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Presentacion

Las propiedades farmacoldgicas de las plantas se deben principalmente a que
contienen metabolitos o compuestos secundarios, los cuales ejercen sus efectos
una vez que han sido ingeridos o aplicados en infusiones, cataplasmas y otras
preparaciones. La caracteristica mas importante de muchos metabolitos secundarios
es su distribucién relativamente restringida en la naturaleza que, en algunos casos,
se limita a especies o subespecies Unicas; en consecuencia son una manifestacién de
la individualidad del organismo que los contiene. Es posible que muchos de estos
metabolitos sean esenciales para el organismo que los produce, pero en general
deben tener algun significado bioldgico ya que son biosintetizados y biodegradados,
por lo que se presume deben poseer alguna funcién, probablemente especifica
(Valencia, 1993).

En general las plantas son una fuente de moléculas bioactivas, y la mayor
parte de las ellas no han sido estudiadas. Aparentemente, casi cada especie vegetal
ha desarrollado un complejo de sustancias quimicas unico, que la protege contra
sus depredadores naturales; de esta manera el reino vegetal ofrece un universo
de principios activos que ejercen casi cualquier actividad biologica imaginable.
Ademas, muchos extractos o compuestos botanicos tienen la ventaja de proveer
modos de accion novedosos, que reducen el riesgo de resistencia cruzada (Arnason
et al; 1989, citado por Atehortua, 1994). Los granos andinos son especies
vegetales que ademas de alimento han sido usadas en los sistemas etnomédicos
de la zona andina, lo que orientd la investigacion de la actividad biolégica, con
el objeto de descubrir compuestos activos, aplicando bioensayos suficientemente
sensibles que permitieron detectar la actividad antimicrobiana de los extractos, en
concentraciones bajas. Como organismos de prueba en los bioensayos se utilizaron
cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 9637, Klebsiella
Pneumoniae ATCC 10031 y Micrococcus flavus ATCC 14452 Candida albicans ATCC
10231 y Saccharomyces cerevisiae ATCC 2601. Los resultados de estas pruebas
orientaron, los ensayos en un sistema mas costoso con animales experimentales de
laboratorio.

El contenido de este boletin cumple con los requisitos generales siguientes:
Introduccion, mencion de las especies en estudio, metodologias utilizadas, resultados
obtenidos, conclusiones y un glosario de términos. Se completa con la bibliografia,
referencias especificas y los Anexos conteniendo la descripcion de las metodologias
utilizadas.
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1. Introduccion

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2013), las enfermedades
infecciosas son la principal causa de muerte del ser humano, sobre todo en lugares
donde el acceso a medicamentos de buena calidad es limitado. El ultimo informe
publicado por la OMS titulado “Resistencia a los antimicrobianos: informe mundial
de vigilancia”, establece que la resistencia a los antimicrobianos y en particular a los
antibiodticos es una amenaza de salud publica que puede afectar a los seres humanos
en cualquier pais del mundo.

Especificamente en la Regién de las Américas, existe elevada resistencia a las
cefalosporinas o fluoroquinolonas, antibidticos que sirven para contrarrestar las
infecciones provocadas por Eschericha coli. En ciertos entornos se observa que hasta
un 90% de las infecciones producidas por Staphilococcus aureus son resistentes a la
meticilina, lo cual conlleva a concluir que el tratamiento con antibidticos habituales
cada vez se complica mas (OMS, 2014). En el Ecuador, no es la excepcion, segun
datos del 2008 se observd que existe resistencia antimicrobiana de hasta un 71%
de la ampicilina sobre cepas de Eschericha coli; en el caso de Staphilococcus aureus
existidé un 30% y 25% de resistencia frente a eritromicina y oxacilina respectivamente,
mientras que para Salmonella spp hubo un 30% de resistencia frente a tetracidina
(Quizhpe, 2014).

Sin embargo, segun la teoria darwiniana la resistencia microbiana es inevitable,
debido a que es un fendmeno bioldgico evolutivo natural, que al igual que los seres
humanos los microorganismos también se defienden del medio ambiente hostil
y buscan nuevos mecanismos de adaptacion al medio (Barberan, 2006). De ahi la
importancia de generar estrategias orientadas a contrarrestar esta amenaza de
salud publica mundial, a través de planes que involucren la innovacion, investigacion
y desarrollo de nuevas herramientas para el diagnostico y tratamiento de las
enfermedades infecciosas, asi como fortalecer la prevencién y control mediante una
mejor higiene, acceso al agua potable, acceso a la vacunacién y a una mejor calidad
de vida sobre todo en los paises en vias de desarrollo (Roses, 2011; OMS, 2013).

Los antibidticos naturales procedentes del mundo vegetal son capaces de
inhibiroanularelcrecimientode microorganismos(Botanicalonline, 2014). Unaplanta
medicinal es considerada como un complejo laboratorio de sintesis y degradacion en
donde se concentran metabolitos primarios, secundarios y una serie de sustancias
con actividad bioldgica (Araujo y Salas, 2008); de cuyo estudio y aprovechamiento
se encargan la fitoquimica, fitofarmacolégica y la antibioticoterapia como una
alternativa eficaz para el control de infecciones microbianas (Avila et al; 2006 citado
por Cruz et al; 2010; Cordiés et al; 1998).

La OMS reconoce la importancia de las plantas medicinales y establece que es
fundamental la investigacion de las mismas para asegurar su efectividad y calidad en
el tratamiento de determinadas enfermedades (Sharapin, 2000). En este contexto,
los granos andinos presentan metabolitos secundarios cuya actividad bioldgica debe
estudiarse, para potenciar su utilidad como medicamentos, insecticidas, herbicidas,
perfumes o colorantes entre otros.
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2. Materiales y métodos
2.1 Materiales
211 Especies vegetales

El presente estudid se realizd con las especies vegetales que se indican a
continuacion:

Tabla 1. Especies vegetales utilizadas para la evaluacion “in vitro” de la actividad
antibacteriana

Especie Variedad

Quinua INIAP - Tunkahuan
INIAP - Pata de venado
Criolla morada

Criolla blanca

Chocho INIAP - 450
INIAP - 451
Criollo
Amaranto INIAP - Alegria
Perucho
Sangorache INIAP - Rubi

21.2 Microorganismos

Para los ensayos bioldgicos se emplearon las siguientes cepas, provistas por
el Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica (INSPI), sede Guayaquil, las
cuales fueron crio-conservadas en el Laboratorio de Investigacion de la UNACH.

Tabla 2. Cepas microbianas utilizadas para los ensayos biologicos

Microorganismo Tipo

o Staphylococcus aureus ATCC 25923
o Escherichia coli ATCC 9637

o Klebsiella pneumoniae ATCC 10031
o Micrococcus flavus ATCC 14452

o Candida albicans ATCC 10231
o Saccharomyces cerevisiae ATCC 2601

Cepas Bacterianas

Cepas micoticas

| Nl AP - Estaci 6n Experi nental Santa Catali na
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2.2 Metodologia para la obtencion de extractos
2.21 Preparacion del material vegetal

Una vez recolectadas las diferentes especies vegetales se separaron las
fracciones de la planta (hojas, granos, tallos, inflorescencias), estas fueron lavadas
y secadas a temperatura ambiente, posteriormente fueron molidas para facilitar el
proceso de extraccion.

2.2.2 Obtencion de extractos
Para la obtencion de extractos a partir de las hojas y granos se uso solventes

de diferente polaridad, utilizando la metodologia descrita por Miranda (2012) y
Lock (1998), como se muestra en la Figura 1.

+ Secocid la harina desengrasada
con agua destilada.
+ SeajustoelpHa11con
Amoniaco. »
+ Para la extraccion, se uso como / Extraccion
solvente éter etilico y se concentré de ChOCh 0 — i
la fase orgdnica. \ Alcaloides + Seuso coTno solvente Hexano
+ Se macerd por 72 horas.
+ El grano se mezclé con HCL. Se + Laextraccion se realizo en un Soxhlet
calento en reflujo por 1 horay se por 4 ha 40°C.
fittr6. Extracto _I\ + El solvente se evapord en un rotavapor.
+ El residuo se seco. A Extraccion . |_|p|'d|co —V * Elextracto obtenido se almacend en
+ Se realizo una extraccion en de Qu|nu a - frascos protegidos de la luz.
Soxhlet con hexano. Saponinas
« Seevaporo el solvente y se ;
disuelve el extracto en cloroformo. * Se macerd las muestras con etanol
Extracto por 2 dias.
Sl « Sefiltro.
+ Se usd como disolvente éter ) etanolicos 5 6
dietilico. Extracdon Amaranto y Ets:\lz‘;epnotre e
+ Sesomete afiltracion através de de - + Los extractos se envasaron en
un embudo deseparacion. Flavonoides Sangorathe refrigeracion.
+ Los extractos se envasaron en
refrigeracion.

Figura 1. Obtencidn de extractos, a partir de diferentes fracciones de las plantas

2.3 Metodologia para la evaluacion “in vitro” de la actividad antibacteriana
y antifingica

Se evaluo la resistencia y sensibilidad de los microorganismos mencionados a
los diferentes extractos vegetales; para lo cual se tomd como referencia las normas
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del Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI) - M02-A11 (2012). Se realizaron
pruebas de antibiograma, segun el método de Bauer y Kirby, citado por Aguirre,
(2013); Chicaiza, (2014) y Garcia, (2014). Un esbozo general de la técnica se muestra
en la Figura 2, cuyos detalles especificos constan en el anexo 1.

Evaluacion “in vitro” de la actividad antimicrobiana y
antimicotica de los extractos de quinua, chocho, amaranto

y sangorache

Actividad
antibacteriana

11

Actividad
antifangica

Il

Método de Bauer-Kirby

i

- Medios de cultivo
Tryptic Soy Broth (TSB), Trypticase
Soja Agar (TSA) y Mueller Hinton.

- Cepas bacterianas
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Escherichia coli ATCC 9637

B

Medios de cultivo
Tryptic Soy Broth(TSB), Trypticase
Soja Agar (TSA) y Saboroud Agar

Cepas micoticas:
Candida albicans ATCC 10231 y
Saccharomy cescerevisiae ATCC 2601

Klebsiella Pneumoniae ATCC 10031
Micrococcus flavus ATCC 14452

|
I

E Las cepas fueron sembradas e incubadas. Después de 24 h se prepard el inédculo (Se]

tomaron 50 ul de la suspensién bacteriana y micotica, se inoculd en agar TSA, Mueller

Hinton y Saboroud).

Se elaboré discos de sensibilidad (Prat Dumas France) de 6mm de diametro y se
adiciond diferentes concentraciones de los extractos; se dejaron secar y se colocaron
con ayuda de una pinza por flameo los discos a 10mm del borde de la placa, se
refrigeraron por 5min.

* Posteriormente, se incubaron las placas a 372C por 18 horas.

Il

- Como control positivo se usé discos de estreptomicina (actividad antibacteriana) y
fluconazol (actividad antimicotica).

* Para efectos comparativos se utilizé extractos vegetales de Santa Maria, Ruda,
Marco, Eucalipto, Llantén y Malva.

Figura 2. Metodologia para la evaluacién “in vitro” de la actividad antibacteriana
y antifungica de los extractos vegetales

2.4 Metodologia para la determinacion de la concentracion minima
inhibitoria (CMI) de los extractos vegetales

Para esta determinacion se realizaron diluciones sucesivas a partir de una
concentracion patron obtenida en un medio de cultivo TSB sobre microplacas, se
determiné la densidad o6ptica (O.D) en un lector BioTek ELx800, el procedimiento
se muestra en el anexo 2.
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Se utilizaron

como

controles

positivos, los
estreptomicina y fluconazol y como productos comparativos, extractos

productos

comerciales
de las

especies vegetales: Santa Maria, Marco, Ruda, Llantén y Eucalipto. En la Tabla 3 se
indican los volumenes utilizados de cada extracto vegetal para la determinaciéon de

la CMI.

Tabla 3. Volumenes aplicados en placas Microelisa para la determinacidn de la
concentracion minima inhibitoria de extractos vegetales

. Vol. Vol. Vol.
Especies Concen. Vol. . . .

Extracto o microorganismo | Muestra | Final

vegetales Muestra (%) | TSB (ul) (Dil 1/100.000) () ()
50 90 10 100 200

40 110 10 80 200

Lipidico 30 130 10 60 200

20 150 10 40 200

Chocho

10 170 10 20 200

Etanélico y 50 90 10 100 200

alcaloides 25 140 10 50 200

totales 10 170 10 20 200

50 90 10 100 200

) Lipidico, 38 115 10 75 200

Quinua etandlicoy

saponinas 25 140 10 50 200

13 165 10 25 200

50 920 10l 100 200

Lipidico,

Amaranto y etaI:élico y 38 115 10 75 200
sangorache | o = @ - des 25 140 10 50 200
12 165 10 25 200

Santa Maria 10 170 10 20 200
Ruda 10 170 10 20 200

Marco 10 170 10 20 200
Eucalipto 10 170 10 20 200

150 170 10 20 200

100 170 10 20 200

80 170 10 20 200

Estreptomicina y 40 170 10 20 200
Fluconazol (ug/ul) 20 170 10 20 200
10 170 10 20l 200

5 170 10 20 200

3 170 10 20 200

Fuente: Aguirre, 2013; Chicaiza, 2014 y Garcia, 2014.




3. Resultados

3.1 Evaluacion “in vitro” de la actividad antibacteriana de los extractos de
granos de chocho, quinua, amaranto y sangorache

3.1.1 Estandarizacion de los métodos para determinacion de la actividad
antibacteriana de los extractos de granos andinos

La actividad antibacteriana se evaluo a través de la técnica de antibiograma 'y
la concentracion minima inhibitoria (MIC), metodologias que ayudaron a identificar
si las bacterias presentan sensibilidad o resistencia a los extractos de las especies en
estudio y la concentracién a la que éstos actuan (Picazo, s.f). Para la determinacion
se tomd como base una lectura inicial de O.D (0,5-0,6) y el recuento de unidades
formadoras de colonias de las cepas: Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae y Micrococcus flavus, utilizando diluciones 1: 100.000, como
se indica en la tabla 4.

Tabla 4. Densidad o6pticay recuento de bacterias ATCC

Extractos de Chocho

Staphylococcus | Escherichia Klebsiella Micrococcus

Parametros aureus* coli* pneumoniae* flavus *
Densidad éptica 0,6 0,5 0,5 0,5
UFC/g 53 108 3 19
Extractos de Quinua
Densidad optica 0.6 0.5 0.5 0.6
UFC/g 127 113 5 27
Extractos de Amaranto y Sangorache

Densidad optica 0,6 0,5 0,6 0,5
UFC /g 85 120 12 9

*Tiempo de incubacion: 18 horas

Fuente: Aguirre, 2013; Chicaiza, 2014 y Garcia, 2014.

3.1.2 Evaluacion de la actividad antibacteriana de extractos lipidicos de
chocho, quinua, amaranto y sangorache

3.1.2.1 Actividad antibacteriana delos extractos lipidicos, segin el método
del antibiograma “Bauer-Kirby”

A través del antibiograma fue posible observar el comportamiento de
los agentes infecciosos (cepas bacterianas), frente a los extractos de las especies
vegetales en estudio, con el objeto de obtener informacidn que permitira predecir
el resultado de un tratamiento antiinfeccioso, (Garcia et al; 1994). Segun las Normas
de CLSI M02-A11 (2012), los resultados se expresan a través del diametro del halo
de inhibicion, en donde Resistente (R) corresponde a un diametro menor o igual
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a 14 mm e indica que el microorganismo es resistente al antibiotico. Un didmetro
entre 15 a 19 mm muestra que el producto aplicado consigue su efecto bajo
ciertas condiciones y es catalogado como Intermedio (1). Mientras que diametros
mayores o iguales a 20 mm, indican que el antibiético provoca inhibicién visible del
crecimiento microbiano (S) y por tanto es Sensible (anexo 3).

Con volumenes de extractos lipidicos de 20, 30, 50 pl, se observé un mayor
grado de inhibicion sobre las cepas bacterianas de Staphylococcus aureus. Con los
extractos obtenidos a partir de las hojas de quinua, variedad INIAP-Pata de venado,
se registraron halos de inhibicion de 17 mm, catalogado como intermedio (l),
seguido de las variedades criolla blanca y morada con un halos de inhibicion de
12 mm (R) como se muestra en la Figura 3 y anexo 4.1, sin embargo el extracto
obtenido a partir del grano de amaranto no presenté ningun halo de inhibicién.

Con los extractos de hojas y flores de chocho, variedad criollo, se registré un
halo de inhibicién de 9 mm (R) sobre cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia
coli, no asi sobre cepas de Klebsiella pneumoniae y Micrococcus flavus en las cuales
los extractos de los granos andinos no presentaron actividad antibacteriana.

18 17
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—
14
§ 2l
-~ 12
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© 10 9
-! -'
-3 P
e 8 i A. Amaranto INIAP - Alegria (Grano); B. Amaranto Perucho (Grano)
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'; 6 D. Sangorache INIAP - Rubi (Hoja); . Sangorache INIAP - Rubi (Panoja)
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E 2 Staphylococcus aureus
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Figura 3. Diametro promedio de los halos de inhibicién de extractos lipidicos
sobre Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Micrococcus flavus
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3.1.2.2 Actividad antibacteriana: método de la concentracion minima
inhibitoria

Este valor hace referencia a la minima concentraciéon de extracto capaz de
inhibir la multiplicacion de las cepas microbianas en estudio (Cavalieri et al; 2005).
Para ello se ensayaron distintas concentraciones de extractos lipidicos provenientes
de granos andinos sobre las cepas bacterianas de interés clinico. Se determino que
los extractos provenientes de los granos de chocho, amaranto y sangorache no
mostraron actividad inhibitoria sobre los microorganismos considerados en este
estudio, sin embargo los extractos de hojas y flores de la variedad de chocho criollo
mostré actividad antibacteriana sobre Staphylococcus aureus, como se indica en la
Tabla 5. Igualmente los extractos lipidicos preparados a partir del grano y hojas de las
dos variedades de quinua: INIAP-Tunkahuan e INIAP-Pata de venado, presentaron
actividad antibacteriana sobre Staphylococcus aureus al 50% de concentracion.

También se evidencio que los extractos de hojas a una concentracién del 38%
y panojas del sangorache a una concentracion del 50% presentaron actividad sobre
cepas de Klebsiella pneumoniae y Micrococcus flavus; no asi sobre Escherichia coli.

Tabla 5. Concentracién minima inhibitoria de extractos lipidicos de chocho,
quinua y sangorache sobre cuatro bacterias

. <o . 0.D(1ra. | 0.D(2da.
Especies vegetales Concentracion (V/V) Bacteria lectura) lectura)
Hojas 40% 0,94 0,55
S. aureus
Flores 50% 0,45 0,44
Chocho Hojas Criollo 50% K. pneumoniae 0,76 0,66
Hojas 50% 0,43 0,39
M. flavus
Flores 50% 0,84 0,63
Criolla morada 50% 0,17 0,07
Criolla blanca 50% 0,18 0,11
Grano 1
INIAP-Pata de 50% 024 021
venado
INIAP-Tunkahuan 50% 0,19 0,17
Quinua Criolla morada 50% $. aureus 0,20 0,20
Criolla blanca 50% 0,21 0,17
Hojas INIAP-Patad
raia de 50% 022 0,14
venado
INIAP-Tunkahuan 50% 0,19 0,18
Hojas ) 38% K. pneumoniae 0,24 0,23
Sangorache INIAP-Rubi
Flores 50% M. flavus 0,50 0,46
Fuente: Aguirre, 2013; Chicaiza, 2014 y Garcia, 2014
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3.1.3 Evaluacion de la actividad antibacteriana de extractos etandlicos de
chocho, quinua, amaranto y sangorache

3.1.3.1 Actividad antibacteriana de extractos etanolicos, segun el método
del antibiograma “Bauer-Kirby"”

No se determind ningun halo de inhibicion mediante la aplicacion de los
extractos etanolicos de chocho, amaranto y sangorache sobre las cepas bacterianas
en estudio, con volumenes de 20, 30, 40 y 50 ul. Con la aplicacion de los extractos
del grano de quinua de las variedades INIAP-Tunkahuan y criolla morada, sobre
Staphylococcus aureus, se registré un halo de inhibicion de 12 mm de diametro, que
indica una efectividad resistente (R).

Los extractos de hojas y flores de chocho, quinua, amaranto y sangorache
mostraron actividad sobre Staphylococcus aureus, presentando halos de inhibicion
entre 7-10 mm de diametro, correspondiente a una efectividad resistente (R).
También, en el caso de Escherichia coli, los extractos de flores y hojas de la variedad
de chocho criollo mostraron actividad antimicrobiana catalogada como resistente
con halos de inhibicidn entre 8 a 10 mm; similares resultados se registraron con los
extractos etanolicos de las hojas de quinua, variedad INIAP- Pata de venado. Con
respecto a las cepas de Micrococcus flavous, halos de inhibicion de mayor didametro
se registraron, mediante la aplicacion de extractos de flores de chocho, variedad
criollo con una halo de inhibicidn de 13 mm de diametro. (Figura 4 y anexo 4.2).

13

=
=
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Criollo |

Diametros de halos de inhibicién (mm)
INIAP-451 |
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INIAP-Rubi |®
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Especies vegetales

Figura 4. Halos de inhibicion (mm) resultantes de la aplicacion de extractos
etandlicos de granos andinos sobre Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Micrococcus flavus
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3.1.3.2 Actividad antibacteriana de extractos etanolicos, a través de la
determinacion de la concentracion minima inhibitoria

A través del espectrofotometro se midié la cantidad de luz trasmitida a
partir de una suspension celular que se expresd en unidades de densidad Optica
(O.D), lo que permitié determinar la actividad antibacteriana de los extractos
(Cabeza, 2011). Los extractos etandlicos tanto de los granos como de las hojas de
las especies en estudio, en concentraciones de 10%, 25%, 38% 50%, mostraron
actividad inhibitoria sobre las cepas bacterianas, expresada en la menor densidad
Optica (segunda lectura) de la suspension celular luego de un tiempo de exposicion
de las bacterias a los extractos. Esta disminucion fue notable con los extractos de las
diferentes fracciones de las plantas a una concentracién del 50%, como se observa
en la Tabla 6.

Tabla 6. Concentracion minima inhibitoria de extractos etandlicos de chocho,
quinua, amaranto y sangorache

Especies vegetales en estudio Consepaacon Bacteria o RODI2C:
(V/V) lectura) | lectura)
Grano INIAP-450 50% 1,20 1,20
Criollo 50% 1,26 0,06
INIAP-450 25% Staphylococcus 1,70 0,59
Hojas INIAP-451 10% aureus 0,65 0,45
Criollo 25% 1,55 0,8
Flores Criollo 10% 0,60 0,56
INIAP-450 50% 1,12 0,89
Grano INIAP-451 50% 117 0,82
Criollo 50% 1,12 0,04
INIAP-450 10% Escherichia coli 0,40 0,34
Hojas INIAP-451 10% 0,49 0,33
Chocho Criollo 25% 1m 0,75
Flores Criollo 25% 1,37 1,91
INIAP-450 50% 1,42 1,15
Grano INIAP-451 50% 1,31 1,00
Criollo 50% Klebsiella 0,04 0,36
INIAP-450 25% pneumoniae 1,52 0,65
Hojas INIAP-451 10% 0,40 0,31
Criollo 10% 0,13 0,13
Grano INIAP-450 25% 1,42 1,32
INIAP-451 50% Micrococcus 2,29 0,75
Hojas Criollo 50% flavus 2,23 0,54
Flores Criollo 25% 1,45 1,06
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INIAP-Tunkahuan 50% 0,20 0,17
INIAP-Pata de 50% 018 016
Grano venado
Criolla blanca 50% 0,20 0,15
Criolla morada 50% Staphylococcus 0,19 0,17
INIAP-Tunkahuan 50% aureus 0,21 0,19
. INIAP-Pata de 50% 0.21 015
Hojas venado
Criolla blanca 50% 0,22 0,18
Quinua Criolla morada 50% 0,23 0,19
Grano INIAP-Tunkahuan 50% 0,21 0,16
INIAP-Tunkahuan 50% 0,21 0,18
INIAP-Pata d
Hoi venaadg € 50% Escherichia coli 0,23 0,14
ojas
Criolla blanca 50% 0,23 0,20
Criolla morada 50% 0,20 0,19
Grano | INIAP-Tunkahuan 50% Klebsiella 0,23 0,18
pneumoniae
Grano | INIAP-Tunkahuan 50% Micrococcus 0,23 0,19
flavus
G INIAP - Alegria 50% 0,17 0,14
rano
Perucho 50% Staphy[ococcus 0,1 5 0,10
Hoi INIAP - Alegria 50% aureus 0,05 0,05
ojas
) Perucho 38% 0,1 0,09
G INIAP - Alegria 50% 0,15 0,15
rano
Perucho 50% 0,13 0,13
- Escherichia coli
Hoi INIAP - Alegria 50% 0,05 0,04
ojas
A . ! Perucho 50% 0,09 0,09
maranto
G INIAP - Alegria 38% 0,16 0,14
rano
Perucho 50% Klebsiella 0,13 0,13
Hoi INIAP - Alegria 50% pneumoniae 0,04 0,04
ojas
) Perucho 50% 0,08 0,07
G INIAP - Alegria 38% 0,17 0,11
rano
Perucho 50% Micrococcus 0,26 0,21
o INIAP - Alegria 50% flavus 0,06 0,05
ojas
) Perucho 50% 0,10 0,10
Grano 50% i 0,21 0,1
Hojas 38% Stapag ococcus 0,26 0,20
Panoja 50% 0,02 0,02
Grano 50% 0,25 0,18
Hojas 50% Escherichia coli 0,19 0,10
Panoja ] 50% 0,02 0,01
Sangorache Grano INIAP - Rubi 38% . 018 0,08
Hojas 38% Klebsiella 0,26 0,11
- pneumoniae
Panoja 38% 0,05 0,04
Grano 50% 0,24 0,15
Hojas 50% M’Cg‘;xjﬂ‘s 0,24 0,22
Panoja 50% 0,04 0,03

Fuente: Aguirre, 2013; Chicaiza, 2014 y Garcia, 2014
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3.1.4 Evaluacion de la actividad antibacteriana de extractos alcaloidales
del chocho, saponinas de la quinua y flavonoides del amaranto y
sangorache

3.1.41 Actividad antibacteriana de extractos alcaloidales del chocho:
Método del antibiograma “Bauer-Kirby”

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos de alcaloides de
chocho se probd diferentes concentraciones, obteniendo un halo de inhibicion de 17
mm, correspondiente a un nivel de inhibicién intermedio (I), con extractos alcaloidales
concentrados (100%) de la variedad de chocho INIAP-450 sobre cepas de Micrococcus
flavus. Halos de inhibicion de 15y 16 mm de didmetro se obtuvieron por aplicaciéon de
los extractos alcaloidales de la variedad criollo sobre Staphylococcus aureus y Escherichia
Coli respectivamente, como se muestra en la Figura 5 y el anexo 4.3.

En base a estos resultados se determiné que los extractos alcaloidales
concentrados presentan importante actividad antibacteriana de gran potencial en
la industria farmacéutica.
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Figura 5. Halos de inhibicién de extractos de alcaloidales del chocho sobre
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Micrococcus flavus

3.1.4.2 Actividad antibacteriana de los extractos de saponina de la quinua:
Método del antibiograma “Bauer-Kirby”

Los extractos de saponina al 100% de concentracidn, sobre Staphylococcus
aureus presentaron halos de inhibicion de 7, 8 y 11 mm de diametro (Figura 6). Estas
medidas indican que hay una susceptibilidad resistente (R) de la bacteria al extracto,
segun lo establecido en la norma CLSI M02-A11 (2012).

Sin embargo, segun Lépez, (2001) y Mendoza y Calvo, (2012) resaltan las
propiedades expectorantes y antitusicas de estos compuestos; ademas del efecto
antioxidante, caracter citotoxico para las células cancerigenas, la modulacion
inmunoldgica y la regulacion de la proliferacion celular (Villacrés et al; 2013). Razén
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por la cual, las saponinas de la quinua se convierten en una importante aplicacién
dentro del campo farmacéutico.
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Figura 6. Halos de inhibicién de extractos de saponina de quinua aplicados a
Staphylococcus aureus

3.1.4.3 Actividad antibacteriana de extractos de flavonoides de amaranto
y sangorache: Método del antibiograma “Bauer-Kirby"”

Al igual que los extractos de saponina de la quinua, los extractos flavonoides
delamarantoy sangorache, presentaron pequenos halos de inhibicion, evidenciando
la resistencia de Staphylococcus aureus al concentrado de flavonoides de las
mencionadas especies. Un halo de inhibicion de mayor diametro (9 mm) se obtuvo
con el extracto de flavonoides de la variedad de amaranto INIAP-Alegria sobre
Staphylococcus aureus, seguido del sangorache INIAP- Rubi (grano, hojas y panoja)
con una inhibicién de 8 mm de diametro. (Figura 7).

‘ 1 ¥ Staphylococcus aureus

Escherichia coli

o

Klebsiella pneumoniae
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-INIAP-Rubi

Hoja-

o (4]
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Grano - INIAP-Rubi [ &8

Diametro de halo de inhibicion (mm)

Hoja - INIAP-Alegria |*==

Grano - INIAP-Alegria
Panoja

Amaranto Sangorache
Especies vegetales

Figura 7. Halos de inhibicion de extractos de flavonoides, aplicados a
Staphylococcus aureus Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli

18 | Nl AP - Estaci 6n Experi nental Santa Catali na



Los extractos flavonoides del amaranto presentaron baja actividad
antibacteriana, expresada en el menor didmetro de los halos de inhibicién, con
respecto a los obtenidos con los extractos de saponina de la quinua y alcaloides del
chocho; sin embargo los flavonoides concentrados del amaranto pueden presentar
otro tipo de actividad bioldgica. Oliva et al; citado en Calderon, 2011, senala que
los flavonoides, ayudan a prevenir ciertas enfermedades cancerigenas debido a sus
propiedades antioxidantes, ademas de ejercer efecto antiviral, antitdxico y accion
protectora del higado (Martinez et al; 2002).

3.1.4.4 Actividad antibacteriana de los alcaloides en chocho, saponinas
de la quinua y flavonoides del amaranto y sangorache: segtn el
método de la concentracion minima inhibitoria

Para la determinacion de la concentracidn minima inhibitoria se aplico
diferentes concentraciones de los extractos en estudio. Los extractos alcaloidales de
las variedades de chocho INIAP-450 y 451 inhibieron la actividad de Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli, al 25 y 50% de concentracion.
Mientras que la actividad de Micrococcus flavous, se inhibié solo con el extracto
concentrado de la variedad de chocho 451.

Tabla 7. Concentracién minima inhibitoria de extractos de alcaloides (chocho),
saponina (quinua) y flavonoides (amaranto y sangorache)

Extracto Especie vegetal en estudio Ll Microorganismo 0.D(1ra. | 0.D (2da.
(v/v) lectura) | lectura)
INIAP-450 25% s 0,13 0,13
. aureus
INIAP-451 50% 0,14 0,13
INIAP-450 25% £ coli 0,09 0,09
. coli
0,
ALCALOIDES Chocho Grano INIAP-451 >0% 0.06 0,06
INIAP-450 25% 0,6 0,09
K. pneumoniae
INIAP-451 50% 0,06 0,06
INIAP-451 50% M. flavus 0,10 0,10
INIAP- .
Tunkahuan 50% 030 0,25
SAPONINAS Quinua Grano L'\Iel'e:;]zajz 50% S. aureus 0,30 0,18
nf;'::'cfa 25% 0,21 0,2
INIAP-Alegria 50% 0,06 0,03
Amaranto | Grano E. coli

FLAVONOIDES Perucho 50% 0,09 0,02
Sangorache | Hojas INIAP-Rubi 50% M. flavus 0,06 0,03

Fuente: Aguirre, 2013; Chicaiza, 2014 y Garcia, 2014

El extracto de saponina al 50 y 25%, inhibio la actividad de Staphylococcus
aureus; mientras que el extracto de flavonoides al 50% de concentracion inhibio la
actividad de Escherichia coli y Micrococcus flavous.
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3.2 Evaluacion de la actividad antimicética de los extractos de granos de
chocho, quinua, amaranto y sangorache.

3.2.1 Estandarizacion de los métodos para la determinacion de la
actividad antimicética de los extractos de granos andinos.

La actividad antimicotica se evaluo a través de la técnica de antibiogramay la
Concentracion Minima Inhibitoria (MIC), metodologias que ayudaron a identificar
si los hongos presentan sensibilidad o resistencia a los extractos de las especies en
estudio y la concentracion a la que éstos actuan. Para la determinacidon se tomo
como base una lectura inicial de O.D (0,5-0,6) y el recuento de unidades formadoras
de colonias de las cepas: Candida albicans y Sacharomyces cerevisae, utilizando
diluciones 1: 100.000, como se indica en la Tabla 8.

Tabla 8. Concentracion inhibitoria minima de los extractos de granos andinos sobre
Candida albicans y Sacharomyces cerevisae

Extracto del grano de Chocho

Parametros Candida albicans * Sacharomyces cerevisae **
Densidad 6ptica 0,5 0,5
UFC 46 100

Extracto del grano de Quinua

Densidad 6ptica 0,5 0,5

UFC 110 65

Extractos de los granos de Amaranto y Sangorache

Densidad 6ptica 0,6 0,5

UFC 50 40

Tiempo de incubacién: 48 * y 72 ** horas
Fuente: Aguirre, 2013; Chicaiza, 2014 y Garcia, 2014

3.2.2 Evaluacion antimicética de los extractos lipidicos

3.2.21 Actividad antimicética de los extractos lipidicos: Método del
antibiograma “Bauer-Kirby”

La sensibilidad microbiana a los extractos lipidicos se pudo evaluar a través del
antibiograma de “Bauer-Kirby”, cuyos resultados se muestran en la figura 8 y anexo
5.1.
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Figura 8. Halos de inhibicion de los extractos lipidicos aplicados sobre C. albicans
y S. cerevisae

Se determind que los extractos lipidicos de las variedades de quinua, criolla
blanca y criolla morada sobre Candida albicans presentaron halos de inhibiciéon de
17 y 15 mm, respectivamente. Estas dimensiones indican susceptibilidad catalogada
como intermedia () de los microorganismos a los extractos, mientras que los
otros extractos lipidicos del chocho, amaranto y sangorache, presentaron halos de
inhibicion en un rango de 7 hasta 12 mm, lo que evidencia una resistencia (R) de los
microorganismos evaluados a los extractos aplicados. En el caso de Sacharomyces
cerevisae existié halos de inhibicion resistentes (7 — 9 mm) para granos, hojas y
flores de chocho.

3.2.2.2 Concentracion minima inhibitoria

Los extractos de las hojas, flores y granos de chocho asi como de la quinua,
inhibieron el crecimiento de C. albicans, S. cerevisae a una concentracion del 50%,
expresada en la disminucion de la densidad optica de la segunda lectura (Tabla 9).
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Tabla 9. Concentracidn minima inhibitoria de extractos lipidicos de chocho,
quinua, amaranto y sangorache

Especies vegetales Concent. Microorganismo ey | Clipet
P 9 (V/V) 9 lectura) | lectura)
Grano INIAP-450 50% 0,27 0,19
Hojas 50% C. albicans 0,51 0,43
Chocho

Flores Criollo 50% 0,84 0,63
Hojas 50% S. cerevisae 0,52 0,49
Criolla morada 50% 0,2 0,13
Criolla blanca 50% 0,25 0,07
Grano INIAP-Pata de 5 0,22 0,09

venado 50%
INIAP- o 0,20 0,18

Tunkahuan 50%

Quinua C. albicans

Criolla morada 50% 0,19 0,16
Criolla blanca 50% 0,23 0,18
Hojas | INIAP-Pata de . 0,22 0,17

venado 50%
INIAP- o 0,20 0,19

Tunkahuan >0%
Panoja 50% C. albicans 0,74 0,52

Sangorache INIAP-Rubi

Panoja 50% S. cerevisae 0,42 0,18

Fuente: Aguirre, 2013; Chicaiza, 2014 y Garcia, 2014

3.2.3 Evaluacion antimicotica de los extractos etanodlicos del chocho,
quinua, amaranto y sangorache

3.2.3.1 Actividad antimicética de los extractos etanodlicos: Método del
antibiograma “Bauer-Kirby”

Con la aplicacién del método de Bauer-Kirby, se determiné que los extractos
etandlicos de las flores de chocho, variedad criollo, presentaron el mayor halo de
inhibicion (13 mm) al ser aplicadas sobre C. albicans y S. cerevisae. Sin embargo,
indica un halo de inhibicion resistente (R) a la accidn de los extractos. Al igual
que los extractos de quinua, amaranto y sangorache en sus diferentes fracciones,
presentaron halos de inhibicion resistentes (7-9 mm de diametro), como se observa
en la Figura 9 y anexo 5.2.
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Figura 9. Halos de inhibicion de la aplicacion de los extractos etandlicos de granos
andinos, sobre C. albicans y S. cerevisae

3.2.3.2 Actividad antimicética de los extractos etandlicos: Método de la
concentracion minima inhibitoria

Para la determinacion de este parametro, se ensayaron con concentraciones
de extractos al 10, 13, 25, 38 y 50%. Se determind que los extractos de chocho, en
sus diferentes fracciones de la planta, inhibieron el crecimiento de Candida albicans
y Sacharomyces cerevisae a concentraciones del 10y 25% (75 y 186 ug/ul). Mientras
que con los extractos de quinua, se logré un efecto similar a una concentracion del
50%. Con los extractos de hojas y grano de amaranto, variedad Perucho, se registro
disminucion de la densidad optica (inhibicion del crecimiento) a una concentraciéon
del 38%, como se muestra en la Tabla 10.
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Tabla 10. Concentracion minima inhibitoria de extractos etanolicos de chocho,

quinua, amaranto y sangorache sobre C. albicansy S. cerevisae

Especies vegetales (2 Microorganismo e e
P 9 (v/v) 9 lectura) lectura)
Grano INIAP-451 25% 0,70 0,66
) INIAP-450 10% 0,84 0,57
Hojas
INIAP-451 10% C. albicans 0,65 0,47
Hojas 10% 0,47 0,42
) Criollo -
Flores 10% 0,53 0,32
INIAP-450 10% 0,62 0,63
Chocho
Grano INIAP-451 25% 0,79 0,70
Criollo 25% 0,42 0,26
INIAP-450 10% S. cerevisae 0,67 0,5
Hojas INIAP-451 10% 0,73 0,52
Criollo 10% 0,58 0,49
Flores Criollo 10% 0,76 0,46
INIAP-Pata de 50% 0,20 0,16
venado
Grano INIAP 0,20 0,19
- 0, T ’
Tunkahuan 50%
oui Crlollgé:'nora- 50% C. albicans 0,22 0,16
uinua
Criolla blanca 50% 0,32 0,18
Hojas -
] INIAP-Pata de 50% 0,31 0,17
venado
INIAP-Pata de 50% S cerevisae 0,30 0,28
venado
INIAP-Alegria 50% 0,18 0,15
Grano
Perucho 50% 0,30 0,20
- C. albicans
Ho INIAP-Alegria 50% 0,07 0,05
ojas
) Perucho 50% 0,11 0,09
Amaranto
INIAP-Alegria 50% 0,18 0,1
Grano
Perucho 38% 0,22 0,18
- S. cerevisae
Hol INIAP-Alegria 50% 0,03 0,03
ojas
) Perucho 38% 0,10 0,06
Grano 50% 0,22 0N
Hojas 50% C. albicans 0,23 0,18
Panoja 50% 0,04 0,02
Sangorache ! INIAP-Rubi -
Grano 38% 0,13 0,12
Hojas 50% S. cerevisae 0,22 0,20
Panoja 38% 0,09 0,08

Fuente: Aguirre, 2013; Chicaiza, 2014 y Garcia, 2014
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3.2.4 Evaluacion de la actividad antimicética de los extractos alcaloidales
del chocho, saponina de la quinua y flavonoides del amaranto y
sangorache

3.2.41 Actividad antimicéotica de extractos alcaloidales del chocho,
saponina de la quinua y flavonoides del amaranto y sangorache:
Método del antibiograma “Bauer-Kirby”

La aplicacion de los extractos alcaloidales del chocho, sin dilucién
(concentracién 100%) sobre Sacharomyces cerevisae, dieron como resultado halos
de inhibiciéon de 14 y 11 mm, correspondiente a la categoria “resistente” como se
muestra en la figura 10 y anexo 5.3.
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Figura 10. Halos de inhibicidon de extractos alcaloidales del chocho
sobre C. albicans y S. cerevisae

Los extractos crudos de saponina de las 3 variedades de quinua (INIAP-
Tunkahuan, blanca, morada), aplicada a Candida albicans, produjeron halos de
inhibicion de 7 y 8 mm de diametro (Figura 11), mientras que la aplicacion de
los mencionados extractos sobre Sacharomyces cerevisae no presentaron actividad
inhibitoria.
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Figura 11. Halos de inhibicidon de extractos de saponina aplicados a C. albicans
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Con los extractos de flavonoides obtenidos a partir del amaranto, variedades
Alegria y Perucho, aplicados sobre Candida albicans se formaron halos de inhibicion
de 8 mm de diametro; mientras que el extracto del grano de sangorache, actuando
sobre el microorganismo mencionado, produjo un mayor halo de inhibicion (11 mm),
como se muestra en la Figura 12. Sin embargo, no existié inhibicién antimicrobiana
sobre cepas de Sacharomyces cerevisae de estos extractos.
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Figura 12. Halos de inhibicion de los extractos de flavonoides, sobre C. albicans

3.2.4.2 Actividad antimicotica de extractos alcaloidales del chocho,
saponina de la quinua y flavonoides del amaranto y sangorache:
método de la concentracion minima inhibitoria

Solo los extractos alcaloidales del chocho, variedad criollo y los extractos de
saponinas de las 3 variedades de quinua, presentaron un leve efecto inhibitorio en la
actividad de S. cerevisae y C. albicans. El extracto de alcaloides aplicado a S. cerevisae
produjo una leve disminucién de la densidad éptica al 50% de concentracion,
mientras que los extractos de saponina de las 3 variedades de quinua, presentaron
un efecto similar sobre C. albicans, al 38% de concentracion. Los extractos de
flavonoides tanto del amaranto como del sangorache no presentaron actividad
antifungica sobre los microorganismos en estudio (Tabla 11).

Tabla 11. Concentracidon minima inhibitoria de los extractos de alcaloides y de
saponina, sobre S.cerevisae y C.albicans

Extracto Especies vegetales SCIEL Microorganismo (o) [ | (D) (e,
(VIV) lectura) | lectura)
Alcaloides | Chocho | Grano Criollo 50% S. cerevisae 0,09 0,08
INIAP-
Tunkahuan 0,22 0.20
Saponina | Quinua | Grano | COl2 38% C. albicans 0,23 0,20
morada
Criolla 0,39 0,30
blanca
Fuente: Aguirre, 2013; Chicaiza, 2014 y Garcia, 2014
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3.3 Respuesta de los controles positivos utilizados en el ensayo

En todos los ensayos tanto de actividad antibacteriana como antimicotica se
utilizaron como control positivo, productos farmacéuticos. Para la determinacion
de la actividad antibacteriana, se utilizd como control positivo “estreptomicina”,
mientras que para la actividad antimicotica, se utilizé “fluconazol”.

Para efectos comparativos también se incluyeron en el analisis, extractos de
otras plantas, consideradas medicinales como: Santa Maria, Marco, Ruda y Eucalipto.

3.3.1 Actividad antimicrobiana de los controles positivos: método del
antibiograma

El ensayo del antibiograma revelé que los discos de estreptomicina, en
concentraciones de 10 y 300 ug para cada cepa bacteriana, presentaron halos de
inhibicion correspondiente a la categoria de sensibles (S), segun la norma de CLSI
MO02-A11 (2012), mientras que la aplicaciéon de 20 y 50 pug de fluconazol sobre las
cepas en estudio, presentaron halos de inhibicién intermedios sobre las cepas de
Candida albicans y Sacharomyces cerevisae, como se observa en el Anexo 6 y la
Figura 13.

Con los extractos de plantas consideradas medicinales, se obtuvieron halos
de inhibicion en la categoria de sensibles e intermedios. El mayor halo de inhibicion
(24 y 23 mm de diametro) se obtuvo con el extracto de la planta “Santa Maria”,
actuando sobre Candida albicans y Sacharomyces cerevisae. Mientras que los
extractos aplicados a Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Micrococcus flavus,
presentaron halos de inhibicion de menor didametro, correspondiente a la categoria
"intermedia” (1).

Los extractos de las plantas “Ruda y Marco”, aplicados sobre Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae y Micrococcus flavus, formaron halos de inhibicidn
intermedios y resistentes. Sin embargo, su aplicacidén sobre S. cerevisae y C. albicans,
produjo halos de inhibicion entre 9 a 11 mm diametro, correspondiente a la categoria
de resistente (R). Finalmente, con el extracto de eucalipto, se obtuvieron halos de
inhibicion catalogados como intermedios (1) y resistentes (R) tanto para las cepas
bacterianas como micéticas, como se observa en el Anexo 6 y la Figura 13.
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Flgura 13. Controles positivos y comparatlvos de actividad antibacteriana 'y
antimicotica

3.3.2 Actividad antimicrobiana: método de la concentracion minima
inhibitoria

Para la determinacion de la concentracion inhibitoria minima de los controles
positivos, se aplicaron diferentes concentraciones de farmaco comprendidas ente
150, 100, 80,40, 20, 10,5 y 3 ug/ul. Con una concentracién minima de 5 ug/ul se
logré inhibir la multiplicacion de las cepas ATCC, como se indica en el Anexo 7.

Con los extractos de las plantas “Santa Maria” y “Eucalipto”, se determiné
actividad inhibitoria a una concentracién del 10%, mientras que con los extractos
de “Ruda” y “Marco”, se obtuvo el mismo efecto con los extractos al 100% de
concentracion.
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4. Conclusiones

Con relacién a la actividad antibacteriana, se determind que los extractos
en estudio presentan halos inhibicion de susceptibilidad intermedia (1), en el caso
del extracto lipidico INIAP-Pata de venado (Hojas) para Staphylococcus aureus.
Igualmente, extractos alcaloidales de chocho variedad criollo presentaron halos de
inhibicion de 16 y 15 mm, después de su aplicacion sobre Staphylococcus aureus
y Escheria coli respectivamente, mientras que para cepas de Micrococcus flavous
existio un halo de inhibicién de 17 mm aplicando extractos de chocho INIAP-450.

Respecto a la actividad antimicética, los extractos lipidicos de las variedades de
quinua criolla, blanca y morada, aplicados sobre Candida albicans, presentaron halos
de inhibiciéon de 17 y 15 mm diametro, correspondiente a la categoria intermedio
(I). Mientras que la aplicacion de los extractos lipidicos, etanolicos, alcaloidales,
saponinas y flavonoides de las variedades sobre Sacharomyces cerevisae en estudio
presentaron halos de inhibicion catalogados como resistentes (R).

Los extractos lipidicos y etanodlicos de chocho, quinua, amaranto y sangorache,
al igual que extractos alcaloidales de chocho y de flavonoides del amaranto y
sangorache mostraron actividad antimicotica intermedia a una concentracién del
50%, mientras que los extractos de saponina, presentaron similar actividad a una
concentracion del 38%.

De igual forma, los extractos lipidicos y alcaloidales de las diferentes
variedades de chocho y etandlicos de quinua, amaranto y sangorache al igual que
flavonoides, mostraron actividad inhibitoria al 50% de concentracion del extracto.
El extracto de saponinas, resulté efectivo como antimicético a una concentracion
del 38%.
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Glosario de Términos

o

Antibiograma.- Método de estudio “in vitro” de los antimicrobianos frente
a los agentes infecciosos, con la finalidad de proporcionar informacion util
para la iniciacién y marcha de la terapéutica antiinfecciosa. El estudio del
antibiograma permite conocer la tendencia de sensibilidad de cada especie
bacteriana, su coeficiente de benignidad frente a los antimicrobianos y su indice
de especificidad. Es decir conocer su eficacia desde el punto de vista terapéutico
y epidemioldgico.

Antibiético.- Sustancia quimica producida por diferentes especies de
microorganismo (bacterias, hongos, actinomicetos) o sintetizados por métodos
de laboratorio; estos suprimen el crecimiento de otros microorganismos y
pueden eventualmente destruirlos.

Antimicrobiano.- Cualquier sustancia natural, semisintética o de origen
sintético que inhibe el metabolismo y/o el crecimiento de un microorganismo y
puede matarlo.

Cepa.- Cultivo puro derivado de un solo aislamiento.

Concentracién minima inhibitoria.- Concentracion mas baja de un agente
antimicrobiano requerido para inhibir el crecimiento de un microorganismo.

Densidad optica.- La medicidn del crecimiento microbiano se lo realiza por
métodos turbidimétricos, a través de un espectrofotdmetro que hace pasar la
luz a través de una suspensién celular y puede detectar o medir la cantidad de
luz no dispersada. Los resultados se expresan en unidades de densidad 6ptica
(DO).

Disco de sensibilidad.- Discos de papel secante impregnados con diferentes
antibidticos, Tan pronto el disco impregnado de antibiético se pone en contacto
con la superficie hUmeda del agar, el filtro absorbe agua y el antibiotico difunde
al agar.

Inéculo.- Microorganismos o muestra bacteriolégica que se pone en contacto
con el medio de cultivo.

Resistencia antimicrobiana.- resistencia de un microorganismo a un
medicamento o agente antimicrobiano al que originalmente era vulnerable.
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Anexos

Anexo 1

Evaluacion “in vitro” de la actividad antibacteriana y antifangica
CLSI M02-A11 (2012)

Principio

El antibiograma obtenido por el método de Bauer-Kirby, evalua la sensibilidad

de los microorganismos a las sustancias antibacterianas.

Materiales

Medios de cultivo Cepas bacterianas y fungicas Discos de sensibilidad

Caldo Triptona Soja |+ Staphylococcus aureus ATCC 25923 | « Prat Dumas France

(TSB)
* Escherichia coli ATCC 9637 * Estreptomicina

Agar de Soja . .
Triptica (TSA) * Klebsiella pneumoniae ATCC 10031

Agar Mueller Hinton |* Micrococcus flavus ATCC 14452

Procedimiento

Se tomo 10 ul de cepas bacterianas y fungicas, que se depositaron en 5 ml de medio
de cultivo TSB; se llevo a incubacion a 37°C durante 24 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacién se preparo el indculo, para lo cual se tomé 5
ml de suero fisioldgico estéril y se agregd gota a gota el tubo incubado hasta que
presente la misma turbidez que el patron de BaSO, (0.5 McFarland).

Se tomo 50 pl de la suspension bacteriana y se deposito en cajas Petri preparadas
unas con medio solido TSA, otras con agar Mueller Hinton (para bacterias) y otras
con agar Saboround (para hongos). Se procedié a sembrar con la ayuda de un
hisopo, obteniendo una siembra uniforme.

Los discos para evaluacién de la sensibilidad (Prat Dumas France) de 6 mm se
colocaron en una caja Petri estéril. Sobre estos se dispersaron diferentes volimenes
(20-40 y 50 pl) de los extractos en estudio.

Las cajas Petri se sellaron con parafilm y se colocaron en refrigeracion por cinco
minutos para lograr la pre-difusién de los discos, luego se incubaron a 37°C por 18
horas.

Como control positivo para la actividad antibacteriana se utilizd discos de
estreptomicina en concentraciones de 10 y 300 ug; para la actividad antifungica
se utilizé fluconazol a una concentracion de 20 y 30 ug. Para efectos comparativos
se utilizaron extractos de plantas, consideradas medicinales: Santa Maria, Marco,
Ruda, Llantén y eucalipto al 100% de concentracién.
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Anexo 2

Concentracion minima inhibitoria de los extractos de chocho
CLSI M02-A11 (2012)

Principio

Para la determinacién de la concentracion minima de inhibicion del
antimicrobiano capaz deimpedir el crecimiento de un microorganismo en condiciones
normalizadas, se empled diluciones sucesivas a partir de una concentracion patrén,

preparada en medio de cultivo TSB, sobre microplacas. Se determiné la densidad
Optica (O.D) con un lector BioTek ELx800.

Materiales
Medios de cultivo Cepas bacterianas y fungicas
* Caldo Triptona Soja » Staphylococcus aureus ATCC 25923 |+ Placas de
(TSB) Microelisa

e Escherichia coli ATCC 9637

* Agar de Soja Triptica . .
(TSA) * Kilebsiella pneumoniae ATCC 10031

«  Agar Mueller Hinton * Micrococcus flavus ATCC 14452

Procedimiento

1. Preparacion de las cepas microbianas

e Se reactivaron las cepas de microorganismos en medio de cultivo TSB; el cultivo
se realizé a 37°C, durante 24 horas, luego del crecimiento en placas Microelisa,
se procedi6 a determinar la densidad 6ptica a una longitud de onda de 630 nm.
Las concentraciones apropiadas para la lectura, se enmarcaron en el rango 0.5
a 0.6 O.D.

* Cuando la concentracion del microorganismo en estudio superd el rango
senalado, se diluyé con medio de cultivo liquido estéril, mientras que las cepas
que no alcanzaron el rango senalado, se incubaron por un tiempo adicional
hasta alcanzar la O.D apropiada.

e A partir de un tubo madre, se realizaron diluciones 1/1.000, 1/10.000 vy
1/100.0000, con el propdsito de estandarizar el nUmero de bacterias sometidas
al ensayo de actividad antimicrobiana, mediante la técnica de la concentracién
inhibitoria minima.

* El contaje se realiz6 a partir de 50 pl de cada dilucion, depositados y esparcidos
en cajas Petri conteniendo medio de cultivo Agar Mueller y Hinton para bacterias
y medio de cultivo Agar Sabouraud para hongos. Las cajas Petri y su contenido
se incubaron a 37°C por el lapso de 24 a 72 horas.
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Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria del extracto
(MIC)

Se utilizaron placas de MicroElisa estéril de 96 pocillos. En cada uno se depositd
medio de cultivo TSB estéril, los microorganismos obtenidos de la dilucion
1/100.000 y por ultimo los extractos en estudio, obteniendo como volumen final
200 pl.

Para los extractos se utilizaron diferentes concentraciones (50, 38, 25y 12%), los
mismos que se depositaron en los pocillos de las microplacas, bajo la siguiente
distribucion: En el pocillo A1, se deposito la concentracion mas alta del extracto
y en los subsiguientes, se anadid concentraciones menores hasta alcanzar el
pocillo E5. Luego se anadié 10 ul de microorganismos y TSB, obteniendo un
volumen final de 200 pl.

Como controles positivos de actividad antimicrobiana, se utilizaron
estreptomicina y fluconazol en concentraciones de 150, 100, 80, 40, 20, 10,5y
3 ug/ul. Para efectos comparativos también se incluyeron extractos etanélicos
concentrados de Santa Maria, Marco, Ruda, Llantén y Eucalipto.

Mediante pipeteo se agitd el conjunto y se realizd la primera lectura
espectrofotométrica a una longitud de onda de 630 nm. Luego se incubd el
conjunto a 37°C durante 18 horas y se realizoé una segunda lectura.

Para determinar la concentracion minima inhibitoria del extracto frente a los
microorganismos de interés, se tomé como base el pozo conteniendo la minima
concentracion del antimicrobiano, sin indicios de crecimiento y con lecturas de
0O.D similares antes y después de la incubacion.
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Anexo 3

Perfomance Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility Tests -
MO02-A11

MOZ.ALL

Vol 32 Mo 1

Feplaces MOZ.ALD

J.I.l.ln "‘I:H"I ‘-ul XM MNa 1

Performance Standards for Antimicrobial

Disk Susceptibility Tests; Approved
Standard—Eleventh Edition

11  Definitions

antimbcrabial suscepribilit tess interpretive category = a claufication based on an in Vit pespome of
8o organnm W an astmscrobual agent of leveh comespondemy 10 blood or eme level anmmable with
wally preserbed doses of that agent

1) wosceptble - a catepory that mmples that jolates are mhobuied by the mmally achsevable
concentrationn of astmmerobual apent when the dosape recommended 10 breat the e of mifechon 1
uied

1) intermediste = & calepory that melodes polstes with astemorobual apeot oersmal sbebutony
condentrations hat aperaach nomally attusable blood and tuoe bevels and Sor winek recponse rates
may be kower than for suscepible nolsies; NOTE: The tormedude catepory umpbes clmcal
efScacy m body utes where the drum me plyucloprally contentrated (o2, qrnclons: and J-bactams
in orme) of whes a kapher than oormal dosage of & drag can be waed (eg. P-lactamn). Thes category
aluo ncludes a bufler rooe. whach thould prevent umall, enconroled techmeal Dcton from camung
magor descrepancas 1o inlerpretanons, especially for drogs with carow phanmacotomoy mangs

1) redlitant - & category that imphet thal wolstes are oot mhubsied by the neoally ackievable
concemtrations of the apect with oormal dosape schedules and 'or thar demaoasirate 2ooe duxmetent
i fall oo the range in which specific mucrobial reustiance mwchaiums (ef. P-lactamated) e
Iikely, and clmcal eficacy of the apeat apueost the 1clate has 0ot besn relubly thown m reatmest
ke

4) montmrceptible = 3 catepory med Sov molases for whach cely 2 muceptble mterpretrve crtenon bas
been deupnated became of the abumce of tare occummence of remstant strmns [sclstes that bave
oazmmal mbsbyiony concestrations (MICs) above or 200e dusemetiry below the valoe indcated for the
vmceptible breakpost should be reported 23 soommorptible; NOTE 1: Az polate it 13 mterpreted
i pommsephbile doet pot pecesunly mean that the nolae hat a reustance mechannm It 1 povuble
thar ssolates with MICs above the mmeceptible brealpoent that lack resivtance mwchaniios may be
encouetered withen the wild-npe dutnbubon subsequent 10 e me the msceptble-only lmﬂ:m.ﬂ
ui wet, NOTE 2: For shrsmmn yaedding readty i the “nomuaceptible” calegory, ongamun identificabion
and antmmerobeal wscepbbaliry hest pesuln thould be confinmed. (See M100" Appendax A )

brrakpeint interpredve criteria - memmal mlsbacry conorstration (MIC) or pooe dumeter valoe med
1o indkcate smceptible. mtermediate. and recitent a1 defined aboe

For example, fov atmacrobual apent X wath mierpeetive crtena of

MIC (juzml ) Zooe Diameter (mum) Yl A
Susceptible <d =20
Intermedeate E-16 13=19
Reutasd =32 <14
X " Cowv ol ol [abewwny Lapsdands S A0 rrhs rserad
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Anexo 4

4.1 Actividad antibacteriana de los extractos lipidicos de granos andinos

EXTRACTOS LIPIDICOS
Bacterias
Especies vegetales Staphylococcus | Escherichia Klebsiella Micrococcus
aureus coli pneumoniae flavus
INIAP-450 7 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)
Grano | INIAP-451 8 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)
Chocho Criollo 0 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)
Hojas Criollo 9 (R) 9 (R) 0 (R) 0 (R)
Flor Criollo 9 (R) 9 (R) 0 (R) 8 (R)
INIAP-
Tunkahuan Sl 0 (R) Gk L)
INIAP-Pata
de venado 8 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)
Grano Criol
riolla
Blanca 12 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)
Criolla
. Morada 12 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)
Quinua INIAP.
Tunkahuan MR O4R) OR) OYR)
INIAP-Pata
' de venado 17 (1) 0 (R) 0 (R) 0 (R)
Hojas Criol
riolla
Bl 8(R) 0(R) JGQ) 0(R)
Criolla
Vorada 7(R) 0(R) JG) 0(R)
INIAP-
, 0(R 0(R 0(R 0(R
Amaranto | Grano | Alegria (R) (R) (R) (R)
Perucho 0 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)
Grano | INIAP-Rubi 0 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)
Sangorache | Hoja | INIAP-Rubi 8 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)
Panoja | INIAP-Rubi 9 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)

(S) sensible, (1) intermedio, (R) resistente

Fuente: Aguirre, 2013; Chicaiza, 2014 y Garcia, 2014.




4.2 Actividad antibacteriana de los extractos etandlicos
de granos andinos

EXTRACTOS ETANOLICOS

Bacterias
Especies vegetales Staphylococcus | Escherichia | Klebsiella | Micrococcus
aureus coli pheumoniae flavus
INIAP-450 0 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)
Grano | INIAP-451 0 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)
Criollo 0 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)
Chocho INIAP-450 8 (R) 0 (R) 0 (R) 8 (R)
Hojas | INIAP-451 7 (R) 0 (R) 0 (R) 7 (R)
Criollo 9 (R) 8 (R) 0 (R) 0 (R)
Flor Criollo 10 (R) 10 (R) 0 (R) 13 (R)
INIAP- 12 (R) 8 (R) 8 (R) 8 (R)
Tunkahuan
INIAP-Pata 11 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)
de venado
Grano -
Criolla 11 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)
Blanca
Criolla 12 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)
. Morada
Quinua
INIAP- 7 (R) 7 (R) 0 (R) 0 (R)
Tunkahuan
INIAP-Pata 8 (R) 8 (R) 0 (R) 0 (R)
) de venado
Hojas -
Criolla 8 (R) 7 (R) 0 (R) 0 (R)
Blanca
Criolla 7 (R) 7 (R) 0 (R) 0 (R)
Morada
INIAP- 9 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)
Grano | Alegria
Perucho 7 (R) 0 (R) (R) 0 (R)
Amaranto
INIAP- 0 (R) 7 (R) 0 (R) 0 (R)
Hojas Alegria
Perucho 8 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)
Grano | INIAP-Rubi 8 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)
Sangorache Hoja | INIAP-Rubi 8 (R) 7 (R) 0 (R) 0 (R)
Panoja | INIAP-Rubi 8 (R) 0 (R) 7 (R) 0 (R)

(S) sensible, (1) intermedio, (R) resistente

Fuente: Aguirre, 2013; Chicaiza, 2014 y Garcia, 2014.
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4.3 Actividad antibacteriana de los extractos alcaloidales del chocho,
saponina de la quinua y flavonoides del amaranto y sangorache

Bacterias
Extracto Especie vegetal Staphylococcus | Escherichia Klebsiella | Micrococcus

aureus coli pneumoniae flavus
100% 7 (R) 13 (R) 9 (R) 17 (1)
INIAP-450 | 90% 7 (R) 0 (R) 0 (R) 11 (R)
80% 7 (R) 0 (R) 0 (R) 10 (R)
100% 10 (R) 11 (R) 9 (R) 0 (R)
Alcaloides Chocho INIAP-451 | 90% 9 (R) 7 (R) 0 (R) 0 (R)
80% 7 (R) 7 (R) 0 (R) 0 (R)
100% 15 (1) 16 (1) 11 (R) 10 (R)
Criollo 90% 7(R) 7 (R) 0 (R) 0 (R)
80% 0 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)
INIAP-Tunkahuan 8 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)

INIAP-Pata de
Saponina Quinua venado 8 (R) 0(R) 0(R) 0R)
Criolla Blanca 7 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)
Criolla Morada 11 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)

INIAP- Alegria
(rane) I(R) 0(R) 0(®R) 0(R)
Perucho (Grano) 7 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)

Amaranto INIAP- Alegria
(Hoja) 0(R) 7(R) 0(R) JGQ)
Flavonoides Perucho (Hoja) 8 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)

INIAP -Rubi
{Grano) 8 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R)
Sangorache | INIAP -Rubi (Hoja) 8 (R) 7 (R) 0 (R) 0 (R)
INIAP -Rubi

(el 8 (R) 0 (R) 7 (R) 0 (R)

(S) sensible, (1) intermedio, (R) resistente

Fuente: Aguirre, 2013; Chicaiza, 2014 y Garcia, 2014.
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Anexo 5

5.1 Actividad antimicética de los extractos lipidicos
de los granos andinos

EXTRACTOS LIPIDICOS
Hongos
Especies vegetales . )
C. albicans | S. cerevisae

INIAP-450 0 (R) 7 (R)

Grano INIAP-451 7 (R) 0 (R)

Chocho Criollo 0 (R) 10 (R)
Hojas Criollo 9 (R) 9 (R)

Flor Criollo 12 (R) 9 (R)
INIAP-Tunkahuan 8 (R) 0 (R)

INIAP-Pata de venado 9 (R) 0 (R)

Grano -
Criolla Blanca 17 (1) 0 (R)
. Criolla Morada 15 (1) 0 (R)
Quinua

INIAP-Tunkahuan 8 (R) 0 (R)

: INIAP-Pata de venado 11 (R) 0 (R)

Hojas -

Criolla Blanca 9 (R) 0 (R)

Criolla Morada 7 (R) 0 (R)

INIAP-Alegria 0 (R) 0 (R)

Amaranto Grano

Perucho 0 (R) 0 (R)

Grano INIAP-Rubi 0 (R) 0 (R)

Sangorache Hoja INIAP-Rubi 8 (R) 0 (R)
Panoja INIAP-Rubi 9 (R) 0 (R)

(S) sensible, (1) intermedio, (R) resistente

Fuente: Aguirre, 2013; Chicaiza, 2014 y Garcia, 2014.
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5.2 Actividad antimicética de los extractos etandlicos

de los granos andinos

EXTRACTOS ETANOLICOS

Hongos
Especies vegetales . .
C. albicans | S. cerevisae

INIAP-450 0 (R) 0 (R)

Grano INIAP-451 0 (R) 0 (R)

Criollo 0 (R) 0 (R)

Chocho INIAP-450 9 (R) 10 (R)
Hojas INIAP-451 7 (R) 8 (R)

Criollo 0 (R) 0 (R)

Flor Criollo 13 (R) 13 (R)
INIAP-Tunkahuan 8 (R) 0 (R)

Grano INIAP-Pata de venado 7 (R) 0 (R)

Criolla Blanca 0 (R) 0 (R)

QuiLE Criolla Morada 0 (R) 0 (R)
INIAP-Tunkahuan 0 (R) 7 (R)

; INIAP-Pata de venado 7 (R) 9 (R)

Hojas -

Criolla Blanca 7 (R) 7 (R)

Criolla Morada 7 (R) 8 (R)

Grano INIAP-Alegria 7 (R) 0 (R)

Perucho 8 (R) 0 (R)

Amaranto : .

Hojas INIAP-Alegria 0 (R) 0 (R)

Perucho 8 (R) 0 (R)

Grano INIAP-Rubi 8 (R) 0 (R)

Sangorache Hoja INIAP-Rubi 8 (R) 0 (R)
Panoja INIAP-Rubi 8 (R) 0 (R)

(S) sensible, (1) intermedio, (R) resistente

Fuente: Aguirre, 2013; Chicaiza, 2014 y Garcia, 2014.




5.3 Actividad antimicotica de los extractos alcaloidales del chocho,
saponina de la quinua y flavonoides del amaranto y sangorache

Hongo
Extracto Especie vegetal C. albicans S.
cerevisae
100% 9 (R) 0 (R)
INIAP-450 90% 7 (R) 0 (R)
80% 8 (R) 0 (R)
100% 11 (R) 8 (R)
Alcaloides Chocho INIAP-451 90% 11 (R) 8 (R)
80% 7 (R) 7 (R)
100% 9 (R) 14 (1)
Criollo 90% 0 (R) 0 (R)
80% 0 (R) 0 (R)
INIAP-Tunkahuan 8 (R) 0 (R)
. ; INIAP-Pata de venado 0 (R) 0 (R)
Saponina Quinua -
Criolla Blanca 7 (R) 0 (R)
Criolla Morada 8 (R) 0 (R)
INIAP- Alegria (Grano) 8 (R) 0 (R)
Amaranto

Perucho (Grano) 8 (R) 0 (R)
Flavonoides INIAP -Rubi (Grano) 11 (R) 0 (R)
Sangorache INIAP -Rubi (Hoja) 7 (R) 0 (R)
INIAP -Rubi (Panoja) 7 (R) 0 (R)

(S) sensible, (1) intermedio, (R) resistente

Fuente: Aguirre, 2013; Chicaiza, 2014 y Garcia, 2014.
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m Mision del INIAP

Investigar, desarrollar tecnologias, generar procesos de innovacion y
trasferencia tecnoldgica en el sector agropecuario, agroindustrial y de
forestacion comercial, para contribuir al desarrollo sostenible del
Ecuador.
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