
y el sustrato lisina se utilizan para determinar la existencia de la enzima
descarboxilasa y desaminacion. Los indicadores de la elaboracion de acido
sulfarico son citrato de hierro y amonio y tiosulfato de sodio. El puarpura de
bromocresol es un indicador de pH (su color es amarillo cuando el ambiente es
acido y violeta cuando el pH es alcalino) y cuando hay produccion de SH. se

presenta un ennegrecimiento del medio de cultivo (Britania, 2012).
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c. Prueba Citrato de Simmons

Este agar nos ayuda a evaluar si los organismos tienen la capacidad de
utilizar el citrato como la Unica fuente de carbono y los compuestos de
amoniacales al nitrogeno como unica fuente en su metabolismo, lo que da como
resultado para la alcalinizacion del medio ambiente. Este medio presenta citrato
de sodio y acetato de amonio como fuentes de carbono y nitrogeno,
respectivamente, el indicador de pH de este medio es el azul de bromotimol. Solo
las bacterias capaces de metabolizar el citrato pueden multiplicarse en este medio
y liberar iones de amoniaco, lo que provoca una fuerte alcalinizacion del medio,
como lo demuestra el cambio de color del indicador de pH de verde a azul (Garcia

& Mendoza, 2014).

d. Prueba Motilidad Indol Sulfuro

Este medio conocido como SIM es utilizado para diferenciar los bacilos
entéricos en base a la produccién de &cido sulfhidrico, indol y su movilidad

(MDM, 2020).

Las bacterias que reducen el sulfato producen &cido sulfhidrico el cual
reacciona con el amonio ferroso para producir sulfato ferroso (H2S) que da como
resultado un color oscuro a lo largo de la linea de inoculacion. La movilidad es
visible ya que es un medio semisélido y cuando es positivo el crecimiento aparece
por fuera de la linea de lo que se siembra, en forma de turbidez alrededor del canal
de siembra; la no movilidad se caracteriza por el crecimiento exclusivamente a lo

largo de dicho canal (MDMC, 2020).

Esta prueba se realiza para determinar la capacidad de las bacterias de

producir indol a partir del triptéfano, lo cual se demuestra mediante el reactivo de
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Kovacs, el cual en presencia de indol da lugar a una coloracién rojo-purpura de

forma anular (Lara et al., 2011).

e. Pruebaurea

Se utiliza para identificar bacterias que hidrolizan la urea, como Proteus

spp., otras enterobacterias y estafilococos (Britania, 2019).

Este medio de cultivo, presenta la tripteina y la glucosa lo cual facilitan los
nutrientes para la proliferacion de microorganismos, también el cloruro de sodio
mantiene el balance osmético, y su marcador de pH es el rojo fenol. De este modo,
los microorganismos que hidrolizan la urea mediante la ureasa son las que liberan
amoniaco y COz, los cuales alcalinizan a los medios y hacen cambiar de amarillo
a rojo fenol. Cuando la glucosa se fermenta activa la enzima ureasa, habiendo un
incremento de la velocidad en el metabolismo de aquellos organismos que
hidrolizan lentamente la urea. Es muy recomendado para la deteccién de actividad
ureésica como es el caso de Klebsiella spp, Enterobacter spp y Citrobacter spp

(Britania, 2019).

2.2.8 Actividad antibacteriana

A. Definicién

Se refiere a la habilidad de una sustancia para impedir el desarrollo o la
propagacion de bacterias. La magnitud de la inhibicion esta determinada por la

concentracion empleada en los organismos (Medina, 2015).
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B. Métodos de evaluacion

Segun Horna et al. (2012), la medicién cuantitativa de la actividad in vitro
de los componentes antimicrobianos se lleva a cabo generalmente por medio de

los diversos métodos. Entre algunos de ellos estan:

e Dilucion: La técnica de dilucidn se utiliza para determinar la concentracion
inhibitoria minima (CMI) y la concentracion bactericida minima (CMB). La
CMB es la concentracion mas baja que puede evitar el crecimiento de un
organismo después de ser subcultivado en un medio libre del compuesto

evaluado (Picazo, 2000).

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Se refiere al nivel més bajo de concentracion de componentes
antimicrobianos en pug/ml que hace posible la inhibicion del crecimiento de
un microorganismo luego de 24 horas de incubacion a 37°C, la cual es
considerada como “Gold Standard” y difiere de otros métodos que evallan
las susceptibilidades de los antimicrobianos. Asimismo, verifica las
resistencias inusuales en base a la obtencion de resultados definitivos siempre

que la estimacion por otros métodos sea indeterminada (Picazo, 2000).

Concentracién Minima Bactericida (CMB)

Concierne a la minima concentracion de antimicrobianos, que logra
eliminar a casi el 100% de los microorganismos visibles luego de un tiempo
definido de incubacion que por lo general dura 24 horas. En otro caso se
requiere establecer la actividad bactericida de un agente antimicrobiano como

por ejemplo la endocarditis, osteomielitis, meningitis u otro tipo de
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infecciones en enfermos inmunosuprimidos por lo que requiere aplicar
métodos de laboratorio que definan con precision la actividad de los

mencionados agentes (Ramirez & Castafio, 2009).

e Difusion: Este método es mads comunmente empleado para analizar los
extractos de plantas que poseen actividad antibacteriana. Esta técnica se
fundamenta en el método de Kirby Bauer, el cual consiste en determinar una
concentracion y medir si es capaz de eliminar la cepa bacteriana (Picazo,

2000).
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1 AREADE ESTUDIO

La investigacion se llevo a cabo en la region de Puno, donde las hojas de achiote
fueron recolectadas en el distrito de San Pedro de Putina Punco, en el centro poblado de
San Ignacio sector Alto Urubamba, provincia de Sandia, regién Puno a una Latitud Sur

de 14° 06' 47" y una Longitud Oeste de 69° 02' 51".

Figura 2
Ubicacion geografica de la zona de recoleccion de la planta de achiote, Bixa Orellana

L.

Alto Urubamba

Alto Uru/bamba

\

N

e

5

//
\

Fuente: Google Earth (2023)

Las muestras de orina recolectadas procedieron de gestantes atendidas en el
Laboratorio Preventivo Promocional del primer nivel de atencion del Complejo Materno
del Hospital Rafael Ortiz Ravines de Juli, Red de Salud Chucuito, provincia de Chucuito,
el cual se ubicaa 16°12'48" de latitud Sury 69°27'31" de longitud Oeste, con la respectiva

autorizacion del director y del jefe de laboratorio del Hospital Rafael Ortiz Ravines.
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Asimismo, las plantas recolectadas fueron llevadas al laboratorio de Botanica y

Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas (15°49' 31.3" LSy 70°01'03.9" LO).

3.2 DISENOY TIPO DE INVESTIGACION

La presente investigacion es de tipo experimental y transversal (Hernandez et al.,
2014). Experimental debido a que se trabajé con tratamientos referidos a diferentes
concentraciones de aceite esencial y extracto etanélico, que fueron contrastados con un
tratamiento control (gentamicina) ademas de las 18 repeticiones referidas a cada una de
las cepas de E. coli, correspondiendo a un disefilo experimental completamente
randomizado. Y es transversal porque se desarroll6 una sola evaluacion entre los meses

de febrero a mayo del 2022.

3.3 POBLACION Y MUESTRA

La poblacion esta representada por todas las cepas de Escherichia coli aisladas de
orinas procedentes de gestantes atendidas en el Centro de Maternidad del Hospital Rafael
Ortiz Ravines, de las cuales se obtuvo una muestra de 18 cepas de Escherichia coli, entre
febrero y abril del 2022, determinado por la siguiente férmula para poblacion con tamafio
desconocido con el objetivo de estimar la media poblacional, para lo cual se dispuso de
un marco muestral de 36 urocultivos sin diagnostico de preeclampsia, de los cuales 7
fueron descartadas por ser negativas y 11 correspondieron a uropatdgenos diferentes a
Escherichia coli, siendo 18 los urocultivos de la especie Escherichia coli, seleccionados

por muestreo no probabilistico de tipo intencional (Arias, 2012).

Donde:

n = Tamafio de la muestra
=Zeta critico: valor determinado para un nivel de confianza del 95%, elevado al

cuadrado= 1,962
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e= Error muestral: falla que se produce al extraer la muestra de la poblacion=0.05
S= Desviacion tipica o desviacion estandar=0,109

_ 1.962.0.1092

n=—— o =1825= 18

34 METODOLOGIA

3.4.1 Determinacion de la composicion fitoquimica cualitativa (alcaloides,
fenoles y taninos) del aceite esencial y extracto etandlico de Bixa

orellana L.
3.4.1.1. Recoleccion de muestra vegetal
a. Tecnica
Recoleccion manual
b. Fundamento

Las plantas albergan productos naturales con una alta cantidad de
metabolitos secundarios propios de cada zona geografica (Atanasov et al.,
2015). El material vegetal debe secarse a temperaturas inferiores a 30°C y
lejos de la luz solar para evitar la degradacion quimica de los componentes
termolabiles o sensibles a los rayos UV (Abubakar & Haque, 2020). Los
constituyentes del material vegetal recientemente recolectado, son
susceptibles a la descomposicién y por lo mismo deben ser extraidos lo

antes posible (Jones & Kinghorn, 2012).
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c. Procedimiento

El material vegetal fue obtenido del distrito de San Pedro de Putina
Punco, en el centro poblado de San Ignacio, sector Alto Urubamba,
provincia de Sandia, region Puno (Per0), para lo cual se fue a las 9:00 am
y empled unas tijeras con las que se corto las hojas del achiote (5 kg de
material vegetal fresco) y fueron colocadas en un cooler de tecnopor, el
cual de inmediato fue trasladado al laboratorio de Botanica y
Biotecnologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional del Altiplano, donde a su vez para su identificacién taxonémica
se utilizo claves dicotomicas como la de Mostacero et al. (2009) y Condori
(2002), asimismo se certificd su identificacion en el Herbario de la

Universidad Nacional de San Agustin (Arequipa).

3.4.1.2. Obtencién del extracto etanélico

a. Técnica

Maceracion

b. Fundamento

El extracto se obtiene a partir de materia prima seca de origen vegetal
mediante maceracion en contacto con etanol y luego separacion del mismo a
través de un proceso fisico, para lo cual se pueden realizar determinadas
manipulaciones con la finalidad de eliminar determinados componentes,
mejorando la calidad del producto requerido en la que el extracto llega a tener
un olor caracteristico (Nortjie et al., 2022). La finalidad de la extraccion con
solventes es inactivar las enzimas que puedan estar presentes en la planta

(Jones & Kinghorn, 2012). El agua presente en el etanol favorece su alta
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polaridad y miscibilidad con disolventes organicos, ademas el etanol es
autoconservante a una concentracion superior al 20% (Abubakar & Haque,
2020).

c. Procedimiento

De acuerdo a las recomendaciones de uso y consumo por parte de
los expendedores para el tratamiento de infecciones urinarias, se procedio
a secar las hojas achiote en secadora de aire circulante a 40 °C por 48 a 72
horas. Los extractos etanolicos se obtuvieron mediante extraccion solido —
liquido (percolacién) a presién atmosférica y temperatura ambiente hasta
agotamiento, empleando etanol de 96% como solvente (Navarrete et al.,
2020). Para el proceso de percolacion se coloco 445 g de material seco y
molido (pulverizado) de achiote por litro de etanol (Pimentel et al., 2015).
La fitoquimica preliminar se realizé con el extracto etanolico luego de una
maceracion de 7 dias lo cual fue obtenido luego de filtrado en papel
Whatman N° 5 tomado como el 100% de extracto obtenido por
percolacién, la misma que sirvié para la preparacion de los extractos al

10%, 25%, 50%, 75% y 100%.

3.4.1.3. Obtencidn del aceite esencial

a. Técnica

Destilacion por arrastre de vapor de agua (Lopez et al., 2005).

b. Fundamento

Consiste en calentar la planta en agua, hasta que sus componentes

mas volatiles pasen a la fase de vapor y a continuacion se enfria el vapor
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para recuperar dichos componentes, cuyos puntos de ebullicion son
esencialmente mayores al del agua, que comienza con la evaporizacion por
burbujeo de vapor de agua y por consiguiente se condensan por
enfriamiento junto con el agua (Lopez et al., 2005), dando lugar a un
destilado liquido constituido por dos fases inmiscibles, la acuosa y la
organica que es el aceite esencial, las cuales se pueden separar por
decantacion debido a la diferencia de densidad existente entre ambas

(Casado, 2018).

Se puede extraer una gran cantidad de principio activo con una

pequefia cantidad de disolvente (Abubakar & Haque, 2020).

¢c. Procedimiento

El proceso de obtencion de aceite esencial se realiz6 colocando 5
litros de agua destilada en una olla a presion de 7 litros (Marca Clock),
luego se agreg6 400 g de hojas secas de achiote, de ahi se cerr6 la tapa
herméticamente y se procedié a encender la cocinilla eléctrica por 1 h.
Asimismo, la olla a presion estuvo conectado al refrigerante de vidrio por
el cual pasaba el agua fria del cafio, el vapor y el aceite los cuales fueron
recepcionados en el otro extremo de un matraz, para luego separar el aceite
esencial con la ayuda de una micropipeta automatica, siendo de ahi
almacenada en frasco de vidrio acaramelado para evitar la radiacion solar,
para posteriormente determinar su densidad y rendimiento (Ochoa et al.,

2012).
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Figura 3

Extraccion de aceite esencial por el método de arrastre con vapor

Fuente: Banco de imagenes

3.4.1.4. Analisis fitoquimico

Estos se realizaron con el aceite esencial y extracto etandlico al
100%, siendo los procedimientos los siguientes:
A. Determinacion de alcaloides

a. Técnica

Colorimétrica

b. Fundamento
Los alcaloides son solubles en solventes organicos como éter y
cloroformo los cuales son préacticamente no se disuelven en agua; sus sales,
por otro lado, si se disuelven facilmente en agua y suelen ser insolubles en
los solventes organicos. Su extraccion se realiza, por lo tanto, ya sea
tratando la droga con un solvente organico, después de haber puesto en
libertad sus combinaciones por un alcali (amoniaco, soda), o bien haciendo

actuar un 4&cido (&cido clorhidrico o sulfdrico diluido) por pasajes
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sucesivos del alcaloide de la fase acuosa a la organica, después de

acidificacion (Villafan, 2014).

Para el caso de la reaccion de Dragendorff se fundamenta en que
los alcaloides en su mayor parte tienen un grupo amino terciario (R3N),
los cuales puede reaccionar de manera similar al amoniaco (NHs) y actuar
como base, que reacciona con un acido para formar una sal de amonio, la
cual conduce a la reaccion de cambio idnico entre la sal de amonio y el
tetrayodo bismutato de potasio que permite la formacion de una sal
compleja insoluble y dependiendo de la naturaleza del alcaloide (o amina
terciaria), este ion desarrolla un color que va de amarillo a naranja u rojo
a marron. Asi las aminas secundarias crearan colores menos intensos, no

obstante algunos alcaloides no reaccionan (Raal et al., 2020).

Respecto a la reaccién de Mayer el dtomo de nitrogeno del
alcaloide forma un enlace covalente coordinado con el ion potasio del
reactivo de Mayer, también conocido como tetrayodomercurato de
potasio, el cual aparece como un precipitado de color crema

(Laboratoryinfo, 2022).

Y en cuanto a la reaccion de Wagner inicialmente el yodo reacciona
con el ion (I) del yoduro de potasio creando el ion 13 (solucion marrén),
donde el i6n metalico de potasio (K*) se unira con un enlace coordinado
covalente al nitrogeno del alcaloide creando un precipitado complejo de

alcaloide de potasio (Hamasalih, 2023).
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c. Procedimiento

Se desarrollaron 3 reacciones: se colocd en el tubo de ensayo 5 ml
del extracto o aceite esencial al que se agregd 2 ml de reactivo de
Dragendorff, se homogeneizo y se realizé una lectura visual teniendo en
cuenta el rango de intensidad de la evaluacion, la cual formo un precipitado

café rojizo (Medina, 1997).

De otro lado, a otro tubo de ensayo se le agregaron 5 ml del extracto
0 aceite esencial a examinar y 2 ml de reactivo de Mayer, se homogeneiz6
y se tomo una lectura visual teniendo en cuenta el rango de intensidad del

color, la cual formo un precipitado amarillo palido (Medina, 1997).

Y finalmente, en un tubo de ensayo se colocd 5 ml del extracto o
aceite esencial al que se le agreg6 2 ml del reactivo Wagner, se
homogenizo y se procedio a realizar la lectura visual, tomando en cuenta
el rango de intensidad de la coloracidn descrito en la Tabla 1, la cual formo

un precipitado naranja oscuro (Medina, 1997).

Tabla 1
Rango colorimétrico de valoracion cualitativa de metabolitos

secundarios

Lectura Rango
Color intenso +++ = muy abundante
Color regular ++ = abundante

Color débil +=leve

Fuente: (Medina, 1997).
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B. Identificacion de fenoles

a. Técnica

Colorimétrica

b. Fundamento

El fenol reacciona con el cloruro férrico neutro acuoso para
formar un complejo de fendxido férrico que es de color violeta

(Valenzuela, 2015).

¢. Procedimiento

Para esto en un tubo de ensayo se adiciond 2 ml de cloruro
ferrico al 5% y 5 ml del extracto o aceite esencial a investigar, se
homogenizo y se procedid hacer la lectura visual, tomando en cuenta

para ello el precipitado verde oscuro (Medina, 1997).

Para la interpretacion de la concentracion de metabolitos se

empled el rango colorimétrico descrito en la Tabla 2.

Tabla 2
Rango colorimétrico de valoracion cualitativa de metabolitos

secundarios

Lectura Rango
Color intenso +++ = muy abundante
Color regular ++ = abundante

Color débil +=leve

Fuente: (Medina, 1997).
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C. ldentificacién de taninos

a. Técnica

Colorimétrica

b. Fundamento

El cloruro de sodio al 5% facilita la precipitacion de los taninos
sobre todo si es en caliente, pudiendo ser facilitado por solventes

organicos (SU, 2024).

¢. Procedimiento

Para esto en un tubo de ensayo se adiciond 2 ml de cloruro de
sodio al 5% y 5 ml del extracto o aceite esencial a investigar, se
homogenizo y procedio a realizar la lectura visual, tomando en cuenta

para ello el precipitado crema (Medina, 1997).

Para la interpretacion de la concentracion de metabolitos se empleo

el rango colorimétrico mencionado en la Tabla 3.

Tabla 3
Rango colorimétrico de valoracion cualitativa de metabolitos

secundarios

Lectura Rango
Color intenso +++ = muy abundante
Color regular ++ = abundante

Color débil +=leve

Fuente: (Medina, 1997).
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3.4.2 Evaluacion de la concentracion minima inhibitoria y la concentracion
minima bactericida de aceites esenciales y extractos alcohoélicos de
Bixa orellana L. en concentraciones de 10%, 25%, 50%, 75% y 100%
sobre Escherichia coli aislada de orinas positivas a infeccién urinaria

de gestantes del Centro de Maternidad de Juli.

3.4.2.1. Tratamientos de extracto etandlico y de aceite esencial de

hojas de Bixa orellana L.

a. Técnica

Microbiol6gica

b. Fundamento

Los extractos etanolicos extraen altas cantidades de compuestos
fendlicos en comparacion con la acetona, el agua y el metanol para lo cual
se emplea un polvo seco vegetal del cual se extraen compuestos bioactivos
(Altemimi et al., 2017). De otro lado, los aceites esenciales son mezclas de
20 a 60 componentes en concentraciones bastante diferentes, con algunos
de ellos a concentraciones bastante altas (20 a 70%) y otros en cantidades
minimas. Los componentes en altas concentraciones (terpenos,
terpenoides, moléculas con un anillo aromatico) desempefian un papel

importante en el efecto antimicrobiano (Perricone et al., 2015).

c. Procedimiento

Para obtener los resultados de este objetivo, se realizd los

procedimientos recomendados por Ali et al. (2019), donde la preparacién
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de las concentraciones a 10%, 25%, 50%, 75% y 100% de los extractos

etanolicos y del aceite esencial se prepararon segun la Tabla 4.

Tabla 4
Preparacion de los tratamientos a base de extractos etanolicos y aceite

esencial obtenidos de hojas de Bixa orellana L.

Tratamiento Preparacion
10% 1 ml de extracto/aceite + 9 ml de etanol al 96%
25% 2.5 ml de extracto/aceite + 7.5 ml de etanol al 96%
50% 5.0 ml de extracto/aceite + 5.0 ml de etanol al 96%
75% 7.5 ml de extracto/aceite + 2.5 ml de etanol al 96%
100% 10.0 ml de extracto/aceite*

Nota: * Las concentraciones equivalentes a las del extracto etanélico para un volumen de 10 ml,
correspondientes al aceite esencial se realizaron para un volumen de 100 pl.
Fuente: Elaboracion propia

Cada disco de sensibilidad a base de papel filtro Whatman N° 5 fue
impregnado con la preparacién descrita lineas arriba, para ello se
colocaron en una luna de reloj la preparacion (extracto etanélico y/o aceite
esencial) y a continuacion los discos de papel por un tiempo de 10
segundos, de ahi se los dispuso en una estufa a 37 °C con la finalidad de

que el alcohol se evapore y que los principios activos del aceite queden

impregnados en los discos de papel filtro.

3.4.2.2. Aislamiento bacteriano

a. Técnica

Cultivo in vitro en agar Eosin Methylen Blue (EMB)
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b. Fundamento

El agar EMB incluye peptona, lactosa, sacarosa y los colorantes
eosina y azul de metileno; lo cual se utiliza cominmente este medio
seleccionar y diferenciar. El agar EMB es exclusivo para bacterias Gram
negativas. El colorante azul de metileno en pequefias cantidades inhibe
eficientemente el crecimiento de gran parte de las bacterias Gram
positivas. La colorante eosina expresa los cambios de pH, pasando de
incoloro a negro en ambiente &cidas. EI medio agar EMB contiene lactosa
y sacarosa, pero no glucosa, como fuente de energia, de este modo los
azucares gque se encuentran en el medio son sustratos fermentables que
estimulan el crecimiento de algunas bacterias Gram negativas,
especialmente coliformes fecales y no fecales, asi como la diferenciacién

de bacterias entéricas (Lal & Cheeptham, 2007).

Las bacterias Gram negativas pueden fermentar la lactosa
(generalmente entéricas) acidificando el medio, por lo que en condiciones
acidas los colorantes producen un complejo de color purpura oscuro que
habitualmente se asocia con un brillo verde metalico, el cual es un
indicador de una fuerte capacidad de fermentacion de lactosa y/o sacarosa,
tipica de las coliformes fecales. De otro lado, la generacion de cierta acidez
en el medio, es el resultado de una lenta fermentacion (por organismos
fermentadores lentos de lactosa), dando un color marrén rosado, mientras
que las colonias no fermentadoras de lactosa aparecen translicidas o

rosadas (Lal & Cheeptham, 2007).
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c. Procedimiento

Se utilizdé un asa calibrada de orina para 0,001 ml, la cual fue
esterilizada por calentamiento del alambre hasta el rojo vivo en el
mechero, se enfria la asa y luego se introdujo en la muestra de orina ya
homogenizada y se observd la formacion de una pelicula en el asa y
posteriormente se extendio sobre un area de la placa con agar, en forma de
estrias, pero sin presionar para no romper el agar y finalmente se flamed

el asa (Leon & Véasquez, 2013).

Se pusieron las placas en la incubadora, siempre invertidas, a 37°C
durante 24 horas; luego de la incubacidn, con la presencia de Escherichia
coli se observaron las colonias tipicas de color violeta intenso con un brillo

metalico caracteristico o colonias atipicas (Leon & Vasquez, 2013).

3.4.2.3. Tincién de Gram

a. Técnica

Gram

b. Fundamento

Es una tincion ampliamente que es usada en bacteriologia, el cual
permite dividir a las bacterias en dos grandiosos grupos taxonomicos:
Gram positivas y Gram negativas, seglin sea su comportamiento frente a
la tincion, lo cual se debe a la distinta composicién quimica de la pared
celular. Las bacterias Gram positivas tienen una gruesa capa de mureina o
peptidoglicano (de 20 a 80 nm de espesor) en su pared, mientras que las

bacterias Gram negativas tienen una capa de peptidoglicano (2 nm) mas
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fina y una capa mas externa de lipopolisacaridos, lipoproteinas y lipidos

(Corrales & Caycedo, 2020).

El fundamento basico de la tincion de Gram involucra la capacidad
que tiene la pared celular bacteriana para retener el tinte cristal violeta
durante el tratamiento con disolvente. Los microorganismos Gram
positivos tienen un mayor contenido de peptidoglicano, mientras que los
organismos Gram negativos tienen un mayor contenido de lipidos

(Tripathi & Sapra, 2023).

Al principio, todas las bacterias absorben el tinte cristal violeta; sin
embargo, la capa lipidica de los organismos Gram negativos se disuelven
con el uso del disolvente. Con eso los Gram negativos pierden la tincion
primaria. Por el contrario, el disolvente deshidrata las paredes de las
celulas Gram positivas y cierra los poros obstaculizando la expansion del
complejo violeta-yodo, por tanto, las bacterias perduran tefiidas. La
duracion de la decoloracion es un paso critico en la tincion de Gram, ya
que la exposicion prolongada a un agente decolorante puede eliminar todas

las coloraciones de ambos tipos de bacterias (Tripathi & Sapra, 2023).

El ultimo paso en la tincién de Gram se aplica una tincion de
fucsina basica que da a las bacterias Gram negativas decoloradas un color
rosado para facilitar su identificacion. También se le conoce como
contratincion, aunque algunos laboratorios utilizan safranina como
contratincion; sin embargo, la fucsina basica tifie los organismos Gram

negativos con mayor intensidad que la safranina (Tripathi & Sapra, 2023).
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c. Procedimiento

Se levanto6 una colonia del cultivo puro de E. coli con el asa kolle
de punta redonda para extenderlo y fijar el frotis bacteriano, de ahi se tifid
con cristal violeta 1 minuto, luego se lavo con abundante agua el exceso
de colorante, seguidamente se cubrid con solucion yodica 1 minuto, luego
se lavd con agua la abundancia de la solucién yodica. Después, se decolord
con alcohol-acetona durante 30 segundos. Se lavo con abundante agua para
eliminar el resto de disolvente y tifidé con fucsina durante 1 minuto.
Finalmente, se lavo con agua para eliminar el colorante de contraste, se
dejo secar la preparacion y se observé al microscopio con objetivo 100X,

empleando aceite de inmersion (Leon & Vasquez, 2013).

3.4.2.4. Pruebas de diferenciacion bioquimica

a. Fundamento

Para el reconocimiento bacteriano de bacterias Gram negativas
como Escherichia coli se emplean pruebas de diferenciacion bioquimica
que comprenden los medios de cultivo Triple Azucar Hierro (TSI), Agar
Lisina Hierro (LIA), Agar Citrato de Simmons (CS) y Medio Motilidad
Indol Sulfuro (SIM) para lo cual se inocula una colonia sospechosa con el
asa recta por el centro hasta el fondo del tubo y se retira por el mismo trazo,
sembrando en estria en la parte inclinada, para inmediatamente después

incubarla a 35-37°C por 18-24 h (Sacsaquispe, 2001).

El medio TSI, hace una exclusiéon con el consumo de lactosa,
glucosa y sacarosa con produccion o no de gas y la produccion de acido

sulfhidrico siendo por ejemplo A/A igual a reaccion acida (amarilla) en la
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parte superior del pico de flauta (lactosa) y en la parte del fondo del tubo
(glucosa). Respecto al medio LIA, la lectura se realiza en la columnay en
la superficie inclinada, asimismo se observa la formacion de &cido
sulfhidrico el cual se evidencia por una coloraciéon negra. En el medio
Citrato de Simmons el desarrollo del color azul es positivo, y el verde,
indica que es negativo al consumo de este compuesto organico

(Sacsaquispe, 2001).

Y el medio SIM es positivo siempre y cuando los microorganismos
migren de la linea de siembra y se circulen en el medio provocando
turbidez, también puede manifestarse semejando “vellosidades” a lo largo
del trazo de siembra. En caso sea negativo se observa un crecimiento
bacteriano acentuado siguiendo el trazo de siembra, y el medio circundante

se mantiene claro (Sacsaquispe, 2001).

b. Procedimiento

Una vez que se confirmd que el microorganismo es una
enterobacteria se procedié a realizar las pruebas bioquimicas para
determinar la especie, para esto se realizo la siembra a partir de un cultivo
puro del microorganismo en estudio, con aguja de kolle en punta inocular

el medio de cultivo (Ledn & Vasquez, 2013).

En cuanto al TSI, su siembra se realiz6 haciendo un picado o el
fondo del tubo y extendiendo sobre la superficie del mismo. En cuanto al
LIA, la siembra se realizd por picadura en el agar y estria en la superficie
inclinada, concerniente al citrato, la siembra se realiz6 por picadura en el
agar y estria en la superficie inclinada, sobre el SIM, este se inoculé por
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picadura recta y para el SIM, ademas de verificar motilidad y produccién
de SH> se afiadié por las paredes del tubo 3 a 5 gotas del reactivo de Erlich
y se observé la formacion o no de un anillo de color fucsia o rojo sobre el

agar (Ventura & Sacsaquispe, 2005).

Finalmente, todas estas reacciones bioguimicas fueron
contrastadas con la Tabla de Reacciones Bioquimicas de la Familia

Enterobacteriaceae y de otras bacterias Gram negativas (Mendo, 2014).

3.4.2.5. Evaluacion de la actividad antimicrobiana

A. Difusién en discos de susceptibilidad

a. Técnica

Kirby Bauer

b. Fundamento

En este procedimiento bien conocido, se inoculo en placas de agar
estandarizado del microorganismo de prueba. A continuacion, se
colocaron en la superficie del agar los discos de papel de filtro (de unos 6
mm de didmetro), que contienen el compuesto de ensayo a la
concentracion deseada. Las placas de Petri se incuban en condiciones
adecuadas. Generalmente, el agente antimicrobiano se difunde en el agar
e inhibe el crecimiento del microorganismo de prueba y luego se miden
los diametros de las zonas de crecimiento de inhibicion (Balouiri et al.,

2016).
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c. Procedimiento

Se prepard diluciones bacterianas de E. coli con una turbidez
similar a 0.5 de McFarland, a continuacién, con un hisopo estéril se realizd
el cultivo de las diluciones bacterianas sobre una placa conteniendo agar
Mieller Hinton (MH). En cada placa Petri, sobre el cultivo bacteriano, se
colocd los discos de papel filtro Whatman secos y embebidos con las
diferentes concentraciones de extracto etanolico y de aceite esencial de
achiote (20 ul), un disco embebido con 20 pl de agua (control negativo)

y un disco de gentamicina (control positivo).

Los cultivos se incubaron durante 24 horas a una temperatura de
37 °C, y la actividad antibacteriana fue determinada con la medida del

didmetro de inhibicion producido alrededor de cada disco de papel filtro.

B. Dilucion

a. Técnica

Macrodilucion

b. Fundamento

En este método se emplea por cada combinacion
microorganismo/antimicrobiano una bateria de tubos con 1ml de medio
estéril sin antimicrobiano donde al primero de ellos se afiade 1 ml de la
solucion inicial del tubo de antimicrobiano hasta conseguir la
concentracion mas alta a estudiar (considerando que este primer paso

supone la dilucion a la mitad de la solucion madre, y que, una vez
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inoculados los tubos, con 1 ml de indculo, se diluye nuevamente el

antimicrobiano). Tras mezclar adecuadamente (Picazo, 2000).

Para la determinacion del punto final de la concentracion minima
inhibitoria (CMI), los dispositivos de visualizacion pueden facilitar la
lectura de las pruebas y el registro de los resultados con una alta capacidad
para discernir el crecimiento en los tubos, asi luego de la incubacion se
apreciaran unos tubos sin turbidez y otros, posiblemente, con diferente
grado de turbidez. De este modo, la menor concentracion de
antimicrobiano que inhibe completamente el crecimiento bacteriano, es
donde no se observa turbidez, mientras que el tubo control sin

antimicrobiano deberia estar turbio (Pérez & Rivas, 2021).

En cuanto a la concentracion minima bactericida (CMB) se define
como la concentracion méas baja de agente antimicrobiano necesaria para
matar el 99,9% del in6culo final después de la incubacion durante 24 h
bajo un conjunto estandarizado de condiciones descritas en el documento
M26-A,en el que el CMB puede determinarse después de la
macrodilucion del caldo mediante el subcultivo de una muestra de tubos,
produciendo un crecimiento microbiano negativo después de la incubacion
en la superficie de placas de agar no selectivas para determinar el nimero
de supervivientes (UFC/mI) después de 24 h de incubacion. El criterio de
valoracién bactericida se ha definido subjetivamente como la
concentracion mas baja, en la que se elimina el 99,9% del in6culo final

(Balouiri et al., 2016).
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c. Procedimiento

La evaluacion del efecto antibacteriano se realizd0 midiendo la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima
bactericida (CMB) (Ochoa et al., 2012), para lo cual la CMI se determiné
midiendo la turbidez de cada una de las concentraciones de extracto
etanolico y aceite esencial (10, 25, 50, 75 y 100%) con respecto a la
concentracion bacteriana de 1.5 x 108 cél/ml (Estandar MacFarland 0.5),
mientras que la CMB se determin6 mediante las concentraciones del CMI
a partir de la bateria de tubos las que no tuvieron turbidez, se hace la
siembra en agar Muieller Hinton en placas Petri. Finalmente, los medios se
incubaron a 37 °C por 24 horas y los ensayos se realizaron por triplicado,
después de la incubacion se verifico si tenia el crecimiento en las placas.

(Picazo, 2000).
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Figura 4
Determinacion de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y

Concentracion Minima Bactericida (CMB)

A
Determinacién de CMI: Dilucién en caldo

Concentracién de antibiético (ug/mL)

CMI = 4 pg/mL
Concentracién minima inhibitoria

Determinacion
de CMB en agar

Concentraciéon minima bactericida

Fuente: SEM (2023)

3.4.3 AnAlisis estadistico

El anélisis fitoquimico del extracto y aceite de hojas de achiote fue por
triplicado (r=3) y expresado cualitativamente por nimero de cruces (+,++,+++)
donde la ausencia de metabolitos secundarios se denoté con un signo negativo (-)
para lo cual se utiliz6 la moda como medida de tendencia central, siendo validada
mediante el estadistico chi cuadrado; en cuanto a la disposicién de la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima bactericida
(CMB) ésta se hizo mediante un analisis de regresion y correlacion lineal
verificando los supuestos de normalidad, homogeneidad y autocorrelacion del
promedio de los porcentajes de crecimiento bacteriano para 18 ensayos (cada uno

correspondiente a suspensiones de cepas de E. coli uropatégena con el extracto
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etanolico o aceite esencial) que para CMI fueron de 10%, 25%, 50%, 75% y 100%

y para CMB fue de 25%, 50%, 75% y 100% (Anexo 1).

Asimismo, la determinacion de la susceptibilidad por difusion (Kirby
Bauer) de E. coli frente a los extractos etanolicos y de aceite esencial de hojas de
achiote (10%, 25%, 50%, 75% y 100%) y control positivo [gentamicina]) fueron
realizados mediante un disefio completamente randomizado con 6 tratamientos
(diferentes concentraciones de extracto etanolico o aceite esencial con su control
positivo) y 18 repeticiones (18 cepas de aislamientos de E. coli uropatogena) para
lo cual se verifico los supuestos de normalidad (prueba de Kolmogorov-Smirnov,
n>50) y homocedasticidad (prueba de Levene) que en caso se cumplié se realizd
el andlisis de varianza de Fisher y la prueba de comparaciones maltiples de T
Student, y para el caso en que no se cumplio los supuestos estadisticos indicados
se aplico el analisis de varianza no paramétrico de Kruskal-Wallis y la prueba de
comparaciones maltiples de Dunn con un nivel de significancia de 5% mediante

el programa R 4.3.3. (Hernandez et al., 2014).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

41 DETERMINACION DE LA COMPOSICION FITOQUIMICA
CUALITATIVA DEL ACEITE ESENCIAL Y EXTRACTO ETANOLICO

DE Bixa orellana L.
4.1.1 Analisis fitoquimico del aceite esencial de hojas de Bixa orellana L.

El rendimiento de aceite esencial a partir de hojas de achiote fue de 0.75%
el cual presentd consistencia oleosa de color amarillento, olor sui generis con una

densidad de 0.91 g/ml.

Comparado con el aceite esencial obtenido también de hojas de Bixa
orellana L. por Valarezo et al. (Valarezo et al., 2023) que present6 una densidad
de 0.89 g/ml, seria casi igual a lo hallado y concerniente al rendimiento menciona

que se obtuvo 0.13% que es una cantidad mucho menor a la encontrada.

Tabla b

Anélisis fitoquimico del aceite esencial de hojas de Bixa orellana L.

Valoracion
Metabolito Reaccién Resultado Cualitativa Valor p
rn r rs Mo
Dragendorff Precipitado café rojizo - - - 1.000
Alcaloides Mayer Precipitado amarillo palillo  + - + + 0,606
Wagner Precipitado naranja oscuro + + 4+ 1,000
Fenoles Cloruro Férrico 5%  Precipitado verde oscuro + - + + 0,606
Taninos Cloruro de Sodio 5% Precipitado a Crema - - - - 1,000

Fuente: Elaboracion propia

Nota: + = leve , ++=abundante, +++=muy abundante, Mo=Moda, r;...r3= repeticiones; Valor
p=Es la probabilidad correspondiente al valor de chi cuadrado calculado () que con grados de
libertad (gl) igual a 2 y un nivel de significancia (o) de 0.05 permite rechazar la hip6tesis nula si

es menor a 0.05, el cual indica que hay diferencias estadisticas con respecto a los valores esperados
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En la Tabla 5 se observa el andlisis fitoquimico del aceite esencial de las
hojas de achiote, que para el caso de la determinacién de alcaloides, no se aprecia
presencia de éstos con el reactivo de Dragendorff lo cual resulta unanime en las
tres repeticiones realizadas (p>0,05) lo que indica que no hay alcaloides con
aminas terciarias o secundarias, sin embargo, en la reaccion de Mayer si se aprecia
que en la mayoria de repeticiones (p>0,05) hay una leve presencia indicando que
hay alcaloides de aminas primarias, confirmado por la reaccion de Wagner
(p>0,05) que para las 3 repeticiones realizadas hay una presencia leve de estos
metabolitos, probablemente debido a la reaccion més sensible del potasio con el
nitrégeno del alcaloide y al precipitado complejo que se forma. Asimismo, segln
la reaccion de cloruro férrico al 5% se aprecia una concentracion leve de fenoles,

(p>0,05) y segun la reaccion con cloruro de sodio al 5% no hay taninos (p>0,05).

Al respecto, resultados parcialmente similares corresponden al aceite
esencial de Mentha spicata y Mentha piperita en la que hay alcaloides (+
[~Drangendorff]), algunos compuestos fendlicos (flavonoides [cromatografia de
capa fina], pero no taninos [cloruro férrico-ferricianuro de potasio]), saponinas (+
[prueba de la burbuja]), esteroides (+ [reaccion Liebrmann Burchard]) y
glicésidos cardiacos (+ [prueba de glicésidos cardiacos]), sin presencia de
terpenos (reaccion de Liebrmann Burchard) indicando que alcaloides vy
flavonoides, actdan contra E. coli y otros microorganismos (Zaidi & Dahiya,

2015).

No obstante, otros estudios como el de Zakaria et al. (2020) sugieren que
la actividad antibacteriana del aceite esencial de hojas y tallos de Origanum
glandulosum frente a E. coli ATCC 25922 esta relacionada con compuestos

terpénicos (timol, 58,4% [cromatografia de gases acoplado a espectrofotometria
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de masas, CG-EM]), lo mismo que es corroborado a nivel local por Balda (2024)
quien reportd principalmente monoterpenos (tujona, 83% [CG-EM]) que
participarian de la actividad antibacteriana frente a E. coli, S. aureus e incluso
tendria actividad antifungica contra C. albicans, lo cual concuerda con la baja

cantidad de fenoles y alcaloides encontrados aqui, junto a la ausencia de taninos.

De este modo, el mecanismo de accion antibacteriano para un aceite
esencial que contiene terpenos es inhibiendo la sintesis de proteinas y ADN
(labdano diterpeno) y alterando la membrana celular (monoterpeno biciclico);
concerniente a los polifenoles (éster de catequina) éstos inhiben a las proteinas
que participan en la formacion del septum, la segregacion del ADN vy la division
celular, asi como en la ruptura de la membrana y pared celular, y en la reduccion
de la actividad biosintética y metabolica. Y en cuanto a los alcaloides, éstos
inhiben principalmente la biosintesis de proteinas y alteran la estructura de la

membrana y pared celular (4cido benzofenantridinico) (Alvarez et al., 2021).

4.1.2 Analisis fitoquimico del extracto etanolico de hojas de Bixa orellana

L.

El andlisis fitoquimico se realiz6 en el extracto etandlico al 100% de
concentracion, para la determinacion de alcaloides, fenoles y taninos siendo

valorada cualitativamente en una escala colorimétrica.
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Tabla 6

Analisis fitoquimico del extracto etandlico al 100% de hojas de B. orellana L.

Valoracion Valor
Metabolito Reaccion Resultado Cualitativa
rn rn r; Mo P
Dragendorff Precipitado café rojizo ++ 0.867
Alcaloides Mayer Precipitado amarillo palilo + + + + 1.000
Wagner Precipitado naranja oscuro  + ++ + 0.779
Fenoles Cloruro Férrico 5%  Precipitado verde oscuro +++ +++ +++ +++ 1.000
Taninos Cloruro de Sodio 5% Precipitado crema ++ ++ ++ ++ 1.000
Fuente: Elaboracion propia

Nota: + = leve, ++=abundante, +++=muy abundante, Mo, Moda, r1...rs= repeticiones; Valor p=Es
la probabilidad correspondiente al valor de chi cuadrado calculado () que con grados de libertad
(gl) igual a 2 y un nivel de significancia (o) de 0.05 permite rechazar la hipotesis nula si es menor

a 0.05, el cual indica que hay diferencias estadisticas con respecto a los valores esperados

En la Tabla 6 se observa el andlisis fitoquimico del aceite esencial de las
hojas de achiote, que para el caso de la determinacion de alcaloides, se aprecia
presencia con el reactivo de Dragendorff de manera abundante en las repeticiones
realizadas (p>0,05) indicando que si hay alcaloides con aminas terciarias o
secundarias, sin embargo, en la reaccion de Mayer si se aprecia que en la mayoria
de repeticiones (p>0,05) hay una leve presencia indicando que hay alcaloides de
aminas primarias, confirmado por la reaccion de Wagner (p>0,05) que para las 3
repeticiones realizadas en dos hay una presencia leve de estos metabolitos y en
uno hay presencia de manera abundante, probablemente debido a la reaccién mas
sensible del potasio con el nitrégeno del alcaloide y al precipitado complejo que
se forma. Asimismo, segun la reaccién de cloruro férrico al 5% se aprecia una
concentracion muy abundante de fenoles (p>0,05), y segun la reaccién con cloruro

de sodio al 5% hay presencia abundante de taninos (p>0,05).

Al respecto, resultados parcialmente similares fueron presentados por

Mora et al. (2021), al evaluar la actividad antimicrobiana de extracto de semillas
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Leucaena esculenta y Leucaena leucocephala donde se asegura que a través de
pruebas colorimétricas hay presencia de alcaloides (reaccion de Dragendorff y
Mayer), taninos (reaccion con gelatina), triterpenos, esteroides (prueba de
Lieberman-Buchard), monoterpenos (prueba de la vainilina), saponinas (prueba
de espuma) y compuestos fenolicos (cloruro férrico), los cuales tienen potencial

antimicrobiano.

Al respecto, Troncoso (2014), también encontrd6 que los metabolitos
secundarios que intervienen en la actividad antibacteriana son los flavonoides
(reaccion de Shinoda) y taninos (reaccién con gelatina). Asimismo, Gadisa y
Tadesse (2021) hallaron una proporcion similar de metabolitos (determinado por
reacciones cualitativas tradicionales modificadas), como alcaloides (+++), fenoles
(+++) y taninos (++) para extracto metandlico de hojas de C. englerianum ademas
de flavonoides (+++), glicésidos cardiacos (++), saponinas (+), terpenoides (+) y
antraquinonas (+), algo parecido se determiné para el extracto metandlico de hojas
de L. adoensis que también tiene alcaloides (+++), fenoles (+) y taninos (+),
mientras que para el extracto metandlico de hojas de D. penninervium si se tendria

alcaloides (+++) y taninos (+) mas no fenoles.

A nivel local, Mamani (2023) encontr6 en extracto etanolico de hojas y
tallos de Cybistax antisyphilitica para E. coli uropatdgena de gestantes la
presencia de alcaloides (++ [reaccion de Wagner]), taninos (++ [reaccion de
cloruro de sodio]) y fenoles (+++ [reaccion de cloruro férrico]) similar a lo

reportado aqui, aunque en una menor cantidad los alcaloides.

Y lo encontrado coincide con la naturaleza de los alcaloides de los que se

indican estan presentes en casi 300 familias de plantas y de las cuales habrian mas
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de 18000 tipos, con alta actividad antibacteriana frente a Gram positivos (S.
aureus MRSA) y Gram negativos (E. coli, H. pylori) entre los cuales estarian la
aptamina, indol, indolizidina, isoquinolina, piperazina, quinolina, quinolona,
agelasinay las poliaminas; presentando diferentes mecanismos de accion entre los
cuales estan la inhibicion de la sintesis de &cidos nucleicos (pergularinina y
tiloforinidina) al inhibir a la dihidrofolato reductasa o la topoisomerasa |
(ungeremina isoquinolina phenantridina), también pueden alterar el ciclo celular
(isoquinolinas de protoberberina), actuar como inhibidores respiratorios, en la
despolarizacion de la membrana citoplasmatica (esqualamina) y por la

sobreproduccién de la bomba de eflujo (Cushnie et al., 2014).

De igual modo, aqui se encontrd una buena presencia de fenoles, grupo de
metabolitos que comprende a los &cidos fendlicos, flavonoides, estilbenos y
taninos, que pueden inhibir el crecimiento y la actividad de muchos
microorganismos mediante la permeabilizacion y desestabilizacion de la
membrana plasmatica o la inhibicién de enzimas extracelulares difiriendo de los
mecanismos de accion de los antibidticos tradicionales, haciendo que sean
eficaces contra los patdgenos resistentes a los medicamentos; al parecer pueden
suprimir varios factores de virulencia microbiana (por ejemplo, mediante la
inhibicidn de la formacidn de biopeliculas, la reduccion de la adhesion del ligando
del huésped y la neutralizacion de toxinas bacterianas), reducen la fluidez de la
membrana, inhiben la sintesis de acidos nucleicos y la pared celular o el
metabolismo energético. Ademas, mostrarian sinergia con los antibioticos,
mejorando su eficacia, reduciendo la dosis de uso en la que la presencia y el
nimero de grupos hidroxilo en los compuestos fendlicos es también responsable

de sus propiedades antioxidantes, y los cambios en la posicion del grupo hidroxilo
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podrian desempefiar un papel importante en la actividad antimicrobiana y las

interacciones con las estructuras de la membrana celular (Tako et al., 2020).

42 EVALUACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA,
CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA Y SUSCEPTIBILIDAD
DE Escherichia coli FRENTE AL ACEITE ESENCIAL Y EXTRACTO

ETANOLICO DE HOJAS DE Bixa orellana L.

Figura 5
Analisis de la Concentracion Minima Inhibitoria para el aceite esencial de hojas de Bixa

orellana L. frente a Escherichia coli

tsudent(3) = -2.41, p = 0.10, Tpearson = -0.81, Clasys [0.99, 0.25], Npairs = 5
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Fuente: Programa R Version 4.3.3 (2024-02-29 ucrt) -- "Angel Food Cake" Copyright (C) 2024 The R
Foundation for Statistical Computing Platform: x86 64-w64-mingw32/x64 (64-bit)

Nota: pearson = €stimador de la correlacion, ngairs = Nmero par de elementos, p=probabilidad de rechazar la
hipotesis nula cuando esta es verdadera siendo el umbral 0,05 (significativo), pl/ml=microlitros por ml,

Cl95%-=Intervalo de Confianza al 95%, df= grados de libertad, CMI=Concentracién Minima Inhibitoria
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En la Figura 5 y Anexo 1, se observa que a 10% de AE de hojas de achiote el
porcentaje de crecimiento de Escherichia coli es del 100% (18 cepas), el cual va
disminuyendo con 25% de AE siendo de 38,89% (7 cepas), al 50% de AE de 27,78% (5

cepas) y al 75% y 100% de AE de 16,67% (3 cepas).

Asimismo, se presenta mediante un analisis de correlacion lineal, que existe una
buena correlacion inversa (r=-0,81) siendo el valor de CMI igual a 102 % (1020 pl/ml),
lo que demuestra que a mayor concentracion de aceite esencial hubo mayor actividad

antibacteriana.

Al respecto estudios en aceite esencial de hojas y tallos de achiwa (Cybistax
antisyphilitica) sefialan un CMI al 100% con inhibicién del 40% del crecimiento de E.

coli uropatégena (Mamani, 2023), lo que resulta ser menor a lo encontrado aqui.

A diferencia de lo reportado, hay estudios como el de Zakaria et al. (2020) que
indican que el aceite esencial de Origanum glandulosun es muy complejo (37
compuestos), que incluye principalmente terpenos, el cual tiene un CMI de 1 mg/ml, valor

que es similar a lo hallado aqui.

En otro estudio, Argote et al. (2017) encontraron para aceite esencial de Citrus
limon (limoneno, 58.17%), Citrus reticulata (limoneno, 70.88%) y de Eucaliptus spp.
(eucaliptol, 58%) un CMI de 13.2, 13.2 y 14.6 ul/ml respectivamente, lo que demuestra
una alta actividad antibacteriana frente a E. coli, superior a lo encontrado aqui para B.

orellana.

Recientemente, en una investigacion ecuatoriana sobre el AE de Bixa orellana L.
Valarezo et al. (2023) determinaron la presencia de germacreno (17,87 + 1,20%),
biciclogermacreno (14,27 + 0.97%), cariofileno (8,56 *+ 1,24%) y a-pineno (6,34 +

0,13%) en la que el CMI >4000 pg/ml sefiala actividad antibacteriana inferior a lo hallado
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aqui, lo que indica que la composicion fitoquimica puede variar por factores intrinsecos
(zona anatdémica, edad, estado fenoldgico) y extrinsecos (tipo de suelo, sombra,
precipitacion) de la planta ademas de la presencia de quiralidad que estaria involucrado

en las propiedades bioactivas.

Asimismo, algunos metabolitos antibacterianos en las hojas de achiote incluirian
al geranilgeraniol que regula negativamente la implicancia de la caspasa 1 en la respuesta
Th1, ademés de la procianidina B2, procianidina B3 y el acido elagico desoxihexosa

(Moraes et al., 2020).

Figura 6

Analisis de la Concentracion Minima Inhibitoria para el extracto etandlico de hojas de

Bixa orellana L. frente a Escherichia coli
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Fuente: Programa R Version 4.3.3 (2024-02-29 ucrt) -- "Angel Food Cake" Copyright (C) 2024 The R
Foundation for Statistical Computing Platform: x86 64-w64-mingw32/x64 (64-bit)

Nota: pearson = estimador de la correlacion, npairs = nimero promedio par de elementos, p=probabilidad de rechazar la
hipotesis nula cuando esta es verdadera siendo el umbral 0,05 (significativo), pl/ml=microlitros por ml,

Cl95%=Intervalo de Confianza al 95%, df= grados de libertad, CMI=Concentracion Minima Inhibitoria
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En la Figura 6 y Anexo 1, se observa que a 10% y 25% de EE de hojas de achiote
el porcentaje de crecimiento de Escherichia coli es del 100% (18 cepas), el cual va
disminuyendo con 50% de AE siendo de 33,33% (6 cepas) y al 75% y 100% de AE de

16,67% (3 cepas).

También, se presenta a traves de un analisis de correlacion lineal, que existe una
buena correlacién inversa (r=-0,92) siendo el valor de CMI igual a 100 % (1000 pl/ml),
lo que demuestra que a mayor concentracion de extracto etandlico hubo mayor actividad

antibacteriana.

Al respecto, Gadisa y Tadesse (2021) encontraron un CMI frente a E. coli ATCC
25922 muy buenos, siendo para extracto metandlico de hoja de C. englerianum igual a
64 pg/ml, corteza de E. depauperata 128 pg/ml, hojas de L. adoensis 64 pg/ml, hoja de

D. penninervium 16 pg/ml, raiz de R. abyssinicus 128 pug/ml y raiz de C. pustulatus 128

pg/ml.

Asimismo, en un estudio local desarrollado por Mamani (2023) se reporto6 para el
extracto etandlico de hojas y tallos de achiwa (Cybistax antisyphilitica) un CMI al 100%
con 85% de inhibicién del crecimiento de E. coli uropatdgena, lo que representa una

inhibicién menor a lo estimado aqui.

Al parecer, Fleischer et al. (2003) trabajando con Bixa orellana de la zona de
Ghana encontraron presencia de fenoles (+), pero a diferencia del presente trabajo no
reportaron alcaloides, no obstante encontraron que el extracto etandlico de las hojas tiene
actividad antibacteriana (10000 pg/ml) frente a Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes, Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y

Candida albicans, es decir que ejerce un efecto inferior a lo indicado aqui.
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De igual modo, Gmez et al. (2012) encontraron actividad antibacteriana del EE

de B. orellana recolectada en Colombia, frente a Escherichia coli a 512 ppm (pg/ml), lo

gue representa un resultado mejor a lo mostrado aqui y sugiere que los flavonoides,

sesquiterpenos, taninos, alcaloides y esteroides presentes pueden estar involucrados, asi

los flavonoides pueden formar un complejo entre las proteinas extracelulares y la pared

celular bacteriana, ademas del hecho que los metabolitos vegetales mencionados pueden

sinergizar para desarrollar un mayor efecto antibacteriano.

Figura7

Analisis de la Concentracion Minima Bactericida para el aceite esencial de hojas de

Bixa orellana L. frente a Escherichia coli.
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Fuente: Programa R Version 4.3.3 (2024-02-29 ucrt) -- "Angel Food Cake" Copyright (C) 2024 The R
Foundation for Statistical Computing Platform: x86 64-w64-mingw32/x64 (64-bit)

Nota: pearson = estimador de la correlacion, npairs = NUmero promedio par de elementos, p=probabilidad de

rechazar la hipdtesis nula cuando esta es verdadera siendo el umbral 0,05 (significativo), pl/ml=microlitros

por ml, ClI95%=Intervalo de Confianza al 95%, df= grados de libertad, CMB=Concentracion Minima

Bactericida

72

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

En la Figura 7 y Anexo 1, se observa que a 25% de AE de hojas de achiote el
porcentaje de crecimiento de Escherichia coli es del 100% (18 cepas), el cual va
disminuyendo con 50% de AE siendo de 83,33% (15 cepas) y al 75% y 100% de AE de

16,67% (3 cepas).

Del mismo modo, se encontro a través del analisis de correlacion lineal, que existe
una buena correlacion inversa (r=-0,93) siendo el valor de CMB igual a 105 % (1050
pl/ml), lo que demuestra que a mayor concentracion de aceite esencial hubo mayor

actividad antibacteriana.

Al respecto, Zakaria et al. (2020) indican que el aceite esencial de O. glandulosun
es muy complejo (37 compuestos), siendo los terpenos, los principales compuestos,
presentando un CMB de 1 mg/ml, lo que representa una actividad antibacteriana casi

similar a lo aqui encontrado.

En otro estudio, Argote et al. (2017) encontraron para aceite esencial de Citrus
limon (limoneno, 58.17%), Citrus reticulata (limoneno, 70.88%) y de Eucaliptus spp.
(eucaliptol, 58%) un CMB de 13.2, 13.2 y 14.6 pl/ml respectivamente, lo que demuestra
que tiene una alta actividad bactericida frente a E. coli, superior a lo encontrado aqui para
B. orellana. De otro lado, Oulkheir et al. (2017) determinaron para Thymus vulgaris,
Syzygium aromaticum y Cinnamomum cassia un CMB de 10, 5 y 5 mg/ml,
respectivamente, indicando ser plantas con menor actividad antibacteriana que la

presente.

Asimismo, comparado con el estudio de Valarezo et al. (2023) que obtuvo un
CMB > 4000 pl/ml para aceite esencial de Bixa orellana L. frente a Escherichia coli
0157:H7 (ATCC 43888), la actividad antibacteriana encontrada para la Bixa orellana L.

en este estudio es ~4 veces mejor.
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Como se aprecia es a 1050 pl/ml de aceite esencial de Bixa orellana L. que existe
actividad bactericida que segun Valarezo et al. (2023) indican que el aceite esencial de
esta especie tendria 56 compuestos correspondiente a hidrocarburos monoterpénicos,
hidrocarburos sesquiterpénicos y sesquiterpenos oxigenados los que participarian por

ejemplo en la inhibicion de la bomba de eflujo bacteriana (Dias et al., 2022).

Figura 8

Analisis de la Concentracion Minima Bactericida para el extracto etanolico de hojas de

Bixa orellana L. frente a Escherichia coli
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Fuente: Programa R Version 4.3.3 (2024-02-29 ucrt) -- "Angel Food Cake" Copyright (C) 2024 The R
Foundation for Statistical Computing Platform: x86 64-w64-mingw32/x64 (64-bit)

Nota: pearson = estimador de la correlacion, npairs = Nimero par de elementos, p=probabilidad de rechazar la hip6tesis
nula cuando esta es verdadera siendo el umbral 0.05 (significativo), pl/ml=microlitros por ml, Cl195%=Intervalo de

Confianza al 95%, df= grados de libertad, CMB=Concentracion Minima Bactericida

En la Figura 8 y Anexo 1, se observa que a 25% de AE de hojas de achiote el

porcentaje de crecimiento de Escherichia coli es del 100% (18 cepas), el cual va
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disminuyendo con 50% de AE siendo de 38,89% (7 cepas) y al 75% y 100% de AE de

16,67% (3 cepas).

De igual manera, mediante analisis de correlacion lineal, se aprecia que hay una
buena correlacién inversa (r=-0,89) siendo el valor de CMB igual a 102 % (1020 ul/ml),
lo que demuestra que a mayor concentracion de extracto etanolico hubo mayor actividad

antibacteriana.

Al respecto, Gadisa y Tadesse (2021) encontraron un CMB frente a E. coli ATCC
25922 mucho mejores que el de este estudio, siendo para extracto metandlico de hoja de
C. englerianum igual a 128 pg/ml, corteza de E. depauperata 128 pg/ml, hojas de L.
adoensis 64 pg/ml, hoja de D. penninervium 16 pg/ml, raiz de R. abyssinicus 64 pg/mly

raiz de C. pustulatus 64 pg/ml.

Asimismo, Al-Qudah (2022) determiné que habia mayor actividad bactericida en
flores (CMB, 0.156 mg/ml) seguido de hojas (CMB 5.00 mg/ml) y tallos (10.00 mg/ml),
lo que indica que la zona anatémica no presenta los mismos compuestos lo que influye
en la actividad presentada frente a E. coli. Comparado con esto en el presente trabajo se
obtuvo mejores resultados que el extracto de hojas y tallos, pero no frente al extracto de

flores.

Al parecer debido a que la membrana plasmatica bacteriana es lipofilica el
extracto etanolico de hojas de achiote puede difundir y alterar la fisiologia bacteriana,
siendo la parte organica del extracto etandlico la que contiene alcaloides que promoverian
la actividad antibacteriana que a mayor concentracion de extracto etandlico existiria
mayor efecto frente a E. coli (Moraes et al., 2020; Prathima et al., 2016; Shilpi et al.,

2006).
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Figura 9
Analisis de varianza de Kruskal-Wallis y prueba de comparaciones multiples de Dunn
correspondiente a la actividad antibacteriana del aceite esencial de hojas de Bixa

orellana L. por el método de difusion Kirby Bauer
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Fuente: Programa R Version 4.3.3 (2024-02-29 ucrt) -- "Angel Food Cake" Copyright (C) 2024 The R
Foundation for Statistical Computing Platform: x86_64-w64-mingw32/x64 (64-bit)
Nota: CP=Control positivo (gentamicina), a...f=Letras de significancia en orden de importancia del tratamiento

aplicado resultado de la prueba de comparaciones maltiples, median = estimador de la mediana, n = nimero de unidades
experimentales, =estadistico de Kruskal Wallis, ordinal =rango épsilon al cuadrado, p=probabilidad de rechazar la
hipétesis nula cuando esta es verdadera siendo el umbral 0,05 (significativo), %=porcentaje, Clos=Intervalo de

Confianza al 95%

En la Figura 9 y Anexo 2, previa verificacion de supuestos, en la que no hubo
normalidad (p<0,05), ni homocedasticidad (p<0,05) se encontrd que el aceite esencial de
hojas de Bixa orellana L. ejercia actividad antibacteriana significativa frente a E. coli
(74.30; p=1.30 x 10**), y donde el 69% (orginal =0.69, 1Cos 0.65-1.00) del efecto del
tratamiento explica la inhibicion microbiana. Asimismo, a través de la prueba de Dunn se
hallé que existe efecto significativo del 100% de AE de hojas de Bixa orellana L. (25
mm)?, la gentamicina (20.50 mm)® y 75% de AE de Bixa orellana L. (20.50 mm)3© en

la inhibicion del crecimiento de E. coli.
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A nivel local, Balda (2024) encontré un halo de susceptibilidad para E. coli de
15.28 mm a 400 pl/ml de aceite esencial de T. vulgare, el que es inferior al halo
encontrado (25.00 mm) para 100% (1000 pl/ml) de aceite esencial de Bixa orellana L.,

aunque para impregnar los discos utilizados aqui se empled el doble de volumen.

Comparado con el halo de susceptibilidad de 30 mm al 100 % para aceite esencial
de Calendula officinalis (Ruiz et al., 2023), la que se reporta aqui para la misma
concentracion es menor. Asimismo, Pajohi et al. (2022) hallaron un halo de hasta 36.5
mm para 100% de aceite esencial de Zataria multiflora lo que es mejor a lo reportado
aqui, sin embargo los aceites esenciales de Mentha longifolia y de Cuminum cyminum al
100% presentaron halos de susceptibilidad de 14.7 y 13.5 mm respectivamente que fueron

inferiores al nuestro.

Del mismo modo, Pirliteanu et al. (2020) han encontrado mejores halos de
susceptibilidad como el de Origanum vulgare (34 mm), Thymus serpyllum (32 mm) y
Thymus vulgaris (27 mm) frente a E. coli que lo reportado aqui, sin embargo Melaleuca
alternifolia (22 mm), Syzygium aromaticum (21 mm), Cinnamomum spp. (17 mm),
Mentha x piperita (15 mm), Rosmarinus officinalis (25 mm), Ocimum basilicum (15 mm),
Lavandula angustifolia (10 mm), Salvia officinalis (9 mm), Foeniculum vulgare (9 mm),
Cuminum cyminum (9 mm), Anethum graveolens (9 mm), Nigella sativa (7 mm),
Pogostemon cablin (0 mm), Citrus x paradisi (8 mm), Verbena officinalis L. (8 mm) y

Pelargonium graveolens (7 mm) tuvieron menor efecto que lo encontrado en este estudio.

Y segln Babu et al. (2011) sefiala que de acuerdo a la clasificacion de los aceites
esenciales por el diametro de la zona de inhibicién, el halo de 25 mm para 100% de aceite
esencial de Bixa orellana L. reportado aqui estaria considerado como un aceite que ejerce

extrema sensibilidad antibacteriana (>20 mm). Y compuestos como el acido elagico que
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se obtiene en solventes mas organicos tiene actividad antibacteriana ejerciendo su accién
como inhibidor de la ADN ligasa, la ADN polimerasa 1y de la sintesis de la pared celular

(Moraes et al., 2020).

Queda demostrado que el AE de Bixa orellana L (100%, 75%) tiene igual o mejor
actividad antibacteriana que la gentamicina (p<0,05), lo que indica que el aceite esencial
que tiene terpenos y sesquiterpenos, sobre todo monoterpenos oxigenados ejerce un mejor
mecanismo antibacteriano que la gentamicina (inhibidor de la sintesis de proteinas en la
subunidad ribosomal 30S), lo que podria atribuirse a que los terpenos tienen un nucleo
aromatico con un grupo funcional polar que ejerceria tal actividad, asi se ha propuesto
que pueden romper la membrana celular bacteriana alterando la funcién de los canales
i6nicos (Na*, K*, Ca**, CI") incrementando la permeabilidad celular y la pérdida de
contenido celular, asimismo los grupos hidroxilo terpénicos serian altamente reactivos
formando puentes de hidrogeno inactivando algunas enzimas blanco (Guimaraes et al.,

2019).
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Figura 10
Analisis de varianza de Fisher y prueba de comparaciones multiples de T Student
correspondiente a la actividad antibacteriana del extracto etanolico de hojas de B.

orellana L por el método de difusion Kirby Bauer

> test de normalidad de Kolmogorov-Smirnov: D=0.081234, p=0.07618
Frisher(5, 102) = 156.59, p = 3.32e-46, o, =0.88, Closy, [0.84, 1.00], Nops =108 test de Levene: Valor F=2.0904, p=0.07259
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Fuente: Programa R Version 4.3.3 (2024-02-29 ucrt) -- "Angel Food Cake" Copyright (C) 2024 The R
Foundation for Statistical Computing Platform: x86 64-w64-mingw32/x64 (64-bit)
Nota: CP=Control positivo (gentamicina), a....f= Letras de significancia en orden de importancia del tratamiento

aplicado resultado de la prueba de comparaciones maltiples, mean = estimador de la media, n = nimero de unidades
experimentales, Frisrer=estadistico de F de Fisher, omega parcial al cuadrado, p=probabilidad de rechazar la hipotesis
nula cuando esta es verdadera siendo el umbral 0,05 (significativo), %=porcentaje, Closw=Intervalo de Confianza al

95%

En la Figura 10 y Anexo 2, una vez verificado los criterios de normalidad (p>0,05)
y homocedasticidad (p>0,05) se encontrd6 que existen diferencias estadisticas
significativas entre los diferentes tratamientos (Frisher=156.59; p=3.32 x 10%) ademas
que el 88% ( =0.88, 1Cq5 0.84-1.00) del efecto del tratamiento explica la susceptibilidad
bacteriana. Y en la que mediante la prueba de T Student se hall6 actividad significativa
del EE al 100% seguido del de 75% sobre la inhibicion del crecimiento de E. coli
comparado con el control positivo (gentamicina). Asimismo, a través de la prueba de

Dunn se hall6 que existe efecto significativo del AE al 100% de hojas de Bixa orellana
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L. (26.06 mm)?, 75% de AE de Bixa orellana L. (21.78 mm)®y la gentamicina (19.94

mm)® en la inhibicion del crecimiento de E. coli.

Al respecto, Gadisa & Tadesse (2021) encontraron actividad antibacteriana a 100
mg/ml (30ul/disco) que es una concentracion mayor a la utilizada en este estudio (100%,
1000 pl/ml), frente a E. coli ATCC 25922 donde los halos de inhibicion para extracto
metanolico de hoja de C. englerianum fue de 20£0.7 mm, para corteza de E. depauperata
13+0.1 mm, hojas de L. adoensis 21+2.1 mm, raiz de R. abyssinicus 10+£0.8 mm, raiz de
C. pustulatus 23+0.4 mm, sin embargo hubo un efecto parecido al de hojas de D.

penninervium (25£0.8 mm).

Comparado con el estudio de Muchtaromah et al. (2020) que evaluaron el efecto
del extracto etandlico de Curcuma manga frente a E. coli encontraron un efecto menor
(8.06 mm) que lo informado aqui. De igual forma, el extracto etandlico de hojas de
Ocimun basilicum a 500 mg/ml lleg6 a generar un halo de sensibilidad de 13.70 mm
(Lubis et al., 2022), lo que indica que también tiene poco efecto en relacion al extracto

etandlico de achiote utilizado.

Queda demostrado que el EE de hojas de Bixa orellana L. tiene mejor actividad
antibacteriana que la gentamicina (p<0.05), lo que indicaria que los alcaloides, fenoles y
taninos tienen mejor mecanismo de accion antibacteriano. La actividad de los alcaloides
recaeria probablemente en un mecanismo parecido a la inhibicion de la sintesis proteica,
y su interferencia con la replicacion del ADN, la transcripcion del ARN, la alteracién de
la membrana celular (fuga de electrolitos, la fuerza motriz de protones, la bomba proteica
de eflujo de farmacos), la supresion del metabolismo glucosidico estimulando un exceso
de produccion de radicales libres y regula positivamente la expresion de caspasa-1p 10 e

IL-1 B en macrofagos que fagocitan E. coli, lo que activa la via MAP kinasa (Yan et al.,
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2021). De igual modo los fenoles alterarian la membrana celular, actividad enzimética y
la rigidez de la pared celular (Bouarab et al., 2019); mientras que los taninos inhibiririan

enzimas extracelulares y la fosforilacion oxidativa (Scalbert, 1991)
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V. CONCLUSIONES

— El andlisis de la composicion fitoquimica del aceite esencial (AE) de hojas de Bixa.
Orellana L. reveld la presencia leve de alcaloides (+) y fenoles (+); mientras que en
el extracto etanolico (EE) se determind especialmente la presencia de fenoles (+++),

seguido de taninos (++) y alcaloides (+).

— Concerniente a la concentracion minima inhibitoria (CMI) para el AE esta fue de 102
% y para el EE de 100 %, mientras que para la concentracién minima bactericida
(CMB) del AE fue de 105% y para el EE de 102% sobre E. coli. Asimismo, en cuanto
a los halos de susceptibilidad se determiné que el AE al 100%? (25 mm) y el EE al

100%?2 (26.06 mm) y 75%® (21.78 mm) ejercen actividad antibacteriana significativa.

— Ladiferencia en la presencia de metabolitos como los taninos en el EE de hojas vs el
AE de hojas de Bixa. Orellana L. indicaria que estos compuestos mejoran la actividad

antibacteriana en el EE frente a diferentes cepas de E. coli.
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V1. RECOMENDACIONES

—  Comparar diferentes solventes orgénicos en la extraccion de metabolitos secundarios

incluido el del extracto etandlico de hojas de Bixa. Orellana L.

—  Caracterizar el aceite esencial de hojas de Bixa. Orellana L. mediante cromatografia
de gases acoplado a espectrofotometria de masas, para determinar los principios

activos involucrados en la actividad antibacteriana frente a E. coli.

— Comparar el efecto antibacteriano del extracto de hojas de Bixa. Orellana L.con la
de otras zonas anatomicas de la misma planta para el ecotipo con el que se ha

desarrollado la presente investigacion.
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ANEXOS

ANEXO 1. Porcentaje de crecimiento de Escherichia coli frente al aceite esencial y
extracto etanolico de hojas de Bixa orellana L. para determinacion de

Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Bactericida

CMI CMB
Cepa Aceite esencial (%)  Extracto etandlico (%) Aceite esencial (%) Extracto etandlico (%)
10 25 50 75 100 10 25 50 75 100 25 50 75 100 25 50 75 100
ml + - - - - + 0+ - - -+ o+ - - + - - -
m2 + 0+ + + o+ + + 4+ + 4+ o+ o+ o+ o+ + + + +
m3 + - - - - + o+ - - - + + - - + + - -
mé + - - - - + 0+ o+ - -+ o+ - - + - - -
m5 + - - - - + o+ - - - + - - - + - -
mé + - - - - + 0+ - - -+ o+ - - + + - -
m7 + - - - - + o+ - - - + - - + - - -
m8 + o+ o+ - - + 0+ o+ - -+ - - - + - - -
m9 + - - - - + o+ - - - + + - - + - - -
m10 + - - - - + 0+ - - -+ o+ - - + + - -
mi1l + + + o+ + + 4+ o+ 4+ + + o+ o+ + + + + +
mi2 + - - - - + o+ - - - + 4+ - - + - - -
m13 + - - - - + o+ - - - S - + - - -
ml4 + o+ o+ - -+ o+ - - -+ o+ - - + - - -
mi15 + + + o+ + + 4+ o+ 4+ + + o+ o+ + + + + +
ml16 + - - - - + 0+ - - -+ o+ - - + + - -
mil7 + - - - + o+ o+ - - + + - - + - - -
m18 + - - - + 0+ - - -+ o+ - - + - - -
18 7 5 3 3 18 18 6 3 3 18 15 3 3 18 7 3 3

% =} o o o o
bacteria.no — [ap] N i i — — ™ i i — [ee] i — — [ap] i i

Nota: + = con crecimiento, - = sin crecimiento, %=Porcentaje, CMI=Concentracion Minima Inhibitoria,
CMB = Concentracion Minima Bactericida, m1...m18= Numero de aislamiento bacteriano (cepa)
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ANEXO 2. Halos de susceptibilidad correspondientes para la actividad antibacteriana

del extracto etandlico de hojas de Bixa orellana L. frente a E. coli

[Aceite esencial] Control
Aislamiento  10% 25% 50% 75%  100% GEN
Halos de susceptibilidad (mm)

ml 3 12 19 23 25 23
m2 4 8 10 12 15 20
m3 5 12 23 25 27 22
m4 0 8 14 16 19 14
m5 5 7 20 25 27 25
m6 7 10 23 26 27 19
m7 6 16 19 20 23 25
m8 0 10 12 17 20 23
m9 7 15 17 23 28 20
m10 4 16 21 22 26 23
mll 0 8 10 12 13 16
ml12 3 12 15 20 25 20
m13 2 15 21 24 26 24
ml4 6 12 13 20 23 17
m15 0 15 18 24 28 16
m16 3 16 18 20 25 25
ml17 0 10 15 21 25 14
m18 0 12 14 18 14 21
) ) [Extracto etandlico] Control
Aislamiento " 1005 2506  50%  75%  100%  GEN
bacteriano Halos de susceptibilidad (mm)
ml 0 5 15 17 25 23
m2 6 8 13 19 23 20
m3 9 11 18 21 26 22
m4 5 7 15 25 27 14
m5 4 10 12 24 28 25
m6 3 12 16 21 28 19
m7 5 9 18 20 25 25
m8 0 5 14 24 29 15
m9 6 10 17 23 25 20
m10 8 11 15 19 27 23
mll 0 4 10 25 28 16
ml12 6 8 15 15 20 20
m13 5 10 19 23 26 24
ml4 6 10 13 20 23 17
m15 5 9 12 24 29 16
m16 0 6 16 26 27 25
ml7 4 8 14 21 25 14
m18 3 7 17 25 28 21

Nota: %=Porcentaje, GEN=Gentamicina, mm=milimetros, m1...m18= Numero de
aislamiento bacteriano (cepa)

Fuente: Elaboracion propia
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ANEXO 3. Recoleccién de muestras de orina y obtencion de extracto etandlico y de

aceite esencial de hojas de achiote.

A. Laboratorio del Centro de Maternidad en la localidad de Juli, B. Muestras de orina de
gestantes, C. Recoleccidn de hojas de achiote, D. Trituracién de las hojas, E. preparacion del
extracto, F Obtencion de aceite esencial por arrastre de vapor.

Fuente: Banco de imagenes

ANEXO 4. Aislamiento y determinacién de microorganismos uropatégenos

A. Preparacion de medio de cultivo, B. Plagqueado del medio de cultivo, C. Sembrado de la
muestra de orina, D. Crecimiento de la bacteria, E. Pruebas bioquimicas diferenciales, F.
Tincién Gram, G. Medicion de presencia de turbidez de la suspension bacteriana con una
escala de 0.5 de McFarland, H. Sembrado en Meller Hinton.

Fuente: Banco de imagenes
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ANEXO 5. Resultados del antibiograma con los discos de susceptibilidad en base a

aceite esencial y extracto etanolico de hojas de Bixa orellana L.

A. Medicién de los halos de susceptibilidad B. Comparacion de los halos de susceptibilidad para
AE (izquierda) y EE (derecha) de hojas de achiote a concentraciones de 10%, 25%, 50%, 75% y
100%

Fuente: Banco de imagenes

ANEXO 6. Evaluacion de la actividad antibacteriana

A. Resultados de CMI del extracto etandlico de hojas de achiote, B. Resultados de CMI del aceite
esencial de hojas de achiote, C. Resultados de CMB del aceite esencial de hojas de achiote, D.
Resultados de CMB del aceite esencial de hojas de achiote, E y F. Determinacion en placa del
CMB correspondiente al EE de hojas de achiote

Fuente: Banco de imagenes
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ANEXO 7. Caracterizacion fitoquimica cualitativa de hojas de Bixa orellana L.

A. Andlisis fitoquimico correspondiente a alcaloides, fenoles y taninos del AE de hojas de achiote. B.
Andlisis fitoquimico correspondiente a alcaloides, fenoles y taninos del EE de hojas de achiote

Fuente: Banco de imagenes
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ANEXO 8. Constancia de obtencion de muestras de orina a partir de gestantes que
acudieron al Complejo Materno Laboratorio Preventivo Promocional —
primer nivel de atencion de la localidad de Juli para el aislamiento de
uropatogenos

Ministerio | Direccion Regional g
de Salud RED DE SALUD CHUCUITO é
HOSPITAL II-1 “RAFAEL ORTIZ RAVINES” JULI

CONSTANCIA

Por medio de la presente dejamos constancia que la Srta. MILENE CELINA FLORES MENDIZABAL Con
DNI:73252455, egresado de la FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS, ESCUELA PROFESIONAL DE
BIOLOGIA con mencién en MICROBIOLOGIA Y LABORATORIO CLINICO de la UNIVERSIDAD NACIONAL
DEL ALTIPLANO - PUNO, realizé procedimientos de la ejecucién de su proyecto de investigacién titulado
“ FITOQUIMICA CUALITATIVA Y ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA SOBRE E. COLI DE ACEITES ESENCIALES Y
EXTRACTOS ETANOLICOS DE BIXA ORELLANA L. (ACHIOTE) COLECTADOS EN EL DISTRITO DE SAN PEDRO
DE PUTINA PUNCO, PUNQ - 2022”,obteniendo muestras de orina de gestantes para urocultivo, del area
de LABORATORIO PREVENTIVO PROMOCIONAL PRIMER NIVEL DE ATENCION DEL COMPLEJO MATERNO
DE HOSPITAL RAFAEL ORTIZ RAVINES DE JULI DE RED DE SALUD CHUCUITO, con la finalidad de obtener

sus resultados, durante los meses de febrero a abril del 2022.

El presente se expide a peticion del interesado.

Blgo. JHON ALBERT FLORES CUTIPA ~GREG CHIRINOS COAGU LA

LABORATORIO CLINICO B QSPITAL RAFAEL ORTIZ RAVINES

Juli,22 de julio del 2022
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ANEXO 9. Constancia de determinacion taxondémica del achiote (Bixa orellana L.)
por el Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de

San Agustin

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN EJ&
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS g @ ‘”fg
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA Eke\tﬁ 5’
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA RONE

gy W

CONSTANCIA N°33-2022-HUSA
El director del Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de
San Agustin de Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que la muestra biolégica presentada por Milene Celina Flores Mendizabal,
Bachiller de la Escuela Profesional de Biologia, Facultad de Ciencias Biologicas
de la Universidad Nacional del Altiplano, para la realizacién de su tesis:
“FITOQUIMICA CUALITATIVA'Y ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA SOBRE E.
COLI DE ACEITES ESENCIALES Y EXTRACTOS ETANOLICOS DE BIXA
ORELLANA L. (ACHIOTE) COLECTADOS EN EL DISTRITO DE SAN PEDRO
DE PUTINA PUNCO, PUNO-2022". La muestra fue enviada al laboratorio de
Botanica al estado fenologico seco, para su determinacion en el Herbarium

Areqvipense (HUSA) y corresponde a la siguiente especie.

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsidae
Subclase Rosidae

Orden Malvales
Familia Bixaceae
Genero Bixa

Especie Bixa orellana L

Se le expide la presente a solicitud del interesado

Arequipa, 29 de noviembre del 2022

e
— 741 /
Mg. Leoncio Marifio Herrera

DIRECTOR

Herbarium Areqvipense (HUSA) avenida
Daniel Alcides Carridn s/n cercado-Teléfono: (054) 237755 / 993659045
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ANEXO 10. Constancia de ejecucion de tesis realizado en el Laboratorio de Botanica

y Biotecnologia de la Escuela Profesional de Biologia

Univensidad Wacional del sHtiplans de Puno
Facultad de Ciencias Biologicas
Escuela Profesional de Biologia
Programa Académico de Microbiologia y Laboratorio Clinico
Laboratorio de Botanica y Biotecnologia

Registro: 011-2022
CONSTANCIA

EL QUE SUSCRIBE, DOCENTE RESPONSABLE DEL LABORATORIO DE
BOTANICA Y BIOTECNOLOGIA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO DE PUNO — PERU.

HACE CONSTAR:

Que el (la) Bachilier MILENE CELINA FLORES MENDIZABAL, egresado (a) de la
Escuela Profesional de Biologia de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno, ha
realizado la parte experimental de su trabajo de investigacion (Tesis) titulado:
FITOQUIMICA CUALITATIVA Y ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA SOBRE E.
coli DE ACEITES ESENCIALES Y EXTRACTOS ETANOLICOS DE Bixa oreflana
L. (ACHIOTE) COLECTADOS EN EL DISTRITO DE SAN PEDRO DE PUTINA
PUNCO, PUNO - 2022, en ¢l laboratorio de Botanica y Biotecnologia, del Programa
Académico de Microbiologia y Laboratorio Clinico de la Escuela Profesional de Biologia,

entre ios meses de febrero a mayo dei ano 2022.

Se le expide la presente Constancia a solicitud del (a) interesado (a) para los fines que se

estime por conveniente.

Puno, 16 de mayo del 2022.

Y/ RO-ROQ E,—ﬁESc.
0 de Botanica y Biotecnologia
'COBB - UNA Puno
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Vicerrectorado
de Investigacion

Universidad Naciona!
del Altiplano Puno

Repositorio
| Institucional

Z=I |

 AUTORIZACION PARA EL DEPOSITO DE TESIS O TRABAJO DE
INVESTIGACION EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL

Por el presente documento, Yo MILENE CELINA FLORES MENDIZABAL 5
identificado con DNI 73252455 en mi condicion de egresado de:

X Escuela Profesional, [ Programa de Segunda Especialidad, [J] Programa de Maestria o Doctorado

De Biologia

informo que he elaborado el/la [X] Tesis o [ Trabajo de Investigacién denominada:

“FITOQUIMICA CUALITATIVA Y ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA SOBRE Escherichia coli DE
ACEITES ESENCIALES Y EXTRACTOS ETANOLICOS DE Bixa orellana L. (ACHIOTE) COLECTADOS
EN EL DISTRITO DE SAN PEDRO DE PUTINA PUNCO, PUNO — 2022 il

para la obtencion de O0Grado, & Titulo Profesional o [J Segunda Especialidad.

Por medio del presente documento, afirmo y garantizo ser el legitimo, tnico y exclusivo titular de todos los
derechos de propiedad intelectual sobre los documentos arriba mencionados, las obras, los contenidos. los
productos y/o las creaciones en general (en adelante, los “Contenidos”) que seran incluidos en el repositorio
institucional de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno.

También, doy seguridad de que los contenidos entregados se encuentran libres de toda contrasefia,
restriccién o medida tecnoldgica de proteccion, con la finalidad de permitir que se puedan leer, descargar,
reproducir, distribuir, imprimir, buscar y enlazar los textos completos, sin limitacion alguna.

Autorizo a la Universidad Nacional del Altiplano de Puno a publicar los Contenidos en el Repositorio
Institucional y, en consecuencia, en el Repositorio Nacional Digital de Ciencia, Tecnologia e Innovacién de
Acceso Abierto, sobre la base de lo establecido en la Ley N° 30035, sus normas reglamentarias,
modificatorias, sustitutorias y conexas, y de acuerdo con las politicas de acceso abierto que la Universidad
aplique en relacién con sus Repositorios Institucionales. Autorizo expresamente toda consulta y uso de los
Contenidos, por parte de cualquier persona, por el tiempo de duracién de los derechos patrimoniales de autor
y derechos conexos, a titulo gratuito y a nivel mundial.

En consecuencia, la Universidad tendra la posibilidad de divuigar y difundir los Contenidos, de manera total
o parcial, sin limitacion alguna y sin derecho a pago de contraprestacion, remuneracion ni regalia alguna a
favor mio: en los medios, canales y plataformas que la Universidad y/o el Estado de la Reptiblica del Pert
determinen, a nivel mundial, sin restriccién geografica alguna y de manera indefinida, pudiendo crear y/o
extraer los metadatos sobre los Contenidos, e incluir los Contenidos en los indices y buscadores que estimen
necesarios para promover su difusion.

Autorizo que los Contenidos sean puestos a disposicion del publico a través de la siguiente licencia:

Creative Commons Reconocimiento-NoComercial-Compartirigual 4.0 Internacional. Para ver una copia de
esta licencia, visita: https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

En sefial de conformidad, suscribo el presente documento.

Puno __ 20 de Mayo del 2024

FIRMA 7 (oBligatoria) Huella
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DECLARACION JURADA DE AUTENTICIDAD DE TESIS
Por el presente documento, Yo MILENE CELINA FLORES MENDIZABAL 5

identificado con DNI__ 73252455 en mi condicion de egresado de:

Escuela Profesional, [J Programa de Segunda Especialidad, [J Programa de Maestria o Doctorado

de Biologia "

informo que he elaborado el/la &I Tesis o [I Trabajo de Investigacion denominada:
“FITOQUIMICA CUALITATIVA Y ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA SOBRE Escherichia_coli DE
ACEITES ESENCIALES Y EXTRACTOS ETANOLICOS DE Bixa orellana L. (ACHIOTE) COLECTADOS
EN EL DISTRITO DE SAN PEDRO DE PUTINA PUNCO, PUNO — 2022”

Es un tema original.

Declaro que el presente trabajo de tesis es elaborado por mi persona y no existe plagio/copia de ninguna
naturaleza, en especial de otro documento de investigacion (tesis, revista, texto, congreso, o similar)
presentado por persona natural o juridica alguna ante instituciones académicas, profesionales, de
investigacion o similares, en el pais o en el extranjero.

Dejo constancia que las citas de otros autores han sido debidamente identificadas en el trabajo de
investigacion, por lo que no asumiré como suyas las opiniones vertidas por terceros, ya sea de fuentes
encontradas en medios escritos, digitales o Internet.

Asimismo, ratifico que soy plenamente consciente de todo el contenido de la tesis y asumo la
responsabilidad de cualquier error u omision en el documento, asi como de las connotaciones éticas y legales
involucradas.

En caso de incumplimiento de esta declaracion, me someto a las disposiciones legales vigentes y a las
sanciones correspondientes de igual forma me someto a las sanciones establecidas en las Directivas y otras
normas internas, asi como las que me alcancen del Codigo Civil y Normas Legales conexas por el
incumplimiento del presente compromiso

Puno _ 20 de mayo del 2024
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