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RESUMEN

El uso creciente de antibioticos, su mal uso y la recaida, son factores relacionados a
la aparicion de resistencia bacteriana; ante el fracaso terapéutico esfuerzos han sido
orientados a la busqueda de moléculas méas potentes, generando en muchos casos efectos
nocivos al organismo humano. Nuevas investigaciones en esta linea, recurren a las plantas
medicinales como fuente invaluable de moléculas bioactivas para el desarrollo de
medicamentos efectivos, utilizados en terapias farmacoldgicas, incluidas las afecciones
microbianas. Objetivo: Evaluar la actividad antibacteriana y antifingica de los extractos
hidroalcoholico y acuoso de hojas de Averrhoa carambola L. “Carambola”. Metodologia:
Se realizd un estudio experimental de corte transversal, utilizando la técnica de la
observacién; los datos fueron registrados en una ficha. Resultados: Las concentraciones al
25,50,75 y 100%, frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli
ATCC 8739 y Candida albicans ATCC 10231, mostraron halos de inhibicién del
crecimiento de S. aureus, de 18,81mm frente al extracto hidroalcohélico y 13,80 mm al
extracto acuoso. Frente a E. coli, se observo halos de 10,96 mm 'y 7,78 mm en el acuoso.
Frente a C. albicans 8,58 mm el extracto hidroalcohdlico y 10,75 mm. el acuoso.
Conclusién: Los extractos hidroalcohdlico y acuoso de hojas de Averrhoa carambola
“Carambola”, tienen actividad antibacteriana frente a las bacterias S. aureus y E. coli, y

actividad antifangica, frente a C. albicans.

Palabras clave: Averrhoa carambola, antibacteriana, antifngica, cepas.
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ABSTRACT

The increasing use of antibiotics, their misuse and relapse are factors related to the
appearance of bacterial resistance; In the face of therapeutic failure, efforts have been
directed towards the search for more powerful molecules, generating in many cases harmful
effects on the human organism. New research in this line uses medicinal plants as an
invaluable source of bioactive molecules for the development of effective medicines for the
treatment of diseases, including infections caused by microorganisms. Objective: To
evaluate the antibacterial and antifungal activity of the hydroalcoholic and aqueous extracts
of the leaves of Averrhoa carambola L. "Carambola”. Methodology: A cross-sectional
experimental study was carried out, in which the observation technique was used, and the
data was recorded in a file. Results: The extracts in concentrations of 25, 50, 75 and 100%,
against the strains Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 8739 and
Candida albicans ATCC 10231, showed halos of inhibition of the growth of S. aureus, of
18.81mm. compared to the hydroalcoholic extract and 13.80 mm to the aqueous extract.
Against E. coli, halos of 10.96 mm and 7.78 mm were observed in the aqueous. Against C.
albicans 8.58 mm the hydroalcoholic extract and 10.75 mm. the watery Conclusion: The
hydroalcoholic and aqueous extracts of Averrhoa carambola "Carambola™ leaves have
antibacterial activity against S. aureus and E. coli bacteria, and antifungal activity against C.

albicans.

Keywords: Averrhoa carambola, antibacterial, antifungal, strains.
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INTRODUCCION

El presente estudio tuvo por finalidad evaluar la actividad antibacteriana y
antifingica de extractos acuoso ¢ hidroalcoholico de hojas de Averrhoa carambola L.
“Carambola”, conformado en cinco capitulos:

Capitulo I: Se abordaron teorias para sustentar el planteamiento del problema, se describe la
realidad problemdtica, delimitacién y formulaciéon del problema, abarca ademds la
justificacion social, tedrica y metodologica, objetivo general y especificos.

Capitulo Il: Aborda antecedentes de investigaciones nacionales e internacionales con temas
similares al presente estudio, las bases tedricas o cientificas y marco conceptual.

Capitulo 111: Aborda la hipotesis general y especificas, las variables de estudio considerando
las definiciones conceptual y operacional.

Capitulo IV: Trata aspectos relacionados con la metodologia, tipo, nivel, disefio, poblacion
y muestra, técnica e instrumento de recoleccion de los datos, la técnica de analisis y
procesamiento de los datos y aspectos éticos.

Capitulo V: Se presenta la descripcion de los resultados de la investigacion, los estadisticos
descriptivos en tablas y graficos y la contrastacion de la hipétesis.

Finalmente, fueron incluidos el analisis y discusion de los resultados, conclusiones,

recomendaciones, referencia bibliografica y anexos.

Xiv



CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcion de la Realidad Problematica

La resistencia a los antimicrobianos es uno de los mas graves problemas de
salud pUblica a nivel mundial®. El incremento de cepas resistentes, surgié con mayor
incidencia en el recinto hospitalario, en particular en la unidad de cuidados
intensivos, y se fue extendiendo a infecciones adquiridas como gonorrea, infecciones
del tracto urinario y neumonia, con un tratamiento complejo con los antibioticos

usuales?.

Ademas, el aumento en el uso de antimicrobianos, su mala utilizacion y la
recurrencia son elementos relacionados que han dado lugar a la ocurrencia de
resistencia; se procura usar nuevas moléculas que sean mas potentes, sobre todo mas

seguros que los existentes®.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el problema complica el
tratamiento de las enfermedades infecciosas, aumenta la discapacidad y la
mortalidad, incrementa los costes de los sistemas sanitarios y amenaza la

consecucion de los Objetivos de Desarrollo Sostenible del milenio®.

Investigadores de todo el mundo consideran las plantas como un recurso
invaluable para encontrar moléculas efectivas y seguras para desarrollar
medicamentos altamente eficaces para el tratamiento de diversas enfermedades,
inclusive las infecciones bacterianas, partiendo del conocimiento ancestral y la
etnomedicina, considerada como una fuente de informacion preliminar para los

estudios fitoquimicos, la identificacion de compuestos activos y los estudios de
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bioactividad que conducen al desarrollo de nuevos farmacos, con poco o ningun

efecto secundario®.

En este sentido, la Organizacion Panamericana de Salud, reconoce las plantas
medicinales y la medicina tradicional, importantes en la prevencion y tratamiento de
enfermedades que atacan al hombre, como fuente potencial de nuevos medicamentos

de menor costo que los nuevos antimicrobianos sintéticos®.

Teniendo en cuenta la gran diversidad de plantas medicinales con las que
contamos en nuestro pais y el amplio conocimiento de la poblacion sobre las
bondades terapéuticas, resulta importante realizar estudios en bdsqueda de
compuestos quimicos farmacolégicamente activos con capacidad para inhibir el

crecimiento microbiano, que permitan controlar la resistencia bacteriana.

1.2. Delimitacién del problema
El presente estudio se realizo en la ciudad de Huancayo- Junin, entre los

meses de mayo a noviembre de 2021.

1.3. Formulacion del problema
1.3.1. Problema General
(Cuadl sera la actividad antibacteriana y antifingica de los extractos acuoso

e hidroalcoholico de hojas de Averrhoa carambola L. “Carambola”?

1.3.2. Problemas Especificos
a. [Cuales seran los metabolitos secundarios presentes en los extractos
acuoso e hidroalcohdlico de hojas de Averrhoa carambola L.

“Carambola” con actividad antibacteriana y antifungica?

16



b. ¢Cudl serd la actividad antibacteriana y antifungica de diferentes
concentraciones de los extractos acuoso e hidroalcohoélico de hojas de

Averrhoa carambola L. “Carambola”?

c. ¢Cual sera la actividad antibacteriana y antifungica de los extractos
acuoso e hidroalcohdlico de hojas de Averrhoa carambola L.

“Carambola” comparada con controles positivos?

1.4. Justificacion
1.4.1 Justificacion Social

Evaluando la actividad de los extractos de hojas de Averrhoa
carambola L. “carambola”, frente a cepas bacterianas y flngica, sera
posible desarrollar nuevos farmacos a base de principios activos de origen
natural, contenidos en especies propias de la biodiversidad peruana,
plantas medicinales de nuestra diversidad, siendo éstas, alternativas de
tratamiento eficientes para disminuir la resistencia bacteriana y seguros
por su baja o nula toxicidad, beneficiando en especial a la poblacién que

no puede costear excesivos tratamientos.

1.4.2 Justificacion Teorica
La necesidad de controlar eficientemente las infecciones
bacterianas y la resistencia de algunas cepas a los farmacos disponibles,
presentando recurrencia y toxicidad importante, exige el uso de nuevas
moléculas méas potentes, pero sobre todo mas seguras’. Estudios en esta
linea de busqueda de sustancias activas, reconocen en las plantas
medicinales un recurso muy rico y diverso en cuanto a su contenido de

metabolitos secundarios con propiedades diferentes en las halladas en la
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antimicrobiana, todos estos atributos basados en el conocimiento ancestral
y la etnomedicina®, representan una fuente valiosa de informacion
preliminar, muy importante en la investigacion fitoquimica, purificacion
de constituyentes e investigacion sobre actividad bioldgica.

El presente estudio proporciona informacion sobre la actividad
antibacteriana y antifungica de una planta medicinal, validando su uso en
la medicina popular, con resultados que sirven como antecedente futuras
investigaciones, lo que significa un aporte a la sociedad cientifica que

busca moléculas efectivas con el minimo riesgo de efectos adversos.

1.4.3 Justificacion Metodoldgica

1.5. Objetivos

La sensibilidad in vitro de las cepas microbianas frente a diferentes
concentraciones de los extractos acuoso e hidroalcohdlico de las hojas de
Averrhoa carambola L. “carambola”, fue evaluada con el fin de conocer
la concentracién que inhibe el crecimiento microbiano, mediante el
método de difusion en placa, tal y como describen los investigadores Kirby

- Bauer.

1.5.1 Objetivo General

Evaluar la actividad antibacteriana y antifingica de extractos acuoso e

hidroalcoholico de hojas de Averrhoa carambola L. “carambola”

18



1.5.2 Objetivos Especificos

a.

Identificar los metabolitos secundarios presentes en los extractos acuoso e
hidroalcohdlico de hojas de Averrhoa carambola L. “Carambola” con

actividad antibacteriana y antifangica.

Determinar la actividad antibacteriana y antifingica de diferentes
concentraciones de los extractos acuoso e hidroalcohdlico de hojas de

Averrhoa carambola L. “Carambola”.

Comparar la actividad antibacteriana y antifingica de los extractos acuoso
e hidroalcoholico de hojas de Averrhoa carambola L. “Carambola” con

controles positivos.

19



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes
2.1.1. Antecedentes Nacionales

Chipa et al., en la investigacion para “evaluar la actividad antimicrobiana
in vitro del extracto hidroalcohdlico de las hojas y flores de Satureja pulchella
(Panisara) en cepas de Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis” y
reconocer los metabolitos responsables de la actividad antimicrobiana. Reportan
gue mediante el Screening fitoquimico determinaron cualitativamente la presencia
de alcaloides, flavonoides y sustancias fenolicos. La concentracidbn minima
inhibitoria (CMI), la determinaron mediante el método de microdilucion en
pocillos inoculados, para observar la inhibicion del desarrollo microbiano en la
menor concentracion de los extractos, encontrando que de las 17 concentraciones
del extracto estudiado solo la concentracion mas alta mostré CMI de 32768 p/mL
frente a los microorganismos ATCC ensayados. Mediante el método de
recuperacion por contaminacién directa, en donde la produccion de bacterias se
estima por el nimero de colonias en las placas sembradas, evidenciando que en la
concentracion de 100 mg/mL, del extracto hidroalcohdlico de hojas y flores de
panisara frente a S. aureus y S. epidermidis, hubo una disminucion logaritmica en
las concentraciones evaluadas, concluyendo que la actividad antibacteriana se

encuentra limitada’.

Moya, en la investigacion para “Determinar la concentracion del extracto

hidroalcoholico de Uncaria tomentosa que presente mayor halo de inhibicion

20



tanto para Staphylococcus y Escherichia coli” con el extracto hidroalcohélico
prepararon concentraciones de 50, 100, 500 y 1000 Ug/mL, determinando la
actividad antimicrobiana segun el didmetro de inhibicion. En sus resultados
observaron que la concentracion de 50 Ug/mL muestra un halo de inhibicion de
14.3 mm representando el mayor diametro frente a S. aureus, reportan ademas que
frente a E. coli no evidencié actividad. En sus conclusiones afirman que la
concentracion 50 Ug/mL del extracto hidroalcohdlico de Uncaria tomentosa se

puede utilizar como farmaco alternativo para inhibir el Staphylococcus aureus®,

Coronado et al., con la finalidad de “Determinar la actividad antibacteriana
in vitro de los extractos hidroalcoholicos de Plantago major (Llantén) y Rumex
crispus (Lengua de vaca) en cepas ATCC de Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa”. La
actividad antibacteriana fue evaluada por la técnica de Kirby-Bahuer y la minima
concentracion inhibitoria (CMI) y concentracion bactericida minima (CMB) por
dilucion en placa. Del estudio fitoquimico encontraron en el extracto de Rumex
crispus: alcaloides fenoles taninos y carbohidratos en mayor concentracion que en
el extracto de Plantago major. El extracto hidroalcohdlico de Plantago major
mostré actividad antibacteriana en concentraciones de 1, 2.5 y 5%, inhibiendo el
crecimiento de cepas bacterianas. La (CMI) del extracto de Plantago major contra
cepas ATCC de S. aureus E. faecalis E. coli y P. aeruginosa fue de 0.2 mg/ml y
la (CMB) del extracto de 0.5 mg/ml. El extracto hidroalcoholico de Rumex crispus
muestra actividad antibacteriana frente a S. aureus E. faecalis E. coli y P.
aeruginosa en concentraciones de 0.2, 0.5, 1.0, 2.5y 5 %, con una concentracion

inhibitoria minima (CMI) de 0.1 mg/ml y de 0.2 mg/ml de concentracion
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bactericida minima (CBC) del extracto, los datos obtenidos mostraron diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05)°.

Alfaro et al., en la investigacion para “Evaluar el efecto antibacteriano in
vitro del extracto acuoso de Schinus molle (molle) sobre Staphylococcus
aureus ATCC 259237, en el estudio experimental con disefio de estimulo
creciente, ensayaron 10 concentraciones porcentuales del extracto, solucion salina
fisiologica estéril (SSFE) control negativo y control positivo penicilina 10 Ul, asi
mismo determinaron la concentracion minima inhibitoria (CIM) y la
concentracion minima bactericida (CMB). De sus resultados informan que las
diferentes concentraciones ensayadas tienen efecto antibacteriano, observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos ademas

determinan una CIM de 40% y la CMB de 60% del extracto®.

Uriol et al., con el propdsito de “Determinar la actividad antimicrobiana in
vitro de los extractos hidroalcohdlicos de frutos de aguaymanto (Physalis
peruviana L.) y de hojas de eucalipto (Eucalyptus globulus Labill.) frente
a Staphylococcus aureus”, la cepa Staphylococcus aureus resistente a la oxacilina
fue enfrentada a las concentraciones al 40%, 70% y 100% de los extractos y al
control positivo vancomicina. De sus resultados mencionan que hallaron
diferencias significativas entre las concentraciones del extracto hidroalcohdlico
de aguaymanto y el control; en el extracto hidroalcoholico de hojas de eucalipto
al 100% observaron un halo de inhibicion de 16.00 mm, similar al efecto de la
vancomicina con un cerco de inhibicién de 16.30 mm. Concluyen que el extracto

de hojas de eucalipto al 100% present6 la mejor actividad antimicrobiana®®.
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2.1.2 Antecedentes Internacionales

Azuaje et al., en la investigacion realizada en Venezuela para “Evaluar la
actividad antifungica in vitro de los extractos hexanoico, etandlico y acetonico
obtenidos de las hojas de Hura crepitans L.”, por la técnica de expansion en agar
con discos frente a C. albicans B-385. De sus efectos reporta que unicamente el
extracto etanolico inhibi6 el desarrollo de C. albicans en concentracion inhibitoria
minima (CIM) <20 mg/ul. El ensayo fitoquimico, revelé6 compuestos como
saponinas y esteroides, propios de la especie. Observan en concentracién 529
mg/pl un halo de inhibicién de 14 mm de diametro. Muestran que estos resultados
contribuyen al estudio de las “actividades bioldgicas de H. crepitans ya que es la
primera vez que se reporta la actividad antifngica del extracto etandlico obtenido

de las hojas™2,

Carrillo, en la investigacion realizada en Ambato para “Evaluar la
actividad antimicrobiana de extractos hidroalcoholicos (90% y 50%) de la
variedad Tommy Atkins y extracto hidroalcohdlico (50%) de la variedad
Edward”, variedades con alto contenido de compuestos fendlicos. La actividad
antimicrobiana de los extractos obtenidos por maceracion y digestion fue evaluada
con los métodos Kirby Bauer modificado frente a las cepas Pseudomona
euroginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Salmonella
typhimurium (ATCC 14028), Escherichia coli (ATCC 25922) y Enterococcus
faecalis (ATCC 29212). Observaron mejor actividad antimicrobiana frente a P.
aeruginosa y S. aureus; los extractos de la variedad Tommy Atkins mostraron
mayor actividad antimicrobiana, mostrando halos de inhibicion entre 10 y 15 mm

segun la bacteria. Concluyen que todas las cepas estudiadas presentaron
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sensibilidad frente a los extractos, siendo S. aureus y P. aeruginosa las mas

sensibles?s.

Noguera, en la investigacion realizada en Venezuela para “Determinar
fenoles totales y flavonoides, de G. ulmifolia y su efecto antimicrobiano sobre
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y Klepsiella nuemoniae (ATCC 700603)”,
utilizaron los frutos para obtener el extracto. Determinaron cuantitativamente
fenoles totales y flavonoides segun los métodos estandares. El efecto sobre el
crecimiento bacteriano lo evaluaron por turbidimetria y método de Kirby-Bauer.
Hallaron fenoles totales 15,34+1,9 mg GAE/g y flavonoides 7,34 +1,68 mg CE/qg.
El extracto inhibi6 eficazmente el crecimiento de S. aureus durante 6 horas y sin
efecto considerable sobre la cepa K. nuemoniae. Con sus resultados concluyen que
seria necesario profundizar la investigacion de la especie para demostrar sus

potencialidades®®.

Monteagudo et al., en Cuba realizaron una investigacion con la finalidad
de “Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de extractos acuoso e
hidroalcohdlico de Moringa oleifera Lam.” de Cuba. Evaluaron la actividad
antimicrobiana por el método de microdilucién, frente a cepas bacterianas de
referencias y de asilamientos clinicos calculando la concentracion minima
inhibitoria (CMI). El extracto hidroalcoholico mostro toxicidad a partir de la
concentracion de 125 pg/ml pero muestra una potente actividad frente a las cepas
bacterianas y levadura ensayadas en diferentes concentraciones. Concluyen que
extracto hidroalcohdlico de hojas de Moringa oleifera es potente antibacteriano,
sugieren que podria ser un nuevo antibacteriano de origen natural contra diferentes

patdgenos®®.
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Valencia, en México realizaron una investigacion con la finalidad de
“Evaluar la actividad antibacteriana de cuatro partes del arbol de arrayan (Psidium
sartorianum (O. Berg) Nied) sobre microorganismos enteropatogenos”, preparan
por maceracion con alcohol 50% extractos de hojas, corteza, semilla y frutos de
arrayan, con los cuatro extractos obtenidos prepararon diluciones de 10,20,30,40
ML para evaluar la actividad antibacteriana sobre microorganismos
enteropatdgenos de Echerichia coli ATCC 25922, Enterococcus sp., Salmonella
entérica serotipo Enteritids, Pseudomonas sp., Staphylococcus sp., Salmonella
sp., Klebsiella sp y Listeria monocvtogenes ATCC 19115, principalmente.
Identificaron la concentracion minima de cada extracto con capacidad de inhibir
el crecimiento bacteriano, con el método de difusion en agar de Kirby- Bauer
modificado. En sus resultados encontraron que todos los extractos del estudio
inhiben el crecimiento de los microorganismos bajo las condiciones ensayadas.
Del extracto hidroalcohdlico de hojas de arrayan observaron medias de diametros
de los halos de inhibicion entre 12 y 17.25 mm en las cepas ensayadas
correspondiendo 10.75 mm inhibicion del crecimiento de E. coli y 12.50 mm de
Staphylococcus sp. Del analisis de sus resultados sugieren que los extractos de las
partes del arrayan tienen potencial para utilizarlos y estudiarlos como

antimicrobiano natura?®.

2.2. Bases Teoricas

2.2.1 Averrhoa carambola L. “Carambola”

La carambola es oriunda del Asia tropical, concretamente de la India o
Indonesia. Introducido en Brasil para el afio 1817 por Paul Germain de

Pernambuco y en Perl via Amazonas, por viajeros que cruzaron Brasil,

25



posteriormente se extendid a las provincias de Huanuco, Madre de Dios y Cuzco.
En Perl, la fruta crece en regiones subtropicales, en algunos lugares como
Chanchamayo, Satipo (Junin), Tingo Maria (Huénuco), lquitos, en Centro de

Productos Agropecuarios®’.

Esta exdtica fruta subtropical de la familia de las oxalidaceas, originaria
de Asia, tiene una gran demanda en los mercados internacionales y fue introducida
hace 30 afios en el vecino pais de Ecuador, donde se la conoce como fruta estrella

o star fruit.18,

Figura 1. Fruto de Averrhoa carambola “Carambola”.

Descripcion Boténica

La carambola es un arbusto tropical de hoja perenne, de 3-5 m de altura,
con hojas alternas o parcialmente opuestas, ovales o elipticas, de color verde o
verde palido, dispersas a 8-18 cm de distancia: Las flores son rojas y purpuras,
agrupadas en inflorescencias axilares cortas en tallos de 1 cm de longitud; los
frutos estan en racimos en las ramas y los tallos: los frutos son grandes, ovalados
o elipticos, de 8-12 x 5-6 cm, de color amarillo anaranjado cuando estan maduros,

cinco veces mas finos.’
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Figura 2. Hojas de carambola
Tomado de: Observacion: Averrhoa carambola L. (Sébastien TRASBOT 4 de
mar. de 2021) Martinica - Pl@ntNet identify (plantnet.org) (acceso Dic 2021)

Taxonomia

Conforme con el sistema de clasificacion de Cronquist (1988), se

encuentra ubicada sistematicamente®®:

Reino:

Divisién:

Clase:

Subclase:

Orden:

Familia:
Género:
Especie:

Nombre:

Plantae

Magnoliophyta

Magnoliopsida (Dicotiledonea)
Rosidae

Oxalidales

Oxalidaceae

Averrhoa

Averrhoa carambola L.

Star fruit
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Distribucion geogréfica

Es originaria del sudeste asiatico, pero se ha extendido a varios paises
tropicales de América y las islas del Pacifico, como Taiwén, Hawai, Filipinas,
Malasiay Tailandia. Esta més extendida en Américay Brasil; en Peru se encuentra
en altitudes inferiores a los 1.200 m a lo largo de la costa amazdnica en climas
calidos y humedos con temperaturas que oscilan entre los 18° y los 34°C, y se
clasifica como especie subtropical porque los arboles maduros pueden soportar

temperaturas de hasta 2,78°C durante periodos cortos sin sufrir dafios graves.

Usos populares

El fruto y hojas de carambola son muy utilizados en medicina popular
atribuyéndoles propiedades medicinales en la terapia de patologias a la piel, al
sistema digestivo, cefaleas, incluso problemas como la diabetes, reumatismo y
escorbuto?,

La recomiendan como diurético en situaciones de enfermedades a las vias
urinarias, se tiene por hipdtesis que también podria favorecer en aliviar los
sintomas de afecciones como el eczema.

Las hojas trituradas se utilizan como emplasto en erupciones de varicela.

Constituyentes quimicos

El fruto de Averrhoa carambola L. contiene saponinas, flavonoides, y
cumarinas??.

Las hojas contienen alcaloides, glucésidos, fenol, taninos, flavonoides,

proteinas y diterpenos?3.
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Fenol
Las plantas producen una variedad de metabolitos secundarios que,
dependiendo de la especie, contienen un grupo fendlico, un grupo
hidroxilo en un anillo aromético y son solubles en disolventes organicos.
El fenol desempefia un papel quimico en la defensa de las plantas
contra los herbivoros o los patégenos y en otras funciones de las plantas,
como el mantenimiento mecénico, la atraccion de los polinizadores y la

limitacion del crecimiento de las plantas competidoras en el entorno.

Alcaloides

Este es un gran grupo de mas de 15 000 metabolitos secundarios
con tres propiedades comunes. Son solubles en agua, tienen al menos un
atomo de nitrégeno en la molécula y son biolégicamente activos. La
mayoria de estos son compuestos heterociclicos, pero también hay algunos
compuestos nitrogenados alifaticos (aciclicos) como la mescalina y la
colchicina. Se encuentran en alrededor del 20% de las plantas vasculares,
en su mayoria hierbas. El nitrégeno prético en solucion confiere a estos
compuestos propiedades alcalinas o alcalinizantes. En los seres humanos,
los alcaloides estimulan respuestas fisioldgicas y psicoldgicas,
principalmente al afectar neurotransmisores. Casi todos los alcaloides son
altamente toxicos cuando se ingieren en grandes cantidades; sin embargo,
las dosis pequefias dosis tienen significativos efectos terapéuticos como

relajante muscular, sedante, expectorante y analgésico..
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Taninos

Estas sustancias o metabolitos secundarios con estructura
polifenolica que se derivan de plantas tienen un relativamente elevado peso
molecular y un sabor astringente. Pueden hallarse en diferentes partes de
la planta (tallos, corteza, hojas, semilla, frutos). En los vegetales suelen
estar dentro de las vacuolas celulares, combinados con alcaloides,

proteinas u otros®,

O OH

HO OH
OH

Figura 3. Estructura quimica de tanino®

Se clasifican en relacion a las caracteristicas estructurales en:

a. Hidrolizables

Aquellos que en presencia de acidos fuertes en caliente se hidrolizan en

glucosa y en acido elagico o acido galico?.

b. Condensados

Con un reducido poder astringente y se agrupan en

proantocianidinas y profisetinidinas?®.

Flavonoides

Los flavonoides son fitoquimicos que determinan los diferentes

colores de las semillas, las flores, los frutos, las hojas y la corteza. Los

flavonoides representan un amplio grupo de compuestos aromaticos de
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origen natural, ya que se consideran las sustancias fenolicas més
abundantes en las plantas. A lo largo de los afios, los flavonoides han
representado una gran proporcion de fitoquimicos de fuentes naturales. Se
ha informado de que se han encontrado més de 10 000 clases diferentes de
flavonoides en el reino vegetal. Los flavonoides son metabolitos
secundarios de estos 6rganos vegetales con diversas funciones. Ademas,
se encuentran en fuentes como las verduras, el vino, las frutas y las bebidas
como el té.

La estructura quimica de los flavonoides consiste en un anillo Ce-
C3-Cs que corresponde a dos anillos aroméaticos A y B, unidos por tres
atomos de carbono y pueden formar un tercer anillo (C). Las variaciones
en la estructura basica dan lugar a diferentes subclases de compuestos

flavonoides.?’.
O
C

@

Figura 4. Estructura del esqueleto flavonolico®.

2.2.2 Staphylococcus aureus

El Staphylococcus aureus es un importante patégeno bacteriano humano

gue provoca una gran variedad de manifestaciones clinicas. Las infecciones son

comunes tanto en entornos adquiridos en la comunidad como en los hospitales y

su tratamiento sigue siendo un reto debido a la aparicion de cepas

multirresistentes como el Staphylococcus aureus resistente a la meticilina. S.

aureus se encuentra en el medio ambiente y también en la flora humana normal,
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localizada en la piel y en las membranas mucosas (con mayor frecuencia en la
zona nasal) de la mayoria de los individuos sanos. El S. aureus no suele causar
infecciones en la piel sana; sin embargo, si se permite que entre en el torrente
sanguineo o en los tejidos internos, esta bacteria puede causar una variedad de
infecciones potencialmente graves. La transmision suele producirse por contacto
directo. Sin embargo, algunas infecciones implican otros métodos de
transmision. El Staphylococcus aureus es una bacteria Gram-positiva (se tifie de
plrpura en la tincion de Gram) que tiene forma de cocos y tiende a organizarse
en racimos que se describen como "en forma de uva". En los medios, estos
organismos pueden crecer hasta con un 10% de sal, y las colonias suelen ser
doradas o amarillas (aureus significa dorado o amarillo). Estos organismos
pueden crecer de forma aerdbica o anaerdbica (facultativa) y a temperaturas
entre 18 °C y 40 °C. Las pruebas tipicas de identificacion bioquimica incluyen
catalasa positiva (todas las especies patdgenas de Staphylococcus), coagulasa
positiva (para distinguir Staphylococcus aureus de otras especies de
Staphylococcus), sensible a la novobiocina (para distinguir de Staphylococcus
saprophyticus), y fermentacion de manitol positiva (para distinguir de

Staphylococcus epidermidis)?.

&

ACEV Spot Magn 2 Det - WD ———i “fym
300KV 2.0,220000x " SE "B ‘staph97-11:52 ;7>
Figura 5. Micrografia electrénica de barrido de cepa de Staphylococcus

aureus??
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Staphylococcus aureus es un patégeno humano comun que puede
colonizar la piel, la nariz y la faringe, siendo las narinas anteriores el principal
reservorio. S. aureus es uno de los principales organismos causantes de
enfermedades debido a su capacidad Unica para escapar de la respuesta
inmunitaria innata, como la fagocitacion, el complemento o la eliminacion
mediada por Péptidos Antimicrobianos, lo que ayuda a la supervivencia en la

sangre y otros tejidos durante las infecciones persistentes.

Se ha descubierto que S. aureus esta asociado a una alta tasa de Infecciones
Asociadas a la Atencion Sanitaria en pacientes hospitalizados e
inmunodeprimidos, asi como a infecciones adquiridas en la comunidad. Un
informe descubrid la colonizacion nasal de S. aureus en el 37,8% de los adultos,
que aumento hasta el 54,7% cuando se afiadieron muestras de garganta para su
deteccidn. Este organismo ha adquirido la capacidad de causar una amplia gama
de infecciones, desde infecciones menores, como las cutaneas y oculares, hasta
infecciones mayores, como las infecciones del torrente sanguineo y la neumonia.
Se ha descubierto que el S. aureus multirresistente es uno de los principales
organismos causantes de infecciones del torrente sanguineo, que se asocian a una

elevada morbilidad y mortalidad en todo el mundo®.
Factores de virulencia

La bacteriemia es quizas el sintoma mejor descrito de la infeccion por S.
aureus, se han publicado varios estudios sobre la prevalencia, el pronéstico y el
resultado de la bacteriemia estafilococica, en areas industrializadas del mundo.
Sin embargo, muchas preguntas fundamentales sobre epidemiologia de la

bacteriemia por S. aureus, especialmente en areas no industriales del mundo,
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siguen sin respuestas. Ademas, todavia falta evidencia de alta calidad para guiar
el tratamiento®L.

La edad es un factor importante en la incidencia de bacteriemia por S.
aureus, y las tasas mas altas de infeccion ocurren al inicio y al final de la vida,
una baja incidencia en la edad adulta temprana y un aumento gradual de la
incidencia con la edad. Por ejemplo, la incidencia de la bacteriemia por S. aureus
es superior a 100.000 personas-afio entre los sujetos de méas de 70 afios de edad,
pero sélo es de 4,7 por 100.000 personas-afio en el personal militar estadounidense
mas joven y sano. El sexo masculino se asocia sistematicamente con una mayor
incidencia de bacteriemia por S. aureus, con una relacion hombre-mujer de
aproximadamente 1,5. No se conoce la base de este mayor riesgo 3L,

Las manifestaciones clinicas de la El por S. aureus se conocen, ahora bien.
Las caracteristicas de las pacientes asociadas a la EI por S. aureus incluyen el uso
de drogas inyectables, las infecciones asociadas a la atencion sanitaria, una menor
duracion de los sintomas antes del diagndstico, la bacteriemia persistente, la
presencia de una presunta fuente de dispositivos intravasculares, el accidente

cerebrovascular y la diabetes mellitus®.

2.2.3. Escherichia coli
Bacteria Gram negativa de gran tamafo que vive de forma natural en el
tracto digestivo de los seres humanos y de los animales de sangre caliente, por lo
que la presencia de este microorganismo en un producto suele ser indicativa de
contaminacion directa o indirecta por heces. La Escherichia coli es actualmente

el indicador de contaminacion fecal mas utilizado, pero la presencia de esta
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bacteria en un producto no indica directamente la presencia de un patogeno, sino
sdlo el riesgo de su presencia®.

Se degradan a temperaturas de pasteurizacion y durante el almacenamiento
en frio®!. Las cepas estan presentes en las heces y pueden entrar en los productos
de consumo como resultado de précticas antihigiénicas o de materias primas
contaminadas fecalmente. Se asocian a las infecciones del tracto urinario, aunque
se incluyen en las infecciones entéricas y gastrointestinales, que pueden causar
septicemia, meningitis, neumonia e hiperinfecciones periodontales, ya que son
exdgenos, es decir, microorganismos no patdgenos. La presencia de
enterobacterias puede complicar el cuadro clinico de los pacientes con
periodontitis porque, cuando entran en el torrente sanguineo, provocan
complicaciones sistémicas y conducen a la sepsis; asi, las enterobacterias en las

placas submucosas pueden aumentar el riesgo de enfermedad cardiovascular?,

¥
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Figura 6. Escherichia coli Manjarrez A*

2.2.4 Candida albicans
Candida albicans, un hongo sexual diploide, es el agente causante de

infecciones oportunistas en humanos, siendo las mas comunes las infecciones
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orales y vaginales. Las infecciones fungicas sistémicas han surgido como
causas importantes de morbilidad y mortalidad en pacientes inmunodeprimidos
(por ejemplo, SIDA, quimioterapia contra el cancer, trasplante de 6rganos o
médula 6sea). Ademas, las infecciones relacionadas con el hospital en pacientes
que antes no se consideraban de riesgo (por ejemplo, pacientes en una unidad de
cuidados intensivos) se han convertido en una causa de gran preocupacion
sanitaria. EI genoma de Candida albicans es muy pléstico, con un cariotipo
variable. La cepa SC5314 contiene 8 pares de cromosomas, 7 de los cuales tienen
un tamarfio constante y uno de ellos es polimorfico (R), con un tamafio que oscila
entre 3,2 y 4,0 Mb. La presencia de genes en tdndem para los ARN ribosémicos
explica esta variacion de tamafio. El tamafio del genoma de esta cepa es de
aproximadamente 16 Mb. Una de las caracteristicas mas interesantes del genoma
de Candida albicans es la aparicion de reordenamientos cromosomicos numericos
y estructurales como medio para generar diversidad genética, denominados
polimorfismos de longitud cromosémica (contraccién/expansion de repeticiones),
translocaciones reciprocas, deleciones cromosémicas y trisomia de cromosomas
individuales. Estas alteraciones cariotipicas conducen a cambios en el fenotipo, lo
que constituye una estrategia de adaptacion de este hongo. Estos mecanismos se
entenderan mejor con el analisis completo del genoma de Candida albicans®3.

Los principales factores de “virulencia” que se asocian a Candida estan
relacionados con el dimorfismo, variabilidad fenotipica, la expresion genética
diferencial, adhesion a sustratos bioldgicos e inertes e inmunomodulacion de los
mecanismos de defensa del huésped. Se han observados en el microscopio
electronico diferencias en la distribucién y los componentes celulares de la pared

de las dos formas morfogenéticas de esta levadura®.
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2.3.

Figura 7. Micrografia electronica de barrido (SEM) de C. albicans
Tomada:
http://www.sciencephoto.com/media/996325/view/candida-

albicans-sem

Marco Conceptual

Extractos

Los extractos son preparaciones concentradas solidas, liquidas o de
concentracion media obtenidas a partir de material vegetal seco, generalmente se
obtienen por evaporacion parcial o total del solvente en el extracto derivado de la
planta. Sefin la consisténcia y concentracion de los ingredientes activos, los

extractos se dividen em extractos liquidos, secos, blandos y congelados?.

Extracto seco

Los extractos secos o extractos en polvo, se elaboran extrayendo los
principios activos de una planta o fruta. En primer lugar, se lleva a cabo un proceso
denominado extraccion en el que la planta se sumerge en una solucion liquida,

que puede contener o no un disolvente. Ofrecemos extracciones con agua o
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hidroalcohol. Esto significa hacer un té altamente concentrado en el que todos los
ingredientes activos permanecen intactos y en grandes dosis. Tras la fase de
extraccion, el material se seca por aspersion. Es decir, hay un proceso de secado,

el liquido se evapora y la sustancia se convierte en polvo o extracto seco?.

Metabolito secundario o Principio activo
Sustancia quimica pura, siendo el causante de su actividad farmacolégica

y del tipo de uso terapéutico que puede atribuirsele a una droga?®”.

In vitro
Experimentos realizados en organismos vivos, en ambiente adecuado,

estéril y controlado?.

Halo de inhibicion:
Este es un circulo de color o transparencia variable formado alrededor de

una colonia microbiana?®.

Cepa

Cultivo puro formado por bacterias descendientes de un solo aislamiento®,

ATCC

Abreviatura del inglés, American Type Culture Collection3,

Disco de sensibilidad
Discos impregnados con alguna sustancia usados para determinar la

susceptibilidad de un microorganismo por difusion3

Medio de cultivo

Es el entorno artificial de sustancias nutritivas, que puede ser solido,
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semisalido o liquido, necesarias para el crecimiento y multiplicacion bacteriana in
vitro®,
Incubacién

Se refiere al cultivo bacteriano mantenido bajo condiciones que favorezcan

su debido su crecimiento y multiplicacion®
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CAPITULO 11l

HIPOTESIS

3.1.  Hipotesis General
Ha: Los extractos acuosos ¢ hidroalcohoélicos de hojas de Averrhoa carambola L.
“carambola” inhiben el crecimiento bacteriano y fingico.
Ho: Los extractos acuosos e hidroalcoholicos de hojas de Averrhoa carambola L.

“carambola” no inhiben el crecimiento bacteriano y fungico.

3.2. Hipotesis Especifica

Ha: Existe diferencias significativas en la actividad antibacteriana y antifangica
de las diferentes concentraciones de los extractos acuoso e hidroalcoholico
de hojas de Averrhoa carambola L. “Carambola”

Ho: No Existe diferencias significativas en la actividad antibacteriana y
antifingica de las diferentes concentraciones de los extractos acuoso e
hidroalcoholico de hojas de Averrhoa carambola L. “Carambola”.

Ha: La actividad antibacteriana y antifingica de los extractos acuoso e
hidroalcoholico de hojas de Averrhoa carambola L. “Carambola” es similar
a los controles positivos.

Ho: La actividad antibacteriana y antifingica de los extractos acuoso e
hidroalcohoélico de hojas de Averrhoa carambola L. “Carambola” no es

similar a los controles positivos.

3.3. Variables
Variable independiente

Extractos hidroalcoholico y acuoso

40



Variable dependiente

Actividad antibacteriana y antifungica
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OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Titulo: Evaluacion de la actividad antibacteriana y antiflingica de extractos acuoso e hidroalcohélico de hojas de Averrhoa carambola L.

“Carambola”
. . ESCALAY TIPO DE
DEFINICION DEFINICION
VARIABLE CONCEPTUAL OPERACIONAL DIMENSIONES INDICADORES VARIABLE DE
MEDICION
Variable Productos de la | Resultado de la
Independiente: obtencpn .de maceracion e |nfu§|0n Compuestos fengicos mg AG/100 g de
Extractos metabglltos secundarios | que cont!ene. metabolitos p muestra
hidroalcohdlico bloactl\_/_os, presentes en | secundarios importantes. o ‘
y acuoso los tejidos vegetales, Cuantitativa continua
utilizando solventes
puros o en mezclay una ) mg Quercetina/ 100
.. . Flavonoides
técnica de extraccion g de muestra
apropiada?’.
Variable Efecto de una sustancia | Milimetros de halos de | Concentraciones del
Dependiente: | sobre una bacteria u | inhibicion del desarrollo | extracto (25, 50, 75y
. h : de bacteri h 100% . o .
Actividad ongo & bactenias y hongos 2 Milimetros Cuantitativa continua
antibacteriana y
antifingica

Control positivo
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CAPITULO IV

METODOLOGIA

4.1.  Método de investigacion

El método de la investigacion corresponde al tipo hipotético-deductivo,
este consta de dos partes, una hipotética en la que se propone una hipotesis o teoria
de cualquier origen, para su comprobacién y la parte deductiva que extrae las

consecuencias de la prueba a partir de la hipotesis®.

4.2.  Tipo de Investigacion

Aplicada, fueron utilizados conocimientos adquiridos para confrontarlos

con la realidad.

4.3.  Nivel de investigacion

Nivel Explicativo, se manipulé una variable para observar su

comportamiento frente a la otra variable®.
4.4.  Disefio de la investigacion

La investigacion aplicd un disefio experimental, en el fue manipulada una

variable para producir cambios sobre la otra variable.

Control (+) R X1 01
Extracto 25% R Xz (o))
Extracto 50% R X3 O3
Extracto 75% R Xa Oy
Extracto 100% R Xs Os
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4.5.

4.6.

Dénde:

R = Microorganismo (Bacteria, Hongo)
X = Diferentes concentraciones de los extractos de carambola
O = Observacion

Poblacion y muestra
Poblacion
Conformada por las cepas microbiolégicas de Staphylococcus aureus

ATCC 25923; Escherichia coli ATCC 8739; Candida albicans ATCC 10231.

Muestra

Conformada por colonias de S. aureus ATCC 25923; E. coli ATCC 8739;
C. ATCC 10231, cultivadas en agar Mueller Hinton, para evaluar la actividad
antibacteriana y antifangica de diferentes concentraciones de los extractos y

controles.

Criterios de Inclusién
Cepas de bacterias y hongo morfoldgicamente iguales. Solo se emplearon cepas

recientes.

Criterios de Exclusion

Cepas de bacterias y hongos o muestras contaminadas.

Técnicas e Instrumentos de recoleccion de datos
4.6.1. Técnica
La técnica es un procedimiento sistematizado y operativo que se utiliza

para resolver problemas préacticos, elegidos segin que, porqué, para que y cOmo
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aprender®’; este estudio utilizd la OBSERVACION como técnica para observar
los cambios en el analisis fitoquimico y el analisis microbioldgico en placas

Petri.

4.6.2. Instrumento
Fichas de observacion para la recoleccion de datos, formuladas
eficazmente para la investigacion, en las que fueron registraron datos obtenidos

de cada tratamiento®.

Procedimientos
Obtencion de extractos
Para el estudio se utilizé hojas de Averrhoa carambola L. (carambola), fue
recolectada en Pichanaki, provincia de Chanchamayo - Junin a 525 msnm.
Identificada por el Mg. Hamilton Beltran Santiago (ver anexo), clasificada como

Averrhoa carambola L. (carambola)

- Extracto hidroalcohdlico

Maceracion de 10 g de hojas de carambola, secas y pulverizadas en 100
mL de etanol 70°, en frasco ambar de tapa ancha, agitando manualmente por 10
minutos cada dia, durante 7 dias; luego se filtrd y el liquido extractivo con los

metabolitos solubles, fue llevado a eliminacion total del etanol, en estufa a 40°C.

- Extracto acuoso

Con 10 g de hojas secas y pulverizadas de carambola, se prepard una
infusion con 100 mL de agua destilada a temperatura de ebullicion, se dejo en
reposo por 30 minutos, se filtro y el total del liquido extractivo se llevo a

desecacion en estufa a 40°C.
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Los extractos secos obtenidos sirvieron para determinar los metabolitos
solubles en los solventes utilizados y evaluar la actividad antibacteriana y

antifungica.

Estudio fitoquimico preliminar

El estudio fitoquimico sirve para reconocer metabolitos secundarios
presentes en los extractos, agrupados y clasificados segin las caracteristicas
generales del esqueleto de carbono y principales grupos funcionales,
permitiendo que se generalicen reacciones quimicas para el reconocimiento®-4°,
Los principales metabolitos secundarios de los extractos acuoso e
hidroalcohdlico, se enumeran a continuacion junto con las reacciones principales

de identificacion.

e Compuestos fenolicos
Identificados en 1 mL de extracto agregando 3 gotas de cloruro férrico, el
resultado rojo-vino revela positivo a compuestos fendlicos.

e Flavonoides
La reaccion de Shinoda, consiste en agregar 0.1g de limaduras de magnesio
y 3 gotas de HCI concentrado, a 1 mL del extracto. El resultado con un

colorido rosa o rojo indicara la presencia de flavonoides.

e Alcaloides
El reactivo de Dragendorff, forma un precipitado rojo ladrillo en presencia de
alcaloides, al adicionar 3 gotas a 1mL del extracto.
El reactivo de Mayer, evidencia la presencia de alcaloides por la formacion
de un precipitado blanco, adicionando 3 gotas del reactivo a 1 mL del

extracto.
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e Cumarinas
Se identifica con el reactivo de Baljet, en el que se agrega 1 mL del reactivo
a 1 mL del extracto. La aparicion de una coloraciéon o un precipitado rojo,

indica resultado positivo.

e Taninos
Se identifican con 1 gota de cloruro férrico que reacciona con 1 mL de
extracto tomando una tonalidad negra azulada en presencia de taninos
procedentes del &cido pirogalico, un color verde indicara la presencia de

derivados de la catequina.

e Saponinas
5 mL de extracto fueron agitados vigorosamente durante 30 segundos. La

formacion de espuma persistente por 3 min, indicara presencia de saponina.

4.6.5 Determinacion de la actividad antibacteriana y antiflingica
Se determind la actividad antibacteriana y antifungica, con el método
de Kirby & Bauer (difusion en agar), en el medio de cultivo Miller Hinton.
Extractos hidroalcohdlico y acuoso al 25, 50, 75y 100%, frente a las
bacterias Staphylococcus aureus ATCC 25923 'y Echerichia coli ATCC
8739.
Extractos hidroalcoholico y acuoso en concentraciones al 25, 50, 75
y 100%, frente a la cepa fungica Candida albicans.
Para las cepas bacterianas se utilizé ciprofloxacino como control positivo

y Fluconazol para la cepa fungica.
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El Método de difusion en agar de Kirby y Bauer:

Consiste en depositar discos de papel de filtro embebidos con las diferentes
concentraciones de los extractos, sobre la superficie de agar en una placa petri
previamente inoculada con el microorganismo. Tan pronto el disco se pone en
contacto con la superficie himeda del agar, el filtro absorbe agua y el extracto
difunde al agar. Transcurridas 18-24 horas de incubacion para bacterias y 72 horas
de incubacién para la cepa fingica, los discos aparecen rodeados por una zona de

inhibicion.

Fueron medidos tres diametros de cada halo de inhibicion empleando un
vernier. Los valores conseguidos se utilizaron para calcular el promedio del
didmetro.

Se realizaron 10 repeticiones para cada concentracion de extractos

probados y grupos de control. La presencia de un halo inhibidor definido

alrededor del disco empapado en el extracto indica la actividad positiva.

4.7.  Técnicas de procesamiento y analisis de datos

4.7.1. Andlisis estadistico

Los datos recopilados se organizaron en una base de datos de Microsoft
Excel, que se exportd a SPSS (Statistical Package for Social Sciences) v25 para
su analisis, utilizando un disefio factorial completamente aleatorizado (DCA).
La prueba se utilizé6 para homogenizar la muestra y el analisis de varianza
(ANOVA) se utilizo6 para evaluar la diferencia de diametros de los halos.
La prueba post hoc de Tukey, sirvid para identificar la dilucion con mayor

tamafio de didmetro de inhibicion.
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La sensibilidad de los microorganismos frente a cada tratamiento, se analizaron

con la escala de Duraffourd.
4.8.  Aspectos éticos de la investigacion

Los procedimientos de investigacion se realizaron respetando lo
determinado en el Codigo de Etica para la Investigacion, Reglamento General de

Investigacion.

Para este estudio, no se considero el consentimiento informado por tratarse
de una muestra de cepas microbioldgicas, siguiendo estrictamente las buenas
practicas de laboratorio y bioseguridad, manipulando correctamente las muestras
y los desechos, evitando la contaminacion de los organismos vivos y el medio
ambiente.

Se tuvo en cuenta valores éticos de autonomia, beneficencia y no
maleficencia. Los datos obtenidos se utilizaran unicamente para los fines de la
investigacion, conforme a lo especificado en los articulos 27 y 28 del Reglamento
General de Investigacion y en los articulos 4 y 5 del Codigo de Etica para la

investigacion Cientifica de la Universidad Peruana Los Andes.
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CAPITULO V

RESULTADOS

5.1.  Descripcion de los Resultados

Tabla 1. Metabolitos secundarios presentes en los extractos acuoso e hidroalcohélico

de hojas de Averrhoa carambola L. “Carambola”

; EXTRACTOS
METABOLITO REACCION
HIDROALCOHOLICO ACUOSO
Azlcares Molish + t+
Aminoacidos libres Ninhidrina + +
Flavonoides Shinoda T+ ++
Saponinas Espuma + +
Triterpenoides y Libermann- + )
esteroides Burchard
Taninos Cloruro férrico t+ t+
Taninos Gelatina sal ++ +
Cumarinas Baljet ++ ++
Quinonas Borntrager - -
Alcaloides Dragendorff + +
Alcaloides Mayer + +
Antocianinas y oo Rosenheim ++ +
flavonoides catéquicos
Fenoles Cloruro férrico + +
Leyenda: Baja (+) Moderada (++) Alta (+++) Ausente (-)

Interpretacion:

Los metabolitos presentes en hojas de carambola fueron extraidos en funcién a la
solubilidad en los solventes utilizados, los extractos acuoso e hidroalcohdlico no fueron
sometidos a tratamiento previo para el analisis de un metabolito en particular; el ensayo
fitoquimico preliminar es un analisis rapido en el que los metabolitos se identifican al

reaccionar con los reactivos.
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En la tabla 1 se muestra los diversos metabolitos, entre ellos flavonoides,
saponinas, taninos, cumarinas, alcaloides, flavonoides catequicos y antocianinas; lo que

podria justificar el uso de esta especie vegetal en el tratamiento de diversas afecciones.

Tabla 2. Polifenoles totales de extractos de hojas de Averrhoa carambola

“Carambola”
mg AG / 100 g de muestra
Desviacion
Extracto 1 2 3 Promedio
estandar
Hidroalcohdlico 292,22 301,85 356,48 316,85 28,30
AcCu0so 240,11 208,76 235,99 228,29 13,91

Interpretacion: El extracto hidroalcohdlico de hojas de carambola contiene mayor
cantidad de polifenoles totales con respecto al extracto acuoso expresado en equivalente

a mg de acido galico en 100g de la muestra, como se observa en la tabla 2.
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Tabla 3. Flavonoides totales de extractos de hojas de Averrhoa carambola

“carambola”.
mg QE / 100 g de muestra
Extracto 1 2 3 Promedio DeS\{lacmn
estandar
Hidroalcohdlico 51,70 55,02 53,14 53,19 1,36
Acuoso 46,65 49,82 46,12 47,53 1,63

Interpretacion: En el contenido de flavonoides totales expresados en equivalente a mg
de quercetina en 100 g de muestra, se aprecia mayor contenido en el extracto
hidroalcoholico, se entiende con lo observado que los flavonoides tienen mayor

solubilidad en la mezcla de solventes agua-alcohol, del extracto hidroalcoholico.
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Tabla 4. Actividad antibacteriana de diferentes concentraciones de los extractos

acuoso e hidroalcohélico de hojas de Averrhoa carambola L. “Carambola” frente a

Staphylococcus aureus

95% de inter. de conf.

para la media

Desv. Error. Lim. Lim.
Grupos N Media Est Est.  inferior  superior Min. Max.
E. Hidroalcoholico 10 8,99 0,68 0,21 8,50 9,47 7,80 10,30
25%
E. Hidroalcoholico 10 13,01 0,37 0,12 12,74 13,27 12,60 13,80
50%
E. Hidroalcoholico 10 15,14 0,47 0,15 14,80 1547 14,60 15,90
75%
E. Hidroalcoholico 10 18,81 0,67 0,21 18,33 19,28 17,50 19,70
100%
E. acuoso 25% 10 6,07 033 0,11 5,83 6,30 5,70 6,80
E. acuoso 50% 10 895 061 0,19 8,51 9,38 8,10 9,80
E. acuoso 75% 10 1194 0,70 0,22 11,44 12,43 10,60 12,90
E. acuoso 100% 10 13,80 0,62 0,20 13,35 1424 12,90 14,80
C. Positivo 10 21,02 069 0,22 20,52 21,51 20,30 22,10
(Ciprofloxacino)
C. Negativo (SSF) 10 590 051 0,16 5,53 6,26 5,20 6,60
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Tratamiento

Figura 8. Representacion grafica de la actividad bacteriana de diferentes concentraciones

de los extractos frente a Staphylococcus aureus

Interpretacion: Los promedios de halos de inhibicion del crecimiento de Staphylococcus
aureus, muestran diametros de los halos de inhibicion diferentes. En el extracto
hidroalcohdlico se observa halos de inhibicion de 8,99 +0.68 mm al 25%; 13,01 + 0,37
mm al 50%; 15,14 +0,47 mm al 75% y un promedio de 18,81 = 0,67 mm en la
concentracion 100%. Con respecto al extracto acuoso se observé halos de inhibicién a
partir de la concentracion al 50% halos de 8,95 + 0,61 mm:; al 75% un promedio de 11,94
+ 0,70 mm; al 100% un promedio de 13,80 + 0,62 mm. En el control positivo

ciprofloxacino se observo halos de 21,02 + 0,69 mm;

21



Tabla 5. Actividad antibacteriana de diferentes concentraciones de los extractos

acuoso e hidroalcohélico de hojas de Averrhoa carambola frente a Escherichia coli

95% de inter. de
conf. para la media

Desv. Error. Lim. Lim. Max.
Grupos N Media Est Est. inferior superior Min. N
E. Hidroalcoholico 10 6,50 0,63 0,20 6,04 6,95 5,70 7,40
25%
E. Hidroalcoholico 10 8,26 0,57 0,18 7,85 8,66 7,10 8,90
50%
E. Hidroalcoholico 10 9,23 0,54 0,17 8,84 9,61 8,10 9,90
75%
E. Hidroalcoholico 10 10,96 0,60 0,19 10,52 11,39 10,00 11,90
100%
E. acuoso 25% 10 579 048 0,15 5,44 6,13 5,00 6,50
E. acuoso 50% 10 6,98 0,34 0,11 6,73 7,22 6,20 7,30
E. acuoso 75% 10 7,10 0,36 0,11 6,84 7,35 6,50 7,60
E. acuoso 100% 10 7,78 0,46 0,15 7,45 8,10 7,10 8,40
C. Positivo 10 2229 1,25 0,40 21,39 23,18 20,40 23,90
(Ciprofloxacino)
C. Negativo (SSF) 10 562 0,47 0,15 5,28 5,95 5,00 6,30
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Figura 9. Representacion grafica de diferentes concentraciones de los extractos frente a

Escherichia coli

Interpretacion: En latabla 5y figura 9, se aprecian los diametros de inhibicion promedio
de grupos; al comparar el comportamiento de cada grupo en relacion a la actividad
antibacteriana, se observa que los de halos inhibicidn del crecimiento de E. coli, aumentan
proporcionalmente al aumentar la concentracion de los extractos hidroalcoholico y
acuoso. El extracto hidroalcoho6lico muestra halos promedio de 8,26 + 0,57 mm en la
concentracion al 50%, seguida de 9,23 + 0,54 mm en la concentracién al 75%,
aumentando los halos promedio a 10,96 £ 0,60 mm en la concentracion al 100%. El
extracto acuoso se observa promedios menores, a partir de la concentracion al 75% con
halos de 7,10 + 0,36 mmy 7,78 + 0,46 mm al 100%, lo que permite comprender que la
solubilidad de los metabolitos es diferente en cada uno de los solventes utilizados en la
extraccion. Con respecto al control positivo (ciprofloxacino), mostré inhibicién de 22,29

+1,25 mm
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Tabla 6. Actividad antifungica de diferentes concentraciones de los extractos acuoso e

hidroalcohélico de hojas de Averrhoa carambola L. “Carambola” frente a Candida

albicans
95% de interv. de
conf.
para la media
Desv. Error. Lim. Lim.
Grupos N Media Est  Est. inferior superior Min. Max.
E. Hidroalcohélico 25% 10 6,98 0,81 0,26 6,40 7,56 6,00 8,40
E. Hidroalcohélico 50% 10 7,77 0,56 0,18 7,37 8,17 7,10 8,90
E. Hidroalcohélico 75% 10 8,15 0,50 0,16 7,79 8,51 7,30 8,90
E. Hidroalcohélico 100% 10 8,58 0,57 0,18 8,17 8,99 7,70 9,40
E. acuoso 25% 10 6,36 0,43 0,14 6,05 6,67 5,90 7,10
E. acuoso 50% 10 9,73 0,84 0,27 9,13 10,33 8,70 11,40
E. acuoso 75% 10 9,90 0,73 0,23 9,38 10,42 8,80 10,90
E. acuoso 100% 10 10,75 0,84 0,27 10,15 11,35 9,60 12,30
C. Negativo (SSF) 10 5,83 0,28 0,09 5,63 6,03 5,50 6,30
C. Positivo (Fluconazol) 10 1895 1,13 0,36 18,14 18,76 16,40 19,10
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Figura 10. Representacion grafica de la actividad antifungica de diferentes

concentraciones de los extractos acuoso e hidroalcohdlicos frente a Candida albicans

Interpretacion: La actividad antifingica de los promedios de halos de inhibicion de los
extractos acuoso e hidroalcohélico de Averrhoa carambola observada en la tabla 6 y
figura 10, nos muestra que el extracto hidroalcohdlico inhibe el crecimiento de C.
albicans en las concentraciones al 75y 100% con halos de 8,15 + 0,50 mmy 8,58 + 0,57
mm, didmetros menores que los mostrados en el extracto acuoso, con halos de 9,73 £ 0,84
mm en la concentracién al 50%, seguida de la concentracion al 75% que muestra halos
de 9,90 £ 0,73 mm y en la concentracion al 100% halos de 10,75 = 0,84 mm. EIl control

positivo fluconazol mostr6 halos de inhibicion de 18,95+ 1,13 mm.
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5.2. Contrastacion de Hipdtesis

Tabla 7. Andlisis de varianza (ANOVA) de los tratamientos frente a Staphylococcus

aureus
Suma de cuadrados al Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 16.881 9 1.876 700.861 0.000
Dentro de grupos 0.241 90 0.003
Total 17.122 99

Interpretacion: El analisis de varianza (ANOVA) muestra un contraste significativo entre
las medias de los halos de inhibicion de los tratamientos analizados cuando se compara
el valor de p con un valor de significancia alfa de 0,05; encontramos un p valor por debajo
de 0,05 por lo que se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis alternativa lo que
indica que existe una diferencia estadisticamente significativa en al menos uno de los

tratamientos analizados.
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Tabla 8. Anélisis de HSD Tukey para Spaphylococcus aureus

Subconjunto para alfa = 0.05

Grupos N 1 2 3 4 5 6 7
Control Negativo 10 1.9930

(SSF)

Extracto acuoso 25% 10 2.0162

Extracto acuoso 50% 10 2.3444

Extracto 10 2.3483

Hidroalcohdlico 25%

Extracto acuoso 75% 10 2.6230

Extracto 10 2.7128

Hidroalcohdlico 50%

Extracto acuoso 100% 10 2.7754

Extracto 10 2.8776
Hidroalcohdlico 75%

Extracto 10 3.1310
Hidroalcohdlico 100%

Control Positivo 10 3.2693

(Ciprofloxacino)
Sig. 0.992 1000 1.000 0.188 1.000 1.000 1.000

Interpretacion: La prueba de Tukey analiza los subgrupos homogéneos y permite
determinar las diferencias significativas entre cada tratamiento analizado, determinando
que los tratamientos presentan diferente efectividad antibacteriana frente a S. aureus. Se
observa que los tratamientos acuosos al 25% y control negativo no presentan efectividad
antibacteriana; asi como concentracion hidroalcoholicos al 25% y acuosas al 50%; el
extracto hidroalcohdlico al 50% y acuoso al 100% tienen una actividad antibacteriana
similar. Con respecto a Ciprofloxacino se observa un mejor efecto antibacteriano seguido

del extracto hidroalcohdlico al 100% y 75%.
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Tabla 9. Comparaciéon de la actividad antibacteriana de los extractos acuoso e
hidroalcoholico de Averrhoa carambola “carambola” y Ciprofloxacino frente a
Staphylococcus aureus

Escala de Duraffourd

Tratamiento Sensibilidad Sensible Muy Sumamente
nula. <8mm 8-14mm sensible sensible
15-20 mm >20 mm

E. Hidroalcoholico 8,99
25%

E. Hidroalcoholico 13,01
50%

E. Hidroalcoholico 15,14
75%

E. Hidroalcoholico 18,81
100%

E. acuoso 25% 6,07

E. acuoso 50% 8,95
E. acuoso 75% 11,94
E. acuoso 100% 13,80

C. Positivo 21,02
(Ciprofioxacino)

C. Negativo (SSF) 5,90

Interpretacion: El andlisis comparativo de didmetros de los halos de inhibicion formados
frente a S. aureus, muestra en el extracto acuoso sensibilidad a las concentraciones al 50,
75y 100%; en el extracto hidroalcoholico muestra sensibilidad en las concentraciones al
25 y 50%, muy sensible en las concentraciones al 75y 100%; y sumamente sensible al
ciprofloxacino, los hallazgos nos permiten apreciar que los extractos tienen actividad
similar al control positivo, la sensibilidad mayor podria deberse a la mezcla de

metabolitos de los extractos o a la técnica de extraccion utilizada.
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Tabla 10. Analisis de varianza (ANOVA) de los tratamientos frente a Escherichia

coli
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 14.876 9 1.653 463.824 0.000
Dentro de grupos 0321 90 0.004
Total 15.197 99

Interpretacion: El analisis de varianza (ANOVA) muestra una diferencia significativa
entre las medias de los halos de inhibicion de los tratamientos estudiados cuando se
compara el valor p con un valor de significacién alfa de 0,05; encontramos un valor p,
por debajo de 0,05, por lo que se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipétesis
alternativa, lo que indica que existe una diferencia estadisticamente significativa en al

menos uno de los tratamientos analizados.
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Tabla 11. Analisis de HSD Tukey para Escherichia coli

Subconjunto para alfa = 0.05

Grupo N 1 2 3 4 5 6

Control Negativo 10 1.9558

(SSF)

Extracto acuoso 25% 10 1.9786

Extracto 10 2.0691

Hidroalcoholico 25%

Extracto acuoso 50% 10 2.1288

Extracto acuoso 75% 10 2.1430 2.1430

Extracto acuoso 100% 10 2.2204 2.2204

Extracto 10 2.2724

Hidroalcoholico 50%

Extracto 10 2.3730

Hidroalcoholico 75%

Extracto 10 2.5371
Hidroalcoholico 100%

Control Positivo 10 3.3440
(Ciprofloxacino)

Sig. 0.997 0.164 0121 0.637 1000 1.000 1.000

Interpretacion: EIl analisis de los subgrupos homogéneos ayuda a determina las

diferencias significativas entre cada grupo analizado, observando que los grupos

presentan diferente efectividad antibacteriana frente a E. coli. Se observa grupos con

diferencias significativas y grupos con similitud de medias; los tratamientos acuosos al

25% y control negativo no presentan actividad antibacteriana; asi mismo los tratamientos

hidroalcohodlicos al 25% y acuoso al 50%; extracto hidroalcohdlico al 50% y acuoso al

100% presentan similitud de actividad antibacteriana. Con respecto a Ciprofloxacino se

observa un mejor efecto antibacteriano seguido del extracto hidroalcohélico al 75y 100%.
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Tabla 12. Comparacion de la actividad antibacteriana de los extractos acuoso e
hidroalcoholico de Averrhoa carambola “carambola” y Ciprofloxacino frente a

Escherichia coli

Escala de Duraffourd

Tratamiento Sensibilidad Sensible Muy sensible Sumamente
nula <8 mm 8_14mm 15— 20 mm sensible
>20 mm
E. Hidroalcoholico 25% 6,50
E. Hidroalcoholico 50% 8,26
E. Hidroalcoholico 75% 9,23
E. Hidroalcoholico 100% 10,96
E. acuoso 25% 5,79
E. acuoso 50% 6,98
E. acuoso 75% 7,10
E. acuoso 100% 7,78
C. Positivo (Ciprofloxacino) 22,29
C. Negativo (SSF) 5,62

Interpretacion: En la sensibilidad de E. coli, evaluada con la escala. de Duraffourd se
observa sensibilidad nula frente al extractos acuosos en las concentraciones ensayadas, al
igual que el extracto hidroalcoholico al 25% y el control negativo. En el extracto
hidroalcoholico al 50%, 75% y 100% se observa sensibilidad en 8,26, 9,23 y 10,96 mm
respectivamente; el ciprofloxacino (control positivo) muestra que la E. coli es sumamente

sensible con un diametro de halo de inhibiciéon de 22,29 mm.
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Tabla 13. Andlisis de varianza (ANOVA) de los tratamientos frente a Candida

albicans
Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 29.636 9 3.293  623.587 0.000
Dentro de grupos 0475 90 0.005
Total 30.111 99

Interpretacion: El analisis de varianza (ANOVA) muestra una diferencia significativa
entre las medias de los halos de inhibicion de los tratamientos estudiados, cuando se
compara el valor p con el valor de significacion alfa de 0,05; encontramos un valor p, por
debajo de 0,05 por lo que se cuestiona la hipdtesis nula y se acepta la hipétesis alternativa
que afirma que una existe diferencia estadisticamente significativa en al menos uno de

los tratamientos analizados.
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Tabla 14. Analisis de HSD Tukey para Candida albicans

Subconjunto para alfa = 0.05
Grupo N 1 2 3 4 5 6 7
Control Negativo (SSF) 10 2.0561
Extracto acuoso 25% 10 2.1301 2.1301

Extracto 10 2.2106 2.2106

Hidroalcoholico 25%

Extracto 10 2.3118 2.3118

Hidroalcoholico 50%

Extracto 10 2.3577

Hidroalcoholico 75%

Extracto 10 2.4076

Hidroalcoholico 100%

Extracto acuoso 50% 10 2.5339

Extracto acuoso 75% 10 2.5525 2.5525

Extracto acuoso 100% 10 2.6397

Control Positivo 10 3.0702
(Fluconazol)

Sig. 0415 0.295 0.071 0.107 1.000 0.196 1.000

Interpretacion: El analisis de los subgrupos homogéneos permite determinar las
diferencias significativas entre cada grupo analizado, observando que los grupos
presentan diferente efectividad antibacteriana frente a C. albicans. Se observa grupos con
diferencias significativas y grupos con similitud de medias; los tratamientos acuosos al
25% y control negativo no presentan actividad antibacteriana; asi mismo los tratamientos
hidroalcohodlicos al 25% y acuoso al 50%; extracto hidroalcohélico al 50% y acuoso al
100% presentan similitud de actividad antibacteriana. Con respecto a fluconazol se

observa un efecto antifungico similar seguido del extracto hidroalcohélico al 75y 100%.
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Tabla 15. Escala de sensibilidad de la actividad antifangica de los extractos
hidroalcoholico y acuoso de Averrhoa carambola “carambola” frente a Candida

albicans

Escala de Duraffourd

Tratamiento Sensibilidad Sensible Muy Sumamente
nula <8mm 8-14mm sensible sensible > 20
15-20 mm mm

E. Hidroalcoholico 6,98

25%

E. Hidroalcoholico 7,77

50%

E. Hidroalcoholico 8,15
75%

E. Hidroalcoholico 8,58
100%

E. acuoso 25% 6,36

E. acuoso 50% 9,73
E. acuoso 75% 9,90
E. acuoso 100% 10,75

C. Positivo 18,95
(Fluconazol)
C. Negativo (SSF) 5,83

Interpretacion: Los resultados de la evaluacion de sensibilidad de C. albicans, evaluada
con la escala de Duraffourd, muestran sensibilidad nula, el extracto acuoso al 25%,
hidroalcohdlico al 25% y 50% v el control negativo; segun la escala C. albicans es
sensible, frente al extracto hidroalcohdlico al 75% (8,15 mm), al 100% 8,58 mm), con
respecto al extracto acuoso la concentracion al 50% (9,73mm), al 75% (9,90 mm) y al
100% (10,75 mm), frente a fluconazol (control positivo) se muestra muy sensible con un

didmetro de halo de inhibicion de 18,95 mm.
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ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

La resistencia a los antimicrobianos, es un grave problema global de salud
publical, el incremento y mal uso de los antibidticos son factores relacionados que
contribuyen al desarrollo de resistencia; lo que exige una bulsqueda constante de
moléculas nuevas, mas potentes y sobre todo mas seguras que las existentes®, en esta
bldsqueda cientificos de todo el mundo consideran a las plantas como un recurso valioso
de moléculas efectivas y seguras para desarrollar medicamentos para diversas
enfermedades, incluidas las infecciones causadas por la bacterias, basandose en el
conocimiento ancestral y la etnomedicina, como fuente preliminar de informacion, para
estudios fitoquimicos, identificacion de principios activos y estudios de bioactividad

permiten el desarrollo de nuevos farmacos con bajos efectos secundarios®.

En la presente investigacion se realizd un “ensayo fitoquimico preliminar de los
extractos hidroalcoholico y acuoso de carambola, con el fin de contribuir con evidencias
que respalde las propiedades medicinales comunes en prevencion y tratamiento de
enfermedades causadas por microorganismo. que permitio identificar cualitativamente la
presencia de los principales metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana, lo que
justificaria el uso popular de esta especie vegetal en el tratamiento antimicrobiano, de

acuerdo a las referencias de Chipa y Ruiz”’

En el extracto hidroalcohdlico identificamos flavonoides, saponinas, taninos,

cumarinas, alcaloides, flavonoides catequicos y antocianinas, resultados que concuerdan

con los hallados en extractos hidroalcohdlicos por Chipay Ruiz’ que reportan la presencia
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de alcaloides, flavonoides y compuestos fenélicos de igual manera Coronado®, hallaron
alcaloides, fenoles, taninos. En la muestra vegetal sometida a extraccién con agua
caliente, forma de preparacion de la poblacion, se hallaron flavonoides, saponinas,
taninos, cumarinas, alcaloides, flavonoides catequicos y antocianinas, coincidentes con
los hallados en el extracto hidroalcohdlico y en diferentes investigaciones nacionales e

internacionales.

De la actividad antibacteriana de los extractos hidroalcohdlico y acuoso de hojas
de carambola frente a S. aureus mostrados en la tabla 4 se puede observar en la
concentracion al 25% un halo de inhibicion de 8,99 +0.68 mm, al 50% un promedio de
13,01 + 0,37 mm, al 75% un promedio de 15,14 +0,47 mm siendo mayor la concentracion
100% con un halo de inhibicién de 18,81 + 0,67 mm; con respecto al extracto acuoso la
concentracion al 25% ( 6,07 + 0,33 mm), no muestra inhibicion, al 50% muestra un
promedio de 8,95 + 0,61 mm, al 75% un promedio de 11,94 £ 0,70 mm y al 100% un
promedio de 13,80 + 0,62 mm; el grupo control ciprofloxacino muestra un de halo

inhibicion de 21,02 + 0,69 mm

En la tabla 7 se observa resultados significativos determinada en el analisis
estadistico de varianza p<0.05 demostrando que al menos una de las concentraciones de
los extractos ensayados manifestd actividad antibacteriana diferente frente a S. aureus ,
la prueba de comparaciones multiples del rango Unico de Tukey en la tabla 8, indica que
el mejor efecto antibacteriano lo evidencid la concentracion al 100% del extracto
hidroalcohodlico. Sin embargo, al comparar los halos de inhibicién con el grupo control
positivo ciprofloxacino mostrado en la figura 8 se observa medidas mayores que los

grupos al 100% de los extractos hidroalcoholicos y acuoso.
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En las investigaciones realizada por Uriol et al'ly Naguera et al** entre otros
lograron determinar la inhibicion del crecimiento de extractos sobre la bacteria Gram
positiva Staphylococcus aureus, considerando de esa manera el potencial antibacteriano
de los extractos hidroalcoholico y acuoso de carambola frente a bacterias Gram positivas,
confirmado por el presente estudio en donde la mejor actividad antibacteriana de los
extractos seria al 100%, resultados similares con investigaciones que afirman que a

concentraciones de 60% se observa inhibicién del crecimiento de S. aureus'®.

En la inhibicion del crecimiento de la bacteria Gram negativa Escherichia coli
mostrado en la tabla 10, se observa las medias de inhibicién de los grupos de tratamiento
en donde las concentraciones al 100% de los extractos hidroalcohdlico y acuoso fueron
de 10,96 £ 0,60 mm y 7,78 + 0,46 mm respectivamente, estos resultados no coinciden
con los resultados del presente estudio frente a la bacteria Gram positiva S. aureus.
Alderete** menciona que las bacterias Gram positivas pueden resultar mas susceptibles a
los antibacterianos debido a que no tienen una barrera segura por presentar una sola capa
exterior de peptidoglicano, contrario a las bacterias Gram negativas que poseen una doble
membrana y enzimas en torno al plasma, que impide el ingreso de diversos
antibacterianos y descompone moléculas extrafias. Estudios como el de Moya® han
reportado que no evidenciaron ninguna actividad del extracto hidroalcohdlico sobre E.

coli resultados similares al nuestro.

En cuanto al control positivo, se eligio ciprofloxacino como control positivo

porgue es un agente antibacteriano eficaz contra bacterias grampositivas y gramnegativas.

Comparado con los diametros medios de los tratamientos mostrados en el grafico 9, se
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observa que el didmetro de ciprofloxacino es de 22,29 + 1,25 mm superior a la

concentracion media de los extractos probados.

En la tabla 16 se muestra los promedios de inhibicion del crecimiento de C.
albicans donde se observa que el extracto hidroalcoholico de carambola al 100% un
promedio de 8,58 + 0,57 mm con mejor efecto antifingico el extracto acuoso en la misma
concentracion con un promedio de 10,75 + 0,84 mm. En resultados reportados por
Azuaje'? en la concentracion de 529 mg/ul y un halo de inhibicion de 14 mm de didmetro,
el cual estaria clasificado en el rango de sensible tabla 21, lo que corrobora nuestro

resultado clasificado en el mismo rango.

De la comparacion de los promedios de las concentraciones que mostraron
actividad antiflngica, se observé en el control positivo Fluconazol un didmetro promedio
de halo de inhibicién de 18,95 + 1,13 mm, mayor que las concentraciones al 100% de los
extractos hidroalcohdlicos y acuoso. En relacion a las diferencias encontrados con los
controles positivos elegidos en el presente estudio y los extractos de carambola a pesar
de encontrarse dentro de los rangos de sensibilidad que presentan los diametros de
inhibicion de los microorganismos podria deberse a factores como la concentracion de
fitoconstituyentes en la parte de la planta, a los solventes utilizados, al tipo de cultivo de

la planta, a la concentracion insuficiente de los extractos.

El efecto antibacteriano y antifingico presentaron un comportamiento
dependiente de la concentracion del extracto, observando los mejores efectos en las
concentraciones méas elevadas del estudio. El efecto inhibitorio del crecimiento de las

cepas bacterianas Staphylococcus aureus, Escherichia coli y la cepa flngica, podria estar
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relacionado con los metabolitos secundarios presentes en los extractos, particularmente a
los compuestos fendlicos, flavonoides y taninos. Seglin Sabogal, los extractos de plantas
utilizados como fuentes de compuestos bioactivos son capaces de inhibir cepas
microbianas que se debe a la capacidad de los componentes especialmente los compuestos
fendlicos, para formar complejos con proteinas extracelulares solubles y con las paredes
celulares bacterianas; ademas, estos metabolitos secundarios son capaces de inactivar
adhesinas microbianas, enzimas y proteinas transportadoras de la pared celular®?, los que

confirmaria nuestros resultados .
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CONCLUSIONES

1. El extracto hidroalcoholico de hojas de Averrhoa carambola L. “carambola”
presenta actividad antibacteriana y antifingica frente a alguno de los

microorganismos estudiados.

2. Se identificaron flavonoides, taninos, cumarinas, alcaloides, flavonoides
catequicos y antocianinas, siendo especialmente los compuestos fendlicos,
flavonoides y taninos los metabolitos secundarios con actividad antibacteriana y

antifangica.

3. La actividad antibacteriana y antifungica de los extractos hidroalcohdlicos y
acuoso, mostraron variaciones en cada concentracion. El extracto hidroalcohdlico
presento halos de inhibicidn del crecimiento de S. aureus entre 8,99 y 18,81 mm,
frente a E. coli entre 8,26 y 10,96 mm; frente a C. albicans entre 8,15 +0,50 y 8,58
mm. Las concentraciones del extracto acuoso presentan inhibicién del
crecimiento de S. aureus entre 11,94 y 13,80 mm, frente a E. coli no mostro
inhibicidn en ninguna de sus concentraciones; frente a C. albicans entre 9,73 y

10,75 mm.

4. Se encontré diferencias entre la actividad antibacteriana y antifingica de los
extractos hidroalcohdlico y acuoso de hojas de Averrhoa carambola L.
“Carambola” y los controles positivos ciprofloxacino para las cepas bacterianas y
fluconazol para la cepa fungica con mayor diametro de halo de inhibicion de los

microorganismaos.
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RECOMENDACIONES

Continuar estudios de esta especie vegetal considerando otras técnicas para obtener

extractos con resultados mas contundentes de actividad antimicrobiana.

Realizar pruebas de purificacion de los componentes fitoquimicos de la especie.

Considerar los resultados de la presente investigacion para analizar el potencial

antimicrobiano de los componentes fitoquimicos aislados.

Determinar la actividad antibacteriana y antifingica con controles positivos de

diferente mecanismo de accion.
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Anexo 1. Matriz de consistencia

ANEXOS

TITULO: EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA Y ANTIFUNGICA DE EXTRACTOS ACUOSO E HIDROALCOHOLICO
DE HOJAS DE Averrhoa carambola L. “CARAMBOLA”
AUTOR: Bachiller Vilma Vergara Gonzales

VARIABLES DE INVESTIGACION

FORMULACION DEL PROBLEMA OBJETIVOS Variables Dimensién Indicador METODOLOGIA
Objetivo Gen_er_al ) ) V. Independiente Compuestos 1.Tipo do_e in\{e,stiggc_ién. - ) o

Problema General Evaluar la actividad antibacteriana y o Investigacion basica, transversal, prospectivo, explicativo.

¢Cuél serd la actividad antibacteriana y | antifingica de extractos acuoso e | Extractos de hojas fendlicos 2.Disefio de la investigacion. -

antifngica de los extractos acuoso e | hidroalcohdlico  de  hojas de de Averrhoa Metabolitos Taninos Experimental. _ o _ o )

hidroalcohdlico de hojas de Averrhoa | Averrhoacarambola L. “carambola” carambola secundarios ) 3.Lugar y periodo de la investigacion. - La investigacion se desarrollara en la

carambola L. “Carambola”? “carambola” Flavonoides ciudad de Huancayo, departamento de Junin, entre los meses de octubre a

Objetivos especificos - diciembre de 2021.
o . Alcaloides -

Problemas secundarios 1. Identificar ~ los metabolitos 4.Poblacion y muestra. —

o ;Cuales seran los metabolitos secundarios secundarios presentes en los Poblacion: - Cepas microbioldgicas de Staphylococcus aureus ATCC 25923;
presentes en los extractos acuoso e extractos acuoso e hidroalcohélico Escherichia coli ATCC 8739, Candida albicans ATCC 10231
hidroalcohdlico de hojas de Averrhoa de hojas de Averrhoa carambola Muestra: Colonias de Staphylococcus aureus ATCC 25923; Escherichia coli
carambola L. “Carambola” con actividad L. “Carambola” con actividad ATCC 8739; Candida albicans ATCC 10231, cultivadas en placa petri con
antibacteriana y antiftngica? antibacteriana y antiflngica. agar Mueller Hinton.

2. Determinar la actividad 5.Métodos, técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
P . - ; ; antibacteriana antifingica de DA b ) o e o

. cCl_Ja] sera la a_cthldad antlbacterlqna y diferentes concZntracioneg de los 5.1 Métodos y técnicas. - Métodos y técnicas de anlisis cualitativo para
antifingica de diferentes concentraciones - A y identificar metabolitos secundarios solubles en cada uno de los solventes
de los extractos acuoso e hidroalcohdlico extractos acuoso e hidroalcohdlico . Diametro del h " P cava

¢ de hojas de Averrhoa carambola V. Dependiente halo de eIe_glgios (agu_a, alco_hol de 70_), an_aI|S|s microbioldgico para evaluar la
de hojas de Averrhoa carambola L. L. “Carambola” inhibicion del actividad antibacteriana y antiflngica.
Carambola”? 3 Comparar .Ia actividad Actividad - milimetros 5.2 Instrumentos. - Ficha de recoleccion de datos para la observacion directa de
. i o . . " antibacteriana y antifangica de los antibacteriana y crecimiento cada cambio, validado por juicio de expertos.

e ¢Cual sera la actividad antibacteriana y extractos acuoso e hidroalcohdlico antifingica bacteriano y Los datos obtenidos seran almacenados en un Instrumento de recoleccion de

antifingica de los extractos acuoso e fingico datos.

hidroalcohdlico de hojas de Averrhoa
carambola L. “Carambola” comparada
con controles positivos?

de hojas de Averrhoa carambola
L. “Carambola” con controles
positivos.

6.Procesamiento de datos

6.1 Estudio fitoquimico

6.2 Determinacion la actividad antibacteriana y antifingica
7.Andlisis estadistico

Disefio estadistico factorial completamente al azar.
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Anexo 2. Matriz de operacionalizacion de variables

VARIABLE

DEFINICION
CONCEPTUAL

DIMENSIONES

INDICADOR

ESCALA Y TIPO DE
VARIABLE DE
MEDICION

Variable independiente

Extractos de Averrhoa

carambola “carambola’”

Productos de la obtencion
de metabolitos secundarios
bioactivos, presentes en
los tejidos vegetales,
utilizando solventes puros
0 en mezcla y una técnica
apropiada?’.

Compuestos fendlicos

mg AG/100 g de muestra

Flavonoides

mg Quercetina/ 100 g de
muestra

Alcaloides

% (p/p:p/v)

Cuantitativa

Continua

Variable dependiente

Actividad antibacteriana
y antifungica

Medida de los efectos de
un compuesto
antimicrobiano.

Concentraciones del
extracto (25,50,75 y
100%)

Control positivo

Milimetros

Cuantitativa

Continua
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Anexo 3. Identificacion taxondmica de la planta

Hamilon W. Seltrin 8.

Calie Natafio Sanchez 251- Jesds Maria
hamdnebelran@yshoo com

CERTIFICACION BOTANICA

El Bidlogo coleglado, certifica que [ planta conocida como
“CARAMBOLA" proporcionada por VILMA VERGARA GONZALES, ha sido
estudiada cientificamente y determinada como Averrhos carambola y de
acuerdo al Sistema de Clasificacion de Cronquist 1981, 8e ubica en las

siguientes calegorias:

Reino: PLANTAE

Se expide la presente certificacion a solicitud de la interesada para los
fines que estime conveniente.

Lima, 15 febrero 2021
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Anexo 4. Ficha de recoleccion de datos

a. Ensayo Fitoquimico
Extracto
Metabolitos Reaccion Hidroalcohdlico ACUO0SO
Aminoacidos Ninhidrina
AzUcares ;
Fehlin
reductores ehling

Triterpenos y/o esteroides

Lieberman- Buchard

Compuestos fendlicos

Cloruro férrico

Flavonoides Shinoda
Taninos Cloruro férrico
Gelatina-sal
Alcaloides Dragendorff
Mayer
Saponina

indice de Espuma

Compuestos lactdnicos y

X Baljet
cumarinas
Quinonas Borntrager
Resinas Acido oxalico

Glucésidos cianogénicos

Acido picrico

Mucilago

Agua
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b. Ensayo microbioldgico

Concentracion del extracto
Diametro de hojas de Averrhoa Control positivo Cont_rol
de halo carambola L. negativo
de “Carambola”
inhibicién

(mm) Agua
25 50 75 100 | Ciprofloxacino | Fluconazol | destilada
esteril

Placa 1

Placa 2

Placa 3

Placa 4

Placa 5

Placa 6

Placa 7

Placa 8

Placa 9

Placa 10

Promedio
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Anexo 5. Diagrama experimental

Recoleccion

Recoleccion manual de
hojas de carambola

Separacion de particulas

extrafias,
pardeamiento

insectos,

Seleccién

A temperatura ambiente

Desecacion

Agua a temperatura l Maceracion Alcohol: Agua
de ebullicion x 8 dias
Acuosa Hidroalcoholica
Eliminacion del l l Eliminacion del
solvente hasta sequedad solvente hasta sequedad
Extracto acuoso Extracto
Seco hidroalcohdlico
Seco
Ensayo Analisis
L 5 . L. . . ys <«
FItOC]UImICO mICFObIO|OgICO

Fuente: Elaboracion propia
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Anexo 6. Aprobacion para el desarrollo experimental

UNIVERSIDAD PERUANA LOS ANDES
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

JEFATURA DE LABORATORIO
“ANO DE LA UMIDAD, LA PAZ Y EL DESARROLLO

CONSTANCIA

MAG, GLORIA ALLASI SANTIAGO. RESPONSABLES DE LABORATORIOS
DE LA FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

Hace constar gua:

La Bachdlor VILMA VERGARA GONZALES, egresada de Iy Escusls de Posgrado
da Cencas de ta Salud, Programs de Maestria en Cienaa de la Saud con
Mencidn en Salud Piblca, ha realzado los tabsjos eepanmentalas de
investigacion de la Tesis TITULADA "EVALUACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA Y ANTIFUNGICA DE LOS EXTRACTOS ACUCSO E
HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Averrfos cavambale L. {CARAMBOLA),
en s labaratorias de Microbiclogla de s Facullad de Cendas de la Salud del 06
& 10 de jurio e 2022,

Se @apds ¢l preseris documenio a scictud de la Interasada.

Huancayo, 14 de junio de 2022,

|
Ing. G‘o’ha Alasi Santago
Resporsabla de los laboratoncs de la FCS.
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Anexo 7. Cepas microbioldgicas

Macroscopic Festures: Medium:

MRS 500 SRS 00, D9 wht 40 sl Wik coloe, 8349

Microscopic Features: Method:

Gram positive cocd occurTing singly. In pairs and in imegular clusters Geam Stain (1)

0 MALDS-TOF Other Features/ Challenges: Results

Systom results document. (1) Catalase (3% Hydrogen Percxide): positive

(1) Coaguiase (rabbit plasma - tube): positive
(1) Beta Lactamase (Cofinase Disk): negative

(1) Ampiciin (10 meg - Disk Susceptivlity): 27 - 35 mm
(1) Penicliin (10 units - Disk Susceptibdity): 26 - 37 mm
(1) Onaciiin (1 meg - Disk Susceptibilty): 18 - 24 mm

Q“\& P ../(‘,") €

Amanda Kuperus

Qualty Control Manager

AJTHORIZED SIGNATURE
“h—-‘::‘-mdxn‘-m-hm‘mnmnuqnmmwm-w‘”ﬂnn

e Yol S Do T O LSO i e St of e Cond, comised with e short ncubation partod, may

 Rafer 1o D anclosed peoduct Raer! b matnaction s standed vie and has et wetely sdormelicn

InirAdisa products arv tracestie 10 8 recogaIed Culfure Cofisction

- QT T S L TR P YT T e

L

TESTING CERT #2053.01

(1) These tests e scomdted B IBOAEC 11008 2006

© 2012 Microbiciogics, Inc. Al Rights Reserved. 200 Cooper Averwe North Sant Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 0OC 286
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results , BQI:>§E7R _
Sraps

Meaning of Score Values
Range Interpretation Symbols Color
2.00-3.00 (+++) green’
1.70 - 1.99 (+) vellow
0.00 - 1.69 (-) red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category Interpretation

High consistency: The best match is a high-confidence identification. The second-best match is (1) a
(A)  fhigh-confidence identification in which the species is identical to the best match. (2) a low-confidence
identification in which the species or genus is identical to the best match, or (3) a non-identification.

Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high- or low-
(B)  [confidence identification. The second-best match s (1) a high- or low-confidence identification in
which the genus is identical to the best match or (2) a non-identification.

©) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.

Sample Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus
Sample Description: 0360
Sample ID: 360-334

Sample Creation Date/Time:  2017-05-10T13:27:18.250 CC
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library 1.0, Listeria

Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
Ad
(+++) (A) 360-334 Staphylococcus aureus
Comments:
N/A
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3 Madium

M to large. gray mucnid. corwes SRAP

Nicroscopic Festures. Method:
Geam Stain (1)

Gram negitive sraight rod.
|0 MALDI-TOF (1) Other F eatures/ Challenges Resufty
Systom resuty ducurmeen. (1) Oxicdane (Kovacs) negative

“Onciane The et CLLT e L ) et 1 wrsew e i rureer ~
.--.m vy @ Se ot DaIhing Wy e mrely 3 pacogng e g v

I R L T

POt 04T e O nanlle (0 8 0o ogiend |V Cninenan

SRLRRNA D A IR PaB e
B URLLLE ]

P o | 7 e Y R0 PSS LI A

(1) Thumne twaty e scomitnt e SO 11020

TENTIVG CERT 2263500
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© 2012 Microbiloges, ine. Al Rights Reserved 200 Cooper Avenus North Sant Coud, UN 58303 Page 1001 DOC 206

B R
Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results
Meaning of Score Values
Rango Interprotation Symbols Color
200-300 (+04) geen
0.1 Low-confdence dertifcaton (*) =)
000-160 ) 1w

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Interpretation

(A) | High consistency: The best makch & a high-confidence dentication. The second-best makch & (1) & hghoonfidence
IR fication in which I speces i Keetcal 10 the best maich, (2) & low-confidence dertficalion in which P speces
uruoWbumm of [3) 2 nondentfication

®) Low consistency: The requrements for hgh consistency are not met. The best match & & hgh- o low-confidence
Kentfcaton The second-bedt makch & (1) & high- of lowcondence CentAcation n which s i dentcal 1 e
bes! makch of [2) 8 nondentfication

(€ NO consistency. The requesments for hgh of low corsaiency we not met

Run Creaton Date'Tme 20000327711 51.17 542 LN
Apphed MSP Lbraryles) BOAL, Mycobacteria Libeary (bead method), Flamentous Fung Library, Listena

Sampie Name Sample 1D Organism (best match) Score Value
Gl v} (A) LA/ Escherciva cob

Commenty

Chonely rolated 10 Shigwlih | EAChnchia Seguacns and et dufintely GAbNQUSNLI i Te moment
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© Microbiologics®

Cartficate of Analysis. Lyophiizad Mcroorganism Specficaion and Performance Upon Refaase

Deate: 20221200 Releass
Microorganism Name: Candida sitcars Informaton
Catalog Number: 0243 Quality Control Technologist: Alexandra D Stensvad
Lot Number £43.1006* Release Date: 2020V11/18
Reforence Number: ATCOR 10231™
Purity: Pue
Passage from Reference: 3
Performance
|Macroscopic Featuros: Meodium;
Small to medum, white, Groutss, convex. dall colomes. Nutnent
| Wicroscopic Features: Method
Gram poafive, ovosdal buddeg yoas! celis Geam Stan (1)
ID System: MALDITOF {1) Other Features’ Challenges: Results
{1) Germn Tube Test sostive
See sttached © System results docusen! (1) CHamydospore production posive
Amanda Kuperus
Cralty Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

e S vow ﬁ-wqﬁnd»uwwqonmuumanchmmu-o- fh-wmau
B e L

Note for Wine B VBT conwertioesd sty e uwgue eaveonment of D card combibed with e Ahar! Nosteton pernd

1 Rafer 10 B sociceed prodioc! maert for wniractian, mteeded cae snd haciedu ity rformetoe.
m-uqnn-u-.mq-m

. CFIMmASCCL Do E S ATCCL wcd Dt wead mart sod e ATOC cstelop murts e Batenarks of ATCC
s ) [T — e 10 s roducts dwrwed fram ATCCD e

| 2ns
IESTING CERT aos 1) Thettn lents e seoreciiee ko SOMEC YIS 205

© 2012 Maobicloges, Inc. Al Rights Reserved 200 Cooper Avenue North Ssint Cioud. MN S8300 Page 1 oY DOC 288
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Brukor Daitonik MALDI Biotyper Classification Results .%.
Meaning of Score Values

200300 (+44) geen
1.70-1.4¢ Low-confidence nennificanon +) yellow
000 - 169 (=) 1ed
Maaning of Consistency Categories (A - C)

consistency: The best match is o hagh-<oufidence wdentification. The second-best match s (1)

(A) identuficanon in whach the species 15 sdentical 10 the best mach, (2) a bow-confidence
whentification m which the species or gems 15 identical to the best match. o7 {3) & non-idennificatson.

mm:'mmmamu(ahwmmymmm The best maitch i a bagh- or low-
(B) |confidence sdentification. The second-best masch 1s (1) a lugh- or low-confidence sdentification i
whach the gevms is sdentical to the best match or (2) 2 onadentification

(C)  |No comsistency: The requirements for high or bow consistency are not met

Sarmple Name: Candds alticars
Sample Descripbon 0443
Saegpie 1D, 4431008

Samgple Creaton DateTime: 201803087 14:5506 305 ADS
Appled MSP Litrarylies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method). Fiamentous Fungi Library, Uistena

Sampie Name ln:h Organism (best match)
A2 (++4)
Ty 443-1006 Canaida atcans
Comments
n'a
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Registro fotografico

Ensayo Fitoquimico cualitativo

Identificacion de metabolitos secundarios del extracto hidroalcohélico de hojas de
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Ensayo microbioldgico
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Placas en incubacion a 37 °C con los tratamientos respectivos
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