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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la actividad antibacteriana del extracto atomizado de Lepidium
meyenii Walp (maca morada) frente al crecimiento bacteriano de la cepa de
Escherichia coli en estudios In Vitro.

Métodos: Se recolectaron 37 kg de maca morada fresca, el cual se procedié a
limpiarla y secarla, obteniéndose asi 30 kg de maca morada seca para luego ser
pulverizada en la empresa A-1 Del Perd Multindustrias S.A.C. obteniéndose
finalmente 11 kg de extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada),
al cual se le realizaron las pruebas de solubilidad y la marcha fitoquimica para
comprobar presencia y/o ausencia de metabolitos primarios y secundarios. Para la
evaluacion microbiologica se utilizé el Sistema de Cilindro placa (Difusién en agar)
para determinar la actividad antibacteriana, trabajando a concentraciones del 25 %,
50 % y 75 % del extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada)
frente a cepas de Escherichia coli, siendo comparados con el antibi6tico

Ciprofloxacina (5 ug) como control positivo.

La informacion obtenida fue evaluada ingresandola al programa Excel y Word para
la realizaciéon de gréficos y tablas estadisticas que nos permitan consolidar la

informacion recopilada de las muestras de estudio y corroborar las hipotesis.

Resultado: El extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) no

presentd halos de inhibicion en ninguna de las 3 concentraciones evaluadas.

Conclusiones: El extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada)

no presenta actividad antibacteriana frente a la cepa bacteriana de Escherichia coli.

Palabras claves: Lepidium meyenii Walp; actividad antibacteriana; Ciprofloxacina;

Escherichia coli; extracto atomizado.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the antibacterial activity of the atomized extract of Lepidium
meyenii Walp (purple maca) against the bacterial growth of the Escherichia coli

strain in In Vitro studies.

Methods: 37 kg of fresh purple maca were collected, which was cleaned and dried,
thus obtaining 30 kg of dried purple maca and then being sprayed in the company
A-1 Del Perd Multindustrias S.A.C. finally obtaining 11 kg of atomized extract of
Lepidium meyenii Walp (purple maca), to which the solubility tests and
phytochemical gait were performed to check presence and / or absence of primary
and secondary metabolites. For microbiological evaluation, the Plate Cylinder
System (Diffusion in Agar) was used to determine antibacterial activity, working at
concentrations of 25%, 50% and 75% of the atomized extract of Lepidium meyenii
Walp (purple maca) against strains of Escherichia coli, being compared to the

antibiotic Ciprofloxacin (5 ug) as positive control.

The information obtained was evaluated by entering the Excel and Word program
for the realization of charts and statistical tables that allow us to consolidate the

information collected from the study samples and corroborate the hypotheses.

Result: The atomized extract of Lepidium meyenii Walp (purple maca) did not

exhibit inhibition halos at any of the 3 concentrations evaluated.

Conclusions: The atomized extract of Lepidium meyenii Walp (purple maca) has

no antibacterial activity against the bacterial strain of Escherichia coli.

Keywords: Lepidium meyenii Walp; antibacterial activity; Ciprofloxacin; Escherichia

coli; atomized extract.



l. INTRODUCCION

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) considera a la Escherichia coli como
una bacteria de prioridad critica en la “Lista de patégenos prioritarios con resistencia
antibacteriana” con capacidad de provocar infecciones graves y a menudo letales,

como infecciones de la corriente sanguinea y neumonia?.

La Escherichia coli es un microorganismo bacteriano comun que vive en los
intestinos de los animales y las personas. Dentro de la variedad de cepas de E. coli,
la 0157:H7 es la mas peligrosa dado que produce una toxina muy perjudicial que
originaria que nos enfermemos gravemente, dicha bacteria pertenece dentro del
grupo de las Gram negativas y ha registrado aproximadamente 630 millones de
casos por infecciones gastrointestinales en el mundo y de 5 a 6 millones de muertes
al afio. Asi mismo es la responsable del 50% de las Infecciones Intrahospitalarias
(ITU). Esta bacteria presenta sensibilidad frente a diferentes farmacos
antimicrobianos; pero segun el tipo de infeccion, por lo general los antimicrobianos
de tercera generacion: sulfatrimetoprim, fluoroquinolonas y cefalosporinas son
usados frecuentemente para controlar las infecciones causadas por este tipo de
bacteria con excepcion de la E. coli (STEC) productora de toxina Shiga?. La
ciprofloxacina, farmaco que pertenece a la clase de fluoroquinolona, es uno de los
principales medicamentos empleados para prevenir, tratar o aliviar determinadas
infecciones bacterianas y posee también un amplio espectro de accion segun el
nivel de actividad. La farmacorresistencia o resistencia a los antimicrobianos se da
cuando un microorganismo sean bacterias, virus, hongos o parasitos sufren
alteraciones que hacen que los medicamentos utilizados para tratar o curar las
afecciones causadas por estos pierdan efectividad. Hoy en dia las afecciones
causadas por bacterias en el tracto urinario son la causa habitual de consulta en
pacientes ambulatorios y la causa mas comun de infecciones en mujeres, también
es la segunda patologia infecciosa mas comun luego de las infecciones
respiratorias®. Es por ello que la resistencia a los antimicrobianos se ha convertido
en un problema emergente y motivo de gran preocupacion, ya que dificulta el

enfoque terapéutico de los pacientes infectados®.

La Maca ha ido ganando popularidad por parte de los consumidores con el trascurrir

del tiempo debido a sus altas propiedades nutritivas y mudiltiples beneficios



aportados al organismo, siendo algunos de ellos los efectos positivos en la funcion
sexual, en la produccién de espermatozoides, en la reproduccion sexual femenina,
en la capacidad para recordar, la depresién y la ansiedad, como alimento
estimulante y contra la hiperplasia benigna de prostata (HBP), problemas en los
huesos como la osteoporosis y Sindrome metabdlico. Sus propiedades son gracias
a la presencia de los metabolitos presente en ella, encontrandose azucares libres,
aminoacidos con alto componente de prolina, uridina, cido malico y glucosinolatos,
macaenos y macamidas (acidos grasos poliinsaturados y sus correspondientes

amidas)?®.

Desde la antigiedad el hombre ha empleado las plantas o partes de ellas para
aliviar, curar, prevenir o tratar muchas enfermedades, practica que se continlda
realizando hasta nuestros dias con la finalidad de seguir buscando nuevos
principios activos responsables de alguna actividad bioldgica frente a una patologia,
favoreciendo asi a la sintesis de medicamentos que beneficien la salud del
paciente, es por ello que la praxis de la medicina herbaria se centra en el uso
terapéutico de plantas que contengan activos farmacolégicos que sustituyan a los
farmacos convencionales o se usen de manera coadyuvante. De la cubierta vegetal
se usa sus metabolitos activos en diferentes maneras de preparacion, para aliviar,

tratar o curar alguna patologia mejorando asi el estado de salud®.

La medicina alternativa forma parte fundamental en la quimica farmacéutica, puesto
gue es el punto de partida para nuevas investigaciones con plantas que puedan
tener actividad terapéutica para ser utilizadas de manera amplia en aquellos lugares
alejados de la ciudad donde los pacientes no puedan recibir una atencion
hospitalaria, siendo asi su Unica alternativa para aliviar o curar su dolencia o

patologia.

Segun la problematica planteada. ¢ Presentara actividad antibacteriana el extracto
atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) frente a cepa de Escherichia

coli en estudios In Vitro?

Lepidium meyenii Walp (maca morada) crece por encima de los 4000 m de altitud
en los Andes Centrales del Peru, pertenece a la familia Brassicaceae, sus
variedades vienen dadas por el color del hipocétilo los cuales son utilizados como

suplemento alimenticio y por sus propiedades medicinales’. Resultados



recopilados de estudios sobre los efectos de la maca atribuyen que la maca negra
presenta mejores resultados respecto a la espermatogénesis, memoria y fatiga, y
la maca roja es la que mejor revierte la Hiperplasia Benigna de préstata y la
osteoporosis inducida experimentalmente como lo menciona Gonzales G et al.
(2009)8. Otro estudio sefiala su uso en la reduccion del estrés y la fatiga como lo
muestra Ronceros G y Ramos W et al. (2005) quienes obtuvieron como resultado
el aumento en un 10.3% en el consumo de oxigeno en diez futbolistas profesionales
a quienes se les suministré 3 capsulas de 500 mg de maca fresca concentrada una

vez al dia durante 60 dias®.

Los resultados de la composicién de la maca analizada por diversos grupos de
investigadores mediante una serie de técnicas analiticas afirman que la maca es
abundante en proteinas, acidos grasos insaturados y minerales®. La maca
contiene glucosinolatos o heterdsidos sulfocianogenéticos que son los metabolitos
secundarios mas importantes en ella. Se han aislado 9 tipos de metabolitos, de las
cuales glucotropaeolin es el mas abundante!l. Presentan actividad bioldgica,
particularmente anticancerigeno y capacidad para combatir patdgenos. Los
glucosinolatos y sus derivados son aquellos compuestos con posible actividad
anticancerigenal?. Existen otros derivados tales como los compuestos fendlicos,
fitoesteroles, macaenos, macamidas, macahidantoinas, meyeniinas, alcaloides que
se forman dentro del ciclo productivo de la maca que trabajan sinérgicamente para
evitar patologias cronicas, es por ello que este alimento es incluido como parte de
una dieta balanceada muy frecuentemente en nuestra cultura alimenticia, mas no
deberia ser considerado como una alternativa farmacéutica (nutracéutico) como

pretende hacernos creer la industria farmacéutica®s.

Escherichia coli (E. coli) es una bacteria que con frecuencia se encuentra dentro
del intestino del ser humano y en animales de sangre caliente. Dentro de la variedad
de cepas de E. coli, la 0157:H7 es la mas peligrosa, dado que es productora de la
toxina Shiga que se transmite al ser humano directamente por el consumo de
alimentos contaminados, por ejemplo: la carne picada cruda o poco cocida, la leche
cruda, las hortalizas y semillas germinadas crudas contaminadas. En la mayor parte
de los casos la patologia llega a poner en riesgo la vida, es el caso del Sindrome
hemolitico urémico en nifios pequefios y personas de la tercera edad'*. La E. coli

también es responsable de las infecciones del tracto urinario (ITU) que son uno de
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los principales motivos de consulta en Atencion Primaria y tienen todavia una gran
incidencia en el ambiente hospitalario. Existen diversos factores que dan origen a
las Infecciones del Tracto Urinario tales como los afios de vida de la persona, el
aumento de glucosa en sangre, la obstruccion del tracto urinario, lesiones de la
médula espinal, la exposicién a agentes bacterianos y el historial de hospitalizacion
también influira el perfil etiolégico del paciente o simplemente las técnicas
quirargicas como la cateterizacion vesical. Mas del 95 % de las ITU estan
provocadas por una Unica cepa bacteriana de E. coli y entre el 75-95 % de los

sucesos son de cistitis aguda no complicada'®.

Entre los antecedentes para el desarrollo del trabajo de investigacion se dispone

de los siguientes:

Prudencio, J et al. (2018) demostraron la presencia de alcaloides, sustancias
fendlicas, flavonoides, azucares, taninos y antraquinonas en cremas preparadas a

diferentes concentraciones de maca?l®.

Meissner, H et al. (2016) encontraron glucosinolatos en 4 fenotipos principales
(amarillo, purpura, roja, y negra) de maca peruana (Lepidium peruvianum)
cultivados en Junin y Ancash, independientemente del lugar de cultivo, los fenotipos
rojos mostraron el mayor contenido de glucosinolatos totales, seguidos de los
negros y morados, mientras que los amarillos mostraron niveles mas bajo de

concentraciont’.

Quispe, J et al. (2018) en su estudio identificaron la presencia de E. coli y
Pseudomonas sp aislados de cultivos positivos de pacientes varones adultos con
infecciones prostaticas de la Clinica Uroldgica San Carlos de la ciudad de Juliaca y
determinaron la actividad antimicrobiana del extracto etandlico del Isafio
(Tropeaolum tuberosum) en el aumento in vitro de las cepas de E. coli y
Pseudomonas sp. Los resultados obtenidos indican que las infecciones prostaticas
causadas por cepas de E. coli fueron de un 16.7 % y por Pseudomonas sp, del
3.6%. Los extractos de (Tropeaolum tuberosum) presentaron efecto de inhibicion
frente a estas bacterias siendo el mayor efecto en Isafio negro en comparacion con
el Isafio amarillo (P < 0.0001), no obstante, ninguno de los extractos mostro
inhibicion superior a los agentes antibacterianos de control convencional

(amikacina y ceftriaxona) 8.



Gutiérrez, P et al. (2015) en su revision sistémica con valores estadisticos de
ensayos clinicos sobre la efectividad y certeza de la ciprofloxacina en el tratamiento
de las infecciones urinarias (IVU) agudas o complicadas en personas mayores de
edad (+18), llegaron a la conclusion después de una rigurosa seleccion y analisis
de 30 tipos de ensayos de enzimas convertidora de la angiotensina (ECA), que la
ciprofloxacina tiene el mismo efecto que otros antimicrobianos en la eliminacion
bacteriana y el tratamiento clinico, ya sea al final o en etapas posteriores al

tratamiento?®.

Marrero, J et al. (2015) en su trabajo mencionan que las infecciones de las vias
urinarias son una causa frecuente en las consultas de salud. El objetivo fue
actualizar y renovar la prevalencia y susceptibilidad a los agentes antibacterianos
gue se encuentran presentes en nuestro medio. Como resultado obtuvieron que la
E. coli es la bacteria mas frecuente que también afecta a las mujeres, mostrando
alta resistencia a la Ampicillina (83,7 %), y alrededor del (50,0 %) de resistencia a
la Ciprofloxacina, Kanamicina y Ceftazidima; con buena sensibilidad ante la

Gentamicina, Cefotaxima y Ceftriaxona 2°.

Arias, J et al. (2017) en su articulo plantea que un uso irracional de farmacos
antimicrobianos puede favorecer la aparicibn de la resistencia bacteriana y
disminuir la efectividad de estos farmacos. El resultado al que llegaron fue que
dependiendo de la clase de bacteria y cepa a examinar existe la posibilidad de

presentar farmacorresistencia a multiples agentes antibacterianos?..

Guevara, A et al. (2016) aplicaron el método de esterilizacion organica (OSS) en
maca para identificar factores dentro del proceso: tiempo y temperatura de
inyeccion de vapor saturado para observar la reduccién de cantidad de ciertos
microorganismos aerobios, mohos, levaduras, E. coli, Salmonella y coliformes
totales evaluando la influencia de los glucosinolatos sobre estos. Como resultado
obtuvieron una reduccion de la carga microbiana la cual fue de 99.9%, 50%y 93,3%
para aerobios, mohos y levaduras, respectivamente, manteniéndose el contenido

de glucosinolatos durante el proceso en 1,5 umol/g/d?2.

El propdsito de este estudio es dar a conocer la actividad antibacteriana que posee

Lepidium meyenii Walp (maca morada) frente a cepas de Escherichia coli; de



comprobarse el objetivo se obtendria una alternativa fitoterapéutica para tratar

patologias causadas por este tipo de bacteria.

En razon de ello, la presente investigacion tiene una justificacion teodrica, ya
gue permitira obtener mayor informacion sobre los tipos de metabolitos secundarios
responsables del efecto terapéutico y validar cientificamente la actividad
antibacteriana que presenta Lepidium meyenii Walp (maca morada) frente a la cepa
de Escherichia coli, ademés aumentard la posibilidad de su uso racional como un
producto natural antibacteriano evitando asi los efectos secundarios en los
pacientes y por otro lado rescatar el uso de esta planta como un tratamiento
alternativo antibacteriano fitoterapéutico. Por otro lado presenta una justificacion
social porque al comprobarse su actividad antibacteriana se beneficiaria a la
poblacién de escasos recursos econdémicos al tener a la mano una alternativa

seguray de bajo costo para tratar enfermedades causadas por este tipo de bacteria.

El objetivo del estudio serda evaluar la actividad antibacteriana del extracto
atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) frente al crecimiento

bacteriano de la cepa de Escherichia coli en estudios In Vitro.

Como hipétesis general de estudio se describe que el extracto atomizado de
Lepidium meyenii Walp (maca morada) presenta actividad antibacteriana frente al

crecimiento bacteriano de la cepa de Escherichia coli en estudios In Vitro.



Il. MATERIALES Y METODOS
2.1. ENFOQUE Y DISENO DE LA INVESTIGACION.

Enfoque: Cuantitativo, porque se realizé las diversas mediciones del didmetro de
los halos formados en el periodo de tiempo establecido para evaluar la actividad

antibacteriana.

Experimental: Porque se manipuld la variable independiente, extracto atomizado
de Lepidium meyenii Walp (maca morada) con la variable dependiente, actividad
antibacteriana frente a cepa de Escherichia coli en estudios In Vitro.

Transversal: Porque la recoleccion de datos se dio por Unica vez en un momento
dado.

Explicativo: Porque buscé relacionar las diferentes concentraciones del extracto
atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) y la actividad antibacteriana
frente a cepa de Escherichia coli en estudios In Vitro.

2.2. POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO

La poblacién vegetal estuvo constituida por muestra fresca de Lepidium meyenii
Walp (maca morada) obtenida del distrito de Pazos a 3840 msnm en la provincia
de Tayacaja, departamento de Huancavelica.

La muestra fue evaluada por un Botanico del “Servicio de Estudio Taxondémico,
Determinacion de Muestras Botanicas y Certificacion” de la UNMSM.

La muestra vegetal estuvo constituida por 11 Kilogramos de extracto atomizado de
maca morada en polvo fino que fue atomizado en la empresa A-1 Del Peru
Multindustrias S.A.C.

Por otro lado, en el estudio Microbiologico se tuvo como poblacion a las Cepas
estandarizadas del microorganismo bacteriano Escherichia coli (ATCC® 25922 ™)
y como muestra las Placas de Petri de Agar Mueller Hinton cultivadas con cepas
de Escherichia coli (ATCC® 25922™),



2.3. VARIABLES DE INVESTIGACION

Variable Independiente: Extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca

morada)

Definicidon conceptual: Producto obtenido de la maceracion por 7 dias en etanol al

70% del polvo de Lepidium meyenii Walp (maca morada), concentrado y atomizado
a 70°C, conservado y empacado en sachets, para posteriormente ser administrado

segln concentraciones.

Definicion Operacional: Concentracion del extracto atomizado de Lepidium meyenii

Walp (maca morada).

Variable dependiente: Actividad Antibacteriana frente a cepa de Escherichia coli

en estudios In Vitro.

Definicion conceptual: Capacidad de una sustancia para inhibir el crecimiento o

propagacion de cepas bacterianas.

Definicion Operacional: Sensibilidad bacteriana frente al extracto atomizado de

maca morada Lepidium meyenii Walp (maca morada) obtenida por medicién del

diametro de los Halos de inhibicion.

2.4. TECNICAS E INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

La técnica de recolecciéon de datos estuvo basada mediante la observacion, se
utilizé un vernier calibrado, con lo cual se registraron los datos obtenidos de la
medicion de los halos. Los datos fueron recopilados en fichas de datos, desde la

prueba de solubilidad, la marcha fitoquimica hasta la actividad antibacteriana.

2.5. PROCESO DE RECOLECCION DE DATOS

El procedimiento para la recoleccion de datos estuvo basado en el tipo de

observacién no participativa, realizando el seguimiento a los siguientes procesos:
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2.5.1. Recoleccion y autenticacion botanica

La muestra fresca se recolecto6 del distrito de Pazos que se encuentra a 3840 msnm
de la provincia de Tayacaja del departamento de Huancavelica, ubicandose en
coordenadas de 12°15’ 23”S 75°04°13”0 de longitud y latitud respectivamente. Para
esta investigacion se recolectaron 37 kg de maca morada fresca. La muestra fue
recolectada el 15 de abril a horas 9 am aproximadamente. Se tuvo un cuidado en
la seleccion y recoleccion de la parte de la planta, para nuestro estudio solo se
recolectaron las hojas y tallos del hipocétilo que estén en un buen estado biolégico,
los cuales fueron limpiados y desinfectados para luego secarlos por un mes a
temperatura ambiente, se los mantuvo en conservacion, hasta la realizacion de la

extraccion.

Posteriormente la muestra fue evaluada por un Botanico del “Servicio de Estudio
Taxondmico, Determinacion de Muestras Botanicas y Certificacion” de la

UNMSM, localizado en el distrito de Jesus Maria, Av. Arenales 1256. Lima.

2.5.2. Preparacion del material vegetal

Para esta investigacidn se recolectaron 37 kg de maca morada fresca que
posteriormente se procedid a separar las hojas y tallos del hipocétilo para luego
proceder al lavado y limpieza de los mismos hasta conseguir una totalidad libre de
sustancias extrafias y/o contaminantes para su posterior tratamiento y finalmente
secado por un mes al medio ambiente, obteniéndose 30 kg de maca seca, la cual
se procedié a pulverizar en la empresa A-1 Del Pera Multindustrias S.A.C.
ubicada en el distrito de Surco, en la ciudad de Lima.

2.5.3. Obtencioén del extracto atomizado

La empresa procedio a macerarlo por 7 dias con etanol al 70%, posteriormente todo
el macerado fue filtrado y se descarté el material sélido y el liquido con etanol y
agua, fue concentrado y evaporado en un concentrador tipo calandria hasta obtener
un concentrado de los nutrientes del extracto hidroalcohdélico de maca morada que

finalmente fue atomizado a 70 °C.
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Se obtuvo 11 kg de extracto atomizado de maca morada en polvo fino de color
beige claro que se procedié a empacar en sachets para una mejor conservacion

del producto.

2.5.4. Prueba de solubilidad y Marcha Fitoquimica

Para determinar la solubilidad de la muestra del hipocétilo de Lepidium meyenii
Walp (maca morada), se utilizé6 una variedad de solventes, donde se coloc6 5 mg
de muestra del extracto atomizado de maca morada y se adicioné 1 ml de solvente

de diferentes polaridades.

Extracto de maca morada 5 mg + 1 ml Metanol
Extracto de maca morada 5 mg + 1 ml Etanol

Extracto de maca morada 5 mg + 1 ml Cloroformo
Extracto de maca morada 5 mg + 1 ml Agua destilada
Extracto de maca morada 5 mg + 1 ml Eter

Extracto de maca morada 5 mg + 1 ml Hexano
Extracto de maca morada 5 mg + 1 ml Butanol
Extracto de maca morada 5 mg + 1 ml Acetona
Extracto de maca morada 5 mg + 1 ml Acetato de etilo

Para la marcha fitoquimica se trabajo con el método de Dominguez A y Lock O,
para corroborar la presencia o ausencia de metabolitos activos de la matriz vegetal,
fundamentados en la insercion de pruebas de coloracion y precipitacion haciendo

uso de reactivos especificos?324,
- Determinacién de taninos

Con Gelatina- cloruro de sodio. Se agrego 3 gotas de reactivoy 1 mL de
muestra para luego llevarlo a centrifugar. Un precipitado blanco indica un

resultado positivo.
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Con Cloruro Férrico o Alumbre férrico. Se agreg6 unas gotas de cloruro
férrico a la muestra. Un color negro azulado indica que el tanino deriva del

acido pirogalico y un color verde deriva de la catequina.
Determinacion de flavonoides

Con Reactivo Shinoda. En un tubo de ensayo se agregd 1 mL de muestra
y una pequefa limadura de magnesio, mas 3 gotas de acido clorhidrico
(HCI) concentrado. Si hay presencia de un intenso burbujeo y coloracion
naranja débil a un mas intenso pasado los 10 minutos es una reaccion

positiva.
Determinacion de quinonas

Solubilidad en Hidroxido de sodio (NaOH al 5%). En el tubo de ensayo se
afadio 0.2 mL de etanol y 0.4 mL de NaOH al 5% con 10 mg de muestra. El
cambio de coloracién indica positivo a compuestos quindnicos. La muestra
presenta pigmentos quindnicos si da como resultado una coloracién que van

del amarillo pasando por el rojo hasta el violeta.

Reaccion de Borntrager. A 1 gramo de muestra se afiadi6 NaOH 5% en
caliente, se procedio a filtrar, se dejo enfriar y se acidificé con HCI 20%, luego
se afiadié benceno, se agitd y se dejé en reposo. Finalmente se separo la
fase bencénica a la cual se le afiadié NH4OH. Una coloracién rosada a roja,

indica que existen antraquinonas en la muestra.
Determinacion de alcaloides

Reactivo de Dragendorff. Se preparo disolviendo 8 gr de nitrato de bismuto
pentahidratado (Bi (NO3)s /5H20) en 20 mL de &cido nitrico (HNO3s) al 30 %
con una solucion de 27.2 g de Yoduro de potasio (KI) en 50 ml de agua, se
dejo reposar, se descarto el sobrenadante y se diluyé hasta un volumen de
100 ml. Al agregar unas cuantas gotas de este reactivo a una solucién acida
de la muestra se observara la aparicion de un precipitado que va del naranja

al rojo.

Reactivo de Mayer. Se disolvié 1.36 g de cloruro de mercurio (HgClz) en 60
ml de agua, se adicioné 10 ml de una solucién conteniendo 5 g de Yoduro

de potasio (KI) y se diluyé hasta un volumen de 100 ml. Si al agregar un
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exceso de reactivo a una solucién acidificada de la muestra se observa un

precipitado de blanco a crema significa que es positivo.

Bertrand (acido silico). Se adicioné 10 gotas de muestra problema en un
tubo de ensayo, el solvente (agua destilada) que se utilizé para disolver se
evaporo por bafio Maria. Se agregd 5 gotas de HCI 10% mas 3 gotas de

Bertrand. La presencia de un precipitado blanco es una reaccion positiva.

Sonnenschein (acido fosfomolibdico). Se adicioné 10 gotas de muestra a
analizar y el solvente (agua destilada) que se utilizé para disolver se evaporo
por bafio Maria. Con 5 gotas de HCl 10% y 3 gotas del reactivo de
Sonnenschein. El precipitado de color amarillo-verdoso es una respuesta

positiva.
Determinacion de Carbohidratos

Molish. Se agreg6 10 gotas de muestra problema con 3 gotas del reactivo
de Molish, se agitd y adicioné &cido sulfarico concentrado. Si se observa un

anillo violeta la reaccion es positiva.

Antrona. Se agreg6 10 gotas de muestra problema con 3 gotas del reactivo

de Antrona. Coloracién verde es positivo.

Fehling. Se agreg6 10 gotas de muestra problema con 3 gotas del reactivo
de Fehling A y 3 gotas de Fehling B luego se calent6 en bafio Maria. La

coloracién rojo ladrillo es positivo.
Aminodcidos libres y grupos amino

Ninhidrina. Se agregé 10 gotas de muestra problema con 3 gotas del
reactivo de ninhidrina. Luego se calentd6 en bafio Maria. La coloracion

violacea es una reaccion positiva.
Triterpenos y esteroides

Lieberman-Burchard. Se agreg6 10 gotas de muestra problema con 3 gotas
del reactivo indicador. Si presenta una coloracién verde-azulado, se
evidencia esteroides, si la coloracion es rojo-naranja el compuesto tiene

triterpenoides.
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Saponinas

Generacion de espuma. Se agregé 1 ml de muestra problema en 5 ml de
agua destilada y se agit6 fuertemente por 1 min. La formacién de 0.5a 1 cm

de espuma estable por 15 min, demuestra una reaccion positiva.
Glicosidos

Se agregd 10 gotas de muestra problema con 3 gotas del reactivo de &cido
picrico en hidroxido de sodio (reactivo de Baljet). Si presenta una coloracion

anaranjada es positivo.

2.5.5. Ensayo microbioldgico

Se utiliz6 como control cepa a la bacteria Escherichia coli (ATCC® 25922™),

adquirida del Laboratorio GenLab, ubicado en Jr. Capac Yupanqui N°2434 Lince-

Lima-Per, como control positivo se emplearon los discos de sensibilidad LyD

Insumed SAC del antibiético de ciprofloxacina 5 ug, segun lo establecido por el INS

y agua estéril como control negativo.

Para el medio de cultivo se utilizé el Agar Mueller-Hinton. Este fue elaborado
de acorde a las indicaciones del fabricante. Para ello se utiliz6 15.2 g del
agar y se disolvié en 400 ml de agua destilada, pH a 7.2 - 7.4 con solucion
de NaOH al 0.1 N. Se procedi6 a esterilizar en autoclave a una temperatura
de 121° C por 15 minutos. Se dejé a T° aprox. de 40 °C - 45 °C y luego se
procedio a plaquear, distribuyendo el medio en las placas de Petri hasta un
nivel aproximado de 4 mm. Se dejo solidificar el medio de cultivo durante 20
minutos y se guardo en refrigeracién de 2 a 6 °C, hasta el momento de ser
usado.

Para la elaboracién del estandar (0,5 mc. Farland) para el inéculo se agregé
99.5 ml de H2SO4 al 0.18 M. y 0.5 ml de BaClz al 0.048 M (solucion acuosa)
dando la formacion de un precipitado de sulfato de Bario suspendido, férmula
aproximada para 100 ml de agua purificada. Se mezclé en constante
movimiento para mantener la suspension. Se procedio a ajustar bien las
tapas y se llevo a almacenar en un lugar oscuro a temperatura de entre 2 —
25 °C evitando la congelacion y sobrecalentamiento hasta el momento de su

uso.
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En la Dilucion para las diferentes concentraciones al 25 %, 50 % y 75 % del

extracto, estos se almacenaron en frasco ambar.

(1 Concentracion al 25% = 2.5 g de extracto atomizado y 7.5 ml de agua

estéril
1 Concentracion al 50% =5 g de extracto atomizado y 5 ml de agua estéril

[1 Concentracion al 75% = 7.5 g de extracto atomizado y 2.5 ml de agua

estéril

Para el desarrollo de la preparacién del in6culo, en un tubo que contiene de
4 a 5 ml de caldo Tripticasa soya se coloco con un asa de kolie la cepa
respectiva. Para la incubacién del caldo necesitamos T° C de 35 °C a 37 °C,
hasta que este alcance la turbidez del estandar: 0,5 de la escala de Mc.
Farland (2 a 6 horas). Dicha suspensién que se prepard contendra
aproximadamente 1.5 x 109 U.F.C. /ml para E. coli. (ATCC® 25922™),
Posteriormente se realizo el sembrado del in6culo bacteriano, trascurridos
los 15 minutos y con la turbidez del in6culo indicado, se sumergié un hisopo
estéril en la suspension, donde se rot6 muchas veces presionando
firmemente y con delicadeza la pared interna del tubo sobre el nivel del
liquido para remover el exceso del inoculo. Finalmente se sembrd en la
superficie seca de la placa, estriando con el hisopo en cuatro direcciones

diferentes para asegurar una distribucion uniforme del indculo.

Aplicacion del extracto y disco de ciprofloxacina en las placas inoculadas

Con la ayuda de un saco bocado de acero se procedi6 a realizar 4 pocillos a
una distancia alterna en las 20 placas con un diametro de 6 mm con previa
esterilizacion del mismo. Posteriormente con unas jeringas de insulina
estériles se procedié a colocar 0.1 ml de extracto al 25%, 50% y 75 %

correspondientemente en cada pocillo y los controles (positivo y negativo).

Grupo I: Ciprofloxacina 5 ug (control positivo), se coloc6 un disco de

sensibilidad a un total de 20 repeticiones.

Grupo Il. Agua estéril (control negativo). Se adicion6 0.1 ml a cada pocillo de

sensibilidad a un total de 20 repeticiones.
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Grupo Il Extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) al
25%: se coloco 0.1 ml a cada pocillo de sensibilidad en un total de 20

repeticiones.

Grupo IV: Extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) al
50%: se colocé 0.1 ml a cada pocillo de sensibilidad en un total de 20

repeticiones.

Grupo V: Extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) al
75%: se colocé 0.1 ml a cada pocillo de sensibilidad en un total de 20

repeticiones.
Incubacién

Una vez realizado la siembra del inéculo en las placas se procedié a
rotuladas para ser llevadas a estufa para su incubacién a temperatura de 37
°C. Con la rotulacion ya realizada se obtuvo 5 grupos de trabajo (control
positivo, negativo, y tres grupos de diferentes concentraciones del extracto

atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) al 25%, 50% y 75%.)

Medicién de los halos de inhibicion. Se utiliz6 un vernier calibrado
transcurridas las 24 horas para la medicion del diametro de los halos de
inhibicion del crecimiento de la cepa bacteriana y se calcul6 el porcentaje de
la actividad inhibitoria relativa respecto al control positivo (cirpofloxacina) y
las concentraciones estudiadas. Para interpretar los resultados se tomé

como referencia las pautas por Duraffourd C y Lapraz J, (1983)2°.
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2.6. METODOS DE ANALISIS ESTADISTICO

La informacion obtenida se evalu6 ingresandola al programa Excel y Word para la
realizacion de graficos y tablas estadisticas que nos permitan consolidar la

informacion recopilada de las muestras de estudio y corroborar las hipétesis.

2.7. ASPECTOS ETICOS

Las normas éticas indican que los experimentos deben realizarse de manera
primaria, para asi en un inicio poder conocer las propiedades beneficiosas y
el comportamiento farmacoldgico de los agentes terapéuticos. Bradford Hill
precis6 el método del ensayo clinico como un experimento de rango
cuidadoso y ético disefiado, con el fin de poder responder a preguntas
concretas formuladas previamente, destacando también la proteccion del

dafo, la incapacidad o la muerte.
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[I.LRESULTADOS
PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

Para realizar este estudio se utilizo la cepa de Escherichia coli (ATCC® 25922) el
cual mediante un estudio In vitro se demostro si existe o no actividad antibacteriana
en el extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada), se trabaj6 con
5 grupos de estudio, teniendo como grupo control positivo (ciprofloxacina 5 ug),
control negativo (agua estéril) y las diversas concentraciones del extracto
atomizado de maca morada, cada una de ellas con 20 repeticiones con un intervalo
de tiempo de 24 horas para comprobar la sensibilidad de la cepa bacteriana

mencionada.

Para una mejor interpretacion de los resultados, estos fueron agrupados en tablas

y gréaficos por cada prueba realizada.
3.1 Prueba de solubilidad

Tabla N°1: Prueba de solubilidad del extracto atomizado de Lepidium meyenii

Walp (maca morada).

Solventes Resultado

Metanol +
Etanol ++
Cloroformo -

Agua destilada +++
Eter -
Hexano -
Butanol +
Acetona -
Acetato de etilo -

Leyenda: - Nulo + Poco ++ Moderado +++ Abundante

Fuente: Elaboracion propia
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PRUEBA DE SOLUBILIDAD

SOLVENTES

Agua
R2n° Etanol Clorofor destilad| Eter |Hexano |Butanol|Acetona Aceta.to
| mo 3 de etilo
Resultado 1 2 0 3 0 0 1 0 0

Figura N°1: Prueba de Solubilidad
Fuente: Elaboracion propia

En la tabla N°1 y figura N°1 se observan los resultados de la prueba de solubilidad
del extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) para la cual se
emplearon diferentes solventes con diferentes polaridades. El solvente con el que
se observé abundante solubilidad (+++) fue el agua destilada, seguido del etanol
con moderada solubilidad (++), poca solubilidad (+) para metanol y butanol y nula

solubilidad (-) para cloroformo, éter, acetato de etilo, acetona y hexano.
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3.2 Marcha fitoquimica

Tabla N° 2: Lectura de metabolitos primarios de la marcha fitoquimica del

extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada).

Identificacién de metabolitos primarios
Metabolitos Reactivo de Resultado
Primarios Identificacién
Carbohidratos Molish +
Antrona +
Fehling Ay B +++
Aminoécidos Ninhidrina ++

Leyenda: Ausente — Leve + Moderado ++ Abundante +++

Fuente: Elaboracion propia

METABOLITOS PRIMARIOS

o
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&
w - I P |
Molish Antrona Fehling Ay B Ninhidrina
| u Resultado 1 1 3 2

Figura N°2: Metabolitos Primarios
Fuente: Elaboracién propia

En la tabla N°2 y figura N°2, se muestra los resultados de la Marcha fitoquimica del
extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) ensayo en donde se

identific6 mediante los reactivos Fehling A y B la presencia de abundante (+++)
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carbohidratos y moderada (++) presencia de aminoacidos, estos identificados

mediante el reactivo de Ninhidrina.

Tabla N° 3: Lectura de metabolitos secundarios de la marcha fitoquimica del

extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada).

Identificacion de metabolitos secundarios

Metabolitos Reactivo de Resultado
Secundarios Identificacion
Alcaloides Dragendorff ++
Mayer +++
Bertrand +++
Sonneschein +++
Flavonoides Shinoda ++
Taninos Gelatina 1% +
Cloruro feérrico -
Quinonas NaOH al 5% -
Borntrager -
Triterpenos y esteroides | Lieberman-Burchard +
Saponinas Espuma -
Glicosidos Acido picrico +++

Leyenda: Ausente — Leve + Moderado ++ Abundante +++

Fuente: Elaboracién propia
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METABOLITOS SECUNDARIOS
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Triterpen
Fl id . L ; . g
' osy' Saponinas|Glicésidos|Alcaloides| quinonas | Taninos
es esteroide
s
| ® Resultado 2 1 0 3 3 0 1

Figura N°3: Metabolitos Secundarios
Fuente: Elaboracion propia

En la tabla N°3 y figura N°3. Se observo que los metabolitos secundarios del
extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) identificados
mediante los reactivos de Mayer, Bertrand, Sonneschein, fueron abundantes (+++)
para alcaloides y Glicosidos utilizando Acido picrico, resultados moderados (++)
para la identificacién de flavonoides utilizando el reactivo de Shinoda; una leve (+)
presencia para Triterpenos y esteroides identificados con el reactivo de Lieberman-
Burchard y taninos utilizando Gelatina 1%.
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3.3 Evaluacién de la Actividad antibacteriana in vitro

Tabla N°4: Lectura de los halos de inhibicion segun las concentraciones

propuestas del extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada)

en comparacion con el farmaco de Ciprofloxacina.

EXTRACTO ATOMIZADO DE LEPIDIUM MEYENII WALP.

CONCENTRACIONES

HALOS DE INHIBICION (mm)

Extracto Extracto Extracto
Control Control atomizado | atomizado | atomizado
N° DE | positivo negativo |de de de
PLACA | (Ciprofloxacina | (Agua Lepidium | Lepidium | Lepidium
5ug) esteril) meyenii meyenii meyenii

W. 25 | W. 50 | W.
mg/ml mg/ml 75 mg/ml

1 44.52 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm

2 4491 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm

3 45.04 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm

4 46.26 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm

5 44.82 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm

6 45.74 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm

7 46.77 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm

8 46.75 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm

9 46.63 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm

10 43.51 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm

11 44 .54 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm

12 48.26 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm

13 45.12 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm

14 46.27 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm

15 39.60 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
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16 47.28 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
17 47.94 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
18 45.36 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
19 48.53 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
20 45.99 mm 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
LEYENDA

Nulo : Menor a 8 mm

Sensible limite:

Sensible medio:

Sensible alto:

9-14 mm
15-19 mm

Mayor a 20 mm

Fuente: Escala por Duraffourd (1983)

En la tabla N° 4 se evidenciaron los resultados obtenidos del crecimiento bacteriano

de la cepa de Escherichia coli transcurridas las 24 horas en las 20 placas Petri. El

extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) a concentraciones

de 25%, 50 % y 75 % presentaron un halo de inhibicion de 0 mm, indicandonos

segun la leyenda que resultados menores a 8 mm es nulo, por ende no presentaron

actividad antibacteriana. Sin embargo, la cepa Escherichia coli frente a nuestro

control positivo (Ciprofloxacina) tuvo un resultado de sensibilidad alta, pues sus

halos de inhibicion se encontraron en un margen de 39.60 mm hasta un 48.53 mm.
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Tabla N°5: Lectura de los halos de inhibicion conforme las concentraciones del extracto atomizado de Lepidium meyenii

Walp (maca morada), Promedio y Desviacion estandar.

' PROVEDID  DESVIAICON
CONCENTRAC LECTURA DE HALOS DE INHIBICION A LAS 24 HORAS ] m) SR
IOKY
CONTROLES
PPN 2(PNFT PN A{PNCR| PG PACT) POCE (PG| PNAD(PNTAA|PAFAZ (P13 (PN 14PN 18 (P4 | PNF TR A 48] PV 18 |PN°20
B0 000 ef ey ey rf ey ey eyl [
W 0oy ey ey ey eyl
w0 0oy ey rf eyl [
(profoecivg | 445 | 451 [ 4004 | 4626 4482|074 ) 4677 | 4675 (4563 | 4301 [ d4id | 426 [ 452 | 4627 | 06 | 4728 | 4704 { 4035 | 4B53 | 4500 | $1354 | 4BSTT | 196670408
e O O O O I A I
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En la tabla N°5, se reportan los promedios y la desviacion estandar de los

resultados obtenidos transcurridos las 24 horas.

En las muestras, los resultados obtenidos con el control positivo (ciprofloxacina)
presentd altos halos de inhibicion, asumiendo por ello que la cepa Escherichia coli
es altamente sensible frente al antibidtico; esto se afirma porque el rango promedio
de las 20 placas fue de 45.69 mm y segun leyenda medidas mayores a 20 mm
presentan sensibilidad alta; mientras que para las concentraciones utilizadas no se
observé inhibicibn de halos por lo que se afirma que no presenta actividad

antibacteriana.

3.4. Formula para la determinacion del porcentaje de inhibicion.

El Efecto Inhibitorio Relativo (PEIR) se evalla en porcentaje, para lo cual se calcula
mediante la siguiente férmula teniendo como factores, el calculo del diametro de la
zona de inhibicion del control positivo y el calculo del halo de los extractos

evaluados.

Porcentaje de Efecto Inhibitorio Relativo (PEIR)

X O Halo de inhibicion del extracto
PEIR = x 100

X @ Halo de inhibicion del control poesitivo
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Tabla N° 6: Porcentaje del Efecto Inhibitorio Relativo (PEIR) del extracto
atomizado de Lepidium meyenii walp (maca morada) con relacion a las

concentraciones utilizadas.

Concentracion Promedio Porcentaje
del extracto (mm) del Efecto
atomizado Inhibitorio

Relativo
25 % 0 0
50% 0 0
75% 0 0
Ciprofloxacino 45.69

En la tabla N°6 se observan los resultados del efecto inhibitorio del extracto
atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) expresados en porcentaje

para las 3 concentraciones estudiadas, utilizando la siguiente ecuacion:

PEIR = 0 Xx100= 0%

45.69

Para las 3 concentraciones se observo que el halo de inhibicion del crecimiento de
la cepa de Escherichia coli con relacion al extracto atomizado de Lepidium meyenii
Walp (maca morada) en concentracion de 25 %, 50% y 75 % fue de 0 mm y del
ciprofloxacina como farmaco control de 45.69 mm. Esto indica que no hubo

variacion en el halo de inhibicién del extracto utilizado.
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3.5. CONTRASTACION DE HIPOTESIS
3.5.1 Contrastacion de la hipotesis general

Ho: El extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) no presenta
actividad antibacteriana frente al crecimiento bacteriano de la cepa de Escherichia
coli en estudios In Vitro.

Ha: El extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) presenta
actividad antibacteriana frente al crecimiento bacteriano de la cepa de Escherichia
coli en estudios In Vitro.

Segun los resultados observados en la Tabla N° 5, donde se considera la media y
la desviacion estandar de las lecturas de los halos de inhibicion para cada grupo de
estudio, el extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) para todas
las concentraciones no presenta actividad antibacteriana frente las cepas de
Escherichia coli, dado que las mediciones de los halos tuvieron valores de 0 mm.

Por tanto, se rechaza la hipétesis alterna (Ha) y se acepta la hipétesis nula (Ho).

Conclusion: El extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) no
presenta actividad antibacteriana frente al crecimiento bacteriano de la cepa de
Escherichia coli en estudios In Vitro.

3.1.2. Contrastacion de hipétesis especificas
v Hipotesis especifica 1

Ho: El extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) no posee

metabolitos secundarios relacionados con la actividad antibacteriana.

Ha: El extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) si posee

metabolitos secundarios relacionados con la actividad antibacteriana.

Para contrastar esta hipotesis se realizd la marcha fitoquimica del extracto
atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) con los diversos reactivos
(Tabla N° 3) y se observo las diferentes coloraciones y precipitaciones que se
formaron, se evidencio la presencia de metabolitos tales como alcaloides y

Glicésidos de forma abundante, moderada presencia para flavonoides, leve
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presencia para Triterpenos y esteroides, y una ausencia de saponinas y quinonas.
Estos metabolitos secundarios estarian relacionados con la actividad
antibacteriana. Por lo tanto, se rechaza la hipotesis nula (Ho) y se acepta la

hipotesis alterna (Ha).

Conclusion: El extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) si

posee metabolitos secundarios relacionados con la actividad antibacteriana.

v Hipotesis especifica 2

Ho: El extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) no presenta
actividad antibacteriana sobre cepas de Escherichia coli en estudios In Vitro a

diferentes concentraciones.

Ha: El extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) si presenta
actividad antibacteriana sobre cepas de Escherichia coli en estudios In Vitro a

diferentes concentraciones.

Una vez realizado el procedimiento experimental se observdé que el extracto
atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) en concentracion de 25%,
50% y 75 % no presentaron actividad antibacteriana frente a las cepas de
Escherichia coli, ya que no se observo la formacion de halos de inhibicion a las 24
hrs de incubacién. Por lo tanto, se rechaza la hipotesis alterna (Ha) y se acepta la

hipotesis nula (Ho).

Conclusion: El extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) no
presenta actividad antibacteriana frente a las cepas de Escherichia coli en estudios

In Vitro a diferentes concentraciones.
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v Hipotesis especifica 3

Ho: El extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) no presenta
mayor actividad antibacteriana sobre cepas de Escherichia coli en estudios In Vitro

comparada con ciprofloxacina.

Ha: El extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) presenta
mayor actividad antibacteriana sobre cepas de Escherichia coli en estudios In Vitro

comparada con ciprofloxacina.

En la tabla N° 4, se evidencia que las medias de los diametros a diferentes
concentraciones son inferiores a los obtenidos por el control positivo (Ciprofloxacina
5 ug). Por lo tanto, se acepta la Hipétesis nula (Ha) y se rechaza la Hipétesis alterna
(Ha).

Conclusion: El extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) no
presenta mayor actividad antibacteriana sobre cepas de Escherichia coli en

estudios In Vitro comparada con ciprofloxacina.
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IV. DISCUSION
4.1 Discusion de resultados

Con el estudio realizado se llega a comprobar que el extracto atomizado de
Lepidium meyenii Walp (maca morada) no presenta actividad antibacteriana
frente al crecimiento bacteriano de la cepa de Escherichia coli en estudios In
Vitro.

e Marcha Fitoquimica

Se han realizado una gran variedad de investigaciones para comprobar la
existencia de metabolitos activos con propiedades terapéuticas beneficiosas, ya
sea para curar, aliviar, tratar o prevenir ciertas patologias que dafien la salud del
ser humano derivado de matrices naturales, es por eso que la marcha fitoquimica
nos permitird determinar la presencia de metabolitos secundarios responsables de
la posible actividad antibacteriana presente en el extracto atomizado de Lepidium
meyenii Walp (maca morada), nuestra investigacion demostré la presencia de
alcaloides y Glicésidos de forma abundante, presencia moderada para flavonoides,
una leve presencia de Triterpenos, esteroides y taninos, como lo menciona Leitéo,
N et al. (2020) % en su articulo de revisidon donde report6é alcaloides, glicésidos,
taninos y saponinas en la maca, de los cuales le atribuye la posible actividad
antibacteriana al grupo de los Glicésidos, especificamente los Glucosinolatos que
son componentes caracteristicos de las Brassicaceas que al sufrir hidrélisis
enzimatica liberan isotiocianatos, estos ultimos responsables de la pungencia y del
sabor amargo de este grupo de plantas, estos resultados son comparables a los
hallados por Ishida, M et al. (2014)?” donde en su revisién se menciona que los
glucosinolatos (S-glucopyranosyl tiohidrooximatos) son los Unicos metabolitos
secundarios del grupo de los Glicésidos naturales que se hayan principalmente en
las plantas del grupo botanico Brassicaceae. A pesar de que las funciones de los
Glucosinolatos siguen sin estar claras, se conoce que los isotiocianatos son
aguellos que poseen un sabor y olor penetrante o irritante y que estos podrian estar

asociados con la defensa vegetal de los microbios.

Otra revision realizada por Lock O y Rojas R (2002) ?® quienes sefialan que
Lepidium meyenii presenta metabolitos secundarios con actividad biolégica,

mencionando a los glucosinolatos, isotiocianatos, macaenos, macamidas,
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alcaloides y flavonoides, como los posibles compuestos responsables de las
actividades bioldgicas atribuidas a la maca. Resultados comparados con los
hallados en la revisién de Carvalho F y Ribeiro P (2019) 2° donde concluyen que
en extractos de Lepidium meyenii se hallan una diversidad estructural de 101
metabolitos, tales como Glucosinolatos, isotiocianatos, macaenos, macamidas,
alcaloides, flavonoides, fitoesteroles, polisacaridos y acidos grasos; de las cuales
muchos de ellos mostraron importantes actividades bioldgicas, como antioxidante,

antimicrobiano, citotoxico e incluso capacidad de resistencia a la natacion.
e Evaluacion de la actividad antibacteriana In Vitro

Evaluando los resultados obtenidos por el Método de Cilindro-placa, podemos
mencionar que este método es adecuado para evaluar de forma cualitativa la
actividad antibacteriana de extractos naturales, tal como sefiala el Instituto Nacional
de Salud (INS) hallados en la investigacién de Sacsaquispe R y Velasquez J
(2002) 2° en la que sustentan ciertos parametros como el medio de cultivo,
condiciones de incubacién, concentracion de indculo inicial del microorganismo y
concentracion del producto ensayado que deben tomarse en cuenta para que los

resultados obtenidos sean los adecuados.

La cepa bacteriana de Escherichia coli (ATCC® 25922™) tuvo un crecimiento
normal, con ello se demostré que el extracto atomizado a las concentraciones del
25%, 50 % y 75 % presentaron un nulo halo de inhibicion bacteriano. Estos
resultados pueden haber sido influenciados por multiples factores como por ejemplo
el método de secado, almacenamiento, método de extraccion, diferencia entre altas
temperaturas, etc. En nuestra investigacion se recolectaron 37 kg de maca morada
fresca de las cuales se separaron las hojas y tallos del hipocétilo para ser lavados
y desinfectados; fueron secados al medio ambiente por 1 mes y finalmente
pulverizado por el método de atomizacion, comparando los resultados con los de
Esparza, E et al. (2015) 3! quienes mencionan que el momento de la cosecha es
un momento de estrésy cambio para la planta, pues es en este momento en donde
la falta de contacto con el suelo desprovee a la planta de agua y nutrientes que en
consecuencia producird cambios en su metabolismo. Por lo general se decia que
el secado sélo era una manera de preservar por mas tiempo los hipocétilos y por

ende deberian de producir independientemente del tipo de secado los mismos

33



efectos que ya han sido estudiados en la maca; sin embargo en uno de sus estudios
realizados demostraron que si varia la composicion quimica de la maca segun el
método de secado que se haya utilizado, resultado de ello demuestra que los
hipocotilos que han sido liofilizados luego de haber sido congelados en nitrogeno
liguido presentan un alto contenido de glucosinolatos y muy bajo de macamidas y
bencilamina, por otro lado la harina preparada de maca que ha sido secada al sol
presenta un contenido inverso de estos componentes, es decir alto en macamidas
y bencilamina y bajo en glucosinolatos; por otro lado la diferencia de las altas
temperaturas del dia y temperaturas bajo 0 °C por la noche provocan una ruptura
celular y por ende la liberacion de mirosinasa (enzima que hidroliza al
bencilglucosinolato haciendo que disminuya de forma progresiva para formar
bencilisotiocianato, estos son utilizados como método de defensa). Menciona
también que es en las primeras semanas donde se produce mayor cantidad de
isotiocianatos y que si se quiere obtener una maca rica en glucosinolatos la maca
debe ser liofilizada casi fresca o fresca de manera que asi conserve su composicion
inicial.

Otro posible factor es el tamafio y color del hipocotilo; un estudio realizado por
Sanchez S (2017) *? quien muestra en sus resultados, que la maca con mayor
tamafio se debe a que tuvo una buena nutriciéon durante el tiempo de crecimiento,
por ende concentrard una mayor cantidad de metabolitos primarios y/o secundarios
en el parénquima reservante, en cambio aquellos hipocétilos que tuvieron menor
tamafio captaron una menor cantidad de nutrientes. Otra revision hecha por Chen,
Q et al. (2018) 2 confirmaron que existe una correlacién entre los colores de maca
y el contenido total de glucosinolatos, pues obtuvieron como resultado de su estudio
que la maca amarilla tiene menor contenido de aminoacidos y mayor de
carbohidratos, acidos organicos y esteroles, la cual es adecuada para considerarse
como alimento basico energético, la maca negra presenté un mayor contenido de
isoleucina (lle), tirosina (Tyr), triptdfano (Trp), aminoacidos esenciales precursores
de los glucosinolatos, demostrando asi que esta contiene un alto contenido de
glucosinolatos, mientras que la maca violeta presentaron aminoacidos como la
glicina (Gly), serina (Ser) y treonina (Thr) que sirven para regular la sintesis de
carnosina muscular, ideal para mejorar el rendimiento de la actividad fisica; estos

resultados coinciden con los nuestros como posible factor del porqué nuestra
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muestra no obtuvo la actividad antibacteriana que se buscaba, pues se utilizaron

muestras de hipocétilos de maca morada de pequefio y mediano tamafo.

e Evaluaciébn de la actividad antibacteriana In Vitro comparada con
Ciprofloxacina

Para evaluar los halos de inhibicion se tomaron como referencia las pautas dadas

por Duraffourd C y Lapraz j (1983)% quienes consideran:

a) sensibilidad limite, cuando presenta un diametro entre 9 a 14 mm
b) sensibilidad media, cuando presenta un diametro entre 14 a 20 mm
c) sumamente sensible, cuando presenta un diametro mayor a 20 mm.

En la presente investigacion se demostro que el extracto atomizado de Lepidium
meyenii Walp (maca morada), no present6 actividad antibacteriana en ninguna de
las 3 concentraciones que se estudid, pues no se observo la presencia de halos de
inhibicién; sin embargo con nuestro control positivo de ciprofloxacina si presento
halos de inhibicién, estos resultados positivos pueden ser atribuidos al pH del medio
de cultivo en que se prepar6 para la inoculacion de la cepa de Escherichia coli,
pues este tuvo un pH de 7.2, encontrandose dentro del rango establecido por otras
revisiones, como es el caso de la investigacion de Patricelli, P et al. (2017) 34 donde
mencionan que la actividad bactericida del Ciprofloxacina frente a la Escherichia
coli va a depender de ciertos aspectos farmacodinamicos tales como: la eficacia
del medicamento Ciprofloxacina (CFX), el modo de accion de CFX y el efecto del
pH, evaluando con ello si el CFX presenta o no accién antibacteriana frente a esta
bacteria; sin embargo menciona también que el modo de accién de CFX sobre la
E. coli sera diferente segun la poblacién bacteriana, es decir la accién puede ser
mas alta frente a una poblacién que es mas sensible comparado con otra sub-
poblacién donde las bacterias sean persistentes. Por otro lado el efecto del pH
sobre la farmacodinamica de CFX sobre E. coli tiene 2 aspectos importantes, si se
produce un descenso del mismo no afectara el desarrollo ni el metabolismo de la
bacteria; pero si se reducira la actividad antibacteriana del CFX, por ello para que
exista un incremento de la concentracién inhibitoria minima (CIM) se necesita que

el pH del medio de cultivo descienda de 7,4 o alcance valores entre rango de 6,5y
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5,5. Otro estudio realizado por Sanchez, J et al. (2003)3® muestra resultados de la
sensibilidad In Vitro de uro cultivos donde se demuestra que el medicamento de
ciprofloxacina presenta un porcentaje de sensibilidad en un rango de 77,1%-81,6%;
de esta manera conociendo el patrén de sensibilidad de estos gérmenes permitiria

el uso méas adecuado en caso de alguna infeccion.

4.2. Conclusiones

v Los metabolitos secundarios que presentdé el extracto atomizado de
Lepidium meyenii Walp (maca morada) fueron abundante (+++) para
alcaloides y glicésidos, resultados moderados (++) para la identificacién de
flavonoides, una leve (+) presencia de Triterpenos, esteroides y taninos; y

una ausente (-) presencia de saponinas y quinonas.

v El extracto atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada) no presento

actividad antibacteriana en ninguna de sus concentraciones evaluadas.
v' La ciprofloxacina presenté mayor actividad antibacteriana frente las cepas

de Escherichia coli comparadas con las concentraciones del extracto

atomizado de Lepidium meyenii Walp (maca morada).
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4 .3Recomendaciones

v' Realizar nuevas investigaciones en el campo fitoquimico con la planta de
Lepidium meyenii Walp (maca morada) para conocer con mayor exactitud
cual de todos los metabolitos activos presentes en ella son los que tienen
relacion con cada actividad terapéutica. Se recomienda para ello realizar
investigaciones con un solo tipo de tamario (grandes) de hipocétilos de maca
pues se considera por otras investigaciones, que a mayor tamafio mayor

concentracion de metabolitos primarios y secundarios presentes en ella.

v" Promover el desarrollo de nuevas investigaciones utilizando otros métodos
de extraccion y secado de los hipocotilos de Lepidium meyenii Walp (maca
morada) para las pruebas de comparacion microbioldgicas del extracto, de
este modo podremos evaluar y demostrar que tanto influyen los diferentes
tipos de extraccion y secado; y cOmo estos pueden variar la actividad

antibacteriana de la planta.

v' Evaluar y analizar otras concentraciones del extracto de Lepidium meyenii
walp (maca morada) con un rango de periodo de tiempo de evaluacion
inhibitorio antibacteriano mayor al trabajado en nuestra investigacion frente

a esta cepa.
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ANEXO A: OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

TIPO DE
VARIABLE VARIABLE | DEFINICION CONCEPTUAL DEFINICION DIMENSIONES INDICADORES VALOR FINAL CRITERIOS
OPERACIONAL
Extracto Cuantitativ | Producto  obtenido de la | Concentracion del | Concentracion a | Extracto atomizado | 25% -50 %y 75 % | Escala de
atomizado de | 2 y | maceracion por 7 dias en etanol | extracto atomizado de | determinar en diferentes No realizada presencia 0
Lepidium longitudinal | al 70% del polvo de Lepidium | Lepidium meyenii Walp concentraciones (0) ausencia
meyenii Walp meyenii Walp (maca morada), | (maca morada). Ausente
concentrado y atomizado a 70 Variedad de )
(maca
q °C, conservado y empacado en Reconocimiento de | reactivos Leve
moraada.
) sachets, para posteriormente ser metabolitos (+)
(V1) administrado segun secundarios moderado
concentraciones. (++)
Abundante
(+++)
Actividad Cuantitativ | Capacidad de wuna sustancia | Sensibilidad
Antibacterian | @ para inhibir el crecimiento o | bacteriana frente al
a frente a propagacion de cepas | extracto atomizado de | Inhibicion del | Medicion del | Con crecimiento Evidencia del
cepa de bacterianas. maca morada (nombre | crecimiento diametro de los crecimiento
L cientifico) obtenida por | bacteriano Halos de inhibicién | Sin crecimiento bacteriano
Escherichia
) medicion del diametro (mm)
colien
de los Halos de
estudios In o
inhibicién.
Vitro
(v.D)
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ANEXO B: INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Tabla a: Prueba de solubilidad

N° SOLVENTES NOMENCLATURA RESULTADO
1 Agua destilada H20
2 Etanol Et(OH)
3 Metanol MeOH
4 n-butanol N-BuOH
5 Acetato de etilo Eto Ac
6 Cloroformo CHCLs
7 Hexano Hex
8 Acetona Me2CO
9 Eter etilico Et20
10 Eter de petroleo EP
LEYENDA

- La solubilidad no se visualiza ()

- La solubilidad en menor grado (+)

- La solubilidad es moderada (++)

- La solubilidad es mayor (+++4)




Tabla b: Marcha fitoquimica del extracto atomizado

NO

METABOLITO

REACTIVO DE
IDENTIFICACION

REACCION
POSITIVA

RESULTADO

Carbohidratos

Molish

Anillo violeta

Antrona

Coloracién verde

Fehling

Precipitado  rojo

ladrillo

Quinonas

NaOH al 5%

Borntrager

Coloracion  que

van del amarillo
pasando por el
rojo hasta el

violeta.

Coloracioén rosada

a roja

Taninos

Gelatina

Precipitado denso

blanco

Flavonoides

Shinoda

Chalconas,
auronas,
isoflavanoonas:

No hay coloracién

Isoflavonas:

Amarillo rojizo

Flavanoles:
Coloracién  roja

magenta

Flavonas y
flavonoles:

Amarillo a rojo

Aminoacidos
libres y grupos

amino

Ninhidrina

Coloracion

violacea
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6 Alcaloides

Dragendorff Precipitado
naranja
Mayer Precipitado
blanco
Bertrand Precipitado
blanco
Sonnenschein Precipitado

amarillo verdosa

7 Triterpenoides y | Lieberman- Triterpenoides:
esteroides Burchard rojo naranja
Esteroides: verde-
azul
8 Saponinas Espuma De 05 a 1 cm
estable por 15
minutos
9 Glicosidos Baljet Coloracién
anaranjada
LEYENDA:
- No realizada (0)
- Ausente )
- Leve (+)
- Moderado (++)
- Abundante (+++)
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Tabla c: Medidas de los halos de inhibicion

EXTRACTO HIDROALCOLICO ATOMIZADO DE LEPIDIUM MEYENII WALP
CONCENTRACIONES
HALOS DE INHIBICION (mm)
N° DE | Control positivo | Control Extracto Extracto Extracto
PLACA (Ciprofloxacina 5 | negativo atomizado | atomizado | atomizado
ug) (Agua de de de
estéril) Lepidium Lepidium Lepidium
meyenii W | meyenii W | meyenii W
25 mg/ml 50 mg/ml 75 mg/ml
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
LEYENDA
- Nulo: menor a 8 mm
- Sensible limite:  9-14 mm
- Sensible medio: 15-19 mm
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- Sensible alto: mayor a 20 mm

ANEXO C: CONSTANCIA EMITIDA POR EL BOTANICO DEL “SERVICIO DE

ESTUDIO TAXONOMICO, DETERMINACION DE MUESTRAS BOTANICAS Y
CERTIFICACION” DE LA UNMSM




ANEXO D: CERTIFICADO DE CALIDAD DEL EXTRACTO ATOMIZADO DE
LEPIDIUM MEYENII WALP (MACA MORADA)

CERTIFICADO DE CALIDAD
NOMBRE DEL PRODUCTO s Extracto de Maca
FECHA DE PRODUCCION 3 070515
FECHA DE EXPIRACION : Mayo 2017
LOTE s 100755
FECHA EMISION 3 11-09-15
ANAUSIS BROMATOLOGICO
Carbohidratos (8.5.) 88,10%
Grasas (B.S.) 1,05%
Proteinas (B.5.) 6,79%
Cenizas (B.5.) 2,06%
PH 5,50

Referencia : Methods of Analysis of the Assoclation of Officlal Agricultural Chemist (ADAC)

ANALISIS MICROBIOLOGICO

Recuento Total < 10° UFC/gr.
Hongos y Levaduras < 100 UFC/gr.
Coliformes Fecales Ausente
Staphylococcus aureus Ausente
Saimonella Ausente

Referencia : Farmacopea USP XXl
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ANEXO E: CONSTANCIA DE FACTURA DEL SERVICIO DE LA EMPRESA Al
DEL PERU MULTINDUSTRIAS S.A.C.
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ANEXO G: DIAGRAMA DE FLUJO DE LA PREPRACION Y OBTENCION DEL
EXTRACTO ATOMIZADO DE LEPIDIUM MEYENII WALP (MACA MORADA).

ka de maca

<

[ Secado en lugar de J /

[ Se recolectd 37 J

oriaen por 1 mes

y

Se obtuvo 30 kg de maca
morada seca

RECEPCION J

< i [ DE MATERIA

[ Pesado de la muestra ]

Durante 7 dias con
etanol al 70 %

[ Maceracion ]

[ Filtracion ]» 52.89 Kg de extracto de
maca filtrado

Concentrador tipo
calendria [ Separacion de solidos ]

Fuente: Empresa A-1 l
|

maca hidroalcohdlico

70°C/4hr

-

[ Atomizado ] 16.25 kg de concentrado de extracto

de maca

¢
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[ Envasado/pesado ] Rendimiento 11kg de extracto de

maca atomizada

[ Almacenado ]

<

De extracto atomizado

Sachet de 3g

de maca morada

<

¢ b ¢

PRUEBA DE MARCHA CAPACIDAD
SOLUBILIDAD FITOQUIMICA ANTIBACTERIANA

!

[ IDENTIFICACION DE ]

CARBOHIDRATOS
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ANEXO H: EVIDENCIAS FOTOGRAFICAS DEL TRABAJO DE CAMPO

Figura a: Marcha fitoquimica: reactivos y reconocimiento de metabolitos

secundarios presentes en Lepidium meyenii Walp (maca morada)
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Figura b: Prueba de solubilidad

Figura c: Preparacion del estandar (0,5 mc. farland) para el in6culo, obtenido de
una casa comercial y su comparacion de homogenizacién de la turbidez con el

estandar de Mc Farland.
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Figura d: Evaluacién de la capacidad antibacteriana del extracto atomizado de
Lepidium meyenii Walp (maca morada): Discos de sensibilidad LyD Insumed. SAC

del antibiotico ciprofloxacina (5 ug) y medio de cultivo Agar Mueller Hinton.

Figura e: Escherichia coli (ATCC® 25922 ™) adquirida del Laboratorio Genlab.
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Figura g: Perforacion de la placa para la aplicacion de los discos de sensibilidad

de ciprofloxacina.
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Figura h: Sembrado del in6culo bacteriano en Agar Mueller Hinton, donde se
utilizaron 5 grupos: control positivo, control negativo, extracto atomizado de
Lepidium meyenii Walp (maca morada) al 75%, 50% y 25%.
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Figura i: Incubacion a 37 °C por un periodo de 24 horas.
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Figura j: Resultados y medicion de los halos de inhibicién del extracto atomizado
de Lepidium meyenii Walp (maca morada) frente las cepas de Escherichia coli
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