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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto antimicrobiano in
vitro del extracto de hojas de icaco frente a tres bacterias patdgenas mesofilas
(Salmonella spp, Escherichia coli, Staphylococcus aureus). El extracto fue
obtenido de las hojas de icaco mediante el método Soxhlet con el uso de etanol
al 95-99%, posteriormente se cuantifico el contenido de fenoles totales mediante
el método Folin-Ciocalteu. El rendimiento del extracto etandlico obtenido fue de
16,7%. El ensayo antimicrobiano se realiz6 mediante el método de difusion en
discos de papel segun Kirby-Bauer, teniendo como referencia la medicion del
diametro de la zona de inhibicién del control positivo y la medicion del halo del
extracto. La prueba de difusién en disco de papel mostré la sensibilidad frente a
todas las bacterias evaluadas, presentando para Escherichia coli un halo minimo
de 10,67mm a 0,1pug/mL y un diametro maximo de 20,67mm a 10ug/mL,
mientras que para Salmonela se obtuvo un valor minimo de 8,67mm a 0,1pug/mL
y un maximo de 23,33mm a 10 pug/mL, por otro lado para Staphylococcus aureus
se obtuvo como valor minimo 8, 67mm a 0,1ug/mL y un valor maximo 26,67mm
a 10ug/mL de dilucion. El extracto de hojas de icaco con una concentracion de
10pug/mL presentd mejores propiedades antimicrobianas para bacterias Gram
negativas Escherichia coli, Salmonella y Gram positivas Staphylococcus aureus.

PALABRAS CLAVE

Icaco, extracto, fenoles totales, antimicrobiano.
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the antimicrobial effect in vitro of
icaco plum’s leaf extract against three mesophilic pathogenic bacteria
(Salmonella spp, Escherichia coli, Staphylococcus aureus). The extract was
obtained from the icaco plum’s leaves using the Soxhlet method with the use of
ethanol at 95-99%, subsequently the total of phenols content was quantified
using the Folin-Ciocalteu method. The yield of the ethanolic extract obtained was
16.7%. The antimicrobial test was performed using the method of diffusion on
paper discs according to Kirby-Bauer, taking as reference the measurement of
the diameter of the inhibition zone of positive control and the measurement of the
halo of the extract. The paper disc diffusion test showed sensitivity to all the
bacteria evaluated, presenting for Escherichia coli a minimum halo of 10,67mm
at 0,1ug/mL and a maximum diameter of 20,67mm at 10ug/mL, while for
Salmonella a minimum value of 8,67mm at 0,1ug/mL and a maximum of
23,33mm at 10pg/mL, on the other hand for Staphylococcus aureus was obtained
at least 8, 67mm at 0.1ug/mL and a maximum value of 26,67 mm at 10ug/mL of
dilution. The icaco plum’s leaves extract with a concentration of 10ug/mL had
better antimicrobial properties for bacteria Gram-negative Escherichia coli,
Salmonella and Gram-positive Staphylococcus aureus.

KEYWORDS

Icaco plum, extract, total phenols, antimicrobial.



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

En la actualidad existe un gran potencial de enfermedades transmitidas por los
alimentos (ETA), las cuales son una preocupacion global porque acarrean
diversos problemas en la salud humana que de acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), son generalmente de caracter infeccioso o toxico y
son causadas por bacterias, virus, parasitos o sustancias quimicas que penetran
en el organismo a través del agua o los alimentos contaminados. Algunos
ejemplos de alimentos insalubres son los alimentos de origen animal no

cocinado, las frutas y hortalizas contaminadas con heces (OMS, 2017).

El control de estos patdgenos es importante para los organismos reguladores y
la industria alimentaria (AMYS, 2017). Se estima que cada afio enferman en el
mundo unos 600 millones de personas casi 1 de cada 10 habitantes por ingerir
alimentos contaminados y que 420000 mueren por esta misma causa. La
Salmonella y Escherichia coli figuran entre los patdégenos de transmision
alimentaria mas comunes que afectan a millones de personas, a veces con
consecuencias graves o mortales (OMS, 2017). El Staphylococcus aureus, se ha
convertido en la principal causa de infecciones en el torrente circulatorio e

intoxicaciones ocasionadas por alimentos (Zendejas et al., 2014).

En Ecuador, un estudio de la Secretaria de Salud reveld que el 47% de 4000
muestras de alimentos analizadas tenian algin grado de contaminacion y no
cumplia la norma de calidad de alimentos. Esta Secretaria es la encargada de
controlar los riesgos de enfermedades transmitidas por comida preparada
(Jacome, 2017).

Con respecto a diversos andlisis realizados en muestras colectadas del rio
Portoviejo perteneciente a la provincia de Manabi, cuyos resultados presentan
altos contenidos de coliformes fecales en la mayoria de los puntos, el agua en
siete de los diez sitios de muestreo considerados tiene contenidos de coliformes
fecales por encima de los 600 Numeros Mas Probables/ 100mL (NMP/100mL),



siendo este el limite maximo permisible para coliformes fecales en aguas de

consumo humano y uso domeéstico (Vargas, 2014).

Asi mismo Hidalgo (2018), en una investigacion desarrollada en noviembre del
2017 enla ciudad de Manta, destac6 5 zonas como los mas criticas de descargas
de aguas servidas e industriales, las cuales terminan en la playa, analisis que
arroja resultados preocupantes de contaminacion que sobrepasan los
parametros permitidos, especialmente por la alta presencia de bacterias
coliformes porque al “Rio Muerto” también se descargan aguas sanitarias
provenientes de las viviendas asentadas a lo largo del recorrido de la quebrada,

a lo que se suman los volumenes de aguas industriales.

Se reporta que existe poca investigacion cientifica sobre las hojas de esta planta
y debido a la ausencia de informacidén en nuestro pais y viendo el interés que
tiene su uso en otros paises, surge la intencion de realizar una investigacion para
compilar informacion detallada sobre el efecto que causa el extracto de las hojas
de C. icaco sobre la inhibicion de los microorganismos en cualquier producto de

consumo:

¢(El extracto de la hoja de icaco (Chrysobalanus icaco) tendrd efecto
antimicrobiano sobre cepas de Salmonella spp, Escherichia coli y

Staphylococcus aureus?

1.2. JUSTIFICACION

Con esta investigacion se pretende demostrar que el extracto de las hojas de C.
icaco tiene un efecto antimicrobiano del crecimiento de microorganismos
patdgenos, para de esta manera proponer la introduccion del extracto en el
tratamiento de estas bacterias en futuros usos agroindustriales y asi evitar las
ETA que estos provocan en el ser humano, ya que los extractos vegetales gozan
de una serie de propiedades que pueden ser aprovechadas.

Debido a la incidencia de estos patdgenos, la conciencia de los consumidores
como las normas de los mercados han abierto un espacio progresivo para la

aplicacion del conocimiento cientifico con el fin de solucionar problemas



limitantes para la humanidad. Satisfacer todas las necesidades involucra un gran
reto en el desarrollo de productos naturales con alta eficacia y sin efectos nocivos

para el medio ambiente y el ser humano.

Castilho y Kaplan (2011), citado por Villagra (2018), indican que fue evaluada la
actividad antibacteriana en las hojas de C. icaco, presentando actividad contra
cepas de Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes. Cabe sefialar que
mediante otro analisis evaluado por el método de difusién en pozo y dilucién en
caldo, mostraron actividad contra cepas Gram positiva y Gram negativa, todas
las cepas fueron sensibles a todas las muestras de icaco. La mayor sensibilidad

se presento frente a Staphylococcus spp, seguido de Escherichia coli y Klebsiella

Spp.

Tomando en cuenta que el Ecuador presenta una rica biodiversidad de especies
vegetales, se da la necesidad de poner en claro alternativas de control y uso.
Puesto que existe una gran variedad de plantas, de las cuales no han sido
estudiadas y se desconoce sus propiedades, uso medicinal y composiciéon
guimica, asi como su actividad microbiolégica, situacion por la cual es necesario
realizar este tipo de investigaciones que aporten con conocimientos cientificos,
asi como demostrar lo importante que es conocer cada una de estas y la

relevancia que tienen en el cuidado de la salud.

En cuanto a un estudio sobre la caracterizacion de los metabolitos presentes en
los extractos de las hojas de C. icaco y considerando la diversidad estructural de
los productos naturales bioactivos de la familia Chrysobalanaceae, se ha podido
identificar mediante la prueba de tamizaje fitoquimico compuestos como
flavonoides, glucosidos cardiotonicos, triterpenos y esteroides. La infusion de
icaco preparada con las hojas secas puede ser aprovechada por su contenido
de polifenoles, sensibilidad bacteriana y por su particular caracteristicas
organolépticas; por lo que se motiva la propagacion de esta planta (Villagra,
2018).

Por otra parte, las plantas tienen una habilidad casi sin limites de sintetizar

compuestos quimicos, que en muchos casos le sirven como mecanismos de



defensa contra microorganismos. Atendiendo a ello el hombre, ha dirigido sus

investigaciones a la identificacion y aislamiento de estas sustancias que tienen

actividad antimicrobiana y ha logrado probar que un gran nimero de especies

vegetales inhiben el crecimiento de bacterias resistentes a numerosos

antibidticos y hongos patdgenos para el hombre (Castillo et al., 2014).

1.3.

1.3.1.

1.3.2.

1.4.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Establecer el efecto antimicrobiano in vitro del extracto de hojas de icaco
en bacterias mesofilas Salmonella spp, Escherichia coli, Staphylococcus

aureus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar los compuestos fendlicos del extracto de hojas de icaco para

la aplicacién de las dosis in vitro.

Establecer el rendimiento del extracto de hojas de icaco mediante el

método de Soxhlet.
Disefar el experimento in vitro que permita la evaluacion del extracto de

hojas de icaco como un agente antimicrobiano.

HIPOTESIS

Al menos uno de los porcentajes de extractos de las hojas de C. icaco tiene

mayor efecto antimicrobiano frente a las cepas de Salmonella spp, Escherichia

coli, Staphylococcus aureus.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. ETA

Actualmente existen aproximadamente alrededor de 250 Enfermedades
Transmitidas por los Alimentos (ETA), conocidas también como, infecciones
transmitidas por los alimentos y las intoxicaciones alimentarias, son muy
comunes, pero prevenibles, generalmente se caracterizan por ser de caracter
infeccioso o toxico, pueden variar desde leves hasta graves problemas y riesgos
de salud (Reyes, 2017). Las ETA constituyen uno de los principales y mas
importantes problemas de salud publica a nivel mundial, ya que ocasionan alta
morbilidad y mortalidad. Afectan principalmente a la poblacién pobre, nifios,
mujeres embarazadas y ancianos, generando pérdidas econémicas y grandes
costos a los servicios de salud, ocasionando cerca del 70% de las diarreas
(Forero et al., 2017).

Segun la Organizacion Mundial de la salud (OMS) estas son causadas
principalmente por bacterias, virus, parasitos o sustancias quimicas que
penetran en el organismo a traves del agua o los alimentos contaminados. Estos
patégenos pueden ocasionar diarrea grave o infecciones debilitantes, como la
meningitis. Los alimentos insalubres son comunmente los de origen animal no
cocinados, las frutas y hortalizas contaminadas con heces y los mariscos crudos

gue contienen biotoxinas marinas (OMS, 2017).

2.2. BACTERIAS PATOGENAS

Segun la Organizacibn Panoramica de la Salud (OPS) las bacterias,
generalmente, son las causantes de ETA. La multiplicacion bacteriana es
llamada crecimiento bacteriano, y potencialmente causa problemas de especial
interés, en la inocuidad de los productos alimenticios (OPS, 2015). Por otro lado,
la Administracion de Alimentos y Medicamentos por sus siglas en inglés (FDA)
establece que los patégenos transmitidos por los alimentos pueden afectar
seriamente a cualquier persona, dentro de los principales se encuentran la

Salmonella spp, Staphylococcus aureus y Escherichia coli (FDA, 2018).



2.1.1. Salmonella spp

Segun el Instituto de Salud Publica de Chile (ISPCH), el género Salmonella
pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Son bacterias Gram negativas no
esporuladas, anaerobias facultativas, mesoéfilas con una temperatura optima de
crecimiento de 35 - 37°C y un rango de 5 - 46°C. Desde el punto de vista
epidemiolégico se encuentran las que no tienen preferencia por algin huésped
en especial, por lo que infectan tanto al hombre como a los animales (ISPCH,
2016).

A este grupo pertenecen la mayoria de las serovariedades responsables de las
salmonelosis. Las serovariedades zoondticas se describen como Salmonella no
Typhi, las que estan ampliamente distribuidas en el reino animal, siendo las aves
y sus derivados las fuentes mas comunes de infeccion, generalmente se
presenta como brotes de ETA (ISPCH, 2016).

El género Salmonella tiene gran impacto en salud publica; datos epidemiolégicos
indican que la gastroenteritis y la fiebre tifoidea son de distribucion mundial, y
ocurren en paises desarrollados y subdesarrollados. Los alimentos en los que
se ha detectado principalmente este patdgeno son la carne de pollo, carne de
cerdo, carne de pavo, productos con carne cruda, huevos y jamoén de cerdo (Soto
et al., 2016).

2.1.2. Escherichia coli

La E. coli se caracteriza por ser un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo,
usualmente movil por flagelos peritricos, cuyo héabitat es el intestino de animales
de sangre caliente. Esta bacteria es utilizada como indicador de posible
contaminacion fecal y presencia de patdgenos en agua y alimentos debido a que
se encuentra abundantemente en heces de humanos y animales Soto et al.
(2016). De acuerdo a Lucas et al. (2016) algunas cepas de E. coli han adquirido
factores de virulencia que las hacen patdégenas, denominandose cepas

diarrogénicas o patogénicas.



2.1.3. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus pertenece a la familia Staphylococcaceae. Es una
bacteria anaerobia facultativa, no esporuladas, Gram positivo, aunque las cepas
viejas o los microorganismos fagocitados se tifien como Gram negativo. Tiene
forma de coco y puede aparecer en parejas, en cadenas 0 en racimos. Su
tamafo oscila entre 0,8 a 1,5 micras de diametro, es inmadvil y algunas cepas
producen una cipsula externa mucoide que aumenta su capacidad para producir
infeccidn Silvia (2012), citado por Vera (2018).

La transmision de esta bacteria o sus toxinas se produce principalmente por la
ingesta de alimentos contaminados. En el ambito laboral, la transmision se
produce por contacto con personas, animales (zoonosis) o elementos
contaminados, ocurriendo principalmente por la contaminacion de heridas y
mucosas, por la inoculacién accidental a través de pinchazos o cortes con
objetos contaminados y por mordeduras de animales. Esta bacteria es
responsable de muchos casos de enfermedad nosocomial (INSHT, 2012).

2.2. CONSERVANTES NATURALES

El reemplazo de los conservantes tradicionales de naturaleza quimica, por
conservantes naturales se da en respuesta a la demanda por parte del
consumidor que busca productos con compuestos menos téxicos para el ser
humano y etiguetas limpias, es decir, productos con el menor nimero de aditivos
e ingredientes. Las estadisticas reportan un 73% de crecimiento del consumo de

productos que declaran en su etiqueta 100% natural (Anzueto, 2015).

De acuerdo con Morales (2015), se han utilizado diferentes métodos para evitar
la proliferacién de microorganismos, evitando de esta manera el crecimiento de
agentes patogenos, con el fin de proveer inocuidad a los alimentos. Dentro de
los métodos de control mas utilizados se encuentra la tendencia que, aunque no
es nueva es de gran aceptacion actual hacia el uso de conservantes naturales.
Las sustancias de esencias naturales, se han utilizado desde épocas antiguas,

como sustancias aromaticas y como conservantes. Las plantas tienen la



capacidad casi ilimitada para sintetizar sustancias aromaticas, siendo la mayoria

fenoles o sus derivados oxigenados.

Por accidbn de estos agentes conservantes puede ocurrir que los
microorganismos se dafien de manera reversible, o que da lugar al llamado
efecto bacteriostatico, en el que los microorganismos quedan con vida y no
pueden volver a reproducirse, a no ser que vuelvan a tener un nuevo ambiente
idoneo para tal fin. También puede ocurrir que sean dafiados de forma
irreversible. Es el denominado efecto bactericida; en este caso si que se produce
la destruccion definitiva de estos microorganismos. Estas acciones dependeran

de la naturaleza quimica y de la dosis empleada (Lemmel, 2008).

Se estima que del 1 al 10% de las cerca de 500000 especie de plantas que
existen en el mundo, tienen uso como alimento o medicinal. Existen diversos
productos de origen botanico que poseen una actividad antimicrobiana como el
ajo, orégano, mostaza, canela, albahaca, tomillo, pimienta, mejorana, chile,
achiote, cebolla, cilantro, té, limén y naranja (Anzueto, 2015). Por otra parte,
Arellano & Montesdeoca (2016), indican que entre los conservantes naturales
mas comunes y empleados en casi todas las formulaciones se encuentran la sal
y el vinagre (acido acético), aceites esenciales, acidos como el jugo de limény

antioxidantes naturales como la vitamina C y el tocoferol.

2.3. EXTRACTO

La RAE (2018) define al extracto como un producto sélido o espeso obtenido por
evaporacion de un zumo o de una disolucién de sustancias vegetales o animales,
estos pueden ser acuoso, alcohdlico o etéreo. Por otra parte, Ortufio (2006)
citado por Vélez et al. (2018) define al extracto como una mezcla compleja, con
multitud de compuestos quimicos, obtenible por procesos fisicos y/o quimicos a
partir de una fuente natural y utilizable en cualquier campo de la tecnologia; en

general, los extractos son soluciones diluidas de metabolitos secundarios.



2.3.1. TECNICA DE EXTRACCION

La técnica de extraccion es una de las mas usadas para separar un producto
organico de una mezcla de reaccion o para aislarlo desde sus fuentes naturales.
Se define también como la separacion de las porciones activas a partir de los
tejidos de las plantas, de los componentes inertes de los mismos, de una mezcla
en medio de un disolvente, mediante el uso de solventes selectivos denominados

“‘menstruos” (Villagra, 2018).

2.3.1.1. EXTRACCION CON SOLVENTES

Esta técnica se basa en la separacion de los principios activos del material
vegetal al estar en contacto con un solvente o la mezcla de ellos, el cual es capaz
de solubilizar dichos principios Pérez (2009), citado por Amaguachi &
Churuchumbi (2018).

Las técnicas extraccion pueden ser mediante 2 tipos:
e Extraccion liquido-liquido.

e Extraccion sélido-liquido.

2.3.1.2. EXTRACCION CONTINUA O PROGRESIVA

En este tipo de extraccion, el solvente se va renovando o recirculando y actta
sobre el material vegetal en una sola direcciéon. El Soxhlet es una de las técnicas

gue corresponde a este grupo, la cual se detalla a continuacion:

a) Soxhlet: Esta técnica consiste en la extraccion sélido-liquido mediante un
equipo que tiene como funcion recircular los vapores condensados
arrastrando consigo los principios activos de la materia prima Caldas
(2012), citado por Amaguachi & Churuchumbi (2018).

2.3.2. COMPUESTOS FENOLICOS

Con respecto a los compuestos fendlicos Parveen et al. (2013), citado por
Montesdeoca et al. (2017) indican que estos tienen una amplia distribucién en el
reino vegetal y pueden encontrarse en cualquier parte de las plantas (hojas,

flores, tallos, raices). Ademas, estos constituyen una de las principales clases de
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metabolitos secundarios de los vegetales, los cuales efectian diversas funciones
fisiologicas. Son compuestos que intervienen en el crecimiento y reproduccion
de las plantas, asi como en procesos defensivos contra agentes patdgenos,

depredadores o radiacién ultravioleta (Garcia et al., 2015)

A estos compuestos pueden otorgarle la actividad antibacteriana, debido a que,
los flavonoides por tener en su estructura quimica un nimero variable de grupos
hidroxilo fendlicos, penetran facilmente a través de la membrana celular
bacteriana, se combinan y precipitan las proteinas protoplasmaticas
desnaturalizandolas y actuando como venenos protoplasmaticos (Soto et al.,
2015).

2.3.3. FENOLES TOTALES.

La expresion Polifenoles totales se refiere a la cuantificacion analitica del
contenido de todos los compuestos Poli-fendlicos presentes en una muestra. Los
principales grupos son: acidos fenélicos (derivados del acido hidroxibenzoico o

del acido hidroxicindmico), estilbenos, lignanos, alcoholes fendlicos vy
flavonoides. La determinacion del contenido de fenoles totales es muy

importante debido a que ayuda a estimar la actividad antioxidante en funcion de
los compuestos polifendlicos en productos naturales, para lo cual se usa el
reactivo Folin-Ciocalteu. La oxidacion de los fenoles presentes en la muestra
causa la aparicidon de una coloracion azul que presenta un maximo de absorcién
a 765 nm (nandmetro) y que se cuantifica por espectrofotometria en base a una
recta patron de &cido galico. Se trata de un método simple, preciso y sensible
pero que sufre de numerosas variaciones, fundamentalmente en lo relativo a los
volimenes empleados de la muestra, concentraciones de reactivos, tiempos y

temperaturas de incubacion (Aillon, 2014).

2.4. TECNICA DE ESTUDIO DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
2.4.1. PRUEBA DE DIFUSION EN DISCO (KIRBY-BAUER)

Esta prueba permite cuantificar el grado de inhibicién para el crecimiento de los

microorganismos y posiblemente cambios en su morfologia de una manera
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simple. En cajas de Petri se inocula la especie a evaluar; existen dos métodos
posibles para la incorporacion del Aceite Esencial (AE) que son: en un disco de
papel o en un pozo hecho en medio del agar. Se preparan en cajas de Petri,
soluciones del AE en diferentes concentraciones y los discos de papel son
sometidos a inmersién. La eficacia del AE se demuestra por el tamafio de la zona
de inhibicién alrededor del disco y se expresa como el diametro de esta zona en

milimetros o centimetros (Morales, 2015).

La prueba de difusion en disco (Kirby-Bauer), se basa en la capacidad de
muchos agentes antimicrobianos de difundir en el agar creando un gradiente
continuo de concentracion. Si el disco que contiene el antimicrobiano se deposita
sobre una placa recién inoculada, se producira la inhibicién del crecimiento del
microorganismo analizado en un punto del gradiente y dara como resultado un

area concéntrica al disco de inhibicion del crecimiento (Morales, 2015).

De acuerdo a Malbran (2012), existen varias categorias para la interpretacion de
las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos, la misma que es basada en la

respuesta in vitro de un microorganismo a un antibiotico.

1) Categoria de interpretacion SENSIBLE: Implica que una infeccion dada
por la cepa en estudio se puede tratar apropiadamente con la dosis del
antibiético recomendada para el tipo de infeccidn y la especie infectante,
a menos que hubiese contraindicaciones. El punto de corte de
sensibilidad es <4pg/mL y 220mm de diametro de los halos de inhibicién.

2) Categoria de interpretacion INTERMEDIO: Incluye cepas que pueden ser
inhibidas por concentraciones de antibiéticos mas elevadas, siempre que
se pueda aumentar la dosis o que la droga concentre fisiologicamente en
el tejido infectado. El punto de corte intermedio es de 8-16ug/mL y de 15-
19mm de diametro de los halos de inhibicion.

3) Categoria de interpretacion RESISTENTE: Las cepas resistentes no son
inhibidas por las concentraciones séricas normalmente alcanzadas a
dosis habituales y/o caen en el rango donde son comunes mecanismos

especificos de resistencia microbiana y la eficacia clinica no ha sido
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comprobada. El punto de corte de resistencia es 232ug/mL y <14mm de

didmetro de los halos de inhibicion (Malbran, 2012).

2.5. ICACO

El arbusto de icaco cuyo nombre cientifico es (Chrysobalanus icaco L.),
pertenece a la familia de Chrysobalanaceae (Martinez et al., 2016). En las costas
del sureste mexicano se lo conoce comunmente con los nombres de hicaco o
caco, ciruela de paloma y pepe. En otras regiones del mundo se le ha
denominado zicaque, icacillo, caramio, y en idiomas como el inglés es
reconocido como coco-plum y en francés como prunier de icaco (Jiménez et al.,
2011).

2.5.1. DISTRIBUCION

Es oriundo de América y Africa tropicales, actualmente esta naturalizado en
regiones similares de todo el mundo. Crece en forma espontanea desde el sur
de los Estados Unidos hasta Brasil, Ecuador, y Venezuela, incluyendo las Antillas
Martinez et al. (2016). Esta planta es cultivada principalmente con fines con fines
de ornato, al que se le suman sus propiedades medicinales astringentes y como
inhibidor del virus de HIV-1 (Jiménez et al., 2011).

2.5.2. HABITATS

Esta especie se encuentra comunmente en zonas pantanosas costeras y
humedales. Ademas, suele ser abundante en suelos rocosos y/o secos donde
generalmente otro tipo de plantas estan sujetas a estrés hidrico, se desarrolla
bien en suelos arenosos y salinos, pero usualmente el subsuelo donde llega a

desarrollarse es de drenaje pobre (Villagra, 2018).

2.5.3. DESCRIPCION

El arbusto mide 1 a 6m de altura y suele alcanzar hasta los 10m. Posee hojas
verdes ovaladas, casi redondas, de textura un poco de cuero (de 3 a 10cm de
largo y de 2,5 a 7cm de ancho). Las hojas varian en color de verde a rojo suave.

La corteza es grishcea 0 marrdn rojizo, con pintas blancas. Las flores son
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pequefas, blancas, en racimos, aparecen a finales de la primavera. Fruto en
racimos, tipo drupa, redondo y de color amarillo palido con rubor rosado o
purpura oscuro. Su sabor es muy suave, por lo que se acostumbra usarlo para
almibar (Patifio, 2017).

2.5.4. COMPOSICION QUIMICA

Las variaciones en la coloracion de la cascara del fruto de icaco han sido
estudiadas, para determinar una posible relacién con los compuestos presentes
en ella. De los primeros estudios llevados a cabo sobre las hojas de este arbol
se aislaron flavonoides, como la miricetina; otros estudios arrojaron la presencia

de diterpenos y triterpenos (Patifio, 2017).

2.5.5. PROPIEDADES Y USOS MEDICINALES

Segun Patifio (2017), el icaco tiene dos usos principales, el primero es tratar la
disenteria y prevenir la diarrea; y el segundo, para controlar la glicemia en
personas diabéticas. De igual manera, Villagra (2018) indica que en El Salvador,
Trinidad y Brasil la infusién y decoccion de frutos, hojas, raiz de C. icaco, es
usado para tratar hemorragias, y leucorrea. Las raices, cascaras, hojas y flores
son astringente, probablemente debido a la presencia de taninos, siendo
utilizada popularmente contra dolencias infecciosas. Ademas, las hojas son
indicadas en la medicina popular como anestésica, antiinflamatoria e

hipoglucemiante.

2.5.6. CLASIFICACION TAXONOMICA

Villagra (2018) clasifica taxonédmicamente al icaco (Chrysobalanus icaco L.) de
la siguiente manera:

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Subclase Rosidae

Orden Rosales

Familia Chrysobalanaceae

Género Chrysobalanus



14

Especie Chrysobalanus icaco L.

2.6. HOJAS DE ICACO

De acuerdo con Santizo (2013) se caracterizan por ser simples, redondeadas,
coridceas de 3 - 10cm de largo, enteras, de color verde fuerte. Villagra (2018)
indican que son coridceas con peciolos muy cortos, elipticas y de 3 a 8cm de
largo, el apice redondeado a obtuso, anchamente cuneado en la base, de color
verde oscuro lustroso en el haz y opaco en el envés, el cual es glabro o casi
glabro. Por otro lado; Galan (2018) indica que, estas son simples y alternas, de
tonalidad verdes de oscuras a verdes amarillentas; el haz es liso y brillante y el
envés opaco. La nerviacion es reticulada, adicional a ello las hojas poseen

puntos de color negro y tienden a ser quebradizas.

2.6.1. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Respecto a resultados obtenidos en una investigacion realizada por Villagra
(2018) se demuestra que las hojas de C. icaco, presentan actividad
antibacteriana contra cepas de Staphylococcus aureus y Streptococcus
pyogenes. Todas las cepas bacterianas evaluadas, fueron sensibles a todas las
muestras de icaco. La mayor sensibilidad se presento frente a Staphylococcus

spp, seguido de Escherichia coli y Klebsiella spp.

Cabe destacar que en dicha investigacién la infusién de las hojas secas presenté
mayor actividad contra Staphylococcus spp a concentraciones de 160mg/mL, al
bajar la concentracion de la muestra de icaco, la actividad disminuyé contra esta
cepa. De igual manera los halos de inhibicion disminuyeron frente a cepas Gram
negativa al disminuir la concentracién. Considerando los halos de inhibicion
posterior al diametro del pozo, se puede decir que las muestras de icaco

presentan un amplio espectro de actividad antibacteriana (Villagra, 2018).

Segun Villagra (2018) indica que se conoce que muchos flavonoides son
sintetizados por las plantas en respuesta al ataque microbiano, por lo tanto, se
han reportado que los extractos de diferentes especies de plantas ricas en

flavonoides poseen actividad antibacteriana in vitro. Ademas, se recalca que la
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actividad se debe posiblemente a que en la muestra se reporta compuestos
polifendlicos, entre ellos los flavonoides como la Miricetina, la Quercetina
conocidos como poseedores de propiedades antibacteriana. Ademas, se ha
reportado que el 7- O- metilkaempferol, un flavonol que fue aislado de las hojas
de icaco, presenta actividad antibacteriana in vitro contra cepas de S. aureus y

S. pyogenes a concentracion de 60ug/ml.

El extracto acuoso preparado a partir de hojas de C. icaco muestra accion
antioxidante. A su vez, un derivado de flavonoides aislado de las hojas demostré
actividad antibacteriana in vitro. Los primeros resultados obtenidos de la
realizacion de las pruebas de identificacion quimica, a través del uso de
reacciones con cambios de color, precipitados o formacion de espuma (Tamizaje
fitoquimico) muestran diferencias significativas en la quimica de las diferentes
partes de la planta analizadas, siendo las hojas del Icaco una de las mas
enriquecidas (CIPNABIOT, 2017).



CAPITULO lll. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1. UBICACION

La investigacién se desarroll6 en la ciudad de Calceta, en el laboratorio de
Bromatologia de la carrera de Agroindustrias y en el de Microbiologia de la
carrera de Medicina Veterinaria de la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria
de Manabi Manuel Félix Lopez, situada en el sitio el Limoén, canton Bolivar,
provincia de Manabi, en las siguientes coordenadas: 0°50'S 80°10'O, se
encuentra a 22 m. s. n. m. (Google Earth, 2019).

3.2. DURACION

El desarrollo de la presente investigacion tuvo una duracion de 9 meses,

considerando los plazos en los cuales se realizaron las actividades.

3.3. METODOS, TECNICAS
3.3.1. METODOS

METODO EXPERIMENTAL. Integrado por un conjunto de actividades metodicas
gue se realizan para recabar la informacién y datos necesarios sobre el tema a
investigar y el problema a resolver. Consiste en la manipulacién de las variables

no comprobadas (Marcano, 2018).

METODO ANALITICO. A partir del conocimiento general de una realidad realiza
la distincion, conocimiento y clasificacién de los distintos elementos esenciales
gue forman parte de ella y de las interrelaciones que sostienen entre si. Se
fundamenta en la premisa de que a partir del todo absoluto se puede conocer y
explicar las caracteristicas de cada una de sus partes y de las relaciones entre
ellas (Abreu, 2014). Este método se aplicé a partir de los resultados de analisis

microbioldgicos.

METODO DESCRIPTIVO. En este método se realiza una exposicion narrativa,
numérica y/o gréfica, bien detallada y exhaustiva de la realidad que se estudia.
Ademas, busca un conocimiento inicial de la realidad que se produce de la

observacion directa del investigador y del conocimiento que se obtiene mediante
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la lectura o estudio de las informaciones aportadas por otros autores (Abreu,
2014).

3.3.2. TECNICAS PARA LA OBTENCION DEL EXTRACTO

El presente estudio se centr6 en la extraccion sélido-liquido (hojas-solvente)
mediante el uso del equipo Soxhlet. Este tipo de extraccién es conocida como
continua o progresiva, debido a que el solvente (etanol) se va renovando o

recirculando y actta sobre la planta en una sola direccion.

3.3.3. TECNICAS PARA LA CUANTIFICACION DE COMPUESTOS
FENOLICOS

Los compuestos fendlicos totales en el extracto de hojas secas de icaco se
determinaron de acuerdo al método Folin-Ciocalteu propuesto por Mahmood et
al. (2011), el cual se basa en la reaccion de los compuestos fendlicos del extracto
vegetal con el reactivo Folin-Ciocalteu, mediante un mecanismo redox; que oxida
los polifenoles a fenolatos presentes en la muestra con la aparicion de una
coloracion azulada. La cuantificacion se realizo en un espectrofotometro Jenway
6320D (Germany) a una longitud de onda de 760nm, empleando una curva de
calibracion utilizando acido galico (2g de Ac. Galico/100mL H20 d.), como
solucion estandar. El analisis se realizo por triplicado y se midié la absorbancia
de la muestra y los resultados se expresaron en mg de GAE (equivalente de
acido galico), por 100g de la muestra (Anexo 3-A).

3.3.4. TECNICAS PARA LOS ANALISIS MICROBIOLOGICOS

3.3.4.1. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA POR EL METODO DE DIFUSION
EN DISCO (KIRBY-BAUER)

Se realiz6 la inoculacion y siembra sobre la superficie de los agares Mueller
Hinton para las bacterias: Salmonella spp, Escherichia coli, S. aureus, cada una
de ellas por separado; cepas pertenecientes al laboratorio de Microbiologia de
la carrera de Medicina Veterinaria de la ESPAM MFL. Se impregnaron 0,2mL de

las diferentes concentraciones de los extractos, en cada uno de los discos de
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papel filtro por triplicado y se colocan sobre la superficie de la placa de agar
inoculada. Estas se incubaron invertidas a 35+2°C por 8 h, posteriormente se
midieron los halos de inhibicion incluyendo el diametro de los discos; esto se lo
efectu6 basandose en el estudio de Sanchez et al. (2016), con diversas

modificaciones.

3.4. FACTORES EN ESTUDIO

Cuadro 3.1. Factores en estudio.
FACTORES NIVELES

Ex1= Agar Mueller Hinton con 10 ug/ml de extracto de C. icaco.

A. CONCENTRACION DEL
EXTRACTO DE ICACO

Ex2= Agar Mueller Hinton con 1 pg/ml de extracto de C. icaco.

Ex3= Agar Mueller Hinton con 0,1 pg/ml de extracto de C. icaco.

S1= Salmonella spp.
B. BACTERIAS E2= Escherichia coli.
St3= Staphylococcus aureus.

3.41. TRATAMIENTOS.

Cuadro 3.2, Tratamientos en estudio

Tratamientos Codigos Dascripeién
Concentracion (ug/ml) Bacterias
T Ex1S1 10 Salmonella spp
T2 Ex2S1 1 Salmonella spp
Ts Ex3S1 0,1 Salmonella spp
Ta Ex1E2 10 Escherichia coli
Ts ExzE2 1 Escherichia coli
Ts ExsE2 0,1 Escherichia coli
T7 Ex1Sts 10 Staphylococcus aureus
Ts ExzSts 1 Staphylococcus aureus

To ExsSts 0,1 Staphylococcus aureus
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3.5. DISENO EXPERIMENTAL

El experimento se desarroll6 mediante un disefio completamente Aleatorizado
(DCA), con tres réplicas por cada tratamiento. Con arreglo factorial A x B, el cual
se ajusto al siguiente modelo matematico, detallado en la formula 3.1. Para el
procesamiento de los resultados se empled el paquete estadistico InfoStat/L
Version 20109.

Yijg =u+oa;+ B +afi + ujr [31]
Donde:
K = parametro de escala comun a todos los tratamientos
ai = es un parametro que mide el efecto del tratamiento i
B; = es un parametro que mide el efecto del tratamiento |

afij = Interaccion de los niveles ij.

uijk = Componente aleatorio.

3.6. UNIDAD EXPERIMENTAL

La unidad experimental la constituy6 la caja Petri con 15mL del medio Agar

Mueller Hinton y las cepas correspondientes de acuerdo al tratamiento.

Cuadro 3.3. Esquema del ADEVA

ADEVA
FUENTE DE VARIACION GRADOS DE LIBERTAD
Total 26
Factor A 2
Facto B 2
A*B 4
Error 18

3.7. VARIABLES A MEDIR

Halo de inhibicién microbiana (mm) del extracto de hojas de icaco.
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3.8. MANEJO DEL EXPERIMENTO

Para el cumplimiento de los objetivos de esta investigacion se desarrollaron los

siguientes procedimientos:

3.8.1. DIAGRAMA DE PROCESO PARA LA OBTENCION DEL
EXTRACTO DE HOJAS DE C. ICACO

Hojas de icaco

7Y , ,
1 RECEPCION Y SELECCION

N
Hojas defectuosas

(1) LIMPIEZA ¢7
Impurezas

o) s ¢7
Agqua

3) MOLIDO ¢7

LEYENDA
(o) PESADO
5 COMBINADA ETANOL -
-—_—>
N
E) OBTENCION DEL EXTRACTO
Q OPERACION
ENVASE :

4
D DEMORA <> ENVASADO
v ALMACENAMIENTO \ ! / ALMACENADO

Figura 3.1. Diagrama de proceso para la obtencién del extracto de hojas de C. icaco.
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3.8.1.1. DESCRIPCION DEL PROCESO DE OBTENCION DEL EXTRACTO
DE HOJAS DE C. ICACO

Recoleccion de materia prima: Para la realizacion de este trabajo se realizd

la recoleccion de las hojas de icaco en el mes de abril de 2019, que sirvieron de

materia prima para la extraccion Soxhlet, para esto se cosecharon las hojas

directamente del arbol, que se encuentra ubicado en el Barrio “Miraflores” de la

ciudad de Calceta del cantén Bolivar perteneciente a la provincia de Manabi,

cuya ubicacion geografica se encuentra en:

Altura: 24m
Latitud; -0. 853836m.

Seleccién: Una vez realizada la recoleccién de la materia prima se debe tomar
en cuenta que estas se encuentren en un estado idoneo, es decir que no
presenten dafios por plagas y posean un color verde oscuro brillante, caso

contrario estas deberan ser desechadas (Anexo 1-A).

Limpieza: Las hojas de icaco recolectadas se limpiaron y lavaron con agua
destilada, eliminando cualquier material extrafio que estas contengan, es decir

gue estén libre de impurezas.

Secado: Las hojas de icaco recolectadas se colocaron en forma ordenada sobre
una superficie firme y recubierta de papel absorbente para de esta manera
eliminar el agua que contienen las hojas. La materia prima se coloc6 en un lugar
seco, libore de humedad y sin exposicion directa a los rayos solares.
Posteriormente se lo llevé a la estufa marca MEMMERT UNB-400 a una

temperatura de 75°C durante 7 horas (Anexo 1-B).

Molido: Se disminuy6 el tamafio de particula de la muestra hasta obtener un
polvo fino, para lo cual se utiliz6 un molino manual cuerpo de hierro fundido
marca CORONA, teniendo en cuenta la ley de Fick que dice que mientras mayor
es el grado de division de la muestra, mayor sera la superficie entre las fases de
extraccion y por tanto mayor sera la difusion a través de la membrana porosa;

es decir para que durante la destilacion el vapor entre en intimo contacto con el
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tejido de la planta, para ello en primer lugar se elimind las nervaduras de las

hojas secas.

Pesado: Una vez pulverizadas las hojas se pesaron aproximadamente 130g en
una balanza analitica marca Sartorius modelo CP2245 de los cuales se tomaron
20g y se colocaron en un cartucho de celulosa el cual se sellé con grapas (Anexo
1-C).

Obtencidn del extracto: Para obtener los extractos se empleo el equipo Soxhlet
marca GERMANY, el cual consta de una plancha de calentamiento marca
CORNING PC-620 D, matraz redondo ILBAMOR TGI de 250mL de fondo
aplanado con cuerpos de ebullicién, un refrigerante, un cuerpo extractor,
mangueras y un cartucho poroso de celulosa que permite al solvente entrar y

salir reteniendo el material vegetal.

Previo a la instalacion el equipo se lavé con abundante agua y detergente marca
DEJA para eliminar posibles contaminantes, después de haber dejado escurrir
cada parte del equipo se procedié a armarlo, para lo cual primero se coloco el
cartucho de celulosa con los 20g de muestra en el cuerpo extractor, se adoso el
matraz a dicho recipiente donde se agregd 150mL del solvente etanol al 95-99%,
luego se procedio6 a colocar las mangueras (un para la entrada del agua y la otra
para su evacuacion) en el refrigerante y este se coloc6 encima del cuerpo

extractor, el cual se sujetd con la ayuda de unas pinzas a un soporte universal.

Una vez que se instalé el equipo, se encendio la plancha de calentamiento a una
temperatura de 150°C y se abrid la llave para dar paso al agua. Cuando el
solvente empieza a calentarse, los vapores ascienden y se condensan en el
refrigerante, que luego caen en el cuerpo extractor impregnando al material
vegetal que se encuentra en el cartucho, arrastrando consigo los principios
activos. El cuerpo extractor se va llenando lentamente de liquido hasta que llega
al tope del sifon y se descarga dentro del matraz a lo que se conoce como
sifonada, este procedimiento se repite automaticamente hasta que la extraccion

se complete (Anexo 1-D).
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Finalmente se apagdé la plancha de calentamiento, se esperd a que el equipo
enfrie, se desarmd y con la ayuda de una pinza se saco el cartucho del cuerpo
extractor; luego se procede armar nuevamente el equipo a la misma temperatura

para evaporar el solvente, obteniendo asi el extracto deseado.

Envasado: Una vez obtenido el extracto, se procedio a realizar el envasado en
un tubo de ensayo recubierto con papel aluminio para que la luz no afecte a las

caracteristicas del extracto.

Almacenamiento: El extracto etandlico obtenido se almacend y se refrigeré a
4°C en una refrigeradora marca KELVINATOR hasta su posterior evaluacion.

3.8.2. RENDIMIENTO DEL PRODUCTO
El rendimiento del producto se determiné utilizando el método gravimétrico-

volumétrico; mediante la férmula 3.2 Castro (2008), citado por Rivera (2016).

%RE = % x 100 [3.2]

En donde:

RE = Rendimiento del producto (%)
P.E = Peso del extracto obtenido (g)
Pm = Peso de la muestra a extraer (g)

Para realizar este céalculo se considerd que a partir de 20g de muestra vegetal
seca y pulverizada, 150mL del solvente etanol al 95-99%, se obtuvieron
aproximadamente 3,34g de extracto, con estos datos tenemos que el
rendimiento en la extraccion es:

peso del extracto obtenido

%Rendimiento = x 100
peso de la muestra a extraer

3.349
20g

%Rendimiento = x100=16,7%
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3.8.3. PROCEDIMIENTO PARA LA EVALUAR LA ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO
Los ensayos se realizaron utilizando las bacterias Gram negativas: Salmonella
spp y Escherichia coli y la bacteria Gram positiva Staphylococcus aureus cepas
tomadas del laboratorio de Microbiologia del area Agropecuaria de la
Universidad ESPAM MFL de la ciudad de Calceta. Para la determinacion de la
actividad antibacteriana se empled el método de difusién en discos (KIRBY-
BAUER), los cuales fueron realizados con papel filtro de 5mm de diametro, para
la preparacién de los discos se ubicaron aproximadamente 50 discos por caja
Petri para cada concentracién, en la cual se realizaron diluciones del extracto
(10%, 10% y 10%), equivalentes a (10, 1y 0,1) pg/mL (Anexo 2-A), posteriormente
con ayuda de una micropipeta cuyo rango volumétrico es de 0,1uL a 1mL, se
impregné 0,2mL para cada disco con las concentraciones respectivas de
extractos de hojas de icaco, las cajas fueron selladas hasta que los discos

secaran completamente por un tiempo aproximado de 24 horas (Anexo 2-C).

Posteriormente se realizo la preparacion del inoculo la cual se inicié con tomar
cada una de las bacterias con un asa bacteriologica y se colocé en un tubo de
ensayo con suero estéril para realizar la suspensién, enseguida se verifico de
manera visual que tenga una igual turbidez. Cada caja fue rotulada con sus
respectivas concentraciones para posteriormente colocar los discos. La
suspension posteriormente fue sembrada en cajas con 15mL de Agar Mueller
Hinton preparadas previamente totalmente solidificadas (Anexo 2-B); con ayuda
de un hisopo estéril para llegar a los espacios vacios, se realizo la siembra por
inundacion en cada caja, en las cuales con ayuda de una pinza estéril se
colocaron 3 discos haciendo una ligera presion sobre la superficie del agar,
distribuidos de forma que no se produjo superposicion de los halos de inhibicion,
obteniendo un total de 9 cajas por cada concentracién y un total de 3
repeticiones. Una vez que los tres discos se encuentren en todas las cajas se las
tapo y dejé reposar, finalmente se sellaron las cajas con papel film y se incubaron
a 37+£2°C durante 8 h (Anexo 2-D). Transcurrido el tiempo necesario, se pudo
observar en una forma positiva que el extracto de hojas de icaco formé halos de
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inhibicion en la siembra de las tres bacterias en estudio, la actividad
antibacteriana se determind midiendo el diametro de la zona de inhibicion con
ayuda de una regleta se realizé una tabla con aquellos resultados (Anexo 2-E y
2-F), (Anexo 4-A, 4-B y 4-C).

3.9. ANALISIS ESTADISTICO
Para el analisis estadistico de las variables se utilizaron las siguientes técnicas:
e Supuestos del ANOVA: normalidad (Shapiro-Wilk) y homogeneidad
(Levene).
e Andlisis de varianza (ANOVA), el cual permitira determinar la
homogeneidad de las varianzas.
e Pruebade TUKEY, con el fin de determinar la magnitud de las diferencias

entre los tratamientos, con una magnitud del 5%.



CAPITULO IV.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. FENOLES TOTALES

Cuadro 4.1. Cuantificacién de Fenoles Totales

Muestra Polifenoles R1 Polifenoles R2 Polifenoles R3 Método de ensayo
(g EAG/ 1009) (g EAG/ 1009) (g EAG/ 1009)
Icaco 1,98 2,01 2,05 Folin Ciocalteu 1927

g/ GAE= Gramos de acido galico
100g= Gramos de muestra analizada

El contenido total de polifenoles presente en la muestra del extracto de hojas
secas de C. icaco, fue determinado mediante el método Folin Ciocalteu, el mismo
gue se realiz6 por triplicado como se muestra en el cuadro 4.1, presentando un
contenido de 2010mg EAG/100g de muestra, resultados que se asemejan a los
reportados por Villagra (2018) quién present6 un contenido de 57,75mg/mL en
la infusion de hojas secas de esta misma especie, mientras que en la infusion de
hojas fresca se obtuvo 12,42mg/mL. Fong et al. (2014) obtuvieron valores de
57,87 + 1,82mg Ac. Tanico/g de Fenoles totales en un extracto acuoso de hojas
de A. indica. El contenido de polifenoles en la muestra de icaco fue considerable
al reportado por la literatura debido a diversos factores, uno de ellos es la
cantidad y estado de las hojas usadas, otro factor importante fue el uso del
solvente (etanol 96-99%) que de acuerdo con Soto & Rosales (2016), indican
gue la concentracién de etanol y la relacion masa/volumen de solvente utilizado
tienen un efecto significativo en la extraccion de fenoles, debido que a mayor

concentracion de etanol, mayor es la concentracion de fenoles totales.

4.2. RENDIMIENTO

El rendimiento del extracto etandlico obtenido mediante el uso del equipo Soxhlet
y la aplicacion de la férmula 3.2 fue de 16,7%. El rendimiento fue mayor debido
a que se disminuy6 el tamafio de las hojas de C. icaco lo mas fino posible
basandose en ley de Fick que indica que mientras mayor es el grado de division
de la muestra, mayor seré la superficie entre las fases de extraccion y por tanto
mayor sera la difusion a través de la membrana porosa; es decir para que

durante la destilacidn el vapor entre en intimo contacto con el tejido de la planta.
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4.3. EVALUACION DEL EXTRACTO COMO AGENTE
ANTIMICROBIANO

Cuadro 4.2. Resultado de los halos formados por las muestras del extracto de hojas icaco.

Bacterias en estudio

Escherichia coli Salmonella Staphylococcus aureus
Concentra Diametros de halos de inhibicion
Replicas cion del
extracto Resultado
de hojas Promedio Kirb Promedio Resultado Promedio Resultado
deicaco (mm) I(BaIZe}; ) (mm) (Kirby- Bauer) (mm) (Kirby- Bauer)
(Mg/mL)
R1 10 13,33 R 23,33 S 26,67 S
R2 10 17,33 / 10,00 R 20,67 S
R3 10 20,67 S 10,67 R 15,33 /
R1 1 11,33 R 9,33 R 10,67 R
R2 1 11,33 R 10,00 R 10,00 R
R3 1 12,00 R 10,00 R 10,67 R
R1 0,1 10,67 R 10,67 R 8,67 R
R2 0,1 11,33 R 10,00 R 9,33 R
R3 0,1 10,67 R 8,67 R 10,00 R

S (Sensible), | (Intermedio), R (Resistente).

Respecto a los resultados obtenidos con la técnica de discos de papel se
observé que todas las bacterias evaluadas fueron sensibles a una de las
muestras del extracto de hojas de icaco. Se evidencié mayor sensibilidad frente
a la bacteria Gram positiva Staphylococcus aureus, seguido de E. Coli y
Salmonella a concentraciones de 10ug/mL, al disminuir esta concentracion del
extracto de hojas de icaco la actividad disminuy6 contra esta cepa, asi como
también disminuyeron los halos frente a las cepas Gram negativas. Los halos de
inhibicién varian de 8,67 a 26,67mm de diametro, de acuerdo a la concentracion
del extracto y a las bacterias en estudio, presentando resistencia a
concentraciones de 1 y 0,1ug/mL tal como se lo muestra en el cuadro 4.2. En
otro estudio realizado con extracto de icaco Villagra (2018) presentd actividad
contra Staphylococcus spp a concentraciones de 160mg/mL con un didmetro
maximo de halo de inhibicion de 13,33mm para bacteria Gram positiva, mientras

gue para las Gram negativa presentd un maximo de 7,66mm de diametro.
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Cuadro 4.3. Analisis de Varianza (Suma de Cuadrados tipo lIl)

Suma de Cuadrado

Cuadrados g Medio F Valorde P
Modelo 385,39 8 4817 4,16 0,0057
Extracto 317,72 2 158,86 13,73 0,0002
Bacterias 23,75 2 11,87 1,03 0,3786
Extracto*Bacteria 43,93 4 10,98 0,95 0,4587
Error 208,33 18 11,57
Total 593,72 26
C.V. 27 26,75

C.V= Coeficiente de Variacién

En el Cuadro 4.3. Se presenta el andlisis de varianza para el efecto
antimicrobiano del extracto de hojas de icaco en los distintos factores de estudio
y Su interaccioén, no se observa diferencia significativa para la interaccion extracto
y bacteria en ninguna de las concentraciones evaluadas (p>0,05). Esto refleja
gue la variable halo de inhibicibn microbiana del extracto de hojas de icaco no
se ve afectada cuando dichos factores estan combinados, ademas se observa
evidente significancia del factor concentracion (p=0,0002), mientras que, para el

factor bacterias, no se observa diferencias significativas (p=0,3786).

Cuadro 4.4. Test de Tukey Alfa= 0,05

Error: 11,5739 gl18

Concentracién Medias E.E.

10,00 17,562 1,13

1,00 10,59°

0,10 10,000

ab= Medias con una letra comUn no son significativamente diferentes (p < 0,05). (E. E= Error
estandar).

Al analizar los resultados permiten aceptar la hipétesis planteada con respecto
al efecto antimicrobiano del extracto de hojas de icaco que indica que; al menos
uno de los porcentajes de extractos de las hojas de C. icaco tiene mayor efecto
antimicrobiano frente a las cepas de Salmonella spp, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus; mostrando mayor efecto la concentracién de 10ug/mL
con una valor de 17,56mm, mientras que las concentraciones de 1 y 0,1ug/mL
no son significativamente diferentes (p > 0,05) ya que presentan valores de 10,59
y 10mm respectivamente, tal como se lo muestra en el cuadro 4.4. El extracto de
hojas de icaco utilizado para la presente investigacion mostré resultados
positivos al inhibir in vitro el crecimiento de las cepas bacterianas Escherichia
coli, salmonella y Staphylococcus aureus.



CAPITULO V.CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. CONCLUSIONES

e Se establece que el extracto de hojas de icaco a concentraciones de 10ug/mL
tiene mayor efecto antimicrobiano, debido a que presenta mayor sensibilidad
en las muestras, con halos de inhibicion de hasta 17,56mm de diametro.

e El rendimiento del extracto etandlico obtenido mediante el uso del equipo
Soxhlet fue 16,7% de muestra, también se pudo determinar y optimizar los
parametros de funcionamiento de este equipo los cuales son de mucha
importancia ya que permitiran obtener mejores resultados de extraccion.

e Las muestras del extracto de hojas de icaco mostraron mayor sensibilidad
contra la bacteria Gram positiva: Staphylococcus aureus a concentraciones
de 10pg/mL, debido a que presenta un amplio espectro de actividad

antimicrobiana en bacterias patdégenas.

5.2. RECOMENDACIONES

e Realizar estudios utilizando concentraciones mayores a 10ug/mL tanto en
bacterias Gram positivas como Gran negativas.

e Tener presente la concentracion de etanol y la relacion masa/volumen del
tipo de solvente a utilizar puesto que estos factores influyen en la extraccion
de fenoles, permitiendo obtener un mayor rendimiento, ademas almacenar el
extracto en un frasco ambar y en refrigeracion a una temperatura de 4°C, ya
gue la luz puede afectar las caracteristicas del extracto.

e Disminuir el tamafio de la muestra lo mas fino posible puesto que esto
aumenta el rendimiento del extracto a obtener mediante el uso del equipo
Soxhlet.

e Potenciar el uso de este extracto por su potencial efecto antimicrobiano.
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ANEXO 1

OBTENCION DEL EXTRACTO DE HOJAS DE ICACO

ANEXO 1-A recepcion y seleccion ANEXO 1-B secado de las hojas en
de las hojas estufa

ANEXO 1-C Pesado de las ANEXO 1-D Obtencioén del extracto
muestras etandlico
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ANEXO 2

EVALUACION DEL EXTRACTO DE HOJAS DE ICACO COMO UN AGENTE
BACTERICIDA.

ANEXO 2-A Diluciones del extracto ANEXO 2-B Llenado de las cajas con
de hojas de icaco el medio agar Mueller Hinton

ANEXO 2-C Impregnacion del extracto en los en discos de papel
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ANEXO 2-D Incubacioén de las ANEXO 2-E Medicién de los halos de

muestras inhibicion

ANEXO 2-F Halos de sensibilidad de Escherichia Coli, salmonella y
Staphylococcus aureus.



ANEXO 3

ANALISIS DE CUANTIFICACION DE FENOLES TOTALES

U Iea m ‘ Lab. De Investipaciin de Alimentos

ELOY ALFARO DE MANAB Facultad Ciencias Agropecuarias

Manta 28 de mayo de 2019

A Quien Corresponda

Ciudad. -

CERTIFICO: Que el andlisis presentado en este informe corresponde a la estudiante Lidia Maria
Sobando Loor C.I 131633037-0, Estudiante de Posgrado de la Escuela Superior Politécnica
Agropecuaria de Manabi (ESPAM MFL.). El anlisis fue realizado en el Lab. De Investigacion de
Alimentos de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la (ULEAM), siendo este el siguiente:
(Cuantificacién de Fenoles Totales, en hojas de Icaco) dicho andlisis corresponde al trabajo de
titulacién “Efecto bactericida in vitro del extracto de hojas de Ieaco en bacterias mesofilas
(Salmonella spp, Escherichia coli, Staphylococcus aureus)”,

Muestra Polifencles R1 Polifenoles R1 Polifenoles R1 Método de ensayo
(g EAG rlong] (g EAG /100g) (g EAG /100g)
Teaco i 1,98 201 . : - 208 Folin Ciocalteau 1927

g/GAE= Gramos de ﬂcxdo gilico
100g= Gramos de muestra analizada

Atentamente,

Téc. Responsable de La btnBoria¥ de Lacteos www,uleam,edu.ec
Téc. Responsable de Lab By iigia de Frutas y Hortalizas
Tée. Responsable de Lab. De io'ilgsngncién de Alimentos

ANEXO 3-A Resultados de cuantificacion de fenoles totales
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ANEXO 4

RESULTADOS DE ANALISIS MICROBIOLOGICOS

€>

39

Laborarows
" ES PAM MF
ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA de
MW ACTROPECUARIA DE MANABI MANUEL FELIX LOPEZ % ‘ 5 .
REPORTE DE ANALISIS MICROBIOLOGICOS
Cliente: ! Lidia Maria Sabando Loor ‘ |
z i C. 1316330370
Direccion: Calceta
Teléfono: 0982951670 N° de analisis 005
Nombre de la Muestra: | ANtibiograma probando un extracto de hojas | pecna de recibido | 21/10/2019
Cantidad Recibida: 1ml Fecha de analisis 21/10/2018
Examen Solicitado: Antibiograma | Fecha de muestreo 23/10/2019
Objetivo del muestreo: Control de calidad | Fecha de reporte 5/11/2019
RESULTADOS
MUESTRA POR
TRATAMIENTO PRUEBAS SOLICITADAS RESULTADOS
| |
MUESTRA #1 |  Determinacién de Scherichia coli | 13,33 mm Resistente }
_ T1Rq 10 pg/ml | w
MUESTRA # 1 cn TN | ) i
TiRz 10 pg/mi Determinacion de Scherichia coli i 17,33 mm Intermedio ;
MUESTRA # 1 Determinacion de Scherichia coli 20,67 mm Sensible
TiR3 10 pg/mi ;
MUESTRA #2 Determinacion de Scherichia coli 11,33 mm Resistente “
T2R1_1 pg/ml
¥gsm;f Determinacién de Scherichia coli 11,33 mm Resistente
MUESTRA #2 Determinacién de Scherichia coli 12,00 mm Resistente
T2Rs 1 pg/mi
MUESTRA #3 Determinacién de Scherichia coli 10,67 mm Resistente
TsR1 0,1 pg/ml {
xg:: ls)mr:l Determinacion de Scherichia coli 11,33 mm Resistente
|
MUESTRA#3 | Determinacién de Scherichia coli 10,67 mm Resistente
TsRs 0,1 pg/ml |

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA DEL AREA AGROPECUARIA DE LA ESPAM MFL
Correo: labmicrob2018@gmail.com

ANEXO 4-A Resultados del didmetro del halo formado por muestras del

extracto de hojas de icaco frente a Escherichia coli
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ESPAM M Laenatni

ESCUELA SUPERIOR POLITEC C de
ACROPECUARIA DE MANADBI MANUEL FELIX O % ! ! .
i MUéSTﬁA POR l
| TRAT AMIENTO PRUEBAS SOLICITADAS RESULTADOS
MUESTRA # 1 Determinacion de Salmonefia ssp ‘ 23,33 mm Sensible
_T4R1 10 pg/ml f
MUESTRA #1 . £33 | Z
T+Rz 10 pg/mi | Determinacion de Salmonella ssp 10,00 mm Resistente
MUESTRA #1 Determinacidon de Safmonelia ssp [ 10,67 mm Resistente
T1R3 10 pg/mi ‘
MUESTRA # 2 1 Determinacion de Salmonelfa ssp \ 9,33 mm Resistente
TzR1 1 pg/ml |
MUESTRA #2 | B—— ; -
T:R: 1 pg/ml Determinacion de Sa/monella ssp : 10,00 mm Resistente
{ > \
| MUESTRA #2 Determinacion de Salmonella ssp ; 10,00 mm Resistente
T2R; 1 pg/mi | |
‘ ‘
MUESTRA #3 { Determinacién de Sa/monelia ssp i 10,67 mm Resistente
TsR1 0,1 pg/mi | ‘
MUESTRA #3 | o ‘ .
T:R; 01 pg/ml | Determinacién de Salmonella ssp | 10,00 mm Resistente
MUESTRA #3 \ Determinacién de Saimonella ssp 8,67 mm Resistente
TaRs 0,1 pg/iml | ‘

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA DEL AREA AGROPECUARIA DE LA ESPAM MFL
Correo: labmicrob2018@gmail.com

ANEXO 4-B Resultados del didmetro del halo formado por muestras del
extracto de hojas de icaco frente a Salmonella spp
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e [ SIPAIMII

=B
e - de
UELA SUPERIOR POLITECRKNICA

Laboratoria

%, ‘ 5 - AGR’C)F'!ECI.JARIA DE MAMNABI MANUEL FELIX LOPEZ % gl £ -

MUESTRA POR

TRATAMIENTO PRUEBAS SOLICITADAS RESULTADOS

MUESTRA #1 | Determinacion de Staphylococcus | 26,67 mm Sensible
__T1Ry 10 pg/mi

#:&EF,"E%’:I Determinacion de Staphylococcus | 20,67 mm Sensible
I;{f{nﬁ?:.;;m Determinacién de Staphylococcus | 15,33 mm Intermedio
]‘1!:%5'1'?1;‘:!? Determinacion de Staphylococcus 10,67 mm Resistente
%fésfﬁ;;tz t Determinacion de Staphylococcus : 10,00 mm Resistente
g:ésfﬁ;ﬁﬂz Determinacién de Staphylococcus 10,67 mm Resistente
?:RU;E?F:;;:I Determinacién de Staphyfococeus : 8,67 mm Resistente
‘?:l;lfgmngl Determinacion de Staphyfococcus 9,33 mm Resistente
MUESTRA #3 Determinacion de Staphylococcus ; 10,00 mm Resistente
T3R3 0,1 pg/mi |

\ ESPAMMIELL,
- ) s sove o pouEcNc

M AEROFECUARA DE M AMABI MANEL FELIL LOPEZ |

Canmera de
N Ve
Le- % VETERINARIA

212074 TOR) DE MICROBIOLOGIA ’2\“ ot
A

Blgo.\Johnn
COORDINADOR DF

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA DEL AREA AGROPECUARIA DE LA ESPAM MFL
Correo: labmicrob2018 @gmail.com

ANEXO 4-C Resultados del diametro del halo formado por muestras del
extracto de hojas de icaco frente a Staphylococcus aureus



