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Resumen

En el presente estudio se determino la actividad antibacteriana de los compuestos fendlicos de la fraccion de acetato de etilo de la semilla
de Persea americana Mill. “palta Hass”. Las paltas fueron recolectadas en la provincia de Huanta y las semillas sometidas a un proceso
de extraccion etandlica, desengrasado con éter de petréleo y finalmente extraidas con acetato de etilo. Los compuestos fendlicos fueron
aislados por cromatografia en capa fina e identificados por espectrofotometria ultravioleta. Se emple6 el método de difusion de discos de
Kirby Bauer utilizando las cepas de Escherichia coli ATCC 35218 y ensayadas a concentraciones de 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 y 15,0%; como
control se utilizé ciprofloxacino 30 pg. La fraccion de acetato de etilo presenté compuestos fendlicos y flavonoides, mostré actividad anti-
bacteriana de 81,5% de inhibicion al 10%; concentracion minima inhibitoria de 0,625 mg/mL y concentracion minima bactericida de 1,250
mg/mL con halos de inhibicion estadisticamente significativos p< 0,05. Se concluye que la fraccion de acetato de etilo de la semilla de
Persea americana Mill. tiene compuestos fendlicos con actividad antibacteriana frente a Escherichia coli ATCC 35218.

Palabras clave: Persea americana Mill.; actividad antibacteriana; compuestos fendlicos; Escherichia coli ATCC 35218.

Abstract

In the present study was determined the antibacterial activity of the phenolic compounds of the ethyl acetate fraction isolated from Persea
americana Mill. seed "Hass avocado". The avocados were harvested in the province of Huanta and the seeds were subjected to an etha-
nolic extraction process, degassed with petroleum ether and finally extracted with ethyl acetate. The phenolic compounds were isolated
by thin layer chromatography and identified by ultraviolet spectrophotometry. The Kirby Bauer disc diffusion method was used using the
strains of Escherichia coli ATCC 35218; Which were tested at concentrations of 1, 2,5, 5, 10 and 15%; ciprofloxacin 30 ug was used as the
control. The ethyl acetate fraction showed phenolic compounds and flavonoids, showed an antibacterial activity of 81,5% inhibition at 10%;
minimum inhibitory concentration of 0,625 mg/mL and minimum bactericidal concentration of 1,250 mg/mL with statistically significant
inhibition halos p < 0,05. Was concluded that the ethyl acetate fraction from the Persea americana Mill. seed has phenolic compounds
with antibacterial activity against Escherichia coli ATCC 35218.
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INTRODUCCION

Las especies vegetales con fines medicinales tienen un va-
lor importante para el desarrollo de las investigaciones far-
macologicas, como insumo en la sintesis de nuevos farma-
cos o principios activos. Actualmente estamos expuestos
a muchas enfermedades de etiologia microbiana que son
tratadas con medicamentos validados y reconocidos (anti-
microbianos), que al no ser administrados en forma correc-
ta producen resistencia bacteriana. !>

Los compuestos polifendlicos son metabolitos activos; evi-
denciados en investigaciones in vitro, in vivo y en ensayos
clinicos, que revelan indican que estos componentes pro-
veen beneficios para la salud ®. Los compuestos extraidos
de las plantas que poseen actividad antibacteriana general-
mente son compuestos fendlicos y polifenoles en las que
se encuentran quinonas, flavonoides y taninos. 4 Las comu-
nidades rurales utilizan tradicionalmente las plantas como
medio para curar sus enfermedades. En el area andina se
cultivan diversas frutas y hortalizas, entre las que se en-
cuentra la palta, que se consume principalmente en forma
natural. La revalorizacion de estas frutas como de sus re-
siduos o desechos vegetales, son poco conocidas fuera de
sus regiones de origen, lo que seria de gran beneficio para

el poblador rural del interior del Perti. ¢

Persea americana Mill. (palta) pertenece a la familia Lau-
raceas y es originaria de Guatemala, México y parte de
Centro América; es cultivada actualmente en casi todos los
paises de clima calido y templado, incluido el Pert, que
cuenta con una serie de microclimas, uno de estos con ca-
racteristicas aptas para el desarrollo de esta especie, parti-
cularmente en zonas calidas de la provincia de Huanta y
el Valle de los rios Apurimac, Ene y Mantaro (VRAEM). !

El objetivo general del presente trabajo fue evaluar la acti-
vidad antibacteriana de los compuestos fenolicos aislados
de las semillas de Persea americana Mill. frente a Escheri-
chia coli ATCC 35218 mediante la prueba de sensibilidad
antimicrobiana.

MATERIAL Y METODOS

El disefio de investigacion fue experimental con posprue-
ba tnica y grupo control,” realizado en los laboratorios
de Farmacia de la Facultad de Ciencias de la Salud y de
microbiologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga. La
muestra de la especie vegetal estuvo constituida por tres
kg de semillas de Persea americana Mill. “palta Hass”
recolectadas en la provincia de Huanta, departamento de
Ayacucho.

Obtencion e identificacion de la fraccion acetato de eti-
lo.- Para aislar el fraccionamiento de acetato de etilo, las
semillas primero fueron secadas, molidas y maceradas con
alcohol etilico al 96%, se realiz6 dos extracciones, evapo-
randose a sequedad el extracto, se extrajo la grasa con éter
de petrodleo, se hizo una extraccion liquido-liquido con ace-
tato de etilo, usando un embudo de separacion, para reco-
brar la fraccion de acetato de etilo y volatilizar a sequedad.
Los compuestos fendlicos presentes en esta fraccion, fue-
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ron evaluados con la reaccion de Shinoda, por cromatogra-
fia en capa fina y por espectrofotometria UV. #10

Determinacion del halo de inhibicién.- Se siguio la téc-
nica por Kirby Bauer, a concentraciones de 1,0; 2,5, 5,0;
10,0; y 15,0% y como control positivo se empled cipro-
floxacino 30 pg, utilizando como medio de cultivo agar
Miieller Hinton, en el que se observo la formaciéon o no de
halos de inhibicion."

Determinacion del porcentaje de inhibicion.- Se uso la
siguiente formula !!

9% de inhibicié _ Didmetro del halo de inhibicién de la muestra 100
0 Qe IAbICtOn = T e metro del halo de inhibicion del control

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibito-
ria (CMI).- Se utilizo el procedimiento de macro dilucion,
observando el crecimiento de la bacteria mediante la apari-
cion de turbidez en el medio, o mediante cambio de color,
por lo que el punto final de la CMI se definid a simple vista
por la falta de turbidez en el caldo, para ello se compararon
los tubos con el control de crecimiento. ™

Determinacion de la Concentracién Minima Bacterici-
da (CMB).- Se procedio a partir de la CMI, realizandose de
la siguiente manera: una vez observada la turbidez a simple
vista, se procedié a sembrar, con la ayuda de un hisopo
estéril, los caldos no turbios en las placas con agar Miieller
Hinton, se incubo a 37 °C por 24 horas, verificando si hubo
o no crecimiento de bacterias en las placas sembradas. '

Analisis estadistico.- Los resultados fueron procesados
con el analisis de varianza considerandose estadisticamente
significativos para p<0,05, empleando el paquete estadisti-
co SPSS version 21.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se evalud la actividad antibacteriana de la fraccion de
acetato de etilo de las semillas de Persea americana Mill.
“palta Hass” sobre Escherichia coli, principal responsable
de infecciones intestinales y urinarias. La actividad anti-
bacteriana fue representada por la presencia de los halos
de inhibicion.

En la Tabla 1 se muestran los resultados de la identifica-
cion de los metabolitos secundarios presentes en la fraccion
descrita, separado de las semillas de Persea americana
Mill. “palta Hass”, donde se puede apreciar la presencia
de compuestos fenolicos, taninos y flavonoides; resultados
similares a los reportados por Chavez® quién determino el
contenido de fenoles en los extractos metandlico y aceto-

Tabla 1. Ensayo fitoquimico de la fraccion de acetato de etilo de Persea
americana Mill. “palta Hass”.

Metabolitos

Ensayo . Resultados Caracteristicas
secundarios

Cloruro férrico  Fenoles +++ Azul verdosa oscura

Gelatina Taninos ++ Precipitado oscuro

Shinoda Flavonoides +++ Naranja rojizo

Leyenda: (+) Escaso; (++) Regular; (+++) Abundante
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nico de cascara y semilla de aguacate segun la prueba de
Folin Ciocalteu y cuyos resultados determinaron mayor
presencia en el extracto metandlico a diferencia del aceto-
nico. Los mismos resultados se observaron en el contenido
de flavonoides. Rengifo > identifico triterpenos, quinonas,
aminoacidos, flavonoides, compuestos fenolicos y trazas de
lactonas en aceite de la semilla de palta Persea americana
Mill. Var. Hass fuerte. Escobar ef al. 3 identificaron taninos
y flavonoides en el extracto etanolico de la semilla de Per-
sea americana. Najarro '? identificé taninos, flavonoides,
alcaloides, triterpenos y esteroides en extracto etanolico de
las semillas de Persea americana Mill. y responsabiliza la
actividad antibacteriana a los flavonoides. Ilozue et al. ™
identificaron en la semilla de Persea americana, esteroi-
des, alcaloides, saponinas, taninos, flavonoides y glucosi-
dos cardiacos. Owusu et al. '* determinaron que el extracto
metandlico de las hojas de Persea americana Mill. muestra
actividad antimicrobiana potente con las mayores zonas de
inhibicion (0 - 1,8 mm) en el ensayo de difusion en agar
y con la mas baja CMI en el ensayo de dilucion en caldo
contra un panel de microorganismos que incluye Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Salmonella typhi, Streptococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa 'y Candida albicans; da-
tos similares al obtenido apoyan el uso etnomedicinal de
las hojas de Persea americana para el tratamiento de las
infecciones.

En caso de la actividad antibacteriana, el uso de la técnica
de difusion en disco Kirby Bauer permite un analisis pre-
liminar eficaz para demostrar efectos antibacterianos de la
fraccion de acetato de etilo aislado de la semilla de Persea
americana Mill. “palta Hass”. En la Figura | se puede ob-
servar la variacion de halos de inhibicion de las diferentes
concentraciones de la fraccion de acetato de etilo frente a
la cepa en estudio, por lo que se puede evidenciar que todas
las concentraciones muestran actividad inhibitoria sobre la
cepa empleada. En la Figura 2 se aprecia que la fraccion
de acetato de etilo muestra un porcentaje de inhibicion de
81,5% frente a cepa de Escherichia coli a una concentra-
cion de 10%, siendo estadisticamente similar a Ciprofloxa-
cino, antibidtico que fue utilizado como estandar debido a
que es el de eleccion en el tratamiento de infecciones in-
testinales y urinarias, en donde la Escherichia coli es el
germen responsable en un 50%.
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Figura 1. Variacion de los halos de inhibicién por las diferentes concen-

traciones de la fraccion de acetato de etilo. ANOVA p<0,05. FAE: fraccion
acetato de etilo.
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La Tabla 2 muestra la CMI y CMB de la fraccion de acetato
de etilo frente a la cepa de Escherichia coli ATCC 35218;
con CMI de 0,625 mg/mL y CMB de 1,250 mg/mL, esto
indica de que los fitoconstituyentes de las semillas de Per-
sea americana Mill. tienen un alto potencial terapéutico
que incluso trabajos cientificos preliminares como reporta
Najarro * en el extracto etandlico de la semilla, inhibi6 el
crecimiento de Escherichia coli. De igual manera, Gomez
et al. '% senalaron que los extractos etandlico y cloroférmi-
co de la semillas inhiben el crecimiento de Mycobacterium
tuberculosis, mostrando valores de CMI < 50 mg/mL res-
pectivamente en sus resultados.

Chavez °en su estudio realizado sobre evaluacion antioxi-
dante y antimicrobiana con extractos metandlico y acetoni-
co de residuos de aguacate, contra Escherichia coli, Liste-
ria monocytogenes y Staphylococcus aureus, reportd que
en extractos metandlico y aceténico de cascara y semillas
mostraron mayor capacidad antimicrobiana en los tres ti-
pos de bacterias a diferencia de la cascara, dicha actividad
se debe a su alto contenido de fenoles y flavonoides. Asi
mismo, Escobar et al. > evaluaron el efecto antidiarreico a
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Figura 2. Porcentaje de inhibicion de la fraccion de acetato de etilo frente a
Escherichia coli ATCC 35218 en comparacion con ciprofloxacino.

Tabla 2. Concentracién minima inhibitoria y concentracion minima bacte-
ricida de la fraccion de acetato de etilo de la semilla de Persea americana
Mill. “palta Hass”.

Inhibicién y muerte de

ngg‘fl:go‘;e [Ffri;?r:f’l_ Escherichia coli ATCC
35218
1 2,500 -
2 1,250 o
3 0,625 *
4 0,313 +
5 0,156 +
6 0,078 +
7 0,039 +
8 0,020 +
9 0,010 +
10 0,005 +
11 0,002 +
12 0,001 +
13 0,0006 +

Leyenda: No hubo crecimiento (-), Hubo crecimiento (+), CMI (*), CMB (**)
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través de pruebas por induccion con Escherichia coli en
ratas Wistar. Ilozue et al. " determinaron la actividad anti-
microbiana del extracto, con cuatro disolventes diferentes,
de semillas contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus
y Salmonella typhi, utilizando técnicas de difusion en dis-
co. El extracto de acetato de etilo demostrd una actividad
pronunciada contra los organismos de prueba. La actividad
del extracto metanolico frente a Staphylococcus aureus fue
alto, mientras que el de éter de petrodleo fue minima contra
Escherichia coli.

El mecanismo responsable de la actividad antibacteriana de
los fenoles puede estar relacionado con procesos de inhibi-
cioén enzimatica por parte de los compuestos oxidados, po-
siblemente a través de reacciones con grupos sulthidricos
o0 a través de interacciones inespecificas con las proteinas.
La presencia de hidroxilos en los anillos le confiere a los
flavonoides mayor actividad contra bacterias Gram positi-
vas al inhibir la sintesis de ADN, en contraste con las Gram
negativas, sobre las que la actividad es menor °.

El espectro de la actividad antimicrobiana exhibida por el
extracto se podrian atribuir a la presencia de estos fitocons-
tituyentes, lo que podria significar que Persea americana
Mill “palta Hass” representa una fuente potencial de agen-
tes terapéuticos.

CONCLUSIONES

La fraccion de acetato de etilo de las semillas de Persea
americana Mill “palta Hass” presenta compuestos fendli-
cos con actividad antibacteriana a una concentracion del
10% frente a la cepa de Escherichia coli ATCC 35218,y la
concentracion minima inhibitoria y concentracién minima
bactericida de la fraccion de acetato de etilo fue de 0,625
mg/mL y 1,250 mg/mL, respectivamente.
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