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RESUMEN
Introduccion: Actualmente existen una gran cantidad de estudios en plantas
medicinales cuyo principal objetivo es utilizarlas con fines médicos para poder tratar a
los pacientes. Durante los Ultimos afios se ha demostrado que la Cordia lutea tiene
multiples propiedades medicinales, ha sido ampliamente utilizada para el tratamiento de
trastornos hepaticos y para sindromes inflamatorios como la inflamacion de la préstata

en el norte de Peru, sin embargo, se desconocen aun muchos beneficios de esta planta.

Objetivos del estudio: Determinar el contenido de flavonoides y fenoles, capacidad
antioxidante y efecto antimicrobiano in vitro de la Cordia lutea en relacion a cepas de
Escherichia Coli, Klebsiella Pneumoniae, Pseudomona Aeruginosa, Staphylococcus Aureus.

Metodologia: El disefio en el presente estudio es experimental, donde se determina el
contenido de flavonoides y fenoles, capacidad antioxidante y efecto antimicrobiano in
vitro de la Cordia lutea en relacion a cepas de Escherichia Coli, Klebsiella Pneumoniae,
Pseudomona Aeruginosa, Staphylococcus Aureus.

Palabras clave: Boraginaceae, Cordia litea Fenoles, Antioxidante, Antimicrobiano.

ABSTRACT
Introduction: There are currently a large number of studies on medicinal plants whose
main objective is to use them for medical purposes to treat patients. During the last few
years it has been shown that Cordia lutea has multiple medicinal properties, it has been
widely used for the treatment of liver disorders and inflammatory syndromes such as
inflammation of the prostate in northern Peru, however, many benefits are still unknown.

of this plant.

Study objectives: To determine the content of flavonoids and phenols, antioxidant
capacity, and in vitro antimicrobial effect of Cordia lutea concerning strains of Escherichia

Coli, Klebsiella Pneumoniae, Pseudomonas Aeruginosa, Staphylococcus Aureus.

Methodology: The design in the present study is experimental, where the content of
flavonoids and phenols, antioxidant capacity, and in vitro antimicrobial effect of Cordia
lutea is determined to strains of Escherichia Coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas

Aeruginosa, Staphylococcus Aureus.

Keywords: Boraginaceae, Cordia lutea Phenols, Antioxidant, Antimicrobia
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INTRODUCCION Y JUSTIFICACION
Actualmente existen una gran cantidad de plantas medicinales en nuestro pais, las
cuales poseen diferentes propiedades que alun no han sido estudiadas a
profundidad y pueden ser utilizadas con fines médicos para poder tratar diversas
patologias en los pacientes. Por lo que en los Ultimos afios se han realizado
multiples estudios para demostrar su actividad terapéutica (1); Las plantas
peruanas son conocidas por su diversidad y riqueza en compuestos bioactivos, y
los flavonoides son uno de los grupos de compuestos mas estudiados y abundantes
en estas plantas.
Entre estas plantas tenemos a la especie Cordia litea Lam que pertenece a la
familia Boragindceae (2); a la que se le atribuyen mudltiples propiedades
terapéuticas, también se conoce como Flor de Overo (3); Es un pequefio arbol de
hasta 8 m de altura con forma de embudo y flores de color amarillo brillante (4 cm)
en cimas y frutos carnosos (8—15 mm, normalmente 1 semilla) (4); La Cordia lutea
es autéctona de Per( y prospera en la selva amazonica y en las llanuras costeras.
Su capacidad para abordar las enfermedades hepaticas, un problema de salud en
constante aumento en la sociedad actual, es donde radican sus beneficios. Ademas,
se destaca su potencial antiinflamatorio, lo que la convierte en un posible aliado
para combatir enfermedades inflamatorias, como ciertos tipos de cancer (5);
Los polifenoles como los flavonoides son pigmentos naturales que el cuerpo
humano no puede producir y se encuentran en los vegetales. (6); tal como frutas
(7); y Su funcion principal es proteger al organismo de los dafios causados por
oxidantes como los rayos ultravioleta, la contaminacién ambiental y las sustancias
guimicas contenidas en los alimentos. (8); Estos tienen pesos moleculares bajos y
se dividen en varias subclases. (9); Flavonas, flavonoles, flavanonas, antocianinas,
isoflavonoides, etc. Cada subclase tiene una estructura quimica y una funcién
biologica diferente. Segun Medina y Vazquez, realizaron un estudio titulado
“Estudio farmacoldgico-intelectual y cuantificacion de flavonoides totales en flores
de Cordia lutea (flores de Overo)’ y encontraron que en esta especie el rendimiento
de flavonoides totales expresados por quercetina fue del 15%. (8)
Los fenoles son sustancias que se pueden encontrar en muchas plantas. Son
sustancias organicas con uno o mas grupos hidroxilo (-OH) conectados a anillos
arométicos. (10); Cabe sefialar que los fenoles presentes en la planta tienen efectos
beneficiosos para la salud humana. Se ha estudiado su potencial como
antioxidantes, anticancerigenos (11); y protectores cardiovasculares, entre otros

(10); Sin embargo, se necesita mas investigacién para comprender completamente
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los efectos y beneficios especificos de los fenoles en la salud humana.

Frente al incremento en la resistencia a los antibiéticos convencionales, se ha
despertado un intenso interés en la busqueda de soluciones terapéuticas
alternativas; La resistencia bacteriana es un fendmeno dinamico y en constante
evolucién que presenta un desafio significativo en el tratamiento de las infecciones
al reducir la eficacia de los antibiéticos actuales, lo que potencialmente conduce a
una escasez de opciones terapéuticas viables(12); Segun la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) sefialé en 2019 que: " La resistencia a los antibiéticos estaba
entre las diez principales amenazas para la salud mundial”. Esta organizacion ha
reconocido la resistencia antimicrobiana como una de las mayores amenazas para
la salud humana (13);

En este escenario, se estan llevando a cabo investigaciones activas sobre las
propiedades antimicrobianas presentes en las plantas medicinales, con el propésito
de idear enfoques efectivos para combatir las infecciones bacterianas.
Especificamente, microorganismos como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa (14); y Staphylococcus aureus son responsables de un amplio
rango de infecciones en pacientes adultos y pediatricos (15); que van desde
infecciones del tracto urinario(16); y respiratorio(17); hasta afecciones en la piel y
tejidos blandos. Sin embargo, lo que agrava de manera significativa la situacion
clinica es la resistencia que estas bacterias han adquirido frente a los antibidticos,
lo cual disminuye la eficacia de los tratamientos convencionales.

Existen numerosos informes en la literatura que detallan la epidemiologia de la
resistencia bacteriana; no obstante, el perfil microbioldgico difiere de un lugar a otro.
La resistencia bacteriana es una preocupacion relevante en el &mbito de la salud
publica que afecta a una amplia gama de microorganismos, incluyendo bacterias
comunes como Escherichia coli, (12); Klebsiella Pneumoniae, Pseudomona Aeruginosa
y Staphylococcus Aureus. Esta resistencia surge debido a la exposicion repetida vy,
en muchas ocasiones, inadecuada a antibiéticos, lo que conduce a la seleccion de
cepas bacterianas con mecanismos de resistencia. Estos mecanismos pueden
implicar modificaciones en las enzimas que son el objetivo de los antibiéticos,
cambios en las estructuras celulares que restringen la entrada del farmaco o la
expulsiéon activa del mismo fuera de la célula bacteriana.

En este contexto el presente estudio se propone determinar el potencial
antimicrobiano de la Cordia litea frente a Escherichia coli, Klebsiella Pneumoniae,
Pseudomona Aeruginosa y Staphylococcus Aureus. También se abordara la existencia
de fenoles, flavonoides y antioxidantes en dicha planta, destacando su relevancia

como compuestos bioactivos que proporcionan beneficios para la salud.
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La importancia de conocer y promover el estudio de las plantas medicinales,
especialmente de la Cordia litea, que es conocida por su riqueza de compuestos
bioactivos presentes, justifica este texto. Para impulsar enfoques mas naturales y
holisticos en la atencion de la salud y abordar la problemética actual de la
resistencia bacteriana, es esencial destacar el interés creciente en la investigacion
de estas plantas y sus propiedades terapéuticas, tanto a nivel nacional como
internacional.

La mencion especifica de los microorganismos patégenos, como Escherichia coli,
Klebsiella Pneumoniae, Pseudomona Aeruginosa y Staphylococcus Aureus, v la
necesidad de alternativas antimicrobianas efectivas subrayan la urgencia de
investigar y aprovechar el potencial de la Cordia litea en el tratamiento de
infecciones. Asimismo, la descripcion de los flavonoides y fenoles, y su papel en la
proteccion de la salud humana, proporciona una base sélida para la investigacion
futura y la promocién de la utilizacién de compuestos naturales en la medicina.
Este proyecto tiene como propoésito destacar la relevancia de investigar y
comprender a fondo las plantas medicinales como la Cordia litea que se encuentran
en Peru, destacando su potencial terapéutico y contribuyendo a un enfoque integral
y alternativo en la atencién de la salud. La necesidad de ampliar la investigaciéon y
comprension de estos recursos naturales valiosos se fundamenta en la mejora de

la salud y el bienestar de la poblacién.

Cordia lutea: Es una planta indigena del Pera (Familia: Boraginaceae), un
arbusto o arbol, cuyas flores son amarillas; por eso es conocido por el
nombre comun de overo, alkka mallki, biyuyo, caujaro, gomo, gomo

amarillo, muercielago uvito(18);

Flavonoides: Son componentes solubles en agua de la planta que se sabe

gue tienen cualidades antioxidantes n vitro (19);

Polifenoles: Los polifenoles son compuestos naturales que solo las plantas
sintetizan y tienen propiedades quimicas similares a las sustancias fendlicas

y fuertes propiedades antioxidantes. (20);

Antioxidante: Es cualquier sustancia que cuando esté presente a
concentraciones mas bajas que las de un sustrato oxidable. (21); Cada

molécula orgénica encontrada in vivo retrasa o impide completamente la
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oxidacion de ese material. (7);

Antimicrobiano: Es el resultado de compuestos que han sido procesados
desde un laboratorio o mediante ejecuciones naturales, disponen de
actividad antimicrobiana manteniendo un curso de concentraciones que

sean adecuadas para el huésped (22);

Actividad anti infecciosa: Se define como el rol que cumplen los
antimicrobianos como de bactericida o bacteriostatico.

OBJETIVO GENERAL E HIPOTESIS
OBJETIVO GENERAL.:
Determinar el efecto antimicrobiano de Cordia lutea frente a Escherichia Coli,
Klebsiella Pneumoniae, Pseudomona Aeruginosa, Staphylococcus Aureus.

OBJETIVOS SECUNDARIOS:

- Determinar los grupos funcionales quimicos de Cordia lutea

- Determinar el contenido de flavonoides y fenoles, de Cordia lutea

- Determinar la capacidad antioxidante de Cordia lutea

- Determinar el efecto antimicrobiano in vitro de Cordia latea frente a
Escherichia Coli.

- Determinar el efecto antimicrobiano in vitro de Cordia lUtea frente a Klebsiella
Pneumoniae.

- Determinar el efecto antimicrobiano in vitro de Cordia litea frente a
Pseudomona Aeruginosa.

- Determinar el efecto antimicrobiano in vitro de Cordia litea frente a

Staphylococcus Aureus.

HIPOTESIS:

HO: La Cordia lutea no presenta efecto antimicrobiano frente a Escherichia Coli.,
Klebsiella Pneumoniae, Pseudomona Aeruginosa, Staphylococcus Aureus.
H1: La Cordia lutea presenta efecto antimicrobiano frente a Escherichia Coli.,

Klebsiella Pneumoniae, Pseudomona Aeruginosa, Staphylococcus Aureus.
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MATERIALES Y METODOLOGIA

DISENO DEL ESTUDIO
El presente estudio representa un trabajo de investigacion experimental in vitro. Ya que en
este estudio se manipula la variable independiente para analizar los efectos sobre la variable
dependiente, se busca probar una hipétesis y para ello es necesario observar los resultados
obtenidos.

MUESTRA

Las especies de Cordia lutea provienen de la ciudad de Virl departamento de La Libertad.

INDICADORES DE INCLUSION
- Especies de Cordia lutea sanas y libres de plagas.

- Especies de Cordia latea debidamente identificados en el herbario del
Instituto Nacional de Salud.

- Microorganismos identificados en el laboratorio de Genética Molecular y
Bioguimica de la Universidad Cientifica del Sur incluyen cepas como:
Pseudomona Aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus Aureus (ATCC 25923),
Klebsiella Pneumoniae (BAA 1706) y Escherichia Coli (ATCC 25922).

INDICADORES DE EXCLUSION
- Especies de Cordia lttea que no han sido identificadas
- Especies de Cordia lutea que se encuentren deterioradas (presencia de

plagas o dafiadas por insectos).

- Cepas de microorganismos patdégenos que no hayan sido previamente

identificadas en un centro de investigacion.

MUESTREO
Poblacion: Pseudomona Aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus Aureus
(ATCC 25923), Klebsiella Pneumoniae (BAA 1706) y Escherichia Coli (ATCC
25922).
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PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA
OBTENCION DE LA PLANTA

Es importante llevar a cabo este proceso de obtencidn y clasificacién de especies

para asegurar la correcta identificacién y uso de la planta.

- Adquisicién en el Vivero de Viru: La planta de Cordia Lutea se adquiere en
el distrito de Viru de la ciudad de Trujillo del departamento de La Libertad

. Este vivero es reconocido por ofrecer una variedad de plantas y especies.

- Transporte e Identificacion al Instituto Nacional de la Salud: Una vez
adquirida la planta, se procede a su transporte al Instituto Nacional de la
Salud. Este instituto se encarga de la identificacion y clasificacién de especies.
Utilizan técnicas y conocimientos especializados para examinar
caracteristicas morfolégicas, genéticas y otros criterios relevantes que

permitan clasificar la planta de manera precisa.

PREPARACION DE LA MUESTRA

Una vez realizada la colecta de la planta se llevaron a cabo los siguientes pasos:

- Lavado de la planta: Se recolecto la planta en su estado natural. Se eligieron las
partes de la planta adecuadas para el estudio, en este caso las flores. Se lavaron con
agua potable (3 veces) y posteriormente se lavaron con agua destilada (3 veces) para
retirar las impurezas.

- Desecado: Las partes seleccionadas de la planta se desecaron para eliminar la
humedad, utilizando métodos de deshidratacion controlada en estufas a 40° C por un
tiempo de 7 dias.

- Maceracioén en alcohol de 70°: La muestra desecada fu

- e pulverizada posterior a ello, se colocaron 100 gr en un recipiente &mbar de vidrio oscuro
y se sumergié en alcohol de 70° hasta completar un litro, se dej6 la muestra en contacto
con el alcohol durante un periodo de 15 dias para permitir la extraccion de los

componentes activos de la planta, con agitacién constante.

- Filtrado y extraccién del extracto: Pasado el tiempo de maceracion, se filtro la
solucién resultante, utilizando papel de filtro en un embudo. El filtrado fue colocado en
un rotavapor a temperatura de 40° C, rotacién a 20 rpm y a vacio de 700 +/- 30 mm Hg.
Luego fue secado en una estufa a 40 °%c hasta evaporar los residuos de alcohol,

obteniéndose la resina o extracto seco.
- Almacenamiento: El extracto seco obtenido se almaceno en refrigeraciébn para
preservar su calidad y potencia. Se utilizaron recipientes herméticos y se evitd la

exposicion a la luz y la humedad.
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- El extracto obtenido mediante este proceso quedo listo para ser utilizado en el
proyecto.

SOLUBILIDAD DEL EXTRACTO SECO O RESINA
Parte de la metodologia fue basada en el manual de fitoterapia (23)

Al realizar esta prueba se llevaron a cabo los siguientes pasos:

-Insercidn de la muestra: Se tomo una alicuota de muestra de la resina y

se insert6 en tubos de ensayo.

- Adicidn de solventes: Después de insertar las muestras en cada tubo de
ensayo, se afiadieron 2 mL del solvente. Se trabajé en campana extractora
de gases con solventes Polares como: Metanol (CH30H) , Etanol (C2H50H)
, Agua (H20) , 1-propanol (C3H70OH) también se trabajé con solventes
Apolares como : Cloroformo (CHCI3) , Diclorometano (CH2CI2) ,Acetonitrilo
(C2H3N) y Agua: Etanol (30:70).Ademas, se utilizan solventes activos como:
Acido clorhidrico (HCI) al 1%, e Hidroxido de sodio (NaOH) al 10%

- Agitacion: Después de afadir el solvente en cada tubo de ensayo etiquetado
y sellado, se agito con ayuda del vortex durante 1 minuto. Se evito agitar de
arriba hacia abajo para prevenir la pérdida de solvente o una reaccién con el

material de la tapa.

- Evaluacion de los resultados: Se considerara:

(+) Si se observa un cambio de color claro | (-) Si ho se observa ningiin cambio en el

o tenue en el solvente, y el precipitado se color del solvente, y el precipitado no
encuentra aglomerado en el fondo del muestra cambios en su conformacién.
tubo

(++) Si se observa un cambio de color
moderado en el solvente, y el precipitado
muestra una fragmentacion parcial o total.

(+++) Si se observa un cambio de color

intenso en el solvente, y el precipitado se

disuelve por completo.

Tabla 1 Evaluacién de los resultados de la prueba de solubilidad
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DETERMINACION DE LOS GRUPOS FUNCIONALES QUIMICOS, MEDIANTE TAMIZAJE
FITOQUIMICO

Este método llamado también screening fitoquimico es una técnica que permite identificar

y clasificar los diferentes grupos de compuestos quimicos presentes en la muestra. Se
basa en la deteccion de caracteristicas especificas de estos grupos funcionales quimicos
basados en el color y la precipitacion. Parte de la metodologia fue basada en el manual

de fitoterapia (28)

DETERMINACION DE AMINOACIDOS Y AMINAS
Rx. Ninhidrina:
Se Coloc6 1 mL de muestra proveniente de un solvente polar en un tubo de ensayo y se agregaron 2

mL del reactivo Ninhidrina 2% luego se llevo al vortex para agitarlo por 1 minuto y finalmente se
Colocé en bafio maria por 10 minutos.
Positivo: (+++) si se evidencia una coloracién azul violaceo.

Negativo: (-) si no se evidencia una coloracién azul violaceo

DETERMINACION DE PEPTIDOS Y PROTEINAS

Rx. Biuret

Se Coloco 1 mL de muestra proveniente de un solvente polar en un tubo de ensayo y se le agreg6 1
mL del reactivo de biuret.

Positivo: (+++) si se torna una coloracién violeta-purpura.

Negativo: (-) si se evidencia una coloracién celeste-azulado.

DETERMINACION DE GLUCIDOS EN GENERAL

Rx. Molish

Se Colocaron 2 mL de muestra en un tubo de ensayo luego se afiadié 1 mL del reactivo molish y
posterior a ello se afiadid acido sulfdrico concentrado (H2SO4 cc).

Positivo: (+++) si se forma un anillo color violeta.

Negativo: (-) si no hay ni un cambio.

DETERMINACION DE GLUCIDOS O CARBOHIDRATOS REDUCTORES

Rx. Feeling

Se Coloco 1 mL de la soluciéon A del reactivo Fehling y 1ml de solucion B del reactivo Fehling, luego
de ello se llevé el tubo de ensayo al vortex para agitar y posteriormente se llevo a bafio maria por 1

minuto. Luego de ello se afiadié 1 mL de muestra proveniente
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de solventes polares y finalmente se llevo a bafio a maria por 10 minutos.
Positivo: (+++) si se forma un precipitado rojo ladrillo
Negativo: (-) si no hay ni un cambio.

DETERMINACION DE GLUCIDOS CARDIOTONICOS

Rx. Kedde

Se Coloco 1 mL de la solucion A del reactivo Kedde y 1ml de solucién B del reactivo Kedde luego se
llevo el tubo de ensayo al vortex para mezclar por 1 minuto. Se afiadié 1 mL de muestra proveniente
de solventes polares y mezclo vigorosamente por 30 segundos para finalmente dejar reposar por 10
minutos.

Positivo: (+++) si se evidencia un cambio de coloracién violacea durante 1-2 horas

Negativo: (-) si no se evidencia una coloracién violacea.

DETERMINACION DE MUCILAGOS

Rx. Aqua fria

Se Coloco 1 mL de la muestra proveniente de un solvente polar en un tubo de ensayo y se evaporo
en bafio maria hasta sequedad, luego se disolvié en agua destilada y se llevé al vortex para agitar y
obtener mayor disoluciéon. Finalmente se Llevoé al frigorifico (0-5 °C) por quince 15 minutos.

Positivo: (+++) si se evidencia una consistencia gelatinosa en la solucion.

Negativo (-) si no se evidencia la consistencia gelatinosa

DETERMINACION DE LIPIDOS

Rx. Sudan

Se Coloco 1 mL de la muestra proveniente de un solvente polar en un tubo de ensayo y se afiadi6 1
mL del reactivo Sudéan IV posteriormente se llevo a bafio maria hasta evaporacion del solvente
.Positivo: (+++) si se evidencia gotas o una pelicula de color rojo en el seno del liquido o en

las paredes del tubo.

DETERMINACION DE FENOLES

Rx. Cloruro férrico

Se Coloco 1 mL de muestra proveniente de solvente polar en un tubo de ensayo y se agregaron 6
gotas del reactivo cloruro férrico (FeClI3) al 1%.

Positivo: (+) amarilla presencia de 1-OH, (++) verde grisacea presencia de 2-OH adyacentes,
(+++) azul negro presencia de 3-OH adyacentes.

Negativo: (-) si no hay ni un cambio.
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DETERMINACION DE TANINOS

Rx. Gelatina

Se Coloco 1 ml de muestra proveniente de solvente polar en un tubo de ensayo y Se agregd 1 mL
del reactivo de gelatina-sal.

Positivo: Se considera positivo (+) presencia de opalescencia, (++) presencia de turbidez,
(+++) presencia de precipitado blanco

Negativo: Se considera negativo (-) si no hay presencia de cambio de precipitacion.

DETERMINACION DE ALCALOIDES
Rx. Dragendorff

Se Coloco 1mL de la muestra proveniente de solvente polar en un tubo de ensayo y se llevo a
evaporar en bafio maria hasta sequedad, el residuo se disolvié en 1 mL de acido clorhidrico (HCI) al
1% vy se llev6 a agitar en el vortex para luego agregar 6 gotas del reactivo dragendorff.

Positivo: (+++) si presenta precipitado rojo naranja

Negativo: (-) si no hay presencia en opalescencia

Rx. Mayer
Se Coloco 1mL de muestra proveniente de solvente polar en un tubo de ensayo y se evaporo en

bafio maria hasta la sequedad, el residuo se disolvié en 1 mL de &cido clorhidrico (HCI) al 1%, vy
se llevo a agitar en el vortex para luego agregar 6 gotas del reactivo mayer.

Positivo: (+) si presenta opalescencia, (++) si tiene turbidez definida, (+++) precipitado
cuproso.

Negativo: (-) si no se evidencia opalescencia

DETERMINACION DE FLAVONOIDES

Rx. shinoda

Se coloco 1 mL de la muestra proveniente de solventes polares en un tubo de ensayo, se afiadié un
pedacito de cinta de magnesio metélico (Mg+2) y a continuacion se afiadié 1 mL de &cido
clorhidrico (HCI) concentrado luego de ello se esper6é a que toda la cinta de magnesio se disolviera
por completo y luego se afiadié 1 ml de alcohol amilico finalmente se observan los cambios
Positivo: (+) amarilla, (++) naranja, (+++) carmelita rojo

Negativo: (-) si no hay ni un cambio

DETERMINACION DE ANTOCIANIDINA

Rx. Acido Amilico

Se coloco 1 mL de muestra proveniente de solventes polares, se afiadio 0,5 mL de &cido clorhidrico
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(HCI) concentrado y se llevo a bafio maria por diez minutos. Se Dejo enfriar y adiciono 0,5 mL de
agua destilada y 1 mL de alcohol amilico luego se agito en el vortex.
Positivo : (+++) si se evidencia un cambio de coloracion arojo o marrén.

Negativo: (-) si no se evidencia cambio de coloracién rojiza o marrén.

DETERMINACION DE ALDEHIDOS Y CETONAS:

Rx. Tollens

Se coloco 1mL de la muestra proveniente de solventes polares en un tubo de ensayo, luego se
adiciono 1 mL del reactivo tollens y finalmente se calent6 a bafio maria.

Positivo: (+) una coloracion parda, (++) negra, (+++) espejo de plata metalica en las paredes
del tubo

Negativo: (-) si no hay ni un cambio.

DETERMINACION DE SAPONINAS

Rx. Espuma

Se coloco 1 mL de la muestra proveniente de solventes polares en un tubo de ensayo, el cual fue
llevado a bafio maria hasta la sequedad, en el residuo se procedi6é a afiadir 2 mL de agua destilada y
posteriormente se agito durante 1 minuto en el vortex .

Positivo: (+) si se forma espuma durante 1 minuto y el volumen es pequeio, (++) si la espuma
prevalece durante 5 minutos y el volumen es mediano, (+++) si la espuma prevalece mas de 5
minutos y el volumen es mayor

Negativo: (-) si no se forma espuma

DETERMINACION DE TRITERPENOS Y ESTEROIDES:

Rx. Lieberman-Buchard

Se coloc6 1 mL de muestra proveniente de solventes polares en un tubo de ensayo, luego se coloco
en un bafio maria a sequedad, el residuo se disolvié en cloroformo luego se afiadié 1 mL de
anhidrido acético concentrado (cc), posteriormente se agito en el vortex finalmente Con mucho
cuidado se afiadio por la pared del tubo de ensayo 3 gotas de &cido sulfurico.

Positivo: (+) si se evidencia un cambio de color rapido de rosado a azul, (++) cambio de color
a verde intenso, (+++) cambio de color a verde oscuro o negro.

Negativo: (-) si no ocurre ni un cambio.

DETERMINACION DE QUINONAS
Rx. Bontrager

Se colocé 1 mL de muestra etandlico en un tubo de ensayo, luego se colocé en un bafio maria
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hasta llevarlo a sequedad, el residuo se procedio a disolver en cloroformo luego se afiadié 1 mL del
reactivo de borntrager y se llevé a agitar en el vortex. Se considera positivo si se forma una
coloracién en la parte superior de la muestra

Positivo: (+) coloracion rosado o rojo tenue, (++) coloracion rosado, (+++) coloracion roja

Negativo: (-) si no ocurre ni un cambio.

DETERMINACION DE RESINAS
Rx. Agua Destilada

Se Coloco 1 mL de muestra proveniente de solventes polares en un tubo de ensayo, y se adiciono 5
mL de agua destilada.
Positivo: (+++) si se evidencia la formacion de un precipitado.

Negativo: (-) si no se evidencia ningun precipitado.

DETERMINACION DE CATEQUINAS
Rx. con Carbonato de Sodio

Se colocaron 2 gotas de muestra y con la ayuda de un capilar se aplicé en la superficie de un papel
filtro luego se aplico una solucién de carbonato de sodio (Na2CO3).
Positivo: (+++) con la aparicién de una mancha de coloracion verde carmelita cuando se el

sometido a luz UV.

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

La capacidad antioxidante no se puede evaluar directamente, pero si se puede medir el impacto
de un compuesto antioxidante en un proceso de oxidacion controlado. Varios modelos de
prueba en laboratorio se fundamentan en la transferencia de electrones (ET), que conlleva una
reaccion redox con el agente oxidante. (24) El ensayo de decoloracion ABTS se puede usar
con antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos, que son los mas utilizados para evaluar la actividad
antioxidante de una muestra, mientras que el método DPPH es el mas rapido de los ensayos
de captacion de radicales libres. Se encontré esta informacién sobre la metodologia en el

articulo Determinacion de la actividad antioxidante.(25)

Debido a que la molécula carece de un electrén, el radical estable DPPH no se puede dimerizar.
Este cambio de color se controla espectrofotométricamente y se utiliza para determinar los
pardmetros de las propiedades antioxidantes, como se puede ver en la mayoria de los radicales
libres.

La actividad antioxidante total de soluciones o sustancias puras y mezclas acuosas se puede

medir mediante un método espectrométrico llamado radical ABTS. La produccion directa del
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croméforo ABTS verde-azul a través de la reaccion entre ABTS y persulfato de potasio
(K2S208) es una técnica mejorada para generar el radical cation ABTS. El porcentaje de
inhibicion y el grado de decoloracion se calculan utilizando la concentracion y el tiempo.

METODO 2,2-DIFENIL-1-PICRILHIDRACILO (DPPH)

Para crear soluciones patronales, se disolvieron 2 mg de 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo en
100 ml de metanol. Como patron de referencia, se utilizé una solucion de almacenamiento
de quercetina en diferentes concentraciones: Para realizar las mediciones en
espectrofotdometro, se agregaron 100 ug/mL, 50 pg/mL y 25 ug/mL a la celda junto con
200 pL de extracto de cordia lutea. Se dejé actuar durante 10 minutos y se observara el
cambio de color. La absorcion inicial se registré en el minuto cero sin el antioxidante de
referencia, y la absorcién posterior se registré a los 10 minutos después de agregar el

antioxidante. Las medidas de absorbancia de la solucién fueron de 517 nm.

La siguiente ecuacion fué utilizada para calcular el porcentaje de barrido del radical
DPPH:

Actividad antioxidante (%) = [Ao-As / Ao] x 100.

Donde, As simboliza la absorbancia de la muestra / solucién estandar y Ao simboliza la

absorbancia del control.
METODO ACIDO 2,2'-ACINO-BIS 3-ETILBENZOTIAZOLINA-6-SULFONICO (ABTS)

La actividad antioxidante se determind mediante la eliminacion de radicales ABTS
utilizando la mezcla de reaccion (persulfato de potasio 4,3 mM y solucion ABTS 7 mM),
incubada durante 48 h a temperatura ambiente en la oscuridad y diluida antes del uso,
para obtener una absorbancia en 734 nm de 0.7 + 0.02. A continuacién, 40 uL de
diferentes soluciones de la muestra se anaden a 1960 pyL de mezcla de reaccion y se
incuban en la oscuridad a temperatura ambiente durante 7 minutos; la absorbancia se lee
a 734 nm en un espectrofotometro UV-VIS .La busqueda de la actividad de los extractos

sobre ABTS se compara con trolox y el porcentaje de inhibicion se calcula como:

Actividad de barrido de radicales ABTS (%) = [(Abscontrol - muestra Abs)] / (control Abs)
x 100

Donde el control Abs es la absorbancia de ABTS radical; La muestra de Abs es la

absorbancia de ABTS radical + extracto / estandar.

DETERMINACION DE FENOLES

Los compuestos fendlicos tienen una amplia gama de grupos que se pueden encontrar en

la naturaleza. Debido a su poderosa actividad antioxidante, los compuestos fendlicos estan
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ganando popularidad debido a su capacidad para neutralizar peligrosas especies reactivas
de oxigeno e iones metalicos quelantes.
Una parte de la técnica se baso en los niveles totales de fenoles y flavonoides presentes
en extractos naturales.(26)

Solucidn Patron: Los fenoles totales se determinaron mediante el método de

Folin-Ciocalteau . Se utilizé una solucion estandar de &cido galico 0.1 mg/mL
disuelta en 10 ml de agua destilada de la cual se tomaron 4 voliumenes de:
800 pL, 1.600 pL , 2.400 uL , 3.200 y se completé el volumen de cada uno
hasta los 10 ml con agua destilada.

Sistema de reccidn . Se pesaron 20 mg de la resina en un beaker y para la

resuspension se le agrego 1000 uL de dimetilsulféxido (DMSO) y 1000 uL
agua destilada con ayuda de la micropipeta en una relacion de
1:1.0bteniendo asi un volumen total de 2000 L del cual se tom6 100 uL de
la muestra y se diluy6 en 900 uL de agua destilada para realizar el sistema
de reaccion.

De lamuestra. Se trabaj6 la muestra por triplicado, 3 tubos de ensayo fueron

rotulados con los siguientes cédigos: R1, R2 y R3 en cada uno de ellos se
colocé 100 uL de la muestra anterior diluida y se afiadi6 1mL de Folin-
Ciocalteau 1N, se dejo reposar por 5 minutos en oscuridad, luego se afadio
1 mL de carbonato de sodio al 7.5% y se llevdo a bafio maria a una
temperatura de 45°C por quince minutos.
Asi mismo se rotularon 4 tubos de ensayo con los siguientes cédigos: SS1, SS2,
SS3y SS4 en cada uno de ellos se aplicé 1 mL de las diluciones de la solucion
Patron y se afiadié 1mL de Folin-Ciocalteau 1N con ayuda de la micropipeta, se
dejo reposar por 5 minutos. Luego se afiadié 1 mL de carbonato de sodio al 7.5%
y se llevd a bafio maria a una temperatura de 45°C por quince minutos.

Lectura: Se procedio a leer en un espectrofotometro UV/VIS a 725 nm.

DETERMINACION DE FLAVONOIDES
Ademas de los acidos fendlicos, los flavonoides son uno de los dos grupos mas
importantes de compuestos fendlicos. Existe una variedad de grupos hidroxilos
conectados a estructuras anulares, C6-C3-C6. Los flavonoides ayudan al desarrollo y
buen funcionamiento de las plantas al protegerlas contra agentes externos como la
radiacion ultravioleta, los microorganismos, los animales herbivoros y el medio
ambiente. Una parte de la técnica se basé en la cantidad de fenoles y flavonoides

totales presentes en extractos naturales.(26)
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Solucién Patrén: Se prepard una solucion madre para la cual se pesaron 50 mg de la

resina y se agrego etanol al 96% hasta enrasar.

Sistema de reaccidn.

La quercetina se utiliza como referencia para identificar flavonoides. Se prepar6 una
solucion madre de 0,005 gramos de quercetina en 50 mililitros de etanol al 96% en una
fiola. Las diluciones de esa solucion madre se prepararon para crear la curva estandar
con las siguientes concentraciones : 1, 5y 10 ppm

Curva estandar: Se llevo a leer todas las muestras a 255 nm en el espectrofotometro
UVIVIS

ENSAYO DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

CULTIVO Y REACTIVACION DE LAS CEPAS BACTERIANAS

En el Laboratorio de Genética y Microbiologia de la Universidad Cientifica del Sur

(UCSUR), se realiza la etapa de cultivo y reactivacion de las cepas bacterianas, bajo la

supervision y orientacion directa del investigador principal y el asesor principal. El proceso

utilizado se describe a continuacion:

- Reactivacion de cepas: p ara llevar a cabo la reactivacion de las cepas bacterianas,
seleccione dos cepas que se encuentren en estado congelado. En este escenario, se
elige la cepa de E. coli ATCC 25922 almacenada a una temperatura de -20 °C vy la
cepa KP ATCC 27853 almacenada a una temperatura de -80 °C.

- Descongelacién: Retire las cepas congeladas de sus respectivas temperaturas de
almacenamiento y descongele a temperatura ambiente.

- Transferir de medio: Después de descongelar, transferir la cepa a un medio estéril
adecuado para su crecimiento.

- Incubacién: Incube las cepas transferidas al medio a la temperatura 6ptima de
crecimiento, en este caso 37 °C.

- Tiempo de incubacidn: El tiempo de incubacion necesario puede variar segun la
cepa y las condiciones de crecimiento. En este caso, la cepa tardé 5 dias en
reactivarse por completo y alcanzar una densidad celular suficiente

Se emplearon 100 mg de la resina de Cordia latea Lam la cual fue diluida en 1 ml

dimetilsulfoxido al 10%. En el estudio Microbiolégico Se utilizaron las siguientes 4 cepas:

Escherichia Coli ATCC 25922, Klebsiella Pneumoniae ATCC Baal706, Pseudomona

Aeruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus Aureus ATCC 25923 las cuales fueron

proporcionadas por el Laboratorio de Microbiologia Molecular y Gendmica Bacteriana de la
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UCSUR. Las cepas fueron reactivadas en agar, se procedié a sembrar las bacterias
provenientes del separo en donde se encontraban a (-20 grados) a una placa Petri por 18-
24 horas a una temperatura de 37 C°.

Pasado este tiempo se corroboré por microscopia optica la presencia de cada una de las
cepas sembradas ElI manejo de las cepas bacterianas se realizé en el Laboratorio de
Microbiologia Molecular y Gendémica Bacteriana de la UCSUR siguiendo las medidas de
bioseguridad establecidas por la institucién

Una vez qué tuvimos las 4 bacterias sembradas diluimos estas bacterias para poder

inocularlas porgue las teniamos en el agar como colonias

ENSAYO DE CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)

En el proceso de realizar el Ensayo de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), se
siguid el siguiente procedimiento para determinar la concentracion minima inhibitoria
de los extractos y evidencio su actividad antimicrobiana. Se emplearon cepas
bacterianas de: Escherichia Coli ATCC 25922, Klebsiella Pneumoniae ATCC
Baal706, Pseudomona Aeruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus Aureus ATCC
25923 las cuales fueron proporcionadas por el Laboratorio de Microbiologia Molecular

y Genbmica Bacteriana de la UCSUR

Preparacion de las suspensiones bacterianas: Se inoculo un tubo de ensayo con

las bacterias y se agreg6 una solucion estéril de PBS (solucién salina tamponada con
fosfato) hasta alcanzar una concentracion de 0,5 en la escala de McFarland. El caldo
Muller Hinton (MH) se utilizé para diluir las suspensiones bacterianas (0,5 McFarland)

en una dilucion estandar de 1:100 .

Preparacion de los extractos: Los extractos se disolvieron en dimetilsulféxido al 10

% a una concentracion de 100 mg/ml. Posteriormente, se esterilizaron utilizando filtros

de jeringa de 0,20 um para eliminar posibles contaminantes.
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Determinacién de la Concentraciéon Minima Inhibitoria (MIC):

La determinacion de la
Concentracion Minima Inhibitoria

Compound concentration (CMI) se reallzé con una

4

{2 3 4 s o 7 8 9 o microplaca de 96 pocillos (12 mm
QOO0 00CO®C000®
00000000000 x 8 mm) de fondo redondo (SPL
C0O0®000C000® @ voom ) _ _
QOO0 000@® - Life Sciences, Pochon, Kyonggi-
‘00000000000 o .. - .
Y Yy ryrYrrryry’ do, Corea. Se utilizo el método de
Q000000 0®00® S .
000000020000 dilucion de microcaldo. En cada

Figural: Microplaca de 96 pocillos pocillo se afiadieron 100 pl de

caldo MH luego se afiadieron 100
pL del extracto obtenido y 20 pL de la suspension de cada cepa bacteriana, Se
realizaron 3 repeticiones y una columna de grupo control negativo por cada bacteria
la cual contenia 100 pL de caldo MH (Mueller Hinton) sin inoculacién de las especies
bacterianas, pero con100 uL del extracto de Cordia lutea Lam diluido segun le
correspondia. Se realizaron microdiluciones seriadas en los primeros pocillos,
transfiriendo parte de la solucién (100 uL) a los siguientes pocillos. Este proceso se
repetira hasta llegar al penultimo pocillo. Posteriormente las placas se incubaron
durante 24 horas a una temperatura de 37°C. pasado este tiempo podremos observar
los resultados.

Uso de indicador de viabilidad: Para facilitar la evaluaciéon e inferencia de los

resultados de la CMI, se emple6 resazurina (5 mg/ml) como indicador de viabilidad. Al
finalizar la incubacién bacteriana, se agregaron 20 pL de resazurina en cada pocillo y
se incubd durante 1 hora.

La viabilidad del crecimiento bacteriano fue evidente mediante un cambio de tono a
rosado en los pocillos. La determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
se llevé a cabo al no observarse alteracion cromética en una concentracion particular.
El uso del indicador de viabilidad resazurina permiti6 una mejor visualizacion de los
resultados de la CMI .

Tras obtener la CMI, se seleccionaron los pocillos donde el crecimiento bacteriano fue
negativo, para su posterior replicacion en placas agar tripticasa de soya e incubacion a
37 °C por 24 horas. Para determinar la Concentracion Minima Bactericida (CMB), se
tomaron en cuenta las placas en donde no se observé crecimiento de colonias

bacterianas.
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CALCULO Y ANALISIS DE DATOS

El uso del programa Excel facilitd la recopilacion y organizacion de datos.

Para la determinacién del contenido de fenoles y flavonoides, la regresion lineal
proporcionara informaciébn sobre la relacién entre las variables dependientes e
independientes y permiti6 determinar la significancia estadistica con intervalos de
confianza del 95%.

RESULTADOS
PRUEBA DE SOLUBILIDAD
MUESTRA MUESTRA SECAEN
SOLUCIONES RESULTADOS
RESINA POLVO
Alcohol 70% Positivo (+++) Positivo (++)
£
AN
Alcohol 96% Positivo (++) Positivo (++)
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Acido Clorhidrico Negativo (-) Negativo (-)

Hidroxido de

_ Positivo (+++) Positivo (+++)
Sodio 10%
Agua Positivo (+) Positivo (++)
Positivo (++) Positivo (+)

Metanol
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Cloroformo Positivo (+++) Negativo (-)

Diclorometano Positivo (+) Positivo (++)

Positivo (++) Positivo (+)

1-Propanol Positivo (++) Negativo (-)
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Tabla 2: Prueba de Solubilidad del extracto de Cordia lutea.

Se observé como resultado que la solubilidad de la muestra fue mayor en Alcohol al 70
% e hidréxido de sodio al 10%, se realiz6 la prueba con muestra en resina y muestra
seca en polvo y al comparar ambos resultados en el caso del alcohol al 70% se obtuvo
gue la muestra resina fue mas soluble; sin embargo; ambas tuvieron buena solubilidad.
Por otro lado, el hidréxido de sodio al 10% demostré tener la mejor solubilidad con
ambos tipos de muestra.

El alcohol al 96% también tuvo buena solubilidad, sin embargo, no fue tan buena como
la obtenida por el alcohol al 70% y el hidroxido de sodio al 10%. El agua y el
Diclorometano fueron buenos solventes en la muestra en resina, pero tuvieron un mejor
resultado en la muestra seca en polvo como solventes, Por el contrario, el Acido
clorhidrico demostré no ser un buen solvente para ningun tipo de muestra. El metanol
demostrd ser un buen solvente en muestra resina, sin embargo, su solubilidad bajo en
la muestra seca en polvo. Por su parte el cloroformo demostré ser un muy buen
solvente para la muestra en resina y un mal solvente para la muestra en polvo seco. El
acetonitrilo fue un buen solvente para la muestra en resina, pero su solubilidad
disminuyo en la muestra seca en polvo. Por ultimo, el 1-Propanol demostré tener buena

solubilidad en muestra resina y no tener solubilidad en muestra seca en polvo.

SCREENING FITOQUIMICO
Se evidencia
L L . o . una
IECnIgEe il Aminoacidos y | Reaccion de Reaccion Positivo .
, . . o coloracion
de Proteinas Aminas coloracion Ninhidrina (+++) I
azu
violaceo.
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Glucidos en Reaccion de

general coloracién
Glucidos y Reaccion de

Carbohidratos coloracion

Determinacion
de Glucidos

Glucidos Reaccioén de

Cardiotonicos coloracion
Reaccion de

Mucilagos cambio de

estado
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Negativo

(-)

Se evidencia
una
coloracion
celeste-

azulado.

Negativo

(-)

No se
evidencia
ningun

cambio.

Positivo

(+++)

Se evidencia
una forma un
precipitado

rojo ladrillo.

Negativo

()

No se
evidencia
una
coloracion

violacea.

Negativo

(-)

No se
evidencia
consistencia

gelatinosa.
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Determinacion

de Lipidos

Determinacion

de Fenoles

Compuestos

Grasos

Reaccion
de Sudan

coloracion

Reaccion de

Reaccion
de Cloruro

Férrico

Determinacion

de Taninos

Reaccion

de Gelatina

Determinacion

de Alcaloides

Reaccion de

precipitacion
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Se evidencia

una pelicula

Positivo | de color rojo

(+++) en las It
paredes del

tubo.

Positivo

Se evidencia
una
coloracién
s azul negro
( ) presencia de
3-OH

adyacentes

Se evidencia

Reaccién
de
Dragendorff
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Se evidencia
Reaccién Positivo | presencia de
de Mayer (+++) precipitado
Cuproso.
Se evidencia
Determinacion - _, N cambio de
Reaccion de [aGEle])] Positivo .
de . . coloracion
_ coloracién de Shinoda (+)
Flavonoides verde
oscura.
Se evidencia
Determinacion » Reaccion N un cambio
Reaccion de . Positivo .
de . de Acido de coloracion
R coloracién ,_ (+++) )
Antocianidina Amilico arojo o
marron.
o Se evidencia
Determinacion . ” . _
. Reaccion de  a{cEleele]y] Positivo un cambio
de Aldehidos . L,
coloracion de Tollens (++) de coloracién
y Cetonas
color negro.
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No se
Determinacién Reaccién Negativo evidencia
de Saponinas de Espuma (-) formacion de
espuma.
» Se evidencia
Reaccion .
Determinacién un cambio

Reaccion de JefE Positivo

de Triterpenos de coloracion

coloracion Lieberman - (+++)

de Sodio i’
color. !

y Esteroides a verde
Buchard
oscuro.
Reaccion Se evidencia
Determinacion Reaccion de Positivo .
de coloracién
de Quinonas coloracién (+++) .
Bontrager roja.
_ No se
_ Reaccion _ . )
Determinacién Reaccién de Negativo evidencia
A cc Agua |
de Resinas precipitaciéon (-) ningun
Destilada o
precipitado.
» No se
Reaccion . )
_ _ evidencia
Reaccion de ey Negativo .
Catequinas _ ningun
coloracién Carbonato (-) . ;
cambio de
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Tabla 3: Screening Fitoquimico del extracto de Cordia lutea.

En el screening fitoquimico se determin6 que componentes se encontraban presentes
en el extracto de Cordia Lutea y asi se pudieron comprobar sus principales
propiedades. Mediante la reaccién de Ninhidrina y Biuret se determiné la presencia de
aminodcidos y aminas. Se obtuvo como resultado reaccion de Ninhidrina positiva (+++)
al evidenciarse una coloracion azul violaceo en el tubo de ensayo con lo que se
comprobd la presencia en cierta cantidad de aminoacidos y aminas ya que la reaccion
de biuret fue negativa (-)

Para la determinacién de glucidos se utilizaron la reaccién de Molish, la reaccién de
Feeling, la reaccién de kedde y la reaccion de agua fria con las cuales se pudo concluir
gue el extracto tiene poca cantidad de glucidos, ya que, la reaccién de Feeling fue
positiva (+++) al evidenciarse una forma de precipitado rojo ladrillo, sin embargo, las
demas reacciones fueron negativas (-) al no observarse ninglin cambio en coloracion
ni estado respectivamente. Por otro lado, se determiné la abundante presencia de
lipidos en el extracto mediante la reaccion de sudan positivo (+++) al evidenciarse una
pelicula de color rojo en las paredes del tubo de ensayo. Asi mismo la determinacién
de fenoles que se llevé a cabo por medio de la reaccién de cloruro férrico que dio
positivo (+++) al evidenciarse una coloracién azul negro presencia de 3 -OH
adyacentes con lo que se concluye que el extracto tiene abundante presencia de
fenoles. También se evidencio la abundante presencia de taninos la cual se evalu6
mediante la reaccién de gelatina que dio positivo (+++) al evidenciarse la presencia de
un precipitado blanco en el tubo de ensayo.

El extracto de cordia lutea evidencio tener abundante cantidad de alcaloides ya que
ambas reacciones Dragendorff y Mayer que se realizaron salieron positivo (+++)
evidenciandose la presencia de un precipitado rojo naranja y la presencia de un
precipitado cuproso respectivamente, sin embargo, el extract6é posee flavonoides, pero
en baja cantidad, es asi como se evidencio en la reaccion de shinoda que sali6 positiva
(+) observandose un cambio de coloracion verde oscura en el tubo de ensayo. Por otro
lado, se evidencio la abundante presencia de Antocianidina mediante la Reaccion de
Acido Amilico que dio Positivo (+++) en donde se evidencia un cambio de coloracion a
rojo marrén en el tubo de ensayo.

Mediante la Reaccién de Tollens se determind la presencia de Aldehidos y Cetonas la
cual fue

Positivo (++) y se evidencio un cambio de coloracién color negro en el tubo de ensayo.

Para la Determinacion de Saponinas se utilizé la Reaccion de Espuma la cual dio
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Negativo

(-) No se evidencia formacién de espuma con lo que concluimos que no existe
presencia de saponinas en el extracto de Cordia Lutea

El extracto demostré tener abundante cantidad de Triterpenos y Esteroides
evidenciandose mediante la Reaccion de Lieberman — Buchard qué dio Positivo (+++)
se pudo observar un cambio de coloracion a verde oscuro en el tubo de ensayo.
Ademas, posee abundante cantidad de quinonas lo cual se pudo ver mediante la
reaccion de Borntrager que dio positivo (+++) se evidencio una coloracién roja en el
tubo de ensayo.

Por otro lado también se obtuvo como resultado que el extracto no posee resinas ni
catequinas ya que tanto la reaccién de agua destilada como la reaccion de carbonato
de sodio dieron como resultado negativo (-) ; no se evidenciaron cambios de formacion

de precipitado ni de coloracion respectivamente

DETERMINACION DE FLAVONOIDES

Se realiz6 una curva de

Curva de calibracidon para L :
calibracién para flavonoides

0.3 Flavonoides
) en donde se colocaron en el
025 Fy=o0117x+0.042 .7 _
S 02 RZ=0.9914 . eje de las ordenadas los
© .
So015 L valores de absorbancia y en
o e
g 0l L el eje de las abscisas la
0.05 . .
. concentracion de quercetina
0 5 10 15 20 25 en mg/L, se tomaron 3
Concentracion de Quercetina (mg/L) estandares: 5, 10 y 20 ppm

teniendo cada valor su respectiva absorbancia.

Figura 2: Curva de calibracién para flavonoides

El promedio de flavonoides de la muestra obtenido fue de 0.0137 mg equivalentes a

guercetina por g de muestra.
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DETERMINACION DE FENOLES

. ., realiz6 un rv
Curva de calibracidon para fenoles Se realiz6 una curva de

Totales calibracion para fenoles

0.6 donde se colocaron en el

0.5 \/=0.0599x + 0.062 e eje de las ordenadas los

g 04 | RE=09903 valores de absorbancia y

S 03 N R . .

s | e en el eje de las abscisas la
502 PO B N

< o1 concentracion de acido

0 galico en mg/L, se tomaron

0.000 2.000 4.000 6.000 8.000 10.000
Concentracion de Acido Galico (mg/L)

3 estandares: 2, 4y 8 ppm
teniendo cada valor su

respectiva absorbancia.

Figura 3 : Curva de calibracién para fenoles totales

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE
Método DPPH
% captacion DPPH =87,46%
Método ABTS
% captacion ABTS= 27,93%
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ENSAYO DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Cepa CMI (mg/mL) CMB (mg/mL)
S. aureus 3.12 6.25

P. aeruginosa 50 100
E. coli 50 100
K. pneumoniae 25 100

Tabla 4: Valores de concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracién minima
bactericida (CMB) de extracto de Cordia lutea.
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Figura 4: Resultados de CMI (mg/ml) de extracto de Cordia lutea para cepas de E. coliy
S. aureus.

El extracto de la Cordia lutea tuvo una buena respuesta frente al S.aureus , obteniéndose
como CMI (Capacidad Minima Inhibitoria) 3.12 mg/dl y como CMB (Capacidad Minima
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Bactericida) 6.25 mg/dl con lo que se confirma que el efecto antimicrobiano del extracto
de Cordia lutea frente ala bacteria es alto ,sin embargo, se pudo apreciar que la respuesta
del extracto frente a las bacterias gran negativas con las que se realiz6 el ensayo no fue
buena ya que en el E.coli obtuvo como CMI (Capacidad Minima Inhibitoria) 50 mg/dl y
como CMB(Capacidad Minima Bactericida) 100 mg/dl evidenciandose de esta manera

gue el efecto antimicrobiano frente a esta bacteria es bajo.

——YYYTT TR vy —
AR -
——_— R N i - o - \
0
. .
-

CMI

Figura 5 : Resultados de CMI (mg/mL) de extracto de Cordia lutea para cepas de

K.pneumoniae

Por otro lado, el extracto de Codia lutea tampoco tuvo una buena respuesta frente a la
P. aeruginosa ya que se obtuvo como resultado una CMI (Capacidad Minima
Inhibitoria) de 50 mg/ml y una CMB (Capacidad Minima Bactericida) de 100 mg/ml por
lo que se puede afirmar que el efecto antimicrobiano frente a esta bacteria fue bajo. En
el caso de la K. pneumoniae se observé que la respuesta del extracto fue baja ya que
se obtuvo como CMI (Capacidad Minima Inhibitoria) 25 mg/mly como CMB (Capacidad
Minima Bactericida)100 mg/ml
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Figura 6 : Resultados de CMB para S. aureus. CMB se puede observar en C), donde no

se observan crecimiento de colonias.

Figura 7 : Resultados de CMB para E. coli. CMB se puede observar en B), donde no se

observan crecimiento de colonias.
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Figura 8 : : Resultados de CMB para P. aeruginosa. CMB se puede observar en B),

donde no se observan crecimiento de colonias

Figura 9 : Resultados de CMB para K. pneumoniae CMB se puede observar en B), donde

no se observan crecimiento de colonias.
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DISCUSION
En el estudio se cumplieron con todos los objetivos trazados, y la importancia de
estudiar la actividad antibacteriana de extractos vegetales, como la Cordia lutea, para
buscar alternativas naturales ante la resistencia a los antibidticos y combatir las
infecciones bacterianas, especialmente ante la proliferacion de bacterias resistentes a
los tratamientos convencionales.
Ante esta problematica, es fundamental buscar nuevas estrategias para combatir las
infecciones resistentes.
Se toma presente que tanto en la recoleccion y maceracién de las flores de la Cordia
lutea como para todas las plantas o trabajos donde se hace el uso de extractos
etandlicos no tienen un proceso estandarizado, ya sea por factores ambientales,
calidad y taxonomia, Segun indica Sanchez, M. & Yarlequé, E.. la heterogeneidad se
evidencia mediante el uso de solventes, la proteccién de la luz solar, es por ello que se
hace uso de frascos ambar forrados con papel aluminio y un acopio a temperaturas
bajas.(27)
Respecto a la solubilidad encontrada se logré observar que la solubilidad de la muestra
en resina fue mayor en Alcohol al 70 % y el hidréxido de sodio al 10% demostré tener
la mejor solubilidad tanto en la muestra como resina y en la muestra seca. Esto se
relaciona con otros estudios pero se mantiene la diferenciacion de resultados por
elementos como la aplicacion del método, tipo y calidad del material, tamafio de
muestra, temperatura de ejecucion.
En el estudio realizado, se encontré presencia de: fenoles y flavonoides similar a los
resultados obtenidos por Venegas Casanova EA, que encontré flavonas, flavonoles,
flavanonas, antocianinas e isoflavonoides, en el tamizaje realizado a Cordia lutea (8),
lo cudl reafirma sus efectos antioxidantes y protectores en cancer y consolida su
capacidad antimicrobiana.
La relevancia que tiene el hallazgo de los fenoles y flavonoides en este estudio radica
en su papel como compuestos bioactivos presentes en las flores secas de Cordia lutea
Lam. Estos compuestos son fundamentales en la medicina tradicional peruana, donde
se utilizan las flores de Cordia lutea como remedio para trastornos inflamatorios.
Ademas, se ha demostrado que los flavonoides y fenoles presentes en otros alimentos
y hierbas medicinales, tienen propiedades antibacterianas que pueden ser beneficiosas
para el tratamiento de infecciones, como sefiala Hernandez-Rodriguez V.(28)
La importancia de detectar fenoles en el analisis fitoquimico del extracto radica en su
papel destacado como factor clave para la actividad evidenciada en el extracto de
Cordia lutea. Estos compuestos fendlicos tienen la capacidad de interactuar

directamente con el citoplasma de los patdgenos o integrarse en los lipidos de la
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membrana celular bacteriana, lo que podria desencadenar la muerte de las bacterias,
tal como indica Castro 1.(22)

Respecto al mecanismo Rodriguez. B , Pacheco, et al afirma que Los compuestos
fendlicos y flavonoides manifiestan una accion antimicrobiana diversificada, revelando
multiples mecanismos de efecto. Especificamente, los flavonoides exhiben una
habilidad antibacteriana basada en cinco procesos fundamentales. En primer lugar,
interfieren con enzimas como las transglicosilasas y transpeptidasas, inhibiendo asi la
formacion de la pared celular y ocasionando la ruptura de las células bacterianas.
Ademas, perturban la sintesis de fosfolipidos, deteriorando la integridad de la
membrana celular. Asimismo, interacttan con lipidos de la membrana citoplasmatica,
induciendo alteraciones estructurales y aumento de la permeabilidad, lo que conduce
a la pérdida de componentes celulares esenciales. También interfieren con enzimas
como la ADN girasa y la ARN polimerasa, impidiendo la replicacién del material
genético bacteriano. Por dltimo, afectan el metabolismo energético mediante la
modulacién de enzimas relacionadas con el transporte de electrones y la produccion
de ATP. Ademas, se sugiere que los flavonoides promueven la aglutinacion bacteriana,
limitando asi el area de superficie y restringiendo el suministro de oxigeno y nutrientes,
lo que suprime su crecimiento y reproduccion.

Por otro lado, los fenoles desencadenan una serie de respuestas que influyen en la
viabilidad bacteriana. Estas respuestas incluyen la alteracion de la integridad de la
membrana citoplasmética debido a la perturbacion de la bicapa lipidica, la
desnaturalizacién de proteinas de membrana que afecta su estructura y funcion, la
disminucion de la sintesis de ATP mediante la inhibicién de enzimas criticas como la
ATP sintasa, y el aumento de la permeabilidad de la membrana, facilitando la entrada
de sustancias toxicas y la salida de metabolitos esenciales, lo que eventualmente
puede conducir a la muerte celular. Ademas, los fenoles presentan propiedades
antibacterianas al interferir con la formacion de biopeliculas bacterianas, estructuras
gue protegen a las bacterias de agentes antimicrobianos y del sistema inmunolégico,
mejorando asi la eficacia de los tratamientos antibacterianos.(29)

También se evidencio la presencia de Triterpenoides y Esteroides en la muestra, similar
a los resultados de Hernandez-Rodriguez V. Estos compuestos también son los
responsables de la accién antimicrobiana observada en plantas analizadas.(28).

El analisis llevado a cabo para evaluar el impacto antibacteriano de Cordia lutea en
microorganismos como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus ha arrojado resultados significativos que merecen

ser examinados detenidamente.
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Segun Albertuz Crespo M. en un estudio realizado, evalud la actividad antimicrobiana
de doce extractos etandlicos de plantas medicinales frente a Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, y Staphylococcus aureus. Los resultados mostraron que
algunos extractos inhibieron el crecimiento de Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa, pero ninguno afecté a Escherichia coli dando lugar a que la actividad frente
a bacterias grampositivas como S. aureus, E. faecalis y S. agalactiae fue superior en
comparacion con la observada frente a otras cepas (30)

Los resultados obtenidos de las pruebas de Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y
Concentraciéon Minima Bactericida (CMB) del extracto de Cordia lutea frente a cepas
bacterianas como Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y
Pseudomonas aeruginosa revelan diferencias significativas en la actividad
antimicrobiana de la planta contra estas bacterias.

La muestra de Cordia lutea tuvo una alta respuesta frente a Staphylococcus aureus,
con una CMI de 3.12 mg/ml y una CMB de 6.25 mg/ml, lo que confirma un efecto
antimicrobiano efectivo contra esta bacteria. Por otro lado, se observa que la respuesta
del extracto frente a otras bacterias fue menos efectiva como en el caso de E.coli que
obtuvo como CMI 50 mg/ml y como CMB 100 mg/ml, la P. aeruginosa con una CMI
50 mg/mly una CMB 100 mg/ml, sin embargo en un estudio de Sanchez, M. & Yarlequé,
E.. se evidencié que el extracto de Cordia lutea no mostré actividad antibacteriana
contra la cepa de Escherichia coli ATCC 25922 a concentraciones menores o iguales
a 900mg/ml dando lugar a una hipétesis de fallo por una combinacién de factores
intrinsecos al propio extracto y posibles falencias en la metodologia utilizada en el
estudio.(27)

Bermudez-del Sol A sugiere que las diferencias en la estructura de la pared celular
podrian influir en la sensibilidad de las bacterias a estos compuestos, siendo las
grampositivas mas susceptibles, lo cual resalta la importancia de estas especies en la
produccion de fitofarmacos antibacterianos, esto difiere con nuestro resultado ante la
Klebsiella pneumoniae también fue moderada, con una CMI de 25 mg/ml y una CMB
de 100 mg/ml. Estos resultados sugieren que la planta podria tener un efecto
antimicrobiano variable dependiendo de la cepa bacteriana.(31)

En definitiva, los resultados subrayan el potencial antimicrobiano de la resina obtenida
de este extracto, lo que sugiere su utilidad como fuente de compuestos antibacterianos
naturales. Estos hallazgos podrian abrir nuevas perspectivas en el desarrollo de
farmacos antimicrobianos derivados de esta planta. La evidencia de la actividad
antimicrobiana de plantas medicinales, como Cordia lutea, que contiene compuestos
fendlicos y flavonoides, destaca su promisorio potencial terapéutico en el tratamiento

de diversas enfermedades infecciosas. Sin embargo, se requiere una mayor
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investigacion para determinar su eficacia y seguridad en el tratamiento de infecciones
especificas, asi como para explorar posibles mecanismos de accion y sinergias con

otros agentes antimicrobianos.

LIMITACIONES
La investigacion presentada sobre las propiedades terapéuticas de la Cordia litea en
el tratamiento de infecciones bacterianas en Peru tiene algunas limitaciones que deben
tenerse en cuenta.
Una de las limitaciones es la falta de estandarizacion en los procesos de recoleccion,
maceracion y extraccion de los compuestos de la planta, lo que puede generar
resultados heterogéneos debido a factores como la calidad del material, el tipo de
solvente utilizado y las condiciones ambientales.
Ademas, la variabilidad en los resultados obtenidos en la solubilidad y concentracién
de compuestos en diferentes disolventes puede deberse a la aplicacion de distintos
métodos, el tamafio de la muestra y la calidad del material utilizado.
El estudio se centré Unicamente en la actividad antimicrobiana de la Cordia lutea frente
a Escherichia Coli, Klebsiella Pneumoniae, Pseudomona Aeruginosa, Staphylococcus
Aureus., limitando el alcance de la investigacion
Ademas, aunque se destaca el potencial terapéutico de los compuestos fendlicos y
flavonoides presentes en la planta, se enfatiza la necesidad de investigaciones
adicionales para determinar su eficacia y seguridad en el tratamiento de enfermedades
infecciosas especificas, asi como para explorar posibles mecanismos de accion y

sinergias con otros agentes antimicrobianos

RECOMENDACIONES
Las recomendaciones de la investigacion sobre las propiedades terapéuticas de la
Cordia lttea y su efecto antimicrobiano contra bacterias son las siguientes:
Establecer un proceso estandarizado para la recoleccion, maceracion y extraccion de
compuestos bioactivos de la Cordia lutea, tomando en cuenta factores como la calidad
del material y las condiciones ambientales.
Investigar las condiciones de cultivo, edad de la planta y otros factores que puedan
influir en la composicion quimica del extracto de Cordia litea, a fin de optimizar su
actividad antimicrobiana.
Otro aspecto a considerar es la especificidad de los efectos antimicrobianos de la
Cordia lutea, ya que se observa que su actividad puede variar dependiendo de la cepa
bacteriana, lo que sugiere la necesidad de estudios adicionales para comprender mejor

su efectividad en diferentes microorganismos.
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En resumen, las recomendaciones de la investigacion incluirian continuar explorando
el potencial terapéutico de la Cordia lutea, identificar sus compuestos activos, comparar
su eficacia con otros farmacos, promover su evaluacion cientifica y optimizar su
produccion para su posible aplicacion en el tratamiento de infecciones causadas por
microorganismos patdgenos.

CONCLUSION
En resumen, los hallazgos de esta investigacion confirman la hipo6tesis de que Cordia
lutea posee actividad antimicrobiana contra bacterias patdogenas de relevancia. La
presencia de diversos compuestos bioactivos en el extracto de Cordia lutea, junto con
los resultados de las pruebas de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y
Concentraciéon Minima Bactericida (CMB), avala su eficacia antimicrobiana. Estos
resultados sugieren que Cordia lutea podria ser una fuente prometedora de agentes
antimicrobianos naturales para combatir la resistencia antimicrobiana.
Los resultados obtenidos indican que el extracto de Cordia lutea presenta un efecto
antimicrobiano diferencial contra las cepas bacterianas evaluadas a diferentes
concentraciones. Si bien muestra una alta actividad contra Staphylococcus aureus, su
efectividad es limitada contra Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas
aeruginosa. Este estudio representa un avance significativo hacia la identificacién de
nuevas opciones terapéuticas basadas en compuestos naturales y abre nuevas
perspectivas para investigaciones adicionales.
Sin embargo, se subraya la necesidad de realizar estudios mas controlados y de aplicar
antibidticos estandar para una mejor comprension de la actividad antimicrobiana. Los
hallazgos de esta investigacion tienen implicaciones practicas tanto en el ambito de la
medicina tradicional como en el desarrollo de nuevos medicamentos antimicrobianos.
La presencia de compuestos bioactivos como fenoles, taninos, alcaloides y
antocianidinas en el extracto de Cordia lutea podria ser responsable de la actividad
antimicrobiana observada y del desarrollo de terapias antimicrobianas innovadoras y
sostenibles. Esto es especialmente relevante en el contexto actual del aumento de la
resistencia a los antibiéticos. Estos resultados abren nuevas perspectivas para la
investigacion de agentes antimicrobianos naturales derivados de plantas medicinales
como Cordia lutea, que podrian constituir una alternativa terapéutica efectiva y

sostenible en la lucha contra la resistencia antimicrobiana.
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