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RESUMEN

El empleo de plantas con fines curativos es una préctica utilizada desde tiempos inmemoriales.
Estas han sido por mucho tiempo el principal e incluso el Gnico recurso al alcance de la
poblacién, por lo que existe un gran interés en la busgqueda de nuevas especies vegetales con
propiedades medicinales. En este sentido, la finalidad del presente trabajo fue determinar los
fitoconstituyentes del extracto hidroetanélico de las hojas de Senecio truxillensis Cabrera y
evaluar el efecto antibacteriano in vitro frente a Escherichia coli y Staphylococcus aureus. El
material vegetal fue recolectado del Cerro Campana, distrito de-Huanchaco, region La
Libertad. Se preparé el extracto hidroetanélico de las hojas mediante el método de Soxhlet con
etanol al 70%. El tamizaje fitoquimico se realiz6 mediante el método de Martinez y Cuellar,
mientras que la actividad antibacteriana in vitro, se determind mediante el método de difusion
en agar con pozos segun Kirby- Bauer. Se encontraron una gran variedad de fitoconstituyentes
como azlcares reductores, lactonas, triterpenos, esteroides, saponinas, taninos, aminoacidos,
flavonoides, antocianidinas y alcaloides. Las concentraciones de 5% p/v, 15% p/v y 30% p/v
del extracto hidroetandlico, inhibieron el crecimiento bacteriano de las cepas estudiadas,
siendo la concentracion de-30% p/v, la que presentd un mayor porcentaje de inhibicion con
81.9% para Staphylococcus aureus y 69.3%, para Escherichia coli, encontrandose

diferencias estadisticamente significativas con p<0.05.

Palabras claves: Extracto hidroetandlico, Senecio truxillensis, efecto antibacteriano.



ABSTRACT

The use of plants for medicinal purposes is a practice used since ancient times. These have for
a long time the main or even the only recourse available to the population, so there is great
interest in finding new species with medicinal properties. In this sense, the purpose of this
study was to determine the phytoconstituents of the hydroethanolic extract from the leaves of
Senecio truxillensis Cabrera and evaluate in vitro antibacterial effect against Escherichia coli
and Staphylococcus aureus. Plant material was collected from the Cerro Campana, district of
Huanchaco, La Libertad region. The hydroethanolic extract of the leaves-was prepared by the
method of Soxhlet with ethanol 70 %. The phytochemical screening was performed using the
method of Martinez and Cuellar, while the in vitro antibacterial activity was determined by
the agar diffusion method with wells according to Kirby-Bauer. Phytoconstituents found were
reducing sugars, lactones, triterpenes, steroids, saponins, tannins, amino acids, flavonoids,
anthocyanins and alkaloids . The concentrations of 5% w / v, 15% w /v and 30% w / v of the
extract inhibited the growth of bacterial strains studied, the concentration of 30% w / v had the
highest percentage of inhibition with.81.9% for Staphylococcus aureus and 69.3% for

Escherichia coli. Significant differences with p <0.05 were found.

Key words: hydroethanolic extract, Senecio truxillensis, antibacterial effect



I. INTRODUCCION

A lo largo del desarrollo de las culturas humanas, la relacion del hombre y su
medio vegetal ha sido intima y vital. En realidad el hombre ha vivido con las
plantas y ha dependido de ellas para alimentarse y satisfacer muchas de sus

necesidades, incluyendo las medicinales *.

El empleo de remedios naturales y sobre todo de plantas medicinales con fines
curativos es una préctica que se ha utilizada desde tiempo_inmemorial y que ha
crecido continuamente en afios recientes, las plantas medicinales han sido por
mucho tiempo el principal e incluso el Unico recurso que disponian los médicos.
Esto hizo que se profundizara en el conocimiento de las especies vegetales que
poseen propiedades medicinales y ampliar su experiencia en el empleo de los

productos que de ellas se extraen 2.

Es asi que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ha reconocido la
necesidad de incorporar<los recursos y técnicas de la medicina tradicional, para
contribuir en la solucion de los distintos problemas de salud, de alto costo y dificil
adquisicion de-medicamentos hechos a base de insumos quimicos importados los

que han remplazado a muchas de las antiguas y bien establecidas drogas vegetales

3,4,5

Se estima que aproximadamente el 80% de la poblacion mundial, sobre todo en
los paises en via de desarrollo dependen y confian en las plantas medicinales para
satisfacer sus principales necesidades de atencion primaria de salud. De esta

forma, el uso de las especies vegetales con fines terapéuticos, que se ha venido



haciendo en forma empirica y basada en la tradicion, busca tener hoy una base

cientifica 2 °.

La fitoterapia, entonces, es un pilar para la farmacoterapia, es la ciencia que
estudia la utilizacion de productos de origen vegetal con finalidad terapéutica, ya

sea para prevenir, para atenuar o para curar un estado patolégico .

Paracelso, el padre de la Farmacologia Quimica, fue el primero en sefialar que las
propiedades medicinales de las plantas radican en sus principios activos aislables
por técnicas alquimicas, motivo que constituye la base de la Farmacologia
Moderna. Luego y gracias al desarrollo de la sintesis-quimica, en la que el hombre
lograra copiar nacleos béasicos de moléculas exitosas de la naturaleza para

mejorarlas y haciéndolas mas selectivas y seguras 8.

Es asi como nuestra realidad terapéutica hoy en dia, esta regida por la quimica
sintética, pero lo que pocos saben es que estas exitosas moléculas que curan no
son sino copias mejoradas de sustancias quimicas que la naturaleza en forma

espontanea cred, llamados metabolitos secundarios 8.

Sin embargo, la actividad terapéutica no solo se puede conseguir luego de
procesos. de extraccion y purificacién de principios activos, sino de algunos
extractos relativamente simples de obtener o directamente de la planta misma ya
que éstos se hallan biologicamente equilibrados por la presencia de sustancias
complementarias, que van a potenciarse entre si, de forma que, no se acumulan en

el organismo, y sus efectos indeseables estan limitados °.

Las plantas, organismos autotrofos, ademas del metabolismo primario presente en

todos los seres vivos, poseen un metabolismo secundario que les permite producir



y acumular compuestos de naturaleza quimica diversa. Estos compuestos
derivados del metabolismo primario se denominan metabolitos secundarios y son,
por lo general alcaloides, esteroides, glucosidos, flavonoides, terpenos, resinas,
aceites esenciales, aceites grasos Yy gomas los cuales pueden encontrarse

distribuidos por toda la planta: Latex, jugos, etc. 1011,

Los metabolitos secundarios se distribuyen diferencialmente entre grupos
taxondémicos, presentan propiedades bioldgicas y se caracterizan por sus
diferentes usos y aplicaciones como medicamentos, insecticidas, herbicidas,

perfumes o colorantes, entre otros 1.

La actividad antimicrobiana de los extractos vegetales y productos naturales ha
revelado el potencial de las plantas medicinales como fuente de agentes anti-
infectivos y ha sido ampliamente estudiada debido a que las enfermedades
infecciosas causan el 26% de todas las muertes en el mundo, principalmente por
cepas patdgenas de bacterias resistentes, motivo por lo cual es considerado un

problema de salud a nivel mundial 2.

La resistencia bacteriana es la capacidad de un microorganismo de tolerar o resistir
ciertas condiciones fisico-quimicas y biologicas adversas. Donde quiera que exista
un cambio de susceptibilidad bacteriana provocado por un agente que ha sido poco
efectivo en contra de cierto microorganismo, este se considera como resistente.
Muchos microorganismos han sido siempre no susceptibles y por lo tanto
intrinsecamente resistentes a un agente en particular por su naturaleza fisiologica
0 bioguimica, los microorganismos susceptibles pueden volverse insensibles por
mutaciones o por la incorporacion de informacion genética que codifica a la

resistencia 13.



La emergencia de bacterias resistentes a los antibioticos ha sido paralela a la
incorporacion de los mismos al arsenal terapéutico. La industria farmacéutica fue
modificando la estructura quimica de las moléculas de antibioticos ya conocidos
y busco, asi mismo, nuevos antibioticos que fuesen esquivando los mecanismos

de resistencia adquiridos por las bacterias “.

Sin embargo, aungue estas nuevas moléculas fueron eficaces durante unos afos,
las bacterias nuevamente desarrollaban nuevos mecanismos:que incluian la

resistencia a estos nuevos antibidticos 4.

Yaen el afio 2001, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) apuntaba hacia el
aspecto global de la resistencia a los antimicrobianos, definiéndolo como un
problema complejo, impulsado por maltiples-factores que exigia la busqueda de

respuestas multisectoriales 4.

La resistencia a los antibioticos supone un problema clinico, pero también se
traduce en un problema econémico. Segun un informe del Centro Europeo para la
Prevencidn y Control de Enfermedades y la Agencia Europea del Medicamento,
se estima que en Europa se producen alrededor de 25.000 muertes al afio causadas
por un grupo seleccionado de bacterias multirresistentes (Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli, y Pseudomona aeruginosa), y las
infecciones causadas por estos microorganismos podrian suponer alrededor de 1,5

billones de euros al afio 1°.

En los Estados Unidos de Ameérica se calcula un gasto anual como consecuencia
de la resistencia bacteriana, de aproximadamente 4 billones de ddlares. Por otra
parte, para poder contener el problema y evitar las consecuencias, el uso prudente

de los agentes antimicrobianos y el adecuado control en la infecciones

4



intrahospitalarias parecen ser las mejores herramientas de combate contra la

diseminacion de la resistencia bacteriana 16.

En el Pert los microorganismos mas frecuentemente reportados como aislados en
pacientes hospitalizados son la Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae y Pseudomona aeruginosa. Esta frecuencia es mas o
menos similar en comparacion entre los servicios de hospitalizacion y la unidad
de cuidados intensivos (UCI). En el analisis por edad y sexo, las frecuencias son
diferentes dependiendo de la frecuencia de determinados tipoes de infecciones en

cada grupo Y.

Escherichia coli, es un bacilo que reacciona negativamente a la tincion de Gram
(gran negativo), es anaerobio facultativo, mévil por flagelos peritricos (que rodean
su cuerpo), no forma esporas, es capaz de fermentar la glucosa y la lactosa. Es una
bacteria habitual en el intestino del ser humano y de otros animales de sangre
caliente. Aunque la mayoria de las cepas son inofensivas, algunas pueden causar
una grave enfermedad de transmision alimentaria. La infeccion por E. coli se
transmite generalmente por consumo de agua o alimentos contaminados, como

productos céarnicos poco cocidos y leche cruda *8.

La resistencia de la Escherichia coli procedente de pacientes hospitalizados a la
cefotaxima es 28.1%, sin embargo, los aislamientos procedentes de pacientes
hospitalizados en UCI es méas alta, 85.3%. Esta prevalencia puede estar
relacionada también a la produccion de betalactamasas de espectro extendido. La
resistencia a otros antibioticos también es importante: 75% a aztreonam, 72.2% a

cefepime, 62.3% a ciprofloxacino 7 18,



Staphylococcus aureus es una bacteria anaerobia facultativa, gram-positiva,
productora de coagulasa, catalasa, inmdévil y no esporulada que se encuentra
ampliamente distribuida por todo el mundo, estimandose que una de cada tres
personas se hallan colonizadas, aunque no infectadas, por ella. Agente etioldgico
de diversas patologias, incluyendo infecciones de piel y tejidos blandos,
bacteriemia, endocarditis, infeccion del sistema nervioso central y del tracto
genitourinario. Por su ubicuidad y en funcion de los procedimientos médicos y
uso de antimicrobianos, se confiere especial énfasis al aislamiento y estudio
epidemioldgico de S. aureus, considerando su rol primordial en las infecciones

nosocomiales 1920,

Las cepas habituales de Staphylococcus aureus son resistentes a la penicilina,
dejando como los antibidticos mas ' eficaces para combatirlos a los
aminoglucoésidos, las cefalosporinas, la oxacilina o la nafcilina. Ademaés de la
administracion del tratamiento antimicrobiano correspondiente, puede ser
conveniente, en funcién del caso, la eliminacion de puertas de entradas como

catéteres venosos permanentes o drenajes quirdrgicos .

La prevalencia de la resistencia del Staphylococcus aureus procedente de
pacientes hospitalizados a la meticilina (u oxacilina) es de 66.7%. Esta prevalencia
es mucho mayor cuando sélo se analiza los aislamientos procedentes de pacientes
hospitalizados en UCI (82.1%). En los aislamientos procedentes de pacientes que

son manejados ambulatoriamente esta es de 48.9% 1720,

Al parecer todas estas alertas no tuvieron los efectos esperados y sigue siendo una
cuestion de flagrante actualidad. Debido a los efectos adversos de algunas drogas

antibacterianas utilizadas actualmente, a que son poco efectivas e inducen



frecuentemente resistencia, muchos paises se han involucrado en la obtencion de
medicamentos a partir de plantas, pues de ellas son obtenidas innumerables
sustancias quimicas y son consideradas como la fuente principal de nuevas drogas
quimioterapeuticas debido a su alto contenido de fitoconstituyentes y a su poco o

nulo efecto toxico 1417,

El Peru es considerado el tercer pais mega diverso del planeta, lo que implica que
en nuestro territorio existe un gran potencial de estudio gracias a los diversos pisos
ecologicos y microclimas que presenta, contando con 84 zonas de vida de las 103
conocidas donde habria 50 mil especies vegetales (20% de las existentes en la
Tierra), de las que 2,000 han sido utilizadas con fines curativos y tan s6lo menos
del 10% de ellas han sido estudiadas. Es por esto que numerosos investigadores
han encaminado sus trabajos hacia ‘la busqueda y aplicacion de nuevos

compuestos biolégicamente activos que exhiban efectos secundarios minimos 22,

Las Asteraceae ocupan el segundo lugar entre las familias mas diversas de la flora
peruana. Uno de los géneros con una mayor cantidad de especies perteneciente a
esta familia es el género Senecio. Este género incluye alrededor de 250 especies
con un amplio espectro de formas de vida que se encuentran en todo el mundo y
se caracteriza por tener buena actividad en el tratamiento del asma bronquial y
también se han reportado resultados Optimos de efecto antiinflamatorio,

antimicrobiano, analgésico y antioxidante 2% 23,

Se han registrado 98 especies endémicas de Senecio en el Perd, pero se contindan
describiendo especies nuevas. Una de estas plantas medicinales andina y
endemica del Peru es la especie Senecio truxillensis Cabrera, esta nueva especie

arbustiva se conoce solamente de una sola localidad, la cual se halla cerca de la



ciudad de Trujillo. Se extiende en distribucidn de las lomas costeras a las laderas

occidentales ubicadas en Cerro Campana, Huanchaco - La Libertad 23,

Ciertamente, las plantas poseen un enorme Yy desconocido reservorio de
sustancias, derivado de sus sistemas de defensa en contra de microorganismos,
insectos y herbivoros. Los metabolitos responsables de las actividades
antibacterianas y antifungicas de algunas plantas podrian ser flavonoides, fenoles,

alcaloides, saponinas, segin Osbourn 1996 2,

Referente al posible efecto antibacteriano y antifingico del género Senecio
encontramos algunos trabajos de investigacion como: Tamariz (1998), Lizarraga
(2008), Matta (2009) y Ochoa (2012) en el cual- mencionan que los extractos
hidroetandlicos muestran actividad antibacteriana sobre Staphylococcus aureus

y Eschericia coli 2526.27.28,

Ante todo lo anteriormente expuesto se planteo los siguientes problemas: ¢ Cuéles
son los fitoconstituyentes-presentes en el extracto hidroetandélico de las hojas de
Senecio truxillensis-Cabrera? y ¢Cual es el efecto del extracto hidroetandlico

frente a Escherichia coli y Staphylococcus aureus?

Para responder a este problema se empled la marcha fitoquimica preliminar de

Martinez y Cuellar; y el método de difusion en agar con pozos segun Kirby- Bauer.



Los objetivos fueron los siguientes:

1. Determinar los fitoconstituyentes presentes en el extracto hidroetanolico de

las hojas de Senecio truxillensis Cabrera.

2. Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroetandlico de la hojas
de Senecio truxillensis Cabrera frente a Escherichia coli y Staphylococcus
aureus.

3. Determinar el porcentaje de inhibicion del extracto hidroetandlico de las hojas

de Senecio truxillensis Cabrera frente a Escherichia coli y Staphylococcus

aureus



Il. MATERIAL Y METODO

2.1. MATERIAL.

2.1.1. MATERIAL BIOLOGICO:
2.1.1.1. Material Vegetal: Se utilizo 1 kg de las hojas de Senecio
truxillensis Cabrera, recolectadas del Cerro Campana, distrito de
Huanchaco - La Libertad.
2.1.1.2. Material Microbioldgico: Dos cepas de bacterias: Escherichia
coli (ATCC 25992) y Staphylococcus aureus (ATCC 25923) que

fueron proporcionadas por el Hospital Belén de Trujillo.

2.1.2. MATERIAL DEL LABORATORIO:
2.1.2.1. Material de Vidrio;

01 Fiolas 100 mL.

- 03 Fiolasde 25 mL.

- 03 Cépsula de porcelana.

- .01 Mortero de porcelana.

-~04 Balones de 50 mL.

- 02 Probetas de 100 mL

- 02 Vasos de precipitacion de 50 mL.
- 02 Vasos de precipitaciéon de 100 mL.
- 02 Vasos de precipitacién de 250 mL.
- 02 Pipetas de 1 mL.

- 02 Pipetas de 5 mL.

- 02 Pipetas de 10 mL.



- 15 Tubos de ensayo.

2.1.2.2. Equipos :
- Balanza analitica.
- Balanza triple brazo.
- Equipo de Soxhlet.
- Incubadora Microbiologica.
- Bafio Maria.
- Estufa.

- Refrigeradora.

2.1.3. REACTIVOSY SOLVENTES:

- Acido clorhidrico

- Acido nitrico

- Acido picrico

- Acido sulfdrico

- Alcohol-amilico

- Anhidrido acético

- Bicloruro de mercurio
- Carbonato de sodio

- Cloruro férrico

- Hidroxido de potasio
- Hidrdxido de sodio

- Ninhidrina

- Nitrato de plata

- Pentacloruro de antimonio

11



- Subnitrato de Bismuto

- Sudan Il

- Sulfato cuprico

- Tricloruro de antimonio

- Tricloruro férrico

- Yoduro de potasio

- Agua destilada

- Etanol 96°
2.1.4. MEDIOS DE CULTIVO

- Caldo Mueller Hinton

- Agar Mc Conkey

- Agar Tripticasa de Soya
2.15. FARMACO

- Cloranfenicol 5-ug/mL
21.6. OTROS

- Asa de platino

- Calibrador de Vernier

- Mechero

- Alcoholimetro.

- Cocina eléctrica.

- Placas petri descartables

- Puntas estériles

- Hisopos

- Franela

- Algodon

12



- Cinta masking tape

- Guantes estériles

- Papel filtro

- Gradilla

- Etiquetas

- Plumones de tinta indeleble

- Detergente

2.2. METODO.

2.2.1.

2.2.2.

Recoleccion de la especie

La especie de Senecio truxillensis Cabrera fue recolectada de las lomas
costeras del Cerro Campana del distrito de Huanchaco, provincia de
Trujillo, region La Libertad, en las coordenadas geograficas de 7° 58’
36.98” latitud sur y 79° 06°16.18” longitud oeste y a 700 m.s.n.m. durante
el mes de setiembre 2°.

La recoleccién de-la especie se realizé por el método convencional o
clasico de’ herborizacién, seleccionando el material en el campo y
verificando que esté en buenas condiciones.

Identificacion y determinacion taxondémica de la especie

Se llevé un ejemplar de la especie de Senecio truxillensis Cabrera al
Herbarium Tuxillense (HUT) para su verificacion taxondmica y luego fue

registrada y depositada con el codigo N° 50978 (Anexo 1).

2.2.3. Preparacion del material vegetal

- Seleccion y lavado de las hojas
Se seleccionaron las hojas que estaban en buenas condiciones,

eliminando las hojas marchitadas, oscuras y con ataque de hongos.

13



Luego se lavaron con agua destilada estéril y se secaron la superficie
con papel toalla.
- Secado de las hojas
Una vez lavadas las hojas, se procedi6 a secar a temperatura ambiente
y posteriormente se adecuaron estas en papel Kraft con orificios, y
fueron secadas en una estufa a 40°C por 48 horas.
- Pulverizacion y tamizaje de las hojas
Las hojas desecadas se pulverizaron con la ayuda de un mortero y
luego se pasaron a través de un tamiz N° 22.
- Almacenamiento de las hojas
El polvo de hojas obtenidas, se guardé en frascos de vidrio de color
ambar de boca ancha y en un lugar sin humedad y luz directa, hasta su
posterior utilizacion (anexo 02).
2.2.4. Preparacion del extracto hidroetandlico:
Se pes6 50 g de las hojas de Senecio truxillensis Cabrera previamente
desecadas, pulverizadas y tamizadas. Luego se colocaron en un cartucho
de papel de filtro Whatman N°1, introduciendo este en el extractor Soxhlet.
Se realiz6 la extraccién por 2 horas, utilizando 250 ml de etanol al 70 %
en-un balon de fondo plano de 500 ml y controlando la temperatura hasta
obtener 8 ciclos por hora. Al cabo de este tiempo se filtré el extracto
hidroetanolico con papel Whatman N°1. Posteriormente se llevo a
evaporar en bafio maria hasta 20 mL, y luego se continué la evaporacion
en una estufa a 40°C hasta obtener un extracto seco. El extracto seco se
peso y se guardd en refrigeracion a 4°C en frasco de vidrio de color ambar

estéril 2°,

14



2.2.5. Determinacion de fitoconstituyentes del extracto hidroetandlico:
La determinacion de los fitoconstituyentes del extracto hidroetandlico de
las hojas de Senecio truxillensis Cabrera se llevo a cabo siguiendo el
método de marcha fitoquimica de Miranda y Cuellar, el cual permitid
identificar los fitoconstituyentes a través de reacciones quimicas, mediante
cambios de coloracion o formacion de precipitados, destinadas a
determinar la presencia de: catequinas, resinas, azUcares reductores,
lactonas, triterpenos y esteroides, saponinas, compuestos fendlicos,
taninos, aminoacidos, quinonas, cardendlidos, flavonoides, antocianidina
y alcaloides (anexo 03) .

2.2.6. Evaluacion del efecto antibacteriano in vitro del extracto
hidroetanolico de las hojas de Senecio truxillensis Cabrera:
Se utiliz6 el método de difusion en agar con pozos, segin Kirby-Bauer®!,

2.2.6.1. Preparacion de las concentraciones

A partir del extracto hidroetandlico seco de las hojas de S.
truxillensis, se pesaron por separado 0,5 ¢g; 1,59y 3 g, vy se
redisolvieron  con 10 mL de dimetilsulféxido (DMSO),
obteniéndose las siguientes concentraciones 5%, 15% y 30% p/v.

2.2.6.2. Reactivacion de las cepas y estandarizacion.

Las cepas Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, que estuvieron en reserva criogénica mantenidas a -
80 °C fueron reactivadas en caldo Mueller Hinton y se incubaron
durante 18 horas a 37°C. Luego se tomO una asada de cada
microorganismo y se ajustd con solucién salina fisiolégica al

Patron de Turbidez de Mac Farland N° 0,5 (108 UFC/mL).
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2.2.6.3. Cultivo de los microorganismos

e Cultivo de Staphylococcus aureus
En diez placas de Petri se colocaron 20 mL de Agar Tripticasa de
Soya. Solidificado el agar se sembro sobre su superficie el cultivo
de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) anteriormente
estandarizado (108 UFC/mL) utilizando hisopo estéril en la
suspension bacteriana. Se hisoparon uniformemente, girando cada
placa 30 grados por 10 veces aproximadamente. Las placas recién
sembradas fueron colocadas en una estufa a 37°C de temperatura
durante 10 minutos.

e Cultivo de Escherichia coli
En diez placas de Petri se colocaron 20 mL de Agar Mc Conkey.
Solidificado el agar se sembro sobre su superficie Escherichia coli
(ATCC 25992) ‘anteriormente estandarizado (108 UFC/mL)
utilizando hisopo estéril en la suspension bacteriana. Se hisoparon
uniformemente, girando cada placa 30 grados por 10 veces
aproximadamente. Las placas recién sembradas fueron colocadas
en una estufa a 37°C de temperatura durante 10 minutos.

2.2.6.4. Aplicacion de los extractos y del blanco

En cada ocho placas cultivadas con los microorganismos
respectivos, se realizaron cuatro perforaciones de 11mm de
diametro, con un sacabocado y se sellaron con 0,1mL del mismo
agar, para evitar la dispersion de los extractos y del blanco. Luego
se colocaron en cada perforacion 200 pL del extracto

hidroetandlico de las hojas de Senecio truxillensis Cabrera a las
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concentraciones de 5%, 15%, 30% p/v y del blanco
(dimetilsulféxido). Se dejé reposar por unos minutos a temperatura
ambiente, se sellé con parafilm y se incubd las placas a 37 °C, por
un periodo de 24h.

2.2.6.5. Aplicacion del control

En cada dos placas cultivadas con los microorganismos
respectivos, se realizaron cuatro perforaciones de 11mm de
didmetro, con un sacabocado y se sellaron con 0,1mL del mismo
agar. Luego se colocaron en cada perforacion 200 pL de
Cloranfenicol (5ug/mL). Se dejé reposar por unos minutos a
temperatura ambiente, se sellé con parafilm y se incubo las placas
a 37 °C, por un periodo de 24h.

2.2.6.6 .Lectura de las placas

La lectura de las placas se realiz6 después de 24 horas. Se midieron
los diametros en milimetros de cada halo de inhibicion del
crecimiento de los microorganismos empleando un vernier. Los
valores obtenidos de las ocho repeticiones se promediaron.

2.2.6.7. Determinacion del porcentaje del efecto inhibitorio

El célculo del porcentaje del efecto inhibitorio relativo respecto al

control, se procedi6 aplicando la siguiente formula:

Didmetro promedio de la muestra (mm)—Didmetro promedio del blanco(mm)X 100

% Inhibicién =
% Didmetro promedio del control(mm)-Diametro promedio del blanco(mm)
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Donde:

Muestra: Extracto hidroetanélico
Control: Cloranfenicol 5 pg/mL
Blanco: Dimetilsulféxido

2.3. ANALISIS ESTADISTICO

Se utiliz6 el programa SSPS v. 20 para el analisis estadistico, reportandose la media
aritmética y desviacion estandar para cada variable; y a la vez se realizé-la comparacion

entre los cuatro grupos a través del test de ANOVA con un nivel de significancia menor

a0.05, 32

18



I11. RESULTADOS

Tabla 1: Fitoconstituyentes del extracto hidroetandlico de las hojas de Senecio
truxillensis Cabrera, procedentes del distrito de Huanchaco - La

Libertad.
Fitoconstituyentes Ensayos Intensidad | Identificacion
Catequinas Catequinas + +
Resinas Resinas - -
Azlcares Reductores Fehling + +
Lactonas Baljet ++ +
Triterpenos y esteroides | Liebermann - Burchard + +
Saponinas Espuma ++ +
Compuestos fenolicos y | Cloruro férrico +++ +
taninos
Aminoécidos Ninhindrina + +
Quinonas Borntrager - -
Cardenolidos Kedde - -
Flavonoides Shinoda + +
Antocianidina Antocianidinas ++ +
Alcaloides Dragendorff +++ +
Mayer ++ +
Wagner + +
Leyenda:
Intensidad: 1-+ 'I?/Iacj;gerada Identificacion: i Egagj[\i/\?o

+++ Alta



Tabla 2: Actividad antibacteriana in vitro del extracto hidroetandlico de las
hojas de Senecio truxillensis Cabrera frente a Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25992). Halo a las 24 horas

HALO DE INHIBICION (mm)

CONCENTRACION DEL

ATCC 25922

MICROORGANISMOS EXTRACTO HIDROETANOLICO CONTROL BLANCO
Cloranfenicol
5% _15% 30 % 5 pg/mL DMSO
X *D.E X * D.E X * D.E X *DE
Staphylococcus aureus
ATCC 25923 14.9+0.27 18.5+0.39 23.9+0.27 29.2+0.38 0
Escherichia coli 1274049 | 15.3+0.31-| 18.3%037 | 26.4+0.38 0

P<0.05 comparado con el grupo control (testde ANOVA)

X + D.E: Promedio del halo de inhibicién y desviacién estandar, n=8.

DMSO: dimetilsulféxido
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Fig.1 Porcentaje de inhibicion del extracto hidroetanolico de las hojas
de Senecio truxillensis Cabrera frente a Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25992).
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IV. DISCUSION

Los metabolitos secundarios, a menudo, desempefian un papel importante en la
planta, tales como defensa contra depredadores, microorganismos, estrés, etc;
estos componentes han sido utilizados como drogas durante milenios. Por lo
tanto, la deteccion de fitoconstituyentes sirve como primer paso en la prediccion

de tipos de potenciales compuestos activos de las plantas 3.

La tabla 1 muestra, segun la marcha fitoquimica, que el extracto hidroetanélico
de las hojas de Senecio truxillensis contiene cualitativamente fitoconstituyentes
como catequinas, azlcares reductores, lactonas, triterpenos y esteroides,
saponinas, compuestos fenolicos, taninos, © aminodcidos, flavonoides,
antocianidinas y alcaloides. Estos resultados al comparar con otras especies del
género Senecio, tales como Senecio clavus, Senecio comosus y Senecio klatti
coinciden con la presencia de-metabolitos tales como compuestos fendlicos,
flavonoides, alcaloides, triterpenos y esteroides. Asimismo la especie de Senecio
culcitoides presenta ‘glicésidos, compuestos fendlicos, taninos, flavonoides,
alcaloides, lactonas y esteroides y/o terpenoides metabolitos encontrados en la

especie en estudio 2.

Baldoceda (1996), realiz6 la marcha fitoquimica segun Lock, de tres muestras de
Senecio rhizomatus colectados en diferentes partes del pais donde reporta la
presencia de alcaloides y flavonoides, y ausencia de quinonas, resultados que

concuerdan con este trabajo *.

La Tabla 2 se muestra el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroetanolico
de las hojas de Senecio truxillensis Cabrera, donde se observa los promedios de

los halos de inhibicidn del extracto a concentraciones crecientes (5, 15y 30 %),



del control (cloranfenicol 5 pg/mL) y del blanco (DMSO) frente a dos bacterias:
Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Los extractos de Senecio truxillensis
Cabrera a diferentes concentraciones al difundirse en el medio producen una
gradiente de concentracion, suprimiendo el crecimiento bacteriano en una zona
circular alrededor del pozo, la medida del didmetro del halo se considera como
poder inhibidor del extracto contra las bacterias: Staphylococcus aureus y
Escherichia coli, y que dicho efecto aumenta a medida que se incrementa la
concentracion, con diferencias estadisticamente significativas p<0.05 (ANOVA).
Es asi que el extracto a la mayor concentracion (30%) presenta mayores
promedios de halos de inhibicion de 23.9£0.27 mm y 18.3£0.37 mm frente a

Staphylococcus aureus y Escherichia coli respectivamente.

Asimismo, el control (Cloranfenicol 5/ug/ml) presenta halos de inhibicion de
29.2+0.38 y 26.4+0.38 frente a -Staphylococcus aureus y Escherichia coli
respectivamente, que segin- el Comité Americano de Estandarizacion de
Laboratorios Clinicos (NCCLS) para este antibidtico frente a estos
microorganismos ensayados, estaria catalogado como sensible; mientras que el
blanco (DMSO) no presenta halos de inhibicion, lo que indica la inocuidad del

solvente frente a estos microorganismos .

En la figura 1, muestra los porcentajes de inhibicion del extracto hidroetanolico
de las hojas de Senecio truxillense Cabrera, los cuales fueron de 51%, 63.4% vy
81.9% para Staphylococcus aureus; 48.1%, 58% Yy 69.3% para Escherichia coli
a las concentracion de 5%, 15% y 30% p/v respectivamente. Una accion
antibacteriana se considera alta cuando su porcentaje de inhibicion relativo es

>70%, intermedia entre el 50-70% y baja cuando es <50% .

23



En consecuencia, la dosis de 1.5 mg/ml (30%) en el extracto presento actividad

alta para Staphylococcus aureus e intermedia para Escherichia coli.

Si bien es cierto, no existen trabajos previos de indole antibacteriana con respecto
a Senecio truxillense Cabrera, pero existen otros trabajos de investigacion de
especies de plantas del mismo género en estudio, tales como el de Tamariz (1998)
en la cual menciona que las especies de Senecio calvus Cuatr., S. comosus Schultz
- Bipontinus var. comosus, S. klattii Greenm y S. rhizomatus-Rusby presentan
actividad citotdxica y antibacteriana sobre Staphylococcus -aureus con CMI de
6387 mg/mL (S. rhizomatus), CMI de 4000 mg/mL (S. calvus) y 4000 mg/mL (S.

comosus) 2°.

Matta (2009) menciona que el género Senecio representado por Senecio nutans,
Senecio adenophyllus 'y Senecio trifurcifolius mostraron actividad
antimicrobiana de amplio espectro, tanto para microorganismos Gram (+) como
Gram (-) %'.

También Ochoa (2012) menciona la actividad antibacteriana del aceite esencial
de S. graveolens Wedd (Wiskataya) obtenido de las hojas y tallos, encontrando
actividad antibacteriana marcada y moderada, para S. aureus y E. coli,
respectivamente, observandose formacion de halos de inhibicion para

concentraciones del aceite esencial a 80, 90 y 100 % 2,

Muchos de los metabolito secundarios identificados en el extracto hidroetanolico
de las hojas de Senecio truxillensis Cabrera son los que le confieren el efecto
antibacteriano. Esto es debido a que, los flavonoides que contienen en su
estructura quimica un namero variable de grupos hidroxilo fenélicos que penetran

facilmente a través de la membrana celular bacteriana, se combina y precipitan
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las proteinas protoplasmaticas desnaturalizandolas y actuando como venenos

protoplasmaticos 3,

Otro mecanismo propuesto por el que los flavonoides muestran actividad
antibacteriana, es que provocan la muerte bacteriana al inhibir la sintesis de ADN
0 ARN debido a que tienen una estructura plana similar a la de las bases puricas
y pirimidicas, por lo tanto se pueden intercalar formando puentes de hidrogeno
con las bases de la doble hélice y de esta forma las flavonas alteran la estructura
tridimensional de los &cidos nucleicos, impidiendo su adecuada sintesis de Novo,

ademas de provocar errores de lectura durante la transcripcion %.

Tambieén los taninos, son grupos de metabolitos secundarios importantes. Estos
conforman un grupo de sustancias fenolicas poliméricas capaces de precipitar
gelatina en solucion, una propiedad conocida como astringente. Se cree que la
actividad antimicrobiana de estos compuestos se debe a su interaccion sobre las
adhesinas, proteinas de la pared celular, y a su capacidad de unirse a polisacaridos.
Los taninos condensados-llamados proantocianidinas son compuestos fendlicos
estables que pueden prevenir la expresion de las fimbrias P de E. coli como parte

de su actividad antibacteriana ’.

Otros investigadores mencionan que la actividad antimicrobiana de los taninos
incluyen, la posible inhibicién de las enzimas microbianas extracelulares, la
privacion de los sustratos necesarios para el crecimiento microbiano o la accion
directa sobre el metabolismo microbiano mediante la inhibicion de la
fosforilacion oxidativa, y por ultimo se sabe de un mecanismo de privacion de

hierro; pero muchos microorganismos pueden superar las defensas de las plantas
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sobre la base de taninos y a través de la sintesis de complejos tanino- polimeros,

oxidacion, biodegradacion de taninos o de sintesis de sideroforos .

Asimismo, las saponinas son un grupo de sustancias glicosidicas que se disuelven
en agua y poseen la propiedad de formar espuma al agitar la solucion. Se cree que
la toxicidad de las saponinas es debido a su capacidad de formar complejos con
esteroles de las membranas celulares produciendo grandes poros en las mismas
que alteran su permeabilidad y la célula se lisa, ocasionando la ruptura de las

membranas bacterianas 3%4°,

Por otro lado, los terpenos o terpenoides son activos contra bacterias, virus,
hongos y protozoarios. Se cree que esta actividad antimicrobiana se debe a una
perturbacion de la estructura de la membrana celular por su naturaleza lipofilica,

dejando a merced de un choque osmatico .

Uno de los principales mecanismos de accién como antibidticos propuestos para
los terpenoides, consiste en la disrupcion de la membrana celular bacteriana
mediante tres posibles vias: aumentando la permeabilidad de la membrana a iones
pequefios, afectando la estabilidad de la membrana y desestabilizando el
empaquetamiento de la bicapa lipidica, cualquiera de estos tres efectos produce

la muerte en la célula bacteriana 2.

Tambien se ha demostrado que las lactonas y cumarinas, inhiben enzimas

bacterianas como la DNA polimerasa y la timidilatosintetasa .

En el caso de la accidn de los fenoles y polifenoles, se debe, presumiblemente, a
la inhibicién enzimatica por accion sobre los grupos sulfihidrilos de los
aminoacidos de cisteina, o por medio de reacciones mas inespecificas con
proteinas bacterianas 3.
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Asimismo los alcaloides pueden inhibir el crecimiento de algunas cepas
bacterianas debido al cambio de polaridad que altera la resistencia de la pared

celular, inhibicion de sintesis de ADN, ARN y proteinas*.

Es asi, que el presente trabajo se constituye en el primero en reportar el efecto
antibacteriano de Senecio truxillensis Cabrera, contribuyendo asi, a la necesidad

mundial de encontrar nuevas fuentes naturales con potencial farmacoldgico.
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V. CONCLUSIONES

El extracto hidroetandlico de las hojas de Senecio truxillensis Cabrera, presenta
los siguientes fitoconstituyentes: catequinas, azUcares reductores, lactonas,
triterpenos, esteroides, saponinas, taninos, aminoacidos, flavonoides, antocianidinas
y alcaloides.

El extracto hidroetandlico las hojas de Senecio truxillensis Cabrera a las
concentraciones de 5%, 15% y 30% p/v presenta efecto antibacteriano in vitro frente
a Escherichia coli y Staphylococcus aureus con diferencias estadisticamente
significativas.

El porcentaje de inhibicion del extracto hidroetandlico de las hojas de Senecio
truxillensis Cabrera, frente a Staphylococcus « aureus al 30% p/v es de 81.9%

mientras que para Escherichia coli a laimisma concentracion es de 69.3%.
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VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar con la investigacion de esta especie vegetal, sobre otras
partes de la planta con la finalidad de incrementar el conocimiento sobre su actividad
antimicrobiana.

Realizar el aislamiento y elucidacion de las estructuras quimicas de los componentes
quimicos presentes en la especie vegetal Senecio truxillensis, como la espectrometria
(U.V., LR, R.M.N.H+), H.P.L.C vy electroforesis.

Desarrollar estudios toxicoldgicos in vitro e in vivo de Senecio truxillensis
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ANEXO 01
BOUCHER DEL EJEMPLAR DE HERBARIO DE LA ESPECIE DE

Senecio truxillensis Cabrera.

(Codigo HUT:50978)
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ANEXO 02

‘ PREPARACION DE LA MUESTRA Y DEL EXTRACTO HIDROETANOLICO

e - ——— ‘ A >

Fig 2.Recoleccién de Senecio Fig 3.Secado de la muestra de
truxillensis Senecio truxillensis

Fig 1. Ejemplar de Senecio
truxillensis

C e

Fig 5. Tamizaje de hojas de Fig 6. Tamizaje de hojas de
Senecio truxillensis Senecio truxillensis

Fig 10. Extracto
hidroetandlico seco de las
hojas de S. truxillensis

Fig 8 y 9. Fltracion al vacio del extracto etandlico ‘
de las hojas de S. truxillensis.

Fig 7. Extraccién en el
equipo soxhelt

Fig 11. Extractos hidroetandlico de las
hojas de S. Tuxillensis:
1.(5%),2.(15%),3.(30%).

39



ANEXO 03

Procedimiento del tamizaje fitoquimico segun Miranda y Cuéllar

EXTRACTO ALCOHOLICO
\
DIVIDIR EN FRACCIONES
imL 2mL 2mL 2l 2mL
ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE m ENSAYO DE .
CATEQUINAS FEHLING N o Cl Fe ENSAYODE | KEDDE 6 ML en 3 porciones
(AZ REDUCTORES)| oo onta NBUICHARD 1FENOLES Y TANNGS BORNTRAGER) (carDENCLIDOS) ENSAYQS DE DRAGENDORFF
9L (TRITERPENOS-ESTERCIDES) = ® (QUINONAS) MAJII_ECFiL\C‘”‘g.;\]GNER
ENSAYO DE 2ml )
RESINAS 2mL ENSAYO DE 2mL
m NINHIDRINA ENSAYO DE
ENSAYO DE BALET (EMIN0ACDOS) ANTOGIANIDINA
2ml
ENSAYQ ESPUMA ZmL
AP ENSAYO DE
SHINODA

(FLAVONOIDES)

1. Ensayo de catequinas: Para ello, tome de la solucidon alcohdlica obtenida una gota,
con la ayuda de un capilar y aplique la solucién sobre papel de filtro. Sobre la mancha
aplique solucion de carbonato de sodio. La aparicion de una mancha verde carmelita a
la luz UV, indica un ensayo positivo.

2. Ensayo de resinas: Para detectar este tipo de compuesto, adicione a 2 mL de la
solucidn alcohdlica, 10 mL de agua destilada. La aparicion de un precipitado, indica
un ensayo positivo.

3. Ensayo de Fehling: Permite reconocer en un extracto la presencia de azucares
reductores. ‘Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en agua, debe
evaporarse el solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1-2 mL de agua.
Se adicionan 2 mL del reactivo y se calienta en bafio de agua 5-10 minutos la mezcla.
El ensayo se considera positivo si la solucion se colorea de rojo o aparece precipitado
rojo. El reactivo se prepara de la siguiente forma:

Solucion A: Se pesan 35 g de sulfato cuprico hidratado cristalizado y se disuelven

con agua hasta un volumen total de 1000 mL.
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Solucion B: Se pesan 150 g de tartrato de sodio y potasio y 40 g de hidréxido de sodio
y se disuelven con agua hasta un volumen total de 1000 mL.

Las soluciones se tienen preparadas de forma independiente y se mezcla igual
cantidad en volumen de cada una de ellas justo en el momento de realizar el ensayo.
Dicha mezcla es la que se adiciona a la licuota a evaluar.

Ensayo de Baljet: Permite reconocer en un extracto la presencia de compuestos con
agrupamiento lacténico, en particular Coumarinas, aunque otros compuestos
lactonicos pueden dar positivo al ensayo.

Para ello, si la alicuota del extracto no se encuentra en alcohol, debe evaporarse el
solvente en bafio de agua y redisolverse en la menor cantidad de alcohol (1 mL). En
estas condiciones se adiciona 1mL del reactivo, considerandose un ensayo positivo la
aparicion de coloracion o precipitado rojo (++ Yy +++) respectivamente.

Ensayo de Lieberman-Burchard: Permite reconocer en un extracto la presencia de
triterpenos y/o esteroides, por ambos tipos de productos poseer un nucleo del
androstano, generalmente insaturado en el anillo B y la posicién 5-6.

Para ello, si la alicuota del-extracto no se encuentra en cloroformo, debe evaporarse
el solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1 mL de cloroformo. Se
adiciona 1 mL deanhidrido acético y se mezcla bien. Por la pared del tubo de ensayos
se dejan resbalar 2-3 gotas de &cido sulfdrico concentrado sin agitar. Un ensayo
positivo se tiene por un cambio rapido de coloracion:

1- Rosado-azul muy rapido.

2- Verde intenso-visible aunque rapido.

3- Verde oscuro-negro-final de la reaccion.
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A veces el ensayo queda en dos fases o desarrollo de color. Muy pocas veces puede
observarse el primer cambio. El tercer cambio generalmente ocurre cuando el material
evaluado tiene cantidades importantes de estos compuestos.

Importante: Para realizar este ensayo no puede haber agua en el medio de reaccion
pues ésta con el acido sulfurico reacciona de forma violenta y puede ocurrir un
accidente.

La reaccion de Lieberman-Burchard se emplea también para diferenciar las
estructuras esteroidales de los triterpenoides, las primeras producen coloraciones azul
o azul verdoso, mientras que para las segundas se observa rojo, rosado o purpura.
Estas coloraciones pueden variar por interferencias producidas por carotenos,
xantofilas y esteroides saturados que puedan estar presentes.

Ensayo de la espuma: Permite reconocer en.un extracto la presencia de saponinas,
tanto del tipo esteroidal como triterpénica. De modo que si la alicuota se encuentra en
alcohol, se diluye con 5 veces su volumen en agua y se agita la mezcla fuertemente
durante 5-10 minutos.

El ensayo se considera positivo si aparece espuma en la superficie del liquido de méas
de 2 mm de altura y persistente por mas de 2 minutos.

Ensayo del cloruro férrico: Permite reconocer la presencia de compuestos fendlicos
y/o taninos-en.un extracto vegetal. Si el extracto de la planta se realiza con alcohol, el
ensayo determina tanto fenoles como taninos. A una alicuota del extracto alcoholico
se le adicionan 3 gotas de una solucion de tricloruro férrico al 5 % en solucion salina
fisioldgica (cloruro de sodio al 0.9 % en agua). Si el extracto es acuoso, el ensayo
determina fundamentalmente taninos. A una alicuota del extracto se afiade acetato de

sodio para neutralizar y tres gotas de una solucién de tricloruro férrico al 5 % en
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10.

solucion salina fisioldgica, un ensayo positivo puede dar la siguiente informacion
general:
-Desarrollo de una coloracion rojo-vino, compuestos fendélicos en general.
-Desarrollo de una coloracion verde intensa, taninos del tipo pirocatecdlicos.
-Desarrollo de una coloracion azul, taninos del tipo pirogalotanicos.
Ensayo de la ninhidrina: Permite reconocer en los extractos vegetales la presencia
de aminodcidos libres o de aminas en general. Se toma una alicuota del extracto en
alcohol, se mezcla con 2 mL de solucion al 2 % de ninhidrina en agua. La mezcla se
calienta 5-10 minutos en bafio de agua.
Este ensayo se considera positivo cuando se desarrolla un color azul violaceo.
Ensayo de Borntrager: Permite reconocer en un extracto la presencia de quinonas.
Para ello si la alicuota del extracto no se encuentra en cloroformo, debe evaporarse el
solvente en bafio de agua y el residuo redisolverse en 1 mL de cloroformo. Se adiciona
1 mL de hidréxido de sodio, hidréxido de potasio 6 amonio al 5 % en agua. Se agita
mezclando las fases y se deja en-reposo hasta su ulterior separacion. Si la fase acuosa
alcalina (superior) se colorea de rosado o rojo, el ensayo se considera positivo.
Coloracion rosada (++), coloracion roja (+++).
Ensayo de Kedde: Permite reconocer en un extracto la presencia de glicosidos
cardiotonices. Una alicuota del extracto en etanol se mezcla con 1 mL del reactivo y
se deja reposar durante 5-10 minutos.
Un ensayo positivo es en el que se desarrolla una coloracion violacea, persistente
durante 1- 2 horas. El reactivo de Kedde se prepara de la siguiente forma:

-Solucion 1: Acido 3.5 dinitrobenzoico al 2 % en metanol.

-Solucion 2: Hidroxido de potasio al 5.7 % en agua.
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11.

12.

13.

14.

Las soluciones se tienen preparadas de forma independiente y se mezcla igual
cantidad en volumen de cada una de ellas justo en el momento de realizar el ensayo.
Dicha mezcla es la que se adiciona a la alicuota a evaluar.

Ensayo de Shinoda: Permite reconocer la presencia de flavonoides en un extracto de
un vegetal. Si la alicuota del extracto se encuentra en alcohol, se diluye con 1 mL de
acido clorhidrico concentrado y un pedacito de cinta de magnesio metalico. Después
de la reaccidn se espera 5 minutos, se afiade 1 mL de alcohol amilico, se mezclan las
fases y se deja reposar hasta que se separen.

El ensayo se considera positivo, cuando el alcohol amilico-se colorea de amarillo,
naranja, carmelita o rojo; intensos en todos los casos.

Ensayo de antocianidinas: Permite reconocer en los extractos vegetales la presencia
de estas estructuras de secuencia Cs-C3-Cs del grupo de los flavonoides. Se calientan
2 mL del extracto etandlico 10 min. con 1 mL de HCL conc. Se deja enfriar y se
adiciona 1 mL de agua y 2 mL de alcohol amilico. Se agita y se deja separar las dos
fases. La aparicion de color rojo a marrén en la fase amilica, es indicativa de un ensayo
positivo.

Ensayo de Dragendorff: Permite reconocer en un extracto la presencia de alcaloides,
para ello, si la alicuota del extracto esta disuelta en etanol, este debe evaporarse en
bafio de agua y el residuo redisolverse en 1 mL de &cido clorhidrico al 1 % en agua.
Con la solucion acuosa acida se realiza el ensayo, afiadiendo 3 gotas del reactivo de
Dragendorff, si hay opalescencia se considera (+), turbidez definida (++), precipitado
(+++).

Ensayo de Mayer: Proceda de la forma descrita anteriormente, hasta obtener la

solucion &cida. Afiada una pizca de cloruro de sodio en polvo, agite y filtre. Afiada 2
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0 3 gotas de la solucion reactiva de Mayer, si se observa opalescencia (+), Turbidez
definida (++), precipitado coposo (+++).
15. Ensayo de Wagner: Se parte al igual que en los casos anteriores de la solucion acida,

afiadiendo 2 ¢ 3 gotas del reactivo, clasificando los resultados de la misma forma.
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ANEXO N° 04

MARCHA FITOQUIMICA DEL EXTRACTO HIDROETANOLICO DE LAS HOJAS
DE SENECIO TRUXILLENSIS CABRERA.

Reacciones quimicas del extracto Hidroetanolico de las hojas de Senecio truxillensis
Cabrera.

1. Catequinas (positivo); 2. Resinas(negativo); 3. Fehling (positivo); 4. Baljet (positivo);
5. Lieberman - Burchard (positivo); 6. Espuma (positivo).

1.Catequinas (positivo): Presencia de fluorescencia del extracto
hidroetandlico de Senecio truxillensis Cabrera, frente a luz UV(366nm)
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Reacciones quimicas del extracto Hidroetanolico de las hojas de Senecio truxillensis
Cabrera.

7. Cloruro férrico (positivo); 8. Ninhidrina (positivo);9.. Borntrager (negativo). 10. Kedde
(negativo); 11. Shinoda (positivo); 12. Antocianidinas (positivo).

Reacciones quimicas del extracto Hidroetanodlico de las hojas de Senecio truxillensis
Cabrera.

13.Dragendorff (positivo); 14. Mayer (positivo); 15. Wagner (positivo)
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ANEXO N° 05

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO HIDROETANOLICO

Fig 1. Cepas de bacterias
Gram (-): Escherichia coli
(ATCC 25992); bacteria

Gram (+): Staphylococcus Fig 3. Patrén de Turbidez de
aureus (ATCC 25923) Fig 2. Cepas reactivadas en caldo Mac Farland N° 0.5 (108
Muller Hilton. Incubaron durante UFC/mL)
18 h A 37°C.

Fig 5. Siembra de bacterias

Fig 7. Placas Petri con los extractos a las
diferentes concentraciones

Fig 6. Colocacion de los
extractos en las placas Petri
con agar

Fig 8. Incubacion a 37 °C
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ANEXO N° 06

ENSAYO MICROBIOLOGICO

Escherichia coli (efecto antibacteriano in vitro)

Fig. 1. B: Blanco; Ci: Concentracion de: S. truxillensis 5%; C2: Concentracion de S.
truxillensis 15%; C3: Concentracion de S. truxillensis 30% frente a Escherichia coli
(ATCC 25992). Agar Mc Conkey

Fig. 2. Halos de inhibicion del cloranfenicol frente a Escherichia coli (ATCC 25992). Agar
Mc Conkey
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Staphylococcus aureus (efecto antibacteriano in vitro)

Fig. 3. B: Blanco; Ci: Concentracion de S. truxillensis 5%; C2: Concentracion de S.
truxillensis  15%; C3: Concentracion de S. truxillensis 30% frente a Staphylococcus aureus
(ATCC 25923). Agar Tripticasa de Soya

Fig. 4. Halos de inhibicion del cloranfenicol frente a Staphylococcus aureus

(ATCC 25923). Agar Tripticasa de Soya
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ANEXO N° 07

Tabla 1. Didmetro de halos de inhibicién del extracto hidroetandlico de las hojas de Senecio
truxillensis, del cloranfenicol y del dimetilsulféxido.

Microorganismos Halo de inhibicién (mm)
Extracto hidroetandlico Cloranfenicol | Dimetilsulféxido
5 ug/mL
5% 15% 30%

E.coli 13.00 | 15 18.00 26.00 0
12.00 | 15 18.50 26.30 0
12.80 | 15.6 18.00 26.50 0
13.30 | 15.5 19.00 26.50 0
12.00 | 15.7 18.50 26.00 0
12.50 | 15 18.00 26.00 0
13.00 | 15.5 18.50 26.80 0
13.00 | 15 18.00 27.00 0

S.aureus 15.00 | 18 23.90 29.60 0
15.00 | 18 24.00 28.80 0
15.00 | 18.5 23.80 29.50 0
15.30 | 18.4 23.90 28.90 0
15.00 | 18.3 23.40 29.60 0
14.50 | 19 24.10 29.00 0
15.00 | 19 23.80 29.60 0
14.50 | 18.5 24.00 28.80 0
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ANEXO N° 08

Datos estadisticos

Descriptivos

Intervalo de confianza
para la media al 95%
Desviacion Limite Limite
N Media tipica Error tipico inferior superior Minimo Maximo
E.coli 5% 8 12.7000 48697 A7217 | 12.2929 13.1071 12.00 13.30
15% 8 15.2875 .31368 11090 | 15.0253 15.5497 15.00 15.70
30% 8 18.3125 .37201 13153 | 18.0015 18.6235 18.00 19.00
Cloranfenicol 8 26.3875 .38336 13554 26.0670| 26.7080 26.00 27.00
Total 32 18.1719 5.23809 92597 | 16.2833| 20.0604 12.00 27.00
S.aureus 5% 8 14.9125 27484 09717 14.6827 15.1423 14.50 15.30
15% 8 18.4625 .38522 13620 | 18.1404 18.7846 18.00 19.00
30% 8 23.8625 21339 .07545| 23.6841 24.0409 23.40 2410
Cloranfenicol 8 29.2250 .38079 13463 | 28.9067| 29.5433 28.80 29.60
Total 32 21.6156 5.52269 97628 | 19.6245| 23.6068 14.50 29.60
ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
E. coli Inter-grupos 846.218 3 282.073 1817.208 .000
Intra-grupos 4.346 28 155
Total 850.565 31
S.aureus Inter-grupos 942.601 3 314.200 3032.351 .000
Intra-grupos 2.901 28 .104
Total 945.502 31
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