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RESUMEN

El incremento de la resistencia bacteriana a los antibioticos convencionales es un conflicto
que agobia a toda la humanidad, por esta razén, investigadores de diferentes ciencias afines de la
salud, entre ellos el Grupo de Investigacion de Salud Publica de la Universidad de Narifio, buscan
entre la biodiversidad de los vegetales una sustancia con potencial accion bactericida y bajo riesgo
de citotoxicidad para el ser humano. Aceites de Semillas (AV) de frutas cultivadas en el
departamento de Narifio: Annona muricata (guanabana), Carica papaya (papaya), Passiflora
edulis (maracuyd), Psidium guajava (guayaba), Rubus glaucus (mora de castilla), Solanum
betaceum (tomate de arbol), Solanum quitoense (lulo) y Mangifera indica (mango), fueron
extraidos por medio de tecnologia de Fluidos Supercritico (FSC) por el Grupo de Tecnologias
Emergentes de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad de Narifio, con el animo de explorar su
potencial bioldgico. En este contexto y en un esfuerzo conjunto de los grupos de investigacion, se
planted la necesidad de determinar in vitro la capacidad antibacteriana de los AV de las frutas
previamente mencionadas frente a tres cepas bacterianas Gram negativas: E. coli (ATCC 25922),
K. pneumoniae (ATCC 13883), P. aeruginosa (ATCC 27853), y dos cepas Gram positivas: S.
aureus (ATCC 25923), E. faecalis (ATCC 29212), para ser potencialmente utilizados en la
industria alimenticia, cosmética y farmacologica.

La accion bactericida se determino utilizando la técnica de difusion con sensidiscos en
placa de agar, y la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) utilizando microdiluciones en caldo y
placas de microELISA. Los aceites de semilla se analizaron en concentraciones de 900, 750, 500
y 250 pL/mL frente a cada cepa certificada y sobre cepas resistentes a diferentes antibidticos, las

cuales fueron donadas por la Clinica Profesionales de la Salud PROINSALUD S.A.S.



Para descartar efectos citotdxicos de los AV se realizaron diferentes pruebas en células
sanguineas, para ello inicialmente se determiné el efecto sobre viabilidad linfocitaria durante tres
horas. En eritrocitos se determind la inhibicién de la hemdlisis inducida por peroxido de
Hidrégeno (H202) y también se realizaron pruebas de verificacion de generacion de alteraciones
morfoldgicas producidas por los aceites de semillas sobre eritrocitos.

El AV de P. guajava presentd actividad antibacteriana sobre las cinco cepas bacterianas,
los AV de R. glaucus, A. muricata, P. edulis y S. betaceum sobre cuatro cepas, el AV de S.
quitoense sobre tres, el AV de C. papaya sobre dos cepas y el AV de M. indica sobre una cepa
bacteriana. La CMI determinada oscilé entre 500 y 900 uL/mL y la Concentracion Minima
Bactericida (CMB) entre 700 y 900 puL/mL, indicando que se requiere una alta concentracion de
los AV para inhibir o eliminar el crecimiento bacteriano respectivamente.

Ninguna de las concentraciones de los AV evaluados evidencid citotoxicidad sobre
linfocitos, ya que en todos los cultivos se observé un porcentaje de viabilidad superior al 90%
durante 3 horas de estudio. Se evidencio actividad antihemolitica en todos los aceites oscilando
entre 40,09% y 65,94% frente al control positivo. La Unica alteracion morfoldgica observada en
eritrocitos tratados con los AV fue la formacion de equinocitos, en un porcentaje inferior al 4%.

Los AV de semillas de P. guajava, R. glaucus, A. Muricata, P. edulis y S. betaceum, S.
quitoense, C. papaya y M. indica presentan actividad bactericida diferencial sobre cepas ATCC
de E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus y E. faecalis. No presentan actividad
citotdxica sobre linfocitos, inhiben la hemolisis de hematies y no inducen la equinocitosis.

Los resultados de este trabajo contribuyen al conocimiento de las propiedades biologicas
de estos AV dando un valor agregado a las semillas de desecho, motivando asi su empleo

potencial en la industria alimenticia o cosmetoldgica. Sin embargo, se establece que no podrian



ser utilizados en la industria farmacoldgica para controlar infecciones bacterianas debido a que se

requiere una elevada concentracion para inhibir este tipo de afecciones.

Palabras clave: Aceites vegetales, cepas bacterianas, resistencia, citotoxicidad, actividad

antihemolitica.
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ABSTRACT

The increase in bacterial resistance to conventional antibiotics is an issue that
concerns humanity; therefore, different researchers from health-related sciences including the
Public Health Research Group of the Narifio University, are looking for a substance among the
biodiversity of plants with a potential bactericidal action and low risk of cytotoxicity in humans.
Seed Oils (SO) from fruits grown in the department of Narifio such as Annona muricata (soursop),
Carica papaya (papaya), Passiflora edulis (passion fruit), Psidium guajava (guayaba), Rubus
glaucus (Castilla blackberry), Solanum betaceum (tomate de arbol), Solanum quitoense (lulo) and
Mangifera indica (mango) were extracted using the Supercritical Fluid (SCF) technology by
Agroindustrial Engineering Group of Emerging Technologies of the Narifio University ~ with
the aim of exploring its biological potential. In this context with a joint effort of the research
groups, it was determined the in vitro antibacterial capacity of the SO of the previously mentioned
fruits against three Gram negative bacterial strains: E. coli (ATCC 25922), K. pneumoniae
(ATCC 13883), P. aeruginosa (ATCC 27853), and two Gram positive strains: S. aureus (ATCC
25923), E. faecalis (ATCC 29212), to be potentially used in the food, cosmetic and
pharmacological industry.

The bactericidal action was determined using the diffusion technique with sensidisks
on an agar plate and the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) using broth microdilutions and
microELISA plates. The seed oils were analyzed at concentrations of 900, 750, 500 and 250 pL /
mL against each certified strain and on strains resistant to different antibiotics, which were
donated by the Health Professionals Clinic PROINSALUD S.A.S.

To rule out cytotoxic effects of the SO, different tests were performed on blood cells,

for which the effect on lymphocyte viability was initially analyzed for three hours. In the
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erythrocytes were determined the inhibition of hemolysis induced by Hydrogen peroxide (H202)
and also tests were carried out to verify the generation of morphological alterations produced by
the seeds oils on erythrocytes.

The SO of P. guajava showed antibacterial activity on five bacterial strains, the SO of
R. glaucus, A. muricata, P. edulis and S. betaceum on four strains, the SO of S. quitoense on three
strains, the SO of C papaya on two strains and the SO of M. indica on one bacterial strain. The
range of the MIC was between 500 and 900 pL / mL and the Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) between 700 and 900 pL / mL, indicating that a high concentration of SO is
required to inhibit or eliminate bacterial growth, respectively.

None of the concentrations of the SO evaluated showed cytotoxicity on lymphocytes
since in all crops a percentage of viability greater than 90% was observed during the 3 hours of
the study. Antihemolytic activity was evidenced in all oils, ranging between 40.09% and 65.94%
compared to the positive control. The only morphological alteration observed in erythrocytes
treated with SO was echinocyte formation, in a percentage lower than 4%.

The SO of P. guajava, R. glaucus, A. Muricata, P. edulis and S. betaceum, S.
quitoense, C. papaya and M. indica show differential bactericidal activity on ATCC strains of E.
coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus, and E. faecalis. They do not present cytotoxic
activity on lymphocytes, they inhibit hemolysis of red blood cells and they do not induce
echinocytosis.

The results of this work contribute to the knowledge of the biological properties of
these SO, giving an added value to the waste seeds, thus motivating their potential use in the food

or cosmetic industry. However, it is established that they could not be used in the pharmacological



12

industry to control bacterial infections because a high concentration is required to inhibit these

types of conditions.

Keywords: seed oils, bacterial strains, resistance, cytotoxicity, anti-hemolytic activity.
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1. Introduccion

El departamento de Narifio gracias a su posicion geografica presenta diversidad de pisos
térmicos y climas, lo que le permite producir gran variedad de cultivos, entre ellos las frutas,
utilizadas en la elaboracion de jugos, mermeladas, dulces, almibares, jaleas y bocadillos entre otros.
Este uso genera una considerable cantidad de residuos como cascaras y semillas, las cuales
normalmente son eliminadas en el relleno sanitario y en ocasiones utilizadas como abono organico.

El tratamiento de enfermedades infecciosas con farmacos a base de plantas se ha incrementado
en los ultimos afios, debido a que tanto su costo como la ocurrencia de efectos colaterales son
menores en comparacion con los antibioticos convencionales; estos, al ser obtenidos de algunos
hongos y bacterias contienen moléculas que de alguna manera podrian ser facilmente reconocidas
por las bacterias, probabilidad que disminuye con los extractos y otros productos obtenidos de
plantas (Shrestha y Dhillion 2003). Gran parte de la bioprospeccién se ha centrado en la basqueda de
compuestos con actividad bioldgica, utilizando la informacion etnoboténica para la seleccion de
plantas con algun uso farmacol6gico (Bermudez, Oliveira-Miranda, y Velazquez 2005).

La resistencia a los antimicrobianos hace referencia a la condicion del microorganismo de
sobrevivir cuando es expuesto a la accion de una sustancia antibidtica debido por lo general a
adaptaciones genéticas y en otros casos al uso inapropiado de los antibiéticos (OMS 2017a). A nivel
mundial es un problema generalizado que conlleva a complicaciones de la salud, sobrecostos debido
a las estadias prolongadas y cambio de tratamiento farmacoldgico, ausentismo laboral e incluso la
muerte del paciente (OMS 2017a).

Segun la European Centre for Disease Prevention and Control (EARS-Net 2016), en la Union

Europea (EU/EEA) el fenotipo de Klebsiella pneumoniae, aumento la resistencia a las
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carbapenemasas y una accion de resistencia individual y combinada a fluoroquinolonas,
cefalosporinas y aminoglucdsidos de tercera generacion; Escherichia coli aumentd su resistencia a
las cefalosporinas de tercera generacion y a la accién combinada de cefalosporinas, fluoroquinolonas
y aminoglucdsidos de tercera generacion y observaron un descenso en la ocurrencia del
Staphylococcus aureus meticilinorresistentes (SARM). Sin embargo, su seguimiento continla siendo
prioritario. Un agravante a esta situacion y que dificulta la identificacion fenotipica y el tratamiento,
es la frecuente resistencia que puede presentar una cepa bacteriana frente a una misma familia de
antibioticos (Alos 2014). En un servicio de urgencias de Espafia, se reportd que la cepa de E. coli
ST448 phylogroup B1 causante de sepsis urinaria con evolucion fatal, present6 la coexistencia de los
genes blaKPC-3, blaVIM-1, blaSHV-12, blaOXA-9, blaTEM-1a y blaCMY-2-B-lactamasa y ademas
era productora de carbapenemasa (Porres-Osante et al. 2014). La prevalencia de la resistencia
presentada por las enterobacterias productoras de p-lactamasas de espectro extendido (BLEE), se han
convertido en uno de los principales desafios para el tratamiento antibiotico tradicional, en gran parte
debido a la actual pandemia de enzimas CTX-M (principalmente la CTX-M15) y aunque la mayoria
de los estudios se han centrado en pacientes hospitalizados, hoy en dia debido a la colonizacion
intestinal se encuentran en la comunidad portadores asintomaticos de bacterias entéricas productoras
de BLEE; se calcula que en el mundo existen 1.753 millones de personas colonizadas (Woerther
etal. 2013).

En Colombia en el periodo comprendido entre los afios 2012 a 2016 las tres Enterobacterias
aisladas de UCI y fuera de esta con mayor prevalencia versus resistencia fueron K. pneumoniae (762
/ 711), Enterobacter cloacae (239/ 225) y Escherichia coli (138/84); la carbapenemasa mas frecuente
fue KPC (K. pneumoniae carbapenemasa) (Ovalle y Saavedra 2016). A nivel de las bacterias Gram

negativas no fermentadoras, la de mayor prevalencia fue Pseudomonas aeruginosa con 1528
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aislamientos (1462 resistentes), la carbapenemasa mas prevalente fue VIM (Verona integron-
encoded metallo beta lactamase). Por otra parte, en las bacterias Gram positivas de 3462 aislamientos
de Staphylococcus aureus el 31,6% presentaron resistencia a la oxacilina y Enterococcus faecium de
308 aislamientos el 68,2% mostraron resistencia frente a ampicilina (Ovalle y Saavedra 2016). En
este sentido, debido a su alta frecuencia de aislamiento como agentes causantes de infecciones de
vias urinarias, gastrointestinales, vias respiratorias y heridas quirargicas, entre otras, las bacterias K.
pneumoniae, E. coli, P. aeruginosa, S. aureus y E. faecalis y por presentar algiin mecanismo de
resistencia a antibidticos tradicionales han sido seleccionadas para la realizacion del presente trabajo
de investigacion.

Las plantas constituyen un recurso valioso en los sistemas de salud en los paises en desarrollo,
varias se han utilizado ancestralmente en diferentes culturas para tratar diversas enfermedades
(Bermudez, Oliveira-Miranda, y Velazquez 2005). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha
estimado que maés del 80% de la poblacion mundial utiliza rutinariamente la medicina tradicional,
para satisfacer sus necesidades de atencidn basica de salud y que gran parte de los tratamientos
caseros implica el uso de extractos de plantas o sus principios activos (Bermudez, Oliveira-Miranda,
y Velazquez 2005).

El tratamiento de enfermedades infecciosas con farmacos a base de plantas se ha incrementado
en los ultimos afios, debido a que tanto su costo como la ocurrencia de efectos colaterales son
menores en comparacion con los antibioticos obtenidos de hongos y de algunas bacterias, contienen
moléculas que de alguna manera podrian ser facilmente reconocidas, probabilidad que se disminuye
con los extractos y otros productos obtenidos de plantas (Shrestha y Dhillion 2003). Gran parte de la
bioprospeccién se ha centrado en la busqueda de compuestos con actividad bioldgica, utilizando la

informacion etnoboténica para la seleccién de plantas con algln uso farmacolégico (Bermudez,
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Oliveira-Miranda, y Velazquez 2005)(Bermudez, Oliveira-Miranda, y Velazquez 2005),
cosmetolégico (Aburjai y Natsheh 2003; Awad EI-Gied, Abdelkareem, y Hamedelniel 2015) y como
protector de alimentos (Luna Guevara et al. 2015). De similar manera, es muy importante evaluar la
citotoxicidad con el fin de identificar posibles efectos nocivos a nivel estructural y/o funcional contra
las células humanas (Avalos-Soto et al. 2014).

Los residuos de frutas como semillas y cascaras representan un potencial para la industria de
nuevos productos como los aceites vegetales (AV), los cuales al ser obtenidos por tecnologia de
fluidos supercriticos (FSC) son amigables con el medio ambiente y ofrecen un producto de uso
alimenticio, quimico, cosmetologico y de biocombustibles (Vigano, da Fonseca, y Martinez 2014).
Se ha descrito la obtencidn de &cidos grasos como: acido palmitico, oleico, estearico, linoleico y
linolénico, representativos en el uso en alimentos, farmacéutica y cosmetologia a partir de las
semillas de Annona muricata (guanabana), Psidium guajava (guayaba), Solanun quitoense (lulo),
Mangifera indica (mango), Passiflora edulis (maracuya ), Rubus glaucus (mora de castilla), Carica
papaya (papaya) y Solanum betaceum (tomate de arbol) (A. F. Cerdn, Osorio M., y Hurtado B. 2012;
D. Dorado, Hurtado-Benavides, y Martinez-Correa 2016); estos AV de semilla presentaron ademas
capacidad antioxidante debido a su contenido de vitamina E y compuestos fendlicos (Nivia et al.
2007; D. Dorado, Hurtado-Benavides, y Martinez-Correa 2016; Pantoja Chamorrro, Hurtado
Benavides, y Martinez Correa 2017); es necesario avanzar en el estudio de su potencial actividad
antibacteriana, antifungica, antinflamatoria, y verificar la capacidad citotdéxica y mutagénica para
utilizarlos en posibles aplicaciones farmacoldgicas o industriales.

Colombia es considerado uno de los 14 paises megadiversos del mundo poseedor de una gran
riqueza vegetal y cultural (Andrade C 2011). Gracias a su ubicacion geogréafica se dispone de gran

variedad de frutales de excelente calidad organoléptica y alto contenido de solidos solubles
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(Asohofrucol 2009), caracteristicas aprovechadas a nivel industrial para la produccion de jugos,
pulpas, mermeladas, conservas, confiteria, colorantes, entre otros, generando una gran cantidad de
residuos organicos entre ellos semillas y cascaras (Ceron et al., 2012; Pantoja-Chamorro et al.,
2017).

El grupo de Tecnologias Emergentes en Agroindustria (TEA) de la Universidad de Narifio,
interesado en dar valor agregado a los residuos de las semillas de ocho frutas cultivadas en Narifio:
Annona muricata (guanabana), Psidium guajava (guayaba), Solanum quitoense (lulo), Mangifera
indica (mango), Passiflora edulis (maracuya ), Rubus glaucus (mora de castilla), Carica papaya
(papaya) y Solanum betaceum (tomate de arbol), extrajeron los aceites vegetales (AV) de estas
semillas e identificaron la composicion de acidos grasos saponificables e insaponificables (Cerén,
Hurtado, y Ayala 2016a; D. Dorado, Hurtado-Benavides, y Martinez-Correa 2016; Dorado y
Hurtado-Benavides, Martinez-Correa 2016; Pantoja-Chamorro, Hurtado-Benavides, y Martinez-
Correa 2017). Estos AV fueron obtenidos mediante la tecnologia de fluidos supercriticos con CO>
(FSC), metodologia amigable con el medio ambiente y libre de residuos organicos, ofreciendo un
producto con prometedora aplicacién en la industria farmacéutica, cosmética y en la industria
alimentaria.

En este sentido, fue de interés unanime junto al grupo de Salud Pdblica de la Universidad de
Narifio profundizar en el conocimiento del potencial bactericida y citotdxico in vitro de los aceites
vegetales obtenidos de las semillas de estas frutas, seleccionadas por su alta produccion en el
departamento de Narifio, alta acogida en la cocina tradicional, buena produccion de semillas y facil
segregacion de estas (Hurtado-Benavides et al., 2016).

El objetivo de este estudio fue determinar in vitro el poder antibacteriano de los AV de semillas

de ocho frutas andinas: Annona muricata (guanabana), Psidium guajava (guayaba), Solanum quitoense
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(lulo), Mangifera indica (mango), Passiflora edulis (maracuyd), Rubus glaucus (mora de castilla),
Carica papaya (papaya) y Solanum betaceum (tomate de arbol), frente a tres cepas bacterianas Gram
negativas: Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) y dos cepas Gram positivas: Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y
Enterococcus faecalis (ATCC 29212); adicionalmente, teniendo en cuenta que iban a ser utilizados
por seres humanos, se valord la actividad citotdxica sobre sobre eritrocitos y linfocitos.

Estos aceites podrian resultar en una alternativa farmacéutica, en cosmetologia y en la industria
alimenticia como protector de alimentos; de esta manera se busca conferir valor agregado a los residuos
de frutas desechados y sin mayor utilidad en la actualidad, disminuyendo el impacto al medio
ambiente. Por lo tanto, la pregunta de investigacion propuesta es:

¢Cual es el potencial citotoxico sobre eritrocitos y linfocitos humanos y la actividad
antibacteriana in vitro sobre: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis de los aceites vegetales obtenidos de semillas de las
frutas: Annona muricata (guandbana), Psidium guajava (guayaba), Solanum quitoense (lulo),
Mangifera indica (mango), Passiflora edulis (maracuya), Rubus glaucus (mora de castilla), Carica

papaya (papaya) y Solanum betaceum (tomate de arbol)?
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2. Justificacion

La diseminacion de enterobacterias productoras de carbapenemasas (EPC) y la creciente
resistencia a las fluoroquinolonas, ceftriaxona y cefixima, complica mucho el diagnostico y
tratamiento de las infecciones (Alds 2014), incrementando la morbimortalidad, aumento de la
permanencia hospitalaria y con ello el costo de atencion y la posible diseminacion del microrganismo
intra y extra hospitalariamente (Oteo y Belén Aracil 2015). En Espafia se busca priorizar la
identificacion de los genes BLEE del tipo CTX-M y SHV18, 19, TEM y disminuir el impacto
epidemioldgico (Oteo y Belén Aracil 2015). Las carbapenemasas aparecieron a finales del siglo XX
y les ha tomado alrededor de una década en expandirse por todo el mundo (Oteo et al. 2014).
Actualmente en Esparia se ha registrado un aumento entre las EPC de las cepas de Klebsiella
pneumoniae productoras de OXA-48 o VIM-1, Escherichia coli y Enterobacter cloacae (Oteo et al.
2014). La multirresistencia bacteriana se ha convertido en un verdadero desafio para la medicina, tal
es el caso de VIM-2 una de las MBL (metalo beta lactamasas) que fue identificada en dos de tres
microorganismos: Citrobacter freundii y Pseudomonas aeruginosa, aislados de un paciente espafiol
internado en la unidad de cuidados intensivos (UCI) por hemorragia gastrointestinal secundaria que
evoluciono a necrosis gastrica y sepsis grave causandole la muerte (Porres-Osante et al. 2014).

En las bacterias Gram positivas el panorama no es mas alentador, en Staphylococcus aureus
inicialmente se report6 la produccion de la enzima penicilinasa y con ella la resistencia a la
penicilina, mas adelante se reportaron cepas meticilino-resistentes (SARM) y actualmente se han
reportado cepas resistentes a los betalactdmicos, todo esto debido a que el S. aureus es portador del
gen mecA que confiere resistencia a multiples farmacos (Nodarse Herndndez y Abad 2013). SARM y

Enterococcus spp multiresistentes son causante de infecciones nosocomiales representando un reto
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para su control ya que se han descrito cepas de SARM resistentes a vancomicina y linezolid y se han
descubierto nuevos clones (ST398), y variantes mec (mecC) de origen animal dificiles de identificar
con técnicas moleculares para identificar el gen mecA (Canton y Ruiz-Garbajosa 2013). En Europa
se han aislado cepas de Enterococcus faecium resistente al linezolid, a ampicilina (por -lactamasas)
y baja sensibilidad a daptomicina, por lo tanto el aislamiento, la identificacion y control de estos
microorganismos supone un incremento en las medidas epidemioldgicas para disminuir la
colonizacion y los brotes epidemiologicos (Canton y Ruiz-Garbajosa 2013).

Tradicionalmente se han utilizado plantas con fines medicinales. EI conocimiento de su uso y
aprovechamiento se transmiten desde los ancestros a las siguientes generaciones, y su
aprovechamiento se ha mantenido debido entre otras razones a que se cultivan de manera facil, son
eficaces, bajo costo, los efectos secundarios casi nulos, su alta accesibilidad y por otra parte la
creciente dificultad de acceso al sistema de salud moderno (Shrestha and Dhillion 2003). Son
muchas las especies vegetales utilizadas alrededor del mundo como recursos medicinales, por lo
tanto, se hace necesario identificar su potencial bioldgico, para validar cientificamente su uso en la
medicina (Salomé-Abarca et al. 2015). Las empresas farmacéuticas principalmente de Estados
Unidos producen antibioticos de origen fangico y bacteriano, sin embargo son muy pocos los
bactericidas que se obtienen a partir de plantas (Ranjbar y Babaie 2016).

Determinar la citotoxicidad permite identificar a priori los posibles efectos nocivos contra las
células, bien sea en su estructura o en el desarrollo normal de sus funciones (Avalos-Soto et al.
2014), este parametro no ha sido estudiado en los AV obtenidos de las semillas de los frutos de
interés para este estudio; sin embargo, existen reportes sobre evaluacion de la ausencia de
citotoxicidad de extractos de corteza de guayaba y mango sobre eritrocitos (Duran, Montero, y

Marrugo 2013), y otros trabajos en los que se utilizan tallos, hojas y pulpa de Anonéaceas en los
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cuales se reportd citotoxicidad sobre células cancerosas (Liu 2003; Lina Castro, Alzate, y Guerrero
2010; Solis Fuentes et al. 2010).

Gracias a la biodiversidad de Colombia podemos obtener bienes fundamentales tales como
alimentos, combustibles, medicinas, vivienda, tejidos y servicios culturales relacionados con el
desarrollo de la sociedad (Andrade C 2011). Por su topografia y ubicacién geografica se genera una
amplia diversidad climética que ha permitido que Colombia presente un estimado de 62819 especies
de las cuales 8803 especies son endémicas posicionando al pais en el tercer lugar en endemismo (SIB
Colombia 2018).

De manera particular el departamento de Narifio ubicado estratégicamente al sur occidente del
pais, presenta diversas regiones bioclimaticas entre la costa Pacifica, la sierra Andina y la region
Amazonica; su actividad economica se basa en agricultura, ganaderia, mineria y pesca. La
tecnificacion es incipiente y se basa en conocimiento de técnicas tradicionales (Rangel, Lowy, y
Aguilar 1997).

Diversas plantas se han utilizado ancestralmente para el tratamiento de enfermedades
infecciosas y sus procesos inflamatorios (Cogo et al. 2010). Las frutas son algunos de estos
alimentos ya que tiene la capacidad de proporcionar nutrientes como vitaminas, minerales,
carbohidratos y aceites vegetales y otros compuestos bioactivos responsables de su actividad
antioxidante, antimicrobiana, anticancerigena, previenen las enfermedades cardiovasculares, diabetes
y en general procesos degenerativos asociados a la edad avanzada (Wolfe, Wu, y Liu 2003).
Pelegrini et al., (2008) identificaron la existencia de un péptido en las semillas de guayaba con
actividad antimicrobiana sobre bacterias Gram-negativas, Jiamboonsri y colaboradores (2011),
evaluaron el potencial inhibitorio de extractos vegetales de semillas de mango sobre Staphylococcus

aureus meticilino-resistente (SARM); Martini et al., (2009) reportaron actividad antibacteriana de
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compuestos aislados de hoja de Rubus ulmifolius contra H. pylori cepa G21- CagA. Lam et al.
(2009), demostraron actividad antifungica de una nueva proteina de las semillas del maracuya.
Castro et al., (2010) reportaron actividad insecticida, larvicida, citotoxica y anticancerigena a partir
del uso de tallos, hojas y pulpa de A. cherimoli; Sapaat et al., (2012) reportaron actividad helmintica
de extractos de semilla de papaya.

En la cosmetologia los productos vegetales especialmente los aceites esenciales, son utilizados
por su baja toxicidad, bajo costo-beneficio, abundante materia prima, aroma agradable y emoliencia
(Aburjai y Natsheh 2003). Entre los usos que se han dado a los extractos vegetales estan: para la piel
(humectantes, antiinflamatorios, anti-eccemas, anti-acné, eliminacion de radicales libres,
antienvejecimiento y perfumeria), en el cuidado del cabello (estimulantes del crecimiento, tinturas,
anti-caspa, acondicionadores) (Aburjai y Natsheh 2003). En la industria alimenticia los acidos
grasos, ademas de ser un factor de importancia nutricional, pueden utilizarse para cubrir alimentos
perecederos y prolongar su vida atil liberandolos de la accion de los microorganismos (Figueroa
Martinez, Hurtado Benavides, y Ceballos Ortiz 2016).

El grupo de Tecnologias Emergentes de Agroindustria (TEA) de la Universidad de Narifio,
interesados por dar un uso adicional a los desechos de frutas cultivadas en la region andina del
departamento de Narifio, extrajeron y caracterizaron los compuestos de los aceites de semillas de
Annona muricata (guanabana), Psidium guajava (guayaba), Solanum quitoense (lulo), Mangifera
indica (mango), Passiflora edulis (maracuya), Rubus glaucus (mora de castilla), Carica papaya
(papaya) y Solanum betaceum (tomate de arbol) (Ceron, Osorio y Hurtado, 2012; Ceron, Hurtado y
Ayala, 2016; Dorado Achicanoy, 2016; Pantoja-Chamorro, Hurtado-Benavides y Martinez-Correa
2017). Teniendo en cuenta trabajos de investigacion previos realizados con extractos de Rosmarinus

officinalis L. y Ruta graveolens L. sobre Helicobacter pylori (Mena-Huertas et al. 2016), estudios de
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citotoxicidad, mutagenicidad y genotoxicidad realizados con extractos obtenidos de Carica
candamarcensi (Mena-Huertas et al. 2011) y, determinacion de la actividad antibacteriana in vitro de
extractos de plantas frente a Helicobacter pylori (Huertas y Chamorro 2007). El grupo de
investigacion de Salud Publica con la finalidad de determinar el potencial biol6gico de estos
extractos de semillas, consider necesario realizar estudios in vitro con los aceites vegetales (AV) de
las especies relacionadas previamente, con el fin de identificar actividad antibacteriana viable para
ser utilizados en cosmetologia, en el tratamiento y control de patologias de tipo infeccioso en seres
humanos o bien para ser utilizados en la industria alimenticia como preservante o aditivo como
recubrimiento o glaseado superficial de alimentos en pro de la disminucién de la transpiracion y la
deshidratacion mejorando la apariencia de los alimentos, adicionalmente para prevenir la
contaminacion causada por las bacterias: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis, microrganismos de interés en salud
publica; ademas se evalud la citotoxicidad sobre células sanguineas humanas, teniendo en cuenta que

los AV podrian ser utilizado en seres humanos.

3. Aporte de la Investigacion al Desarrollo de la Ciencia

El aporte del presente trabajo de investigacion al desarrollo de las Ciencias Bioldgicas fue
demostrar si alguno de los AV extraidos de las semillas de ocho frutas cultivadas en Narifio
presentaba actividad antibacteriana y ademas que presente baja actividad citotoxica, informacion
importante para que puedan ser utilizados en procesos farmacoldgicos, cosmetologicos o en la

conservacion de alimentos.
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4. Marco Tedrico

4.1. Enfermedades infecciosas y su tratamiento

En la actualidad el diagndstico y tratamiento de las enfermedades infecciosas comunes es cada
vez mas complejo, conllevando al incremento de las complicaciones, discapacidad, sobrecostos,
prolongando las estadias en los hospitales y la mortalidad (OMS 2017b). La efectividad de los
antimicrobianos esta puesta a prueba, microorganismos que normalmente eran sensibles estan
desarrollando resistencia a los antibidticos tradicionales generando un problema de salud publica,
intervenciones quirdrgicas como trasplantes, quimioterapias o cirugias menores se convertirian en
procedimientos de alto riesgo (OMS 2017a). Las bacterias resistentes y multirresistentes se
identifican actualmente como patdégenos importantes tanto en los entornos nosocomiales como
comunitarios (Cornaglia 2009). La resistencia antibacteriana esta regulada por genes especificos de
los mismos microorganismos y se incrementa debido a la presion ejercida por el uso indiscriminado
de los antibioticos (Gdmez 2015).

La exposicion continua, la sub o sobredosificacion y la medicacion inadecuada de antibioticos
han conllevado al desarrollo de cepas resistentes o multirresistentes que generan infecciones agudas
que requieren de una deteccidn temprana, desafortunadamente, los procedimientos tradicionales de
identificacién del microorganismo y el reporte del antibiograma, retrasa el inicio del tratamiento
acertado. En la actualidad se dispone de métodos moleculares que permiten la diferenciacién de
cepas bacterianas productoras de mecanismos de resistencia (Oteo y Belén Aracil 2015). Entre las
bacterias resistentes tenemos las Enterobacterias productoras de BLEE (betalactamasas de espectro
extendido), los Staphylococcus aureus meticilinorresistentes (SAMR), la Klebsiella Pneumoniae

productora de enzimas KPC (Carbapenemasas) (Gomez 2015) y en los Enterococcus la resistencia
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adquirida a beta-lactamicos, la produccion de betalactamasas, la resistencia a aminoglucésidos
(RAN) y a los glucopéptidos (Cercenado 2011). Esto evidencia la necesidad de realizar estudios en
busca de alternativas de tratamiento a las infecciones, con moléculas de un origen diferente a las

empleadas en los antibidticos convencionales.

4.1.1. Bacterias Gram negativas

Las bacterias Gram negativas son microorganismos agrupados en varias familias,
caracterizados estructuralmente por presentar una capa fina de peptidoglicano cubierta externamente
por una capa de Lipopolisacéaridos razén por la cual se tifien de color rojo o rosado mediante la
técnica de Gram. Este grupo bacteriano esta conformado por diferentes especies cuya clasificacion se
basa en su morfologia, caracteristicas genotipicas, tolerancia al oxigeno, pH y temperatura. Poseen
diferentes factores de virulencia y patogenicidad que desencadenan la respuesta inmune (Mollinedo

P.y Gonzéles V. 2014).

4.1.1.1. Klebsiella pneumoniae.

El género Klebsiella se caracteriza por ser bacilos Gram negativos, aerobios o anaerobios
facultativos, no esporulados, fermentan la glucosa con produccién de gas, la mayoria: reducen
nitratos a nitritos, son oxidasa negativa y catalasa positiva, inmdviles y presentan capsula. Habitan de
manera inocua en el suelo, agua y vegetacion y hacen parte de la microbiota intestinal de mamiferos
incluido el hombre (Puerta-Garcia y Mateos-Rodriguez 2010). Estan asociadas a infecciones en
tracto genital, urinario, respiratorio, septicemias, pero es fundamentalmente un oportunista. Los
géneros mas importantes son: K. granulomatis, K. pneumoniae subsp. pneumoniae, K. pneumoniae

subsp. ozaenae (Lopardo y Predari 2016). K. pneumoniae y K. oxytoca son considerados reportes del
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Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades Infecciosas CDC, no se ha incrementado el
porcentaje de cepas resistentes, pero continian siendo un microrganismo de atenciéon mundial. K.
pneumoniae es el agente etioldgico de neumonias, bacteriemias, meningitis, infecciones del tracto
genitourinario, enteritis, infecciones de piel y tejidos blandos, infecciones de las vias hepatobiliares,
peritonitis e infecciones en pacientes inmunocomprometidos (Lopardo y Predari 2016).

4.1.1.2. Escherichia coli.
Escherichia coli es una Enterobacteria, descrita en 1885 por Theodore von Escherich, es un bacilo
Gram negativo, anaerobio facultativo, presenta flagelos periticos y capsula, pueden o no ser moviles.
Son de metabolismo fermentativo y también pueden realizar respiracion oxidativa. Habita
normalmente en el intestino grueso de animales de sangre caliente incluido el hombre, es una
bacteria ubicua. La mayoria de cepas son oportunistas y estan asociadas a infecciones en personas
inmunocomprometidas. Los factores de virulencia son los antigenos somaticos (O), flagelar (H) y
capsular (K). Se han descrito 8 categorias distintas (patotipos o patovares) de las cuales 6 patotipos
causan afecciones diarreicas: E. coli Enteropatogeno (EPEC), E. coli Enterotoxigenico (ETEC), E.
coli Enteroinvasivo (EIEC), E. coli Enteroagregativo (EAEC), E. coli productor de Toxina Shiga
(STEC) y E. coli de Adherencia Difusa (DAEC); y 2 patotipos de invasion extraintestinal (EXPEC):
E. coli Uropatogénico (UPEC) y E. coli de la meningitis neonatal (NMEC). Los patotipos DEC son
un grupo heterogéneo con diferentes factores de virulencia e interaccion con la mucosa intestinal del
hospedador, causantes de diferentes sindromes diarreicos y con distinta epidemiologia (Lopardo y

Predari 2016).

4.1.1.3. Pseudomonas aeruginosa.
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Pertenecen a la familia Pseudomonadaceae morfoldgicamente son bacilos ligeramente curvados
Gram negativos, presentan flagelos polares monétrico o lofétricos, la superficie bacteriana puede
presentar muchas fimbrias o pili y la mayoria de cepas producen una capsula exopolisacarida de
alginato (Montero 2012). Son bacterias no fermentadoras, oxidasa positiva y pueden crecer bien a
42 °C; se encuentran de manera ubicua en suelo, agua, plantas, animales y contaminan implementos
de uso médico como dispositivos intrauterinos, humificadores, catéteres, valvulas convirtiéndose de
esta manera en un potencial patdgeno para el hombre, representan un problema a nivel de los
nosocomios infectando a pacientes inmunocomprometidos especialmente personas con cancer,
quemaduras y con fibrosis quistica (Gibb et al. 2002; Lujan Roca 2014).

Las colonias de P. aeruginosa presentan un olor similar a las uvas, afrutado o dulzén y una
coloracion tipica debido a los pigmentos fluorescentes que producen: pioverdina (amarillo-verdoso),
piocianina (azulado) o piorrubina (rojizo) (Montero 2012). Entre los factores de virulencia que posee
estan: la capsula, adhesinas, fimbrias (pili), pigmentos difusibles, endotoxinas, exotoxinas A, S, Ty
produccion de enzimas, biopeliculas, los cuales contribuyen a que se asocie con infecciones en
cualquier parte del cuerpo especialmente tracto respiratorio, tracto urinario, bacteriemia, piel y

tejidos blandos, oido y cavidad ocular (Montero 2012).

4.1.2. Bacterias Gram positivas

Las bacterias Gram positivas se caracterizan por que poseen una pared externa muy gruesa de
peptidoglicano en la cual se evidencia la presencia de los &cidos teicoicos, externamente algunas
especies pueden presentar una capa de proteinas. Con la tincién de Gram se tifien de morado o azul
intenso. Los diferentes grupos bacterianos se clasifican de acuerdo a la estructura, produccion de

enzimas, capsula, factores de virulencia, patogenicidad y requerimientos de oxigeno; por ejemplo, el
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polisacarido C de la pared sirve para la serotipificacion de los Streptococcus; la produccion de
capsula una estructura polisacaridica esta relacionada con la virulencia, morfologia colonial y factor
de inhibicidn de la fagocitosis de Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae tipo b

(Quispe 2014).

4.1.2.1. Staphylococcus aureus.

Pertenecen a la familia Staphylococaceae, son bacterias Gram positivas con forma de cocos
agrupados en pares, tétradas, cadenas cortas, racimos o simplemente como células individuales, tiene
un diametro de 05, a 1,5 um. Carecen de movilidad, no producen endosporas ni cdpsulas aunque
algunas cepas producen capsula de limo, son anaerobias facultativas, fermentan la glucosa y
producen la enzima catalasa (Cervantes-Garcia, Garcia-Gonzélez, y Salazar-Schettino 2014). Hacen
parte de la microbiota de piel y mucosas y habitualmente se lo aisla de nasofaringe (20-30%) y zonas
himedas de la piel a partir de las cuales puede infectar cualquier tejido. Los factores de virulencia
son muy variados e incluyen: &cidos teicoicos (componentes de la pared celular), enzimas como:
catalasa, coagulasa, estafiloguinasas, hialuronidasas, lipasas, fosfolipasa C, DNAsas, proteasas,
fosfatasas; toxinas como: leucocidinas, hemolisinas (a3, y y 9), exfoliatinas, toxina del shock toxico
y enterotoxinas (Bennett, Dolin, y Blaser 2014). Crecen en medios de cultivo comdn ya que no son
exigentes, las colonias son pequefias, brillantes, elevadas, de bordes enteros, cremosos y
pigmentados de dorado (debido a la produccion de carotenoides); en agar sangre producen 3
hemolisis y para su identificacion de otras especies se utilizan las pruebas de catalasa, coagulasa y
crecimiento en agar Manitol salado ya que toleran elevadas concentraciones de NaCl (7,5%)

(Cervantes-Garcia, Garcia-Gonzalez, y Salazar-Schettino 2014).
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4.1.2.2. Enterococcus faecalis.

Enterococcus son bacterias Gram positivas que se agrupan en pares o cadenas cortas, inicialmente se
conocieron como Streptococcus faecalis hacen parte de la flora gastrointestinal de humanos y otros
mamiferos y también en el tracto genitourinario y en la saliva (Pérez, Martinez, y Zhurbenko

2010). Pueden también ser encontrados en suelo, comida, agua, plantas, animales, pajaros e insectos
(Ronconi y Merino 2003). Son considerados patdgenos oportunistas para los humanos, pudiendo
causar diferentes enfermedades dentro de las que se encuentran las endocarditis, bacteriemias
enterococcicas, infecciones del tracto urinario, neonatales, del sistema nervioso central (aungque son
raras), intraabdominal y pélvica (Pérez, Martinez, y Zhurbenko 2010). Son muy resistentes a
condiciones adversas (congelacion, desecacién y tratamiento térmico, entre otras), por lo que son
buenos indicadores para valorar las condiciones higiénicas y de conservacién de los alimentos
congelados y desecados. Son responsables de infecciones clinicas, hospitalarias y comunitarias que
incluyen la infeccion urinaria, la bacteriemia, la endocarditis, la diverticulitis y la meningitis

(Ronconi y Merino 2003).

4.2. Aceites vegetales

La produccion agricola, el procesamiento y el consumo de productos vegetales conllevan a la
eliminacidén de gran cantidad de desechos que corresponden aproximadamente a un tercio del total
producido y en las frutas del 40 al 50% se pierde en las etapas posteriores al consumo (Vigand, da
Fonseca, y Martinez 2014). Estos desechos se utilizan tradicionalmente como abono organico,
alimento para animales o simplemente se eliminan en el relleno sanitario para su posterior
descomposicion (L. J. Ceron, Hurtado, y Ayala 2016b), generando gases (principalmente metano)

que contribuyen al efecto invernadero (Vigand, da Fonseca, y Martinez 2014). Por ello es necesario
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encontrar un uso adicional a dichos desperdicios y obtener subproductos de utilidad diversa:
farmacéutica, cosmetoldgica y como conservantes alimenticios. El grupo de Tecnologias Emergentes
de Agroindustria (TEA) de la Universidad de Narifio, extrajo aceites vegetales de las semillas de
ocho especies frutales cultivadas en la region andina del departamento de Narifio, con el fin de dar
una respuesta a las anteriores situaciones planteadas.

Los aceites vegetales (AV) son sustancias liquidas o semiliquidas obtenidas por diferentes
métodos de extraccion, compuestos por una fraccion saponificable compuesta por triglicéridos,
diglicéridos y acidos grasos libres (palmitico, estearico, oleico, palmitoleico, linoleico, linolénico) y
por una fraccion insaponificable compuesta de sustancias antioxidantes (vitamina E y compuestos
fenolicos), esteroles, fosfolipidos, colorantes, y sustancias aromaticas (A. F. Ceron, Osorio M., y
Hurtado B. 2012; Daniela J. Dorado, Hurtado-Benavides, y Martinez-Correa 2016; Pantoja
Chamorrro, Hurtado Benavides, y Martinez Correa 2017; Mojica, Ramirez-Rueda, y Espitia 2015).

La importancia de la composicion de los acidos grasos presentes en los AV de semilla radica
en su potencial utilidad a nivel farmacéutico por ejemplo el acido oleico, linolénico y linoleico, asi
como los compuestos minoritarios esteroles y tocoferoles se utilizan para la prevencién de cancer y
problemas cardiovasculares (Cerdn, Hurtado, y Ayala 2016a; Xiang et al. 2017).

En la industria cosmetoldgica los &cidos grasos esenciales se utilizan en la fabricacion de
productos para el cuidado de la piel como humectantes, antiinflamatorios, perfumes, cremas antiacnée
y antienvejecimiento prematuro. A nivel del cuero cabelludo se utilizan en la elaboracion de tintes,
acondicionadores y emulsiones que evitan la caspa y la caida del cabello (Aburjai y Natsheh 2003;
Morus et al. 2014).

En la industria alimenticia los acidos grasos, ademas de ser un factor de importancia

nutricional, estos aceites naturales no convencionales pueden utilizarse para cubrir alimentos
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perecederos y prolongar su vida Util (Luna Guevara et al. 2015; Hurtado-Benavides, Andrés M.

Dorado et al. 2016).

4.3. Extraccion de aceites vegetales por fluido supercriticos (FSC)

En la Figura 1, se representa el proceso de la tecnologia de fluido supercritico la cual consiste
en un sistema de extraccién que consta de una bomba de alta presion que incrementa la presion del
fluido por encima de su presion critica, una celda de extraccion (muestra) la cual se calienta a una
temperatura superior a la del punto critico donde el CO. presurizado es llevado a una temperatura
adecuada permitiendo su fluidez a través de la muestra hasta obtener un producto (Velasco, Villada,
y Carrera 2007).

Figural

Diagrama de proceso de extraccion con fluidos supercriticos EFS
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7 Vélvula de control de
presién automatica

8 Valvulas manuales de
control de presién

9 Vélvulas de salida

| =]

Fuente: Pantoja-Chamorro, (2017) Diagrama de proceso de extraccion con fluidos supercriticos.
[Figura]. Recuperado de https://www.redalyc.org/pdf/1699/169950127005.pdf

Un fluido supercritico es cualquier sustancia a una temperatura y presion superiores a su punto
critico, en el cual no podra licuarse aun cuando se aumente la presion y tampoco podra vaporizarse

aun cuando se incremente la temperatura, bajo estas condiciones la sustancia no es ni gas ni liquido,
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logrando asi difundirse a través de los sélidos como un gas, y disolver los materiales como un
liquido, el fluido més utilizado para la extraccion de FSC es el didxido de carbono (CO2) (Velasco,
Villada, y Carrera 2007).

Las ventajas de utilizar esta tecnologia reside en su caracter verde puesto que es amigable con
el medio ambiente debido a que el CO2 utilizado como solvente de extraccion no es toxico, es
inodoro, incoloro y permite obtener extractos libres de disolventes organicos (Ceron et al., 2016;
Hurtado-Benavides et al., 2016). Yeganegi et al., (2018) compararon extractos obtenidos de tallos de
Equisetum telmateia por tres métodos: FSC con CO- (99,99% de pureza), maceracion y
fraccionamiento, concluyendo que, aunque con FSC el rendimiento fue menor, este presentd mayor
actividad antibacteriana debido a la concentracion del 21% de compuestos biol6gicamente activos,

mientras que los extractos etandlicos contenian Unicamente el 9%.

4.4. Potencial inhibitorio de aceites vegetales de semillas

Las plantas debido a su variada composicion quimica poseen propiedades nutricionales,
antiinflamatorias, antioxidantes, anticancerigenas, antihelminticas, antifungicas y antibacterianas,
entre otros (Awad El-Gied, Abdelkareem, y Hamedelniel 2015). La actividad antibacteriana sobre
diferentes especies bacterianas ha sido reportada en diferentes trabajos realizados con AV de semilla
de papaya, mango y guayaba (Jiamboonsri et al. 2011; Engels et al. 2009; Pelegrini et al. 2008; Nivia
et al. 2007); y de igual manera se ha reportado actividad antifungica con los AV de semillas de
maracuya (Lam y Ng 2009). El grupo de Tecnologias Emergentes de Agroindustria (TEA), reporta
hasta el momento la composicion quimica y la actividad antioxidante de los AV obtenidos de

semillas de ocho especies frutales cultivadas en la region andina del departamento de Narifio y se
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encuentra desarrollando investigaciones para determinar el potencial de actividad bioldgica de estos

aceites (Ceron et al. 2012; Dorado et al. 2016; Pantoja Chamorrro et al. 2017).

4.4.1. Annona muricata L. (Guanabana)

Es una planta fruticola originaria de Suramérica, perteneciente a la familia de las Anonaceas,
se distribuye en la region Tropical y Subtropical, las especies mas conocidas en nuestra regién son:
A. muricata (guandbana) y A. cherimolia (chirimoya) de promisoria importancia para el sector
industrial alimenticio y de cosmetologia. Tradicionalmente diferentes partes de la planta se han
utilizados debido a sus propiedades antitumorales, antihelmintica, antidiarreica, ayuda a contrarrestar
problemas hepaticos, en el tratamiento de neuralgias, reumatismo, dolores articulares y como
insecticida entre otras (Solis Fuentes et al. 2010). Los estudios realizados en estas anonéceas han
demostrado por una parte que las semillas poseen acetogeninas que presentan actividad citotoxica,
pesticida, antitumoral y antiparasitaria (Lina Castro, Alzate, y Guerrero 2010), y ciclopéptidos con
actividad antitumoral, antifingica y antiviral (Solis Fuentes et al. 2010). El valor de la fruta radica en
su consumo en fresco y productos elaborados debido al sabor dulzén de la pulpa, sin embargo
actualmente se esta prestando atencion a los residuos generados como cascaras y semillas los cuales
ademas de ser utilizados en elaboracion de abonos orgénicos, se evalian como potenciales

compuestos bioactivos (Hurtado-Benavides, Andrés M. Dorado et al. 2016).

4.4.2. Psidium guajava L (Guayaba)

La guayaba pertenece a la familia Myrtaceae, es una fruta de cultivo y consumo mundial. El
fruto de forma oval, presenta cascara amarillo palido y la pulpa varia entre blanco a rosado, la pulpa

incluye las semillas. Es una fruta muy apetecida debido a su potencial industrial, es utilizada para la
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preparacion de jugos, mermeladas, jaleas, bocadillos, dulces, como complemento alimenticio para
bebés (Yam Tzec et al. 2010). Adicionalmente es utilizada como antiespasmadico y las infusiones de
las hojas para tratar colicos, tos, gingivitis, escorbuto, hemorragias uterinas, bronquitis, hipertensién
arterial y algunas parasitosis intestinales; el uso medicinal ancestral de la guayaba es apoyado por
numerosos estudios biomédicos sobre las propiedades de los extractos de hojas, Sin embargo, se
considera que aun los estudios clinicos sobre el uso de este recurso vegetal en el tratamiento de
dolencias gastrointestinales son insuficientes (Lozoya et al. 2002). Se reportan efectos de los
extractos foliares de P. guajava sobre el sistema nervioso central, inhibicién de la transcriptasa
reversa retroviral, accion antimutagénica, agente antipaltdico, citotoxico, antidiabético, antipirético,
antiparasitario, antialérgico, antiinflamatorio, antibiotico, antioxidante y proteccion miocéardica
(Gondim et al., 2009). Pelegrini et al., (2008) identificaron en semillas de guayaba, la primera

proteina vegetal (Pg-AMPL1) rica en glicina con actividad antibacteriana.

4.4.3. Solanum quitoense (Lulo)

El lulo, naranjilla o nuqui es una fruta originaria de zona andina de Ecuador y se cultiva
ampliamente en Colombia entre los 1.200 y 2.100 m.s.n.m. Pertenece a la familia de las Solanaceae,
es un arbusto pequefio, con frutos redondeados de cascara amarilla y pulpa verde que incluye la
semilla, de sabor acido muy apetecido a nivel mundial (ICA. 2011). En Colombia se cultiva en los
departamentos de Huila, Valle del Cauca, Tolima, Boyaca y Narifio, es una fruta de alta demanda
internacional especialmente Esparia.

Es una planta que crece rapida y espontaneamente en temperaturas entre los 17 y 20 °C, en
sitios sombreados y con buena humedad. Los tallos son robustos, semilefiosos, cilindricos, las hojas

anchas, ovaladas, borde ondulante, peciolo de hasta 15 cm y cubiertas de tricomas. La pulpa se
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comercializa como pasta y se utiliza principalmente en la elaboracién de jugos y como saborizante
(Jurado y Mufoz 2009). Del uso alimentario de S. quitoense se genera una cantidad significativa de
desechos entre cascara y semillas, de las cuales Ceron, et al., (2012), obtuvieron AV con un
rendimiento de 8.5 % demostrando su potencial como materia prima oleaginosa, de posible utilidad
en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmetoldgica, por su alto contenido en acidos grasos

poliinsaturados.

4.4.4. Mangifera indica (Mango)

Es una fruta tropical, originaria de la India, pertenece a la familia de las anacardiéceas,
adaptada a diferentes pisos térmicos, desde nivel del mar hasta los 1.650 m de altitud. Se adapta muy
bien gracias a la polinizacion cruzada dando como resultado méas de 200 ecotipos o subpoblaciones
genéticas diferenciadas (DANE 2015). En Colombia los departamentos con mayor produccion de
mango son: Magdalena y Tolima, seguidos por los departamentos de Cundinamarca y Antioquia,
entre otros (DANE 2015).

En la industria alimenticia se utiliza la pulpa en jugos, postres o consumo directo incluida la
cascara; en la medicina se ha demostrado un efecto antiinflamatorio, analgésico y tratamiento de la
diabetes mellitus tipo 2 (Ojewole 2005).

Trabajos demuestran el potencial bioldgico de los aceites obtenidos a partir de la semilla de
mango; Awad EI-Gied et al., (2015) reportaron actividad antimicrobiana producida a partir de crema
y ungliento de uso topico sobre E. coli, S. aureus, C. albicans y M. smegmatis; y Jiamboonsri et al.,
(2011) demostraron el poder inhibitorio del extracto de semilla de mango tailandés en contra del S.

aureus meticilino-resistente.
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4.4.5. Passiflora edulis (Maracuyd)

El maracuya o fruta de la pasion pertenece a la familia de las Pasifloraceas, fruta exdtica
originaria de la amazonia del Brasil, comprende 12 géneros y 500 especies, se conoce como fruta de
la pasion, no por ser afrodisiaca sino porque la flor contiene los simbolos de la pasion de Cristo
(Abadia 2014). Es una fruta de gran demanda, se cultiva entre los 300 y 1000 m.s.n.m. en regiones
de América, Asia y Africa. La fruta es de forma redondeada u ovoide, la corteza de color amarillo,
lisa, dura 'y un poco cerosa y de un espesor de 3 mm aprox. el sumo y la pulpa son de color amarillo,
un poco acidas, incluyen la semilla, estas son de color negro o marron oscuro e incluidas en la pulpa
(Abadia 2014). Lam y Ng (2009) demostraron actividad antifingica de una nueva proteina extraida
de las semillas del maracuya. Ferreira et al. (2011) demostraron actividad antioxidante, pero no
antibacteriana sobre cuatro especies bacterianas.

La fruta es utilizada en la produccién de jugos, pulpas y concentrados por cual ocupa un
renglon importante en la produccién en el departamento de Narifio. Los desechos del procesamiento
son utilizados en primer lugar como abonos organicos, sin embargo el grupo de Tecnologias
Emergentes de Agroindustria de la Universidad de Narifio después de obtener los AV de las semillas
de esta fruta identificd sus componentes y determind la actividad antioxidante (Pantoja-Chamorro,

Hurtado- Benavides, y Martinez-Correa 2017).

4.4.6. Rubus glaucus (Mora de Castilla)

Pertenece a la familia de las rosaceas, el fruto es un agregado de pequefias drupas que incluyen
las semillas, son de color parpura, unidas a un receptaculo conico que se separa facilmente de la

planta, la semilla es de forma arrifionada y su color varia de purpura a rojo intenso (Pantoja-
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Chamorro, Hurtado-Benavides, y Martinez-Correa 2017). Es originaria de la zona andina de
América, se cultiva entre los 1.200 a 3.500 m.s.n.m. En Colombia se cultiva en los departamentos de
Narifio, Cauca, Huila, Tolima, Valle del Cauca, Caldas, Quindio, Risaralda, Antioquia,
Cundinamarca, Santanderes y Meta (Sora, Fischer, y Fl6rez 2006).

La mora es una planta perenne de arbusto pequefio, con tallos rastreros y espinosos, por lo
general se presentan tallos machos, hembras y latigo. La planta presenta floracion y fructificacion
permanente, con tiempo de cosecha cada cinco a seis meses aproximadamente, tradicionalmente se
utiliza en la elaboracion de jugos, postres y mermeladas (Cancino-Escalante et al. 2015). Martini et
al., (2009) reportaron actividad antibacteriana a partir de extractos obtenidos de hoja de Rubus

ulmifolius sobre la cepa de H. pylori strain G21 CagA.

4.4.7. Carica papaya (Papaya)

La papaya pertenece a la familia de las caricaceas, originaria de Centroamérica. Los principales
paises productores son India, Brasil, Indonesia, Nigeria, México, Etiopia, Colombia, Tailandia y
Guatemala. En Colombia el departamento de Cérdoba es el principal productor seguido por los
departamentos de Valle del Cauca, Meta y Narifio, entre otros. Se cultiva desde 0 a 1.600 m.s.n.m. y
a una temperatura entre los 32 °C a 17 °C (DANE 2016).

Es una fruta con alto nutritivo e industrial, representa un producto de gran utilidad y variados
usos; posee un alto contenido vitaminas, minerales y fibra, ademas posee actividad antioxidante,
antiparasitaria, antiinflamatoria, por su gran contenido en agua es muy utilizada para la piel y
procesos gastricos (Rodriguez Cabello et al. 2014). Trabajos previos reportaron actividad antifingica
(He et al. 2017) y actividad antihelmintica sobre H. diminuta (Sapaat et al. 2012) de aceites de

semilla de papaya.



45

4.4.8. Solanum betaceum (Tomate de arbol)

Es uno de los cultivos de mayor importancia a nivel mundial debido a su gran consumo,
comercializacién e industrializacion. Asimismo, este fruto se reconoce por sus propiedades
antioxidantes y es la principal fuente de licopeno, de vitaminas A, C (acido ascorbico) y E, potasio,
magnesio, hierro y fosforo (Macé 2010) y de flavonoides; varios de estos compuestos estan
asociados con la prevencién de serias enfermedades como el cancer y las afecciones cardiovasculares
(Luna Guevara et al. 2015). Es un arbusto pequefio de corteza grisacea, con hojas alternas, originario
de los Andes, los paises productores son: Pert, Chile, Ecuador, Argentina, Bolivia y Colombia. El
fruto es una baya ovoide de 4 a8 cm x 3 a5 cm, la cascara es lisa, brillante y de color rojo o
amarillo, la pulpa es agridulce e incluye las semillas, se utiliza en jugos, dulces, postres; sus usos

medicinales estan relacionados con afecciones de garganta y resfriados (Macé 2010).

4.5. Citotoxicidad

La toxicologia se dedica a analizar las sustancias quimicas que se lanzan al mercado con el fin
de ser utilizadas en bien de la salud humana (Arencibia, Rosario, y Curveco 2003). Entre los
métodos de analisis de dichas sustancias se encuentra la determinacion de citotoxicidad la cual
determina a partir de patrones celulares conocidos, los efectos adversos contra la integridad celular
asi como la vitalidad y cumplimiento de las funciones normales de las células como la reproduccion
(Arencibia, Rosario, y Curveco 2003). Un agente citotdxico es toda sustancia que destruye o causa
efectos tdxicos sobre las células de un tejido y que pueden ser detectados por diversos modelos
experimentales validados como cultivos de lineas celulares, ensayo de captacion del rojo neutro,

enlazamiento al azul de kenacid, ensayo de reduccién del Bromuro de 3 (4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-
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difeniltetrazélico (Arencibia, Rosario, y Curveco 2003; Jaqueline Mena-Huertas et al. 2011; Duréan,

Montero, y Marrugo 2013).

4.6. Métodos de determinacion antibacteriana

Las pruebas de sensibilidad se realizan de un cultivo primario en medio sélido y se deben
procesar colonias aisladas de un microorganismo. Depende del microorganismo y del agente
antimicrobiano la seleccion del método mas adecuado que permita por una parte el crecimiento del
microorganismo, la difusion completa del agente antimicrobiano y la interpretacion correcta de los

resultados (CLSI, 2012).

4.6.1. Método de difusidn en agar con sensidiscos

Este método esta basado en la presencia o ausencia de una zona de inhibicién de crecimiento,
que se mide en milimetros. La interpretacion de la prueba se basa en la correlacion entre el diametro
de la zona de inhibicion (mm) con la CMI (ug/mL) para cada agente antimicrobiano y
microorganismo. Se utiliza agar Mueller Hinton formulado y avalado de acuerdo a los criterios del
CLSI. El medio debe tener una profundidad de 4mm con pH de 7,2 a 7,4. El inéculo del
microorganismo es una suspension ajustada a la turbidez equivalente al estandar 0.5 McFarland. Los
sensidiscos se elaboran con papel Whatman 5,6 mm de didmetro, estériles e impregnados del agente
antibacteriano, el cual se deja secar durante una hora, de no utilizarse inmediatamente se deben
conservar en refrigeracion a 8 °C, protegidos con papel desecante. Las cajas se incuban a 3512 °C de

16 a 24 h dependiendo del microorganismo a probar (CLSI, 2010).

4.6.2. Método de difusion en agar perforado
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El procedimiento se realiza en una caja de Petri con agar Mueller Hinton bajo las mismas
condiciones que para el método de difusion en disco, el agente antimicrobiano se incorpora dentro
del agar en pozos perforados asépticamente de 6 mm de didametro, cada pozo contiene una
concentracion diferente del agente antimicrobiano. La suspension de la bacteria se ajusta al estandar
de turbidez 0.5 McFarland. Esta afectado por los mismos factores del método de difusion en disco:
agar Mueller Hinton, pH, concentracién de los cationes divalentes, turbidez del indculo e incubacién

(CLSI, 2010).

4.6.3. Método de microdilucion en caldo

Es un método cuantitativo e involucra pequefios volimenes de caldo. Se realiza en policubetas
de 96 pocillos de pléastico estériles de fondo cdnico o redondo, con capacidad de 100 uL, Para
preparar las placas de microdilucion, se realizan diluciones al doble de los agentes antimicrobianos
en caldo o agua estéril. EI método méas conveniente para obtener las diluciones, consiste en
prepararlas por separado y colocar 0.1 (+/- 0.02) mL en cada uno de los 96 pocillos mediante una
pipeta automatica mono o multicanal (CLSI, 2012). Cada policubeta debe incluir un pocillo de
control de crecimiento (sin antibi6tico) y un control negativo (caldo sin inocular). Una vez
preparadas las policubetas, con las diluciones se inoculan con el microorganismo a evaluar, para esto
se prepara una suspension equivalente a 5 x 10° del patrén 0.5 de McFarland (1 x 10" UFC/mL), si el
volumen final en cada pocillo es de 0.1 mL el volumen de indculo a agregar es de 10 pL, se debe
agregar dentro de los 15 minutos siguientes a su preparacion. Las policubetas se deben sellar
inmediatamente con tapa o papel adhesivo para evitar la evaporacion durante la incubacion y realizar
un control de pureza del indculo subcultivando una alicuota en un medio sélido no selectivo (CLSI,

2012).
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La interpretacion de la CMI es la menor concentracion de antibidtico capaz de inhibir completamente
el desarrollo bacteriano en el pocillo, el punto final queda definido a simple vista por la falta de
turbidez del caldo. Opcionalmente para la lectura se pueden utilizar equipos de lectura, que
determinan el crecimiento o no del microorganismo. Para validar la prueba se debe obtener en el
pocillo control de crecimiento un bot6n de aproximadamente 2 mm de diametro o turbidez neta
(CLSI, 2012).

Se debe realizar recuento de colonias para verificar que la concentracion del indculo final obtenido
es de 5 x 10° UFC /mL. Se toma 0,01 mL del indculo y se diluye en 10 mL de solucién fisiologica
0,9 % (dilucidn 1:1000), distribuir 0.1 mL sobre la superficie de agar Nutritivo; incubar 24 h a 37 °C,
la presencia de 50 colonias indica que la densidad de in6culo final es de 5 x 10° UFC/mL.

El medio de cultivo recomendado es el caldo Mueller Hinton, el cual permite el crecimiento de

microorganismos aerobios y anaerobios facultativos de rapido crecimiento (CLSI, 2010).
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5. Objetivos

5.1. General

Determinar in vitro la actividad citotoxica sobre eritrocitos y linfocitos humanos y la actividad
antimicrobiana sobre bacterias Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis, de aceites vegetales obtenidos mediante fluidos

supercriticos de semillas de ocho frutas tropicales y andinas cultivadas en el departamento de Narifio.

5.2. Especificos

+ Evaluar el efecto de los aceites vegetales de semillas de Annona muricata (guanabana),
Psidium guajava (guayaba), Solanum quitoense (lulo), Mangifera indica (mango),
Passiflora edulis (maracuya), Rubus glaucus (mora de castilla), Carica papaya
(papaya) y Solanum betaceum (tomate de arbol), sobre el crecimiento in vitro de
bacterias Gram positivas y Gram negativas.

+ Establecer la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracién Efectiva
ECso de los aceites vegetales de semillas preseleccionados sobre bacterias Gram
positivas y Gram negativas provenientes de infecciones de humanos.

+ Valorar la citotoxicidad in vitro en eritrocitos y linfocitos humanos de los aceites
vegetales obtenidos por fluidos supercriticos de semillas de las frutas: guandbana,
guayaba, lulo, mango, maracuyd, mora de castilla, papaya y tomate de arbol.

Hipotesis sobre Actividad Antimicrobiana
+ Ho: Por lo menos uno de los Aceites Vegetales (AV) estudiados, presenta actividad

antibacteriana sobre organismos Gram positivos 0 Gram negativos.
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+ Ha: Los AV estudiados no presentan actividad inhibitoria frente a las bacterias Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y
Enterococcus faecalis.

Hipotesis Sobre Citotoxicidad

+ Ho: Los AV obtenidos de las semillas de ocho especies de frutas andinas no presentan
actividad citotoxica in vitro sobre linfocitos o eritrocitos humanos.

+ Ha: Alguno de los AV estudiados presentan citotoxicidad sobre linfocitos o eritrocitos

humanaos.
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6. Metodologia

Se realizd una investigacion tipo experimental, in vitro, cuantitativa, para determinar el
potencial bioldgico relacionado con la inhibicion bacteriana y efecto citotoxico sobre células
sanguineas, de los AV obtenidos de semillas de ocho frutas de amplio uso en el departamento de

Narifio.

6.1. Obtencion de aceites vegetales de semillas

6.1.1. Recoleccion y adecuacion de las semillas

La materia prima utilizada para la extraccion de los AV de semillas de las frutas: Annona
muricata (guanabana), Mangifera indica (mango), Solanum quitoense (lulo), Psidium guajava
(guayaba) y Solanum betaceum (tomate de arbol), fueron suministradas por la empresa Industria de
Productos Agroindustriales de Narifio — INPADENA ubicada en el municipio de San Juan de Pasto
(Narifio — Colombia). Las semillas de Passiflora edulis (maracuya), Carica papaya (papaya) y Rubus
glaucus (mora de castilla) fueron obtenidas de los residuos posterior al consumo casero. Para la
adecuacion del material vegetal, se tuvo en cuenta la metodologia y los resultados del proyecto
“Aprovechamiento de residuos agroindustriales de frutas para la obtencidn de aceites con
potencialidad en la industria cosmética, utilizando la tecnologia de extraccion con fluidos
supercriticos” (Cerdn et al. 2016; Dorado et al. 2016; Pantoja et al. 2017).

La adecuacion de la materia prima incluyo la separacion de las semillas de los restos vegetales como
pulpa, cascara y otros desechos que las acompafiaban, utilizando abundante agua y frotandolas en
coladores hasta eliminar completamente los desechos, posteriormente se lavaron y se colocaron

sobre mallas para eliminar el exceso de agua y pasar al proceso de secado el cual se realizé en
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bandejas metéalicas en el horno de secado BINDER con convencion forzada Modelo FD 23 Classic
Line (USA), ubicado en el laboratorio 404 del bloque de Docencia de la Universidad de Narifio, la
temperatura y tiempo vari6 de acuerdo al tipo de semilla (Cerdn et al. 2012; Ceron et al. 2016;
Dorado, 2016; Pantoja Chamorro, 2016; Pantoja-Chamorro et al. 2017). Las semillas secas se
empacaron en bolsas de polietileno con cierre hermético a temperatura ambiente hasta su utilizacion.
En la Figura 2, se presenta la imagen de las semillas secas lista para la extraccion de aceites.

Figura 2

Semillas secas de ocho frutas cultivadas en el departamento de Narifio

Maracuya

Guanabana

Después de realizada la adecuacion de las semillas, se llevaron al laboratorio de Fluidos
Supercriticos donde se determind el peso y el porcentaje de humedad. Las semillas secas se pesaron

en una balanza digital marca FENIX con capacidad de 6 kg. Antes de utilizar la balanza se verifico
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con patrones de masa de 100 y 30 g. La humedad de las semillas se determin6 en un analizador de
humedad marca Precisa-XM®60.
6.1.2. Molienda y analisis granulométrico de semillas de frutas

6.1.2.1 Molienda.
En la Figura 3 se observa el proceso de la molienda de las semillas realizada en un molino de discos,
ubicado en Planta Piloto de la Facultad de Ingenieria Agroindustrial. Para caracterizar el material se
realizé un andlisis granulométrico a las semillas molidas, posteriormente fueron almacenadas en
bolsas plasticas con cierre hermético a 4 °C, hasta su posterior uso en la extraccion.

Figura 3

Molienda de semillas de frutas

6.1.2.2 Andlisis granulométrico.

En este estudio se determind el tamafio promedio de particula de las semillas secas y molidas, de
acuerdo a los paramentaros establecidos en la NTC 2441 de 1996. De esta manera 100 g de semilla
molida de cada fruta, fueron tamizados utilizando una tamizadora modelo (PS-35 serie 1182) en la
serie de tamices (10-80, A.S.T.M.E.). El equipo de observa en la Figura 4. El procedimiento se

realizo por espacio de 10 minutos.
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Figura 4

Tamizado de semillas para analisis granulométrico

Se determind el tamafio promedio de particula de las semillas teniendo en cuenta la Ecuacion
(1) (Dorado-Achicanoy, 2016), que considera la apertura del tamafio del tamiz, donde queda retenida
la fraccion (Tabla 1).

(1) Tp = Z X, « Dp, (Dorado-Achicanoy, 2016)

Tabla 1

Apertura de poro de tamices

10 mallas 2000
20 mallas 850
30 mallas 600
40 mallas 425

80 mallas 212
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6.1.3 Extraccién de aceites de semillas mediante Fluido Supercriticos (FSC)

Para la obtencidn de los aceites de semillas de frutas se utilizd un equipo de extraccién con
fluidos supercriticos SFE-500 (Waters, USA), ubicado en el Laboratorio de Fluidos Supercriticos e
Ingredientes Naturales de la Universidad de Narifio. En la Figura 5 se representa de manera general
el proceso de extraccion de aceite de semillas de las frutas: preparacion de las semillas, molienda,
extraccion por FSC, obtencion del AV vy distribucion en alicuotas de vidrio color &ambar, con cierre
hermético para evitar procesos de descomposicion por exposicién a Luz solar u oxidacién. Se
mantuvieron en congelacion a -20°C hasta su uso el cual no superd los 2 meses de conservacion.

Figura 5

Extraccién de aceite de semillas de frutas

En la Figura 1, se observa el diagrama del proceso de extraccion en el equipo de extraccion de
fluidos supercriticos. El equipo posee una celda de extraccién de 500 mL de capacidad y cuenta con

un sistema de regulacion y control de presion, temperatura y flujo de entrada de CO2, que opera a
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través del software Process Suite (Version 5.9). ElI CO; fue adquirido en la empresa colombiana
Cryogas con una pureza del 99,8%, en cilindros (con sifon) de 25 kg a una presion de 55 bar.

Los experimentos se realizaron empleando las condiciones éptimas de presion y temperatura
(Tabla 2), el tiempo de extraccion empleado fue de 150 minutos y el flujo de CO; se defini6 en 30
g.min-1, obteniendo una relacion de 22,5 g CO2/g semilla. Estas condiciones fueron tomadas de los
reportes de la literatura del Grupo TEA (Cerén et al. 2012; Cerdn et al. 2016; Dorado, 2016; Pantoja-
Chamorro, 2016; Pantoja-Chamorro et al. 2017).

Tabla 2

Condiciones de extraccion con FSC de AV

P. guajava 52 357
A. muricata 50 381
P. edulis 60 350
M. indica 65 349
C. papaya 36 381
R. glaucus 60 350
S. quitoense 60 350
S. betaceum 64 381

Fuente: Hurtado-Benavides (2016).
Para la extraccion de aceites de semillas se tomaron muestras de 200 gramos de semilla molida
y 50 gramos de perlas de vidrio (5 mm) para evitar trayectorias preferenciales de CO.. El
rendimiento se calculo a partir de la cantidad de aceite vegetal obtenido por unidad masica de

materia prima en términos porcentuales, segun la ecuacién 2 (Pantoja-Chamorro, et al. 2017).

masa aceite

(2) Rendimiento (%g) . +100 (Pantoja-Chamorro, et al. 2017).

masa semilla molida
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Los aceites se filtraron a través de membrana PVDF (0,45um), se envasaron 1 mL en tubos

ependorff estériles color &mbar y se conservaron a 4 °C hasta la utilizacion.

6.1.4 Caracterizacion de los aceites de semillas

Una muestra de cada AV (1 mL) fue enviada al laboratorio de Cromatografia de la Universidad

de Narifio para el analisis de la composicién de esteroles, tocoferoles y acidos grasos.

6.1.4.1 Composicion Esteroles y Tocoferoles.

El equipo utilizado para este procedimiento fue un cromatografo de gases acoplado a un
espectrometro de masas (GC-MS), marca Shimadzu QP2010S (Shimadzu Scientific Corporation,
Kyoto, Japdn), equipado con una columna SHXRI-5MS (Shimadzu; 30 m x 0,25 mm x 0,25 um),
con un detector selectivo de masas QP2010S (full scan) a 70eV y un inyector splitless a una
temperatura de 270°C, con fase mdévil de Helio UAP a un flujo de 1,0 mL/min. Para el analisis, se
tomaron 300 pL de aceite (100 mg en el caso del extracto de M. indica), se diluyerona 1 mL
empleando como solvente diclorometano de alta pureza (grado HPLC). Las soluciones resultantes se
agitaron en vortex por 30 segundos y se adiciono sulfato de sodio anhidro para su inyeccién en el
GC-MS. La identificacion tentativa de los compuestos de interés se realizé por comparacion de
espectros de masas obtenidos con aquellos de las bases de datos NIST y WILEY. Por otra parte, la
cuantificacion se realiz6 mediante el método del estandar interno utilizando como patron una

solucion de colesterol 50 ppm.

6.1.4.2 Composicién acidos grasos.
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El equipo utilizado para este procedimiento fue un cromatografo de gases acoplado a un
espectrometro de masas Shimadzu QP2010S GC-MS, equipado con una columna DB-WAX (JyW
Scientific 30m x 0,25mm x 0,25 pm), con un detector selectivo de masas QP2010S (full scan) a
70eV, y un inyector Split, a una temperatura de 280°C, con fase movil de Helio UAP a un flujo de
1,0 mL/min. La preparacion y analisis de los acidos grasos presentes en los extractos de semillas se
realizd a partir de ésteres metilicos correspondientes. Para el analisis se tomaron 0,2 mL de aceite
(100 mg en el caso del extracto de M. indica, previamente disuelto en hexano), se sometieron a
derivatizacion empleando como reactivo derivatizante 5 mL de una solucién de HCl/metanol al 5%
v/v. Los ésteres metilicos de los acidos grasos derivatizados fueron extraidos con 2 mL n-hexano
grado HPLC. Finalmente se adiciond sulfato anhidro para la inyeccién de las muestras en el
Cromatdgrafo de Gases / Espectrometro de Masas. La identificacion de los compuestos de interés se
realizo por comparacion de los espectros de masas, empleando la base de datos NIST y WILEY, la
cuantificacion se realiz6 por porcentaje relativo de area.
6.2. Determinacion in vitro de la actividad antibacteriana de los aceites de semillas de frutas
La determinacion de la actividad antibacteriana se realiz6 por dos metodologias: difusién con
sensidiscos en caja Petri y agar perforado, esto con el fin de seleccionar la metodologia con mejores
resultados para cada AV (Intorasoot et al. 2017). La concentracion minima inhibitoria (CMI) se

realizo por el método de micro dilucién en caldo en placa de microelisa (CLSI 2012).

6.2.1 Bacterias analizadas

Los organismos de ensayo bacteriano utilizados fueron cepas certificadas American Type
Culture Collection: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922),

Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) y Enterococcus
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faecalis (ATCC 29212), las cuales se activaron en caldo Infusion de Cerebro Corazon (BHI) y en
agar BHI; todas las cepas se incubaron a 37 °C durante 22 horas (Merck), cada cepa fue confirmada
por medio de bateria bioquimica, medios selectivos, tincion de Gram. Los cultivos se repicaron y
mantuvieron en refrigeracion a 4 °C hasta su utilizacion.

De igual manera se realizaron pruebas con bacterias obtenidas de infecciones de pacientes
hospitalizados en la Clinica Profesionales de la Salud - Proinsalud S.A. (Pasto, Narifio), las cuales
eran resistentes a antibioticos comerciales, asi: S. aureus resistente a Amoxicilina/acido Clavulanato,
Ampicilina/Sulbactam, Ampicilina, Cefazolina, Oxacilina y Penicilina; P. aeruginosa, resistente a
Aztreonam, Cefepima, Imipenem, Meropenem y Piperaciclina/tazobactam; E. coli, resistente a
Acido Nalidixico, Ampicilina, Aztreonam y a las Cefalosporinas (productora de Betalactamasa de
Amplio Espectro). Estas cepas provenientes de infecciones humanas fueron aisladas por el personal
de la clinica, identificadas y testeadas para antibiograma, se transportaron en el medio de cultivo
Cary-Blair hasta el Cepario de la Universidad de Narifio, donde fueron cultivadas en agar BHI para
la confirmacion de cada cepa por medio de baterias bioguimicas, medios selectivos, tincion de Gram.
Posteriormente se conservaron a temperatura de 4 °C, hasta su posterior utilizacion.

Todos los procedimientos bacterianos relacionados con el cultivo, identificacion,
mantenimiento y eliminacién de cultivos y demas desechos se realizaron de acuerdo al Manual de

Bioseguridad de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS 2005).

6.2.2 Difusion en agar con sensidiscos

Esta prueba se realizé con sensidiscos comerciales sin antibiotico (Antimicrobial
Susceptibillity Test Disc, Oxoid) de 6 mm de diametro, los cuales se impregnaron con 20, 30y 40

uL de cada uno de los AV puro, a los cuales se dio vortex durante 30 segundos (Intorasoot et al.
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2017), se dejaron secar a 37 °C durante una hora. Posteriormente se preparé el inoculo de cada
microrganismo en caldo Nutritivo (CN) hasta obtener una turbidez equivalente al tubo 0,5 de la
escala de McFarland (1,5x10” UFC/mL), 100 uL de este cultivo se sembraron en tres sentidos con
escobillones estériles, sobre la superficie de placas de Petri conteniendo agar Mueller Hinton (AMH)
mas Tween-20 al 0,5% (v/v) (Sigma), adicionado para mejorar la solubilidad del AV en el medio
(Prabuseenivasan, Jayakumar, y Ignacimuthu 2006). Finalmente se colocaron en la superficie del
agar los sensidiscos previamente preparados, como controles de la prueba se depositd un sensidisco
comercial de Oxacilina (control positivo): para S. aureus y E. faecalis, para E. coli y K. pneumoniae
se utilizé un sensidisco de Gentamicina, para P. aeruginosa: Ceftazidime, para completar el ensayo
se colocd un sensidisco preparado previamente con Tween 20 (control negativo), ademas, se llevo a
incubar una caja Petri sin inoculo bacteriano (control de esterilidad del medio), otra caja Petri solo
con in6culo bacteriano (control de in6culo) y una caja Petri donde se sembraron estrias de cada AV
(control de esterilidad de los AV)(Awad El-Gied et al. 2015). Las cajas se incubaron a 37 °C durante
22 horas. Algunas modificaciones se aplicaron al cultivo del E. faecalis, al medio de cultivo AMH se
adiciono agar BHI al 5% y fueron incubadas a 42 °C durante 24 horas (Diaz Pérez, Martinez,
Rodriguez, y Zhurbenko 2013). Al cabo de este tiempo, se evaluaron las cajas control de esterilidad:
del medio, de los AV, Tween 20 y control de indculo (1,5 x 10" UFC/mL), posteriormente se realizé
la medicion del halo de inhibicion en torno a los sensidiscos comerciales (control positivo), y se
evalud la presencia/ausencia de halos de inhibicion en torno a los sensidiscos con AV de las semillas
de frutas. Cada uno de estos halos se midié en milimetros con ayuda de un calibrador y se registraron
los datos obtenidos, el proceso realizado se representa en la Figura 6. Los valores de los halos de

inhibicion se compararon con el control positivo y negativo de cada cepa. Todas las pruebas se



realizaron por triplicado. Los AV que presentaron inhibicidn antibacteriana se seleccionaron para

continuar con la determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI).

Figura 1

Procedimiento para la determinacion in vitro de la actividad antibacteriana en placa de Petri
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6.2.3 Difusion en agar perforado

Se realiz6 segun el método utilizado por (Cruz-Carrillo y Rodriguez, 2010), se adiciond al
AMH,Tween-20 al 0,5% (v/v) (Sigma) para mejorar la solubilidad del AV (Prabuseenivasan,

Jayakumar, y Ignacimuthu 2006). Para cada AV puro, se realizé el siguiente procedimiento:

Pruebas
bioguimicas

Preparaciénde
sensidisco

3 ‘f - ‘.l
o~ _:4 <4
Tinciones

Medios selectivos

Lectura de controles

Medicion de halos de
inhibicién
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inicialmente las placas se inocularon con 100 uL de indculo bacteriano, equivalente al tubo 0,5 de la
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escala de McFarland (1.5x10” UFC/mL). En cada caja Petri se realizaron tres perforaciones de 6 mm
de didmetro con sacabocado estéril, se adicionaron en cada pozo 10 pL del medio fundido para sellar
el fondo y evitar la dispersion del AV, posteriormente en cada pozo se adicionaron 20, 30 y 40uL del
AV a evaluar, se utiliz6 una caja Petri adicional como control positivo en la cual se adiciond 20 pL
de un antibidtico comercial liquido Gentamicina para E. coli, K. pneumoniae y S. aureus y
Ceftriazona para P. aeruginosa, en una caja Petri adicional se realizo el control negativo adicionando
a los pozos 20 uL de Tween 20. Se realizara control de esterilidad del medio (caja Petri sin inoculo)
y control de in6culo (1,5x10” UFC/mL) y control de esterilidad de los aceites. Todas las cajas se
incubaron a 37 °C durante 22 horas (Prabuseenivasan, Jayakumar, y Ignacimuthu 2006), todas las
pruebas se realizaron por triplicado. Transcurrido el tiempo de incubacién se midio el diametro de
los halos del control positivo con ayuda de un calibrador, se registraron los datos y se compararon

con los reportes de la CLSI (2015), para establecer la sensibilidad o resistencia.

6.2.4 Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI)

Una vez identificados los AV con actividad antimicrobiana, se determin6 con ellos la CMI,
aplicando la técnica de microdilucion en caldo en placa de microelisa. Este es un método cuantitativo
y permite utilizar pequefios volimenes de medio de cultivo, extracto e indculo, se realizd en
policubetas de 96 pocillos de plastico estériles de fondo plano, con capacidad de 100 uL, las
diluciones se realizaron al doble y directamente en cada pozo. Inicialmente se prepard un inoculo
equivalente a 5 x 10° del patrén 0.5 de McFarland (1 x 10" UFC/mL) (CLSI, 2012). En la Figura 7 se
representa la identificacion de controles, diluciones y orden de los AV analizados para facilitar su

montaje e interpretacion.
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Figura 2

Disposicion de controles y diluciones en placa de microElisa
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Disposicion de muestras y controles. Cl: control indculo, CAV: control de los aceites vegetales de
semillas, CMC: control medio de cultivo, CP: control positivo, D1: 900 uL/mL, D2: 750 uL/mL, D3: 500
pL/mL, D4:250 pL/mL.

Con la ayuda de micropipetas mono y multicanal se realizé el montaje de las placas con las
diluciones y controles de calidad de la prueba, estos se indican en la Tabla 3. El indculo bacteriano se
adiciond al final del montaje para garantizar su utilizacion en un tiempo inferior a los 15 minutos

siguientes a su preparacion (CLSI, 2012).
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Tabla 3

Controles de calidad y microdiluciones de aceites de semillas

cl 90 - 10 - 100 -
CAV 90 10 - - 100 -
CMC 100 - - - 100 -
cp 65 - 10 25 100 -
D1 - 90 10 - 100 900
D2 15 75 10 - 100 750
D3 40 50 10 - 100 500
D4 65 25 10 - 100 250

Nota. ClI: control de in6culo; CAV: control de los aceites vegetales de semillas; CN: control negativo; CP:

control positivo

Una vez preparadas las placas, se taparon para evitar la evaporacion y se llevaron a agitacion a
350 rpm durante 1 min en el equipo Compact Digital Microplate Shaker, Thermo Scientific, para
permitir la homogenizacion de los contenidos, posteriormente se llevo a incubar a 37°C durante 22
horas (Zampini, Cudmani, y Isla 2007), adicionalmente se realiz6 un control de pureza del in6culo
subcultivando 1mL en agar MH (CLSI, 2012), las pruebas se realizaron por triplicado. Una vez
realizado este procedimiento se realizo la lectura de la prueba en placa adicionando a cada pocillo
10pL del reactivo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Chem Cruz
Biotechnology, Inc) el cual se prepardé 1mg/mL en agua destilada estéril, el viraje de color a purpura
indica viabilidad de los microorganismos bacterianos mientras que si el color permanece amarillo
intenso o tenue indica inhibicion bacteriana lo cual permite establecer presuntuosamente la CMI

(Avila, D. N. M., Ramirez-Rueda, y Mayorga 2015).
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6.2.5 Determinacion de la concentracion minima bactericida (CMB)
Culminado el tiempo de incubacion de las placas y antes de agregar el reactivo MTT, se procedio a
realizar la prueba confirmatoria, sembrando en forma masiva 10 pL de las diluciones 90,75 y 50 uL
en agar MH, las cajas se sellaron con papel vinipel y se llevaron incubar a 37°C durante 22 horas al
cabo de las cuales se realizo recuento de colonias. La interpretacion de la CMB es la menor
concentracion de cada AV capaz de inhibir el 99.9% de las bacterias analizadas, impidiéndole crecer
en un medio de cultivo (Horna Quintana, 2005). El recuento de colonias o unidades formadoras de
colonia (UFC) se obtuvo teniendo en cuenta que el inoculo fue de 10 pL por lo tanto, cada colonia
equivale a 100 UFC multiplicado por el factor de dilucién 10 (Camaré-Sala et al. 2015; Cantdn et al.
2000). El procedimiento realizado se muestra en la Figura 8.

Figura 3

Procedimiento determinacion de la CMIy CMB
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Todos los cultivos se descartaron de acuerdo a los protocolos de bioseguridad (OMS, 2005),
fueron entregados en bolsa roja al personal de servicios generales después de ser pesados, para que
sean incinerados por la empresa EMAS con quienes tiene el contrato la Universidad de Narifio

(Pasto, Narifio).

6.3. Determinacion in vitro de citotoxicidad sobre células sanguineas humanas

Se decidid trabajar con células sanguineas humanas (eritrocitos y linfocitos) debido a que son
un buen modelo celular para evaluar citotoxicidad, ya que por una parte son de facil cultivo en
laboratorio y adicionalmente se han desarrollado técnicas estandarizadas que permiten un adecuado

montaje experimental y analisis de resultados.

6.3.1 Obtencidn de células sanguineas

Las muestras de sangre total anticoagulada con EDTA se obtuvieron de individuos voluntarios,
sanos y con previo consentimiento informado, los criterios de seleccion fueron: jovenes entre 18 a 25
afos, no fumadores, que no hayan ingerido alcohol un mes antes del ensayo ni durante las pruebas.
Una vez firmado el consentimiento se procedié a extraer 5 mL de sangre total en tubos con Ko EDTA
para evitar la formacion de coagulos, se utilizaron inmediatamente (Corréa 2019). Las muestras y los

ensayos se descartaron de acuerdo a los protocolos de bioseguridad (OMS, 2005).

6.3.1.1 Preparacion de la suspension de linfocitos.

Se siguid el protocolo de Durén et al., (2013) acorde con el método de Béyum (1968),
mediante gradiente de densidades con Ficoll-Hipaque (Hystopaque-1077 Sigma). Inicialmente se

extrajeron 5 mL de sangre los cuales se adicionaron a 5 mL de fosfato buffer salino (PBS : NaCl
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137mM, KCL 2,7mM, N2HPO4 1mM, KH2PO 2mM, pH 7,4), se homogenizé suavemente, esta
mezcla se adiciono a un tubo cénico preparado previamente con 3 mL de Hystopaque-1077 frio, la
adicion se realizé por las paredes del tubo inclinado, evitando perturbar la interface permitiendo
observar en la parte inferior la capa de Hystopaque-1077 y la capa superior conformada por la
mezcla de sangre y PBS. Se llevo el tubo a centrifugar a 400 g durante 20 min, a una temperatura de
20 °C, aceleracion de ascenso cero y sin freno en el descenso de velocidad. Al finalizar la
centrifugacion se obtuvieron cuatro estratos: el primero en la base del tubo, contenia eritrocitos y
granulocitos, el segundo Hystopaque-1077, el tercero contenia los linfocitos como también
plaquetas, por ultimo, en el estrato superior se conformaba por el plasma. Con ayuda de una pipeta
Pasteur estéril se recuperd la capa tres correspondiente a los linfocitos y plaquetas y se transfirio a un
tubo de 15 mL y se afor6 hasta 10 mL con PBS pH 7,4, se homogeniz6 suavemente. Este tubo se
llevo a centrifuga a 300 g, durante 10 min, a 20°C. Al finalizar la centrifugacion, se descarto el
sobrenadante por inversion del tubo evitando descartar el pellet de linfocitos, los cuales se
resuspendieron completamente con movimientos suaves y gracias a la adicion de 1000 uL de PBS
pH 7,4, posteriormente se aford el tubo hasta 10 mL con PBS pH 7,4, se homogenizo por inversion
del tubo y se centrifugd nuevamente con las condiciones anteriormente descritas, al cabo de la cual
se descarto el sobrenadante obteniendo 500 uL de sedimento al cual se adicioné 9 mL de medio de
cultivo basico RPMI-1640 (sigma) suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (SFB), se llevaron
a una suspension de 10° células/mL. Se verificd la pureza de la extraccion por visualizacion a través
de microscopio (tincién de Giemsa), y se determiné la viabilidad inicial por método de exclusion con

azul de tripan. La solucion se utiliz6 inmediatamente.

6.3.1.2 Preparacion de los eritrocitos.
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De la primera capa (eritrocitos) se tomé 1 mL con micropipeta de 1000 pL y se dispensaron en otro
tubo falcon estéril, se aford hasta 10 mL con solucion de sal equilibrada de Hanks (HBSS: KH2PO
0.4mM, NazHPO, 0.3mM, NaCl 0.136 M, D-Glucosa 6mM, KCI 5mM, pH 7.4), se mezclo
suavemente para evitar la destruccién de las células por dafio mecénico. Se llevé a centrifugar a 400
g durante 20 min, a una temperatura de 20 °C, al terminar la centrifugacion se descartd el
sobrenadante con ayuda de una pipeta de 1000 uL, este procedimiento se realiz6 en dos
oportunidades para garantizar el lavado de los eritrocitos eliminando los granulocitos. Se descarto el
sobrenadante con pipeta y hasta obtener la capa de eritrocitos (aproximadamente 1 mL). Se

mantuvieron en refrigeracion a 6 °C hasta el momento de su utilizacion.

6.3.2 Determinacion de actividad citotoxica in vitro sobre linfocitos

Los linfocitos mantenidos en medio RPMI-1640 (sigma) suplementado con Suero Fetal Bovino
(SFB) al 10%, fueron utilizados para evaluar la citotoxicidad de los AV frente a estas células
sanguineas. Esta solucion se dispensé en tubos ependorff color &mbar y estériles. Se evalud la
viabilidad inicial de estas células adicionando a 10 uL de cultivo celular la misma cantidad de azul
de tripan, se dejo actuar el reactivo por espacio de 5 min y se realiz6 el recuento de las células
viables las cuales no se tifien con el colorante y permanecen refringentes, en contraste, las células
muertas se tornaron de color azul. Una vez evaluada la viabilidad inicial, se procedio a realizar el
montaje de las pruebas con los AV, los ensayos se realizaron obteniendo un volumen final de 500 uL
por cada tubo ependorff, las diluciones realizadas se observan en la Tabla 4. Inmediatamente se
llevaron a incubacion a 37 °C para garantizar la vitalidad de las células, durante 3 horas, realizando
lecturas cada hora por medio de la adicion del azul de tripan 0,4%, posteriormente se realizo el

recuento con la ayuda de camara de Neubauer en un conteo total de 500 células observadas en
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microscopio 6ptico (Primo Star —Zeiss Alemania) con el objetivo de 40X (Duran, Montero, y
Marrugo 2013).

Tabla 4

Concentracioén de AV en cultivo de Linfocitos.

500 5 2,5
500 3,8 1,9
500 2,5 1,25
500 0,5 0,25

Como control positivo se utilizd Perdxido de Hidrogeno (H20.) adicionado al 5% y como
control negativo Unicamente medio RPMI-1640 y linfocitos. El porcentaje de viabilidad absoluta y
los resultados se calcularon y graficaron verificando su ajuste a la distribucion lineal a lo largo del
tiempo (ecuacion 3), se consideraron citotoxicos al obtener una viabilidad igual a cero (0),
ligeramente citotoxicos entre 40-79 % de viabilidad, y no citotoxicos con una viabilidad superior o

igual a 80% (S. J. Mena-Huertas et al. 2016) .Los ensayos se realizaron por triplicado.

(3) % Viabilidad = —~2-decelulasteliidas _, 444 ;40 Montero, y Marrugo 2013).

Total de células contadas

6.3.3 Determinacion de Actividad hemolitica
Se evalud la inhibicion de la hemolisis inducida por H20-, segin el método de Durén et al.,
(2013). Los eritrocitos lavados se midieron 500 pL y se aforaron a 10 mL con PBS pH 7,4, se

mezclaron por inversion suave para evitar el dafio mecanico, se realizé recuento de células, hasta
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lograr una solucion equivalente a 1 x 10° eritrocitos/mL, de esta suspension se midieron 1000 pL en
tubos ependorff color &mbar y estériles se adiciond inicialmente AV a razén de las diluciones 100,
75,50y 25 pL/mL (Tabla 5).

Tabla b

Ensayo para determinarla inhibicién hemolitica

1000 10 100
1000 7,5 75
1000 5 50
1000 2,5 25

Se dejo actuar los aceites por espacio de 5 min en agitacion constante, posteriormente se
adiciond Peroxido de Hidrégeno (H20-) al 5% (v/v), se incubaron a 37 °C y en agitacion constante
durante 30 min. Se llevaron a centrifugar a 1200 g, durante 10 min a temperatura ambiente, se leyé la
hemoglobina liberada en el sobrenadante de cada muestra en espectrofotometro (Thermo Scientific

Megafuge Reino Unido) a 540 nm, frente a blanco de PBS pH 7,4 (Figura 9).
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Figura 4

Procedimiento determinacion actividad antihemolitica

Como control positivo se prepard una solucién de eritrocitos con hemolisis total, a la cual se
adiciond 100 pL de H202, como control negativo se utiliz una solucién de eritrocitos sin ningin
aditivo y adicionalmente se monté un tubo con eritrocitos y AV (Duran, Montero, y Marrugo 2013).

Las pruebas se realizaron por triplicado y los datos obtenidos se registraron en una Tabla de Excel.

6.3.4 Determinacion de alteracion morfoldgica eritrocitaria

De la suspension de eritrocitos preparada se midieron 500 pL en un tubo plastico estéril y se
aforé a 10 mL con HBSS pH 7,4 de tal manera que al realizar el conteo en camara de Neubauer la
concentracion de hematies sea de 1 x 10° células/mL, se adicion6 cada AV por ensayo realizado, de
acuerdo a la Tabla 5, se llevaron a incubacién durante 1 hora a 37°C en agitacion constante y
preservados de la luz, al cabo de este tiempo se adicioné glutaraldehido al 0,2% (Duréan et al. 2013)

(Tabla 6).
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Tabla 6

Ensayo para Valorar Morfologia Eritrocitaria

500 5 100
500 3,8 75
500 2,5 50
500 0,5 25

Se mezcl6 la suspensién y se midié 10 pL de esta suspensién sobre portaobjetos nuevos y
lavados con alcohol isopropilico para eliminar la grasa, se realizé un extendido, una vez secas las
preparaciones se leyeron en microscopio éptico (Primo Star —Zeiss Alemania) con objetivo de 100X
y aceite de inmersion. En los extendidos se realiz6 un recuento en 500 células de las anormalidades
morfoldgicas relacionadas con equinocitosis y estomatocitosis (Duran et al. 2013). Para el control
positivo se realizd una suspension de eritrocitos con peroxido de hidrogeno al 30% (donde se
observaba una poblacién con alto porcentaje de anormalidad en su morfologia mas no lisis
eritrocitaria), por el contrario, el control negativo Unicamente contenia la suspension de eritrocitos en

HBSS pH 7,4 (Figura 10). Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
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Figura 5

Procedimiento determinacidn alteraciones morfolégicas

6.4. Disefio estadistico

6.4.1 Actividad antibacteriana

El disefio experimental fue de tipo factorial 8 x 5 x 3, con tres replicas cada uno. Los factores
fueron ocho aceites de semillas: M. indica, P. edulis, C. papaya, S. betaceum, R. glaucus, S.
quitoense, A. muricata y P. guajava. Cinco cepas bacterianas: S. aureus, E. faecalis, E. coli, K.
pneumoniae, P. aeruginosa. Tres cantidades: 20, 30 y 40 uL. Las medidas de los halos de inhibicion
de los extractos analizados se muestran como la media £ SEM. Las diferencias fueron evaluadas
mediante el analisis de varianza (ANOVA) y prueba de Dunnett. Para todos los analisis el criterio de

significancia establecido p < 0.05.

6.4.2 Determinacion de citotoxicidad, inhibicion de hemolisis y alteracion morfolédgica
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Los ensayos de actividad antihemolitica y alteracion morfoldgica y citotoxicidad se realizaron
con 4 diluciones (90%, 75%, 50% y 25%) de cada uno de los ochos AV, por triplicado, la inhibicién
de hemolisis y citotoxicidad se determinaron en comparacion con el control positivo (H20- al 5%) y
las anormalidades eritrocitarias como el porcentaje de deformaciones observadas en los hematies
frente al control negativo. Los resultados se muestran en graficos de barras (media £ SEM) de tres
experimentos independientes analizados mediante ANOVA de dos vias, el criterio de significancia

fue a<0,05.

6.4.3 ldentificacion de variables

6.4.3.1. Variables dependientes.

+ Efectividad de la capacidad inhibitoria de los AV sobre el crecimiento bacteriano, en
términos de diametro del halo de inhibicion.

+ Diametro del halo de inhibicion medido en mm.

+ La inhibicion de hemolisis, determinada como la diferencia de la concentracion de
hemoglobina liberada (nm), frente al control positivo.

+ La alteracion de la morfologia celular eritrocitica, determinada en porcentaje (%),
mediante observacién microscopica.

+ La viabilidad de los linfocitos determinada en porcentaje (%), mediante recuento

microscapico.
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6.4.3.2. Variables independientes.

+ Tipo de aceite vegetal de semillas de M. indica, P. edulis, C. papaya, S. betaceum, R.
glaucus, S. quitoense, A. muricata y P. guajava.

+ Tipo de cepa bacteriana (E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus, E. faecalis)
de origen infeccioso y las cepas ATCC.

+ Tipo de célula sanguinea (eritrocitos, linfocitos).

6.5. Consideraciones éticas

Esta investigacion cuenta con el aval del Comité de Etica en Investigacion de la Universidad de
Narifio segun acta de aprobacién No. 055, quien conceptud que la propuesta de investigacion
cumplia con los aspectos éticos y se catalogd “de riesgo minimo”, segun lo establecido en la
Resolucion 008430 de octubre 4 de 1993 del Ministerio de Salud, la Resolucion No. 0068 de enero
22 de 2002 del Medio Ambiente y Desarrollo Sostenible, el Manual de Bioseguridad en el
laboratorio de la OMS, la guia para el transporte de sustancias infecciosas 2017-2018 de la OMS, el
Manual de Normas y Procedimientos de Bioseguridad para Laboratorios de la Universidad de
Narifio, el Reglamento del Comité de ética en Investigacion y demas disposiciones exigidas en la
declaracion de Helsinki. Se explicé a los donantes el objeto de la investigacion y firmaron el

consentimiento informado,la donacion de muestra de sangre fue voluntaria.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Adecuacion y caracterizacion de las semillas
Los valores de peso, humedad y tamafio de las particulas molidas de las ocho clases de semillas
de frutas adecuadas para la extraccion de aceite se pueden observar en la Tabla 7.

Tabla 7

Condiciones de las semillas de frutas secas

R. glaucus 488 7,59+ 0,08 930,92
P. edulis 611,5 4,13 +0,53 966,18
C. papaya 718 8,77+0,39 763,99
S. betaceum 1.889,50 2,26 £ 0,08 939,66
P. guajava 1.503 4,15+ 0,15 973,72
S. quitoense 1.016 4,22 £0,13 946,39
A. muricata 2.736,50 2,43+0,48 1129,53
M. indica 604,5 5,64 + 0,33 932,07

Fuente: este estudio.

La cantidad de cada tipo de semillas vario6 siendo la menor la de R. glaucus: 488 g y la de
mayor cantidad la de A. muricata: 2.736,50 g, estas diferencias se debieron basicamente al tamafio de
las semillas y a la posibilidad de adquisicidén de materia prima, este factor no afecta el rendimiento
del aceite obtenido, la cantidad puede oscilar como minimo entre 180 y 200 g. La humedad de la
semilla por el contrario es un factor que influye en el rendimiento en el proceso de extraccion, en
este estudio los porcentajes de humedad fueron relativamente bajos, comprendidos entre el 2,26 +
0,08 (S. betaceum) y 8,77 + 0,39 (C. papaya), la humedad en la semilla seca contribuye al buen
rendimiento del extracto (Leeke 2002), porcentajes alrededor del 8% en semillas oleaginosas

garantizan la conservacion de las semillas y facilitan la obtencion del extracto oleoso (Bernardini
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1981). Estudios previos muestran resultados de humedad més altos en comparacion a los obtenidos
en este estudio, estas variaciones dependen de factores intrinsecos y extrinsecos de cada semilla
(variedad, tiempo de cosecha, regién de procedencia, estado de la semilla, entre otros) (Hurtado et al.
2016). El porcentaje de humedad esta relacionado directamente con el rendimiento, el contenido de
agua en las semillas infiere en las reacciones metabolicas y de deterioro microbioldgico de las
mismas, asi, la baja concentracion de humedad en las semillas secas de frutas permitié que se
mantengan en estado optimo hasta el momento de la obtencion de los aceites (Londofio, Mieres-
Pitre, y Hernandez 2012).

El analisis granulométrico de las semillas molidas se realizo con la utilizacion de mallas con
una apertura de tamiz de 2000, 850, 600, 425 y 212 (u). El tamafio de las particulas recomendado
para obtener mayor cantidad de aceite durante la extraccion debe oscilar entre los 250 y 2000 pum
(Reverchon 2006), el tamafio en nuestras particulas oscilé entre 763,99 um (C. papaya) y 1129,53
pm (A. muricata), la trituracion de las semillas secas se realiza con la finalidad de permitir mayor
superficie de contacto entre la materia prima y el CO2, no se recomienda utilizar particulas muy

trituradas ya que pueden generar resistencia de transferencia de masa (Pereira, CG et al. 2003).

7.2 Rendimiento del aceite extraido por FSC

Una vez realizadas las extracciones, se determiné el rendimiento promedio de los aceites de
cada semilla, en la Tabla 8 se indican las condiciones Gptimas de las extracciones y el rendimiento.
El rendimiento oscil6 entre 7,65 + 1,07 (M. indica) y 20,7 £ 1,54 (S. betaceum), estos resultados en
comparacion a informes previos, varian dependiendo de las técnicas de extraccion ya sean
destilacién, percolacion, Soxhlet o incluso por FSC con utilizacion de co-solventes (Ceron et al.

2012; Cerdn et al. 2016: Pantoja-Chamorro et al. 2017). La utilizacién de solventes organicos y-o
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cosolventes afectan la calidad del producto, por ejemplo, los solventes organicos dejan residuos
inherentes en los productos, disminuyendo la calidad de los mismos, esta situacion no se presenta en
la extraccion por FSC en la cual la mayor ventaja es obtener aceites puros, libres de residuos de

disolventes (B. A. Hurtado 2002; Ceron, A. F., Osorio, O., Hurtado 2012).

Tabla 8.
Rendimiento de aceite de semillas de frutas

S. betaceum 381 64 20,7 £1,54
P. guajava 357 52 10,04 £ 059
S. quitoense 350 60 10,43 + 0,35
A. muricata 381 50 14,08 £ 1,33
M. indica 349 65 7,65+ 1,07
P. edulis 350 60 15,2 +1,23
R. glaucus 350 60 12,64 £ 0,74
C. papaya 381 36 12,57 £ 1,07

Fuente: este estudio.

7.3 Caracterizacion de los aceites de semillas

Los aceites vegetales son compuestos organicos fuente de energia, que se obtienen a partir de
semillas u otras partes de las plantas, pertenecen a la familia de los lipidos, estan formados
principalmente por triglicéridos, diglicéridos, acidos grasos libres y otros constituyentes minoritarios
como tocoferoles y esteroles (Bueno Ferrer 2012). Las propiedades fisicas y el aprovechamiento

industrial de los aceites dependen de los constituyentes de los extractos (B. A. Hurtado 2002).

7.3.1 Esteroles y Tocoferoles

Los resultados del analisis de esteroles y tocoferoles de los AV se muestran en la Tabla 9.
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El escualeno se extraia de aceite de higado de tiburdn, pero por proteccion a dicha especie se
obtiene del aceite de oliva de la cual es un constituyente de hasta el 50% , es una fraccion de gran
importancia en la cosmetologia gracias a su accion emoliente e hidratante (Huang, Lin, y Fang
2009). Los resultados que obtuvimos muestran que los AV de P. edulis (5, 61mg/mL) y C. papaya
(5,38 mg/mL) contienen los mas altos porcentajes de escualeno en comparacion con R. glaucus, S.
quitoense, P. guajava, S. betaceum y M. indica que presentaron muy bajas cantidades y A. muricata
que no lo presenta. El escualeno naturalmente se encuentra en el cabello y secreciones sebaceas, es
de gran interés cosmetologico siendo de gran utilidad en la industria dermatoldgica y también en la
farmaceéutica por ser una barrera protectora contra microorganismos (Vazquez de Frutos 2008).

Tabla 9

Esteroles y Tocoferoles de aceites de semillas de frutas

Escualeno 0,92 0,9 5,61 0,52 2,87 5,38 0,13
d - Tocoferol 0,55

v - Tocoferol 4,65 0,94 0,12 1,55

o - Tocoferol 0,64 0,35 0,24
Estigmasterol 0,68 0,56 1,24 0,72 0,01
B Sitosterol 3,08 1,74 0,95 3,59 0,66 1,33 3,18 0,02
24-

Metilenciloartanol 0,96

B Sitosterol acetato 0,68

Dihidrolanosterol 0,63

Cicloartenol 0,35 0,83

Campesterol 0,3

Lanosterol 0,5

Sitostenona 5,03

Esterol No

identificado® 1,29

Esterol No

identificado® 2,15

Nota. Analisis de muestras por Cromatografia de Gases/ Espectrometro de Masas (GM-MS). Laboratorio de
Cromatografia de la Universidad de Narifio.
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Con relacion a los tocoferoles conocidos como vitamina E se conocen varios isomeros como
a, B, v y, o-tocoferoles, el mas abundante y con mayor actividad antioxidante es ¢l a-tocoferol, sin
embargo, en los resultados de este estudio podemos apreciar que este compuesto Unicamente se
identifico en las semillas de R. glaucus, S. quitoense y C. papaya, en bajas concentraciones (0,64;
0,35y 0,24 mg/mL respectivamente), por su parte el y-tocoferol se encontré en cantidad significativa
en la semilla de R. glaucus (4,65 mg/mL), el &-tocoferol se encontrd Gnicamente en la semilla de R.
glaucus, por lo tanto la semilla de esta fruta contiene en total 5,84 mg/mL de vitamina E. La
importancia de esta vitamina radica en su proteccion frente al dafio oxidativo de las membranas, por
lo tanto, es de uso farmacéutico, cosmetologico y otras aplicaciones en conservacion de alimentos y
aditivo de piensos para ganado (Vazquez de Frutos 2008). Los Fitosteroles como B-sitosterol,
campesterol y el estigmasterol, se encuentran en aceites vegetales, y no son sintetizados por el
hombre, por lo que deben ser ingeridos en la dieta. El B-sitosterol uno de los compuestos mas
estudiados y al cual se atribuyen beneficios como reductor del colesterol sérico y por consiguiente
del padecimiento de enfermedades cardiovasculares, se ha reportado también actividad
osmorreguladora y actividad antiinflamatoria, en pacientes con hiperplasia prostatica benigna
(Rodriguez, Delgado, y Llamos 2005). Las semillas que contienen este compuesto en
concentraciones considerables son P. guajava (3,59 mg/mL), C. papaya (3,18 mg/mL) y R. glaucus
(3,08 mg/mL), las otras semillas presentan concentraciones inferiores a 2 mg/mL. Este compuesto
presenta un alto poder antibacteriano pero también ha demostrado ser un estabilizador de las
membranas celulares (Rashed 2020). En cuanto a la actividad antibacteriana se ha reportado
inhibicidn contra E. coli, P. aeruginosa, S. aureus y K. pneumoniae con extractos de hojas de
Momordica charantia (melon amargo), extraidos mediante el método Soxhelet (Sen et al. 2012),

resultados similares fueron reportados con extractos de hexano de corteza del tallo de Punica
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granatum (granada) frente a Salmonella typhi y E. coli con CMI muy bajas (Nweze, Ibrahim y
Ndukwe 2019).

Otros compuestos caracterizados fueron: el estigmasterol obtenido en bajas concentraciones
las cuales oscilan entre 0,01 mg/mL en M. indica y 1,24 mg/mL en P. edulis; el campesterol
identificado unicamente en P. edulis (0,3 mg/mL) y la sitostenona (6 B-hydroxy-4-stigmasten-3-one)
un esterol (triterpenoide) al cual se ha atribuido la capacidad de disminuir el colesterol sérico (Wang
2017), aunque no se evidencian reportes sobre actividad antibacteriana, este compuesto se
caracterizo unicamente en el aceite de semilla de C. papaya (5,03 mg/mL). De acuerdo al reporte de
Tittikpina et al., (2018) una mezcla de B-sitosterol, estigmasterol y campesterol obtenida a partir de
extractos de hojas, corteza de tronco y raices de Pterocarpus erinaceus, presento buena actividad
contra bacterias Gram positivas incluyendo el Staphylococcus aureus meticilino resistente (SARM) y
contra P. aeruginosa, con valores de CMI bajas.

7.3.2 Acidos grasos

El principal acido graso monoinsaturado encontrado en los extractos de semillas de frutas es el
acido oleico con porcentajes relativos que varian desde 10,68% (R. glaucus) hasta 63,84% (C.
papaya) (Tabla 10), este &cido pertenece a la serie de acidos grasos conocidos como omega-9,
principal componente del aceite de oliva posee gran variedad de propiedades benéficas para la salud
entre ellas: reduce el riesgo de enfermedades cardiovasculares y cancer, antiinflamatorio,
antibacteriano e inmunomodulador (Medeiros-de-Moraes et al. 2018). Otro acido identificado fue el
omega 7 o &cido palmitoleico (monoinsaturado), muy beneficioso para la piel y las mucosas
(Sanchez y Segundo 2007) y se encontrd presente en los aceites de S. quitoense (1,48%), P. edulis
(0,21%), A. muricata (2,17%), S. betaceum (0,34%) y C. papaya (0,32%). El acido graso linoleico

conocido como omega 6, es un acido graso esencial de la serie omega 6 (0-6), es decir, el organismo
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no puede crearlo y tiene que ser adquirido a través de la dieta, se encontr6 en alto porcentaje con
valores que varian desde el 6,88% para la C. papaya, hasta 68,6% en el extracto de P. guajava, a este
acido graso se lo considera como antiobesogénico, anticancerigeno, antiaterosclerdtico (den Hartigh
2019) y actividad antibacteriana (Njateng et al. 2017).

Tabla 10

Acidos grasos de aceites de semillas de frutas

Palmitico 5,68 12,35 16,85 12,54 26,8 11,3 23,1 13,37
Estedrico 3,1 3,82 3,81 5,17 4,23 3,94 472 3294
Oleico 10,68 17,54 19,75 12,97 34,36 22,62 63,84 42,43
Linoleico 50,02 62,95 58,91 68,6 30,7 58,72 6,88 8,31
Linolénico 29,84 1,84 0,47 0,35 1,3 2,73 0,26 1,36
Eicosenoico 0,69 0,36 0,45 0,36 0,39 1,59
Palmitoleico 1,48 0,21 2,17 0,34 0,32

11 — Eicosenoico 0,48

Nota. Analisis de muestras por Cromatografia de Gases/Espectrometria de Masas (GC-MS). Laboratorio de
Cromatografia de la Universidad de Narifio.

Al écido linoleico se ha atribuido la accion bactericida de bacterias Gram positivas, basados en
el reporte de la investigacion realizada en jabones con alto contenido de este compuesto y en la que
se demostro la capacidad de inhibir el desarrollo de Staphylococcus spp (Jang et al. 2016). El acido
Linolénico un &cido graso de la serie omega 3 (poliinsaturado), se encontrd en bajo porcentaje en S.
quitoense, P. edulis, P guajava, A. muricata, S. betaceum, C. papaya y M. indica variando desde
0,35 hasta 2,73%, en R. glaucus se obtuvo una alta concentracion de 29,84%, este acido presenta
propiedades biologicas como actividad antibacteriana y antifungica (Jalalvand et al. 2019). Entre los
acidos saturados el palmitico presentd valores que variaron desde 5,68% (R. glaucus) hasta 26,8%

en A. muricata, por su parte el acido estearico present6 un porcentaje alto en el aceite de M. indica
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con 32,94% y porcentajes bajos en R. glaucus, S. quitoense, P. edulis, P. guajava, A. muricata, S.
betaceum y C. papaya (3,1; 3,82; 3,81; 5,17; 4,23; 3,94; 4,72% respectivamente) y, el &cido
eicosenoico se identificd en 6 de los aceites de semillas excepto en S. quitoense y P. edulis, con

porcentajes bajos que variaron desde 0,36 (P. guajava, S. betaceum) hasta 1,59% (M. indica) .

7.4 Determinacion de la actividad antibacteriana de los AV de semillas de frutas

7.4.1 Prueba difusidn con sensidiscos en placa de Petri

Los ensayos cualitativos de difusién en agar con sensidiscos se utilizaron como base para
seleccionar los AV de semillas a los cuales se realizé la prueba cuantitativa y confirmatoria para
determinar la CMI.

No se evidenciaron diferencias significativas entre los halos obtenidos con respecto a los
diferentes volimenes (20, 30 y 40 uL) de los AV evaluados para los ensayos con E. coli, K.
pneumoniae y P. aeruginosa.

Los AV de frutas evaluadas demostraron resultados promisorios como inhibidores de bacterias
Gram negativas, por ejemplo, para E. coli (ATCC 25922) cuatro de los ocho AV presentaron una
débil inhibicidn contra esta cepa bacteriana: P. edulis, R. glaucus, A. muricata y P. guajava como se
aprecia en la Figura 11.

Estos resultados coinciden con investigaciones previas con Rosaceas, donde reportaron que
una fraccion fina de semilla de Rubus chamaemorus mostrd una inhibicion significativa frente a E.
coli (Puupponen-Pimid et al. 2016), sin embargo, existen investigaciones en las cuales no se
evidencio actividad inhibitoria frente a esta bacteria, por ejemplo con anonaceas, extractos acuosos y

etandlicos de cascara de Annona muricata no presentaron inhibicion contra E. coli (Gopalakrishnan,
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Doriya, y Kumar 2016), de igual manera estudios realizados con aceites esenciales y extractos de
metanol, hexano y acetato de etilo de las hojas de P. guajava, probados contra bacterias causantes de
diarrea: S. aureus, Salmonella spp. y E. coli, reportaron actividad inhibitoria inicamente frente a S.
aureus y Salmonella spp, pero no contra E. coli (Goncalves et al. 2008). En pasifloras, ensayos
realizados con cuatro especies de maracuya (Passiflora alata, P. foetida, P. pohlii y P. suberosa)
frente a cinco cepas diferentes de E. coli, utilizando extractos de raices y de hojas, igualmente no
presentaron actividad antibacteriana (Ponzilacqua et al. 2018).

Figura 6

Accién inhibitoria de AV de semillas de las frutas sobre E. coli

E.colivs AV.de semillas de frutas

201

AV. P. edulis
AV.R.glaucus
AV. A. muricata
AV. P.guajava

Gentamicina 10 pg

Halo de inbicién en mm

OaEoEn

Tween 20

Nota. Accion inhibitoria de AV de semillas de P. edulis, R. glaucus, P. guajava y A. muricata sobre E. coli
(ATCC 25922). Cuatro de ocho aceites evaluados presentaron halos de inhibicion entre 7y 11 mmy
diferencias estadisticas significativas en comparacion con el control negativo (Tween 20) en todas las
diluciones evaluadas. Cada barra representa la media aritmética £ SEM, n = 3, **** p <0,0001 por test de

Dunnett.

Si bien en los resultados de este estudio se presentd una inhibicién de los cuatro AV puros
frente a E. coli (ATCC 25922) , el porcentaje del didmetro del halo de inhibicién de los aceites con

relacion al control positivo (CN10: 16,69 mm, 15,61 mm, 16,47 mm) apenas supero el 50% (P.
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edulis: 55,9%, R. glaucus 56,4%, A. muricata 50,6% y P. guajava 55%), esto nos da a comprender
que dichos aceites presentan una baja actividad antibacteriana y que como presentaremos en las
pruebas de CMI seran requeridas concentraciones altas de estos aceites para lograr la inhibicion del
100% de la bacteria.

Cinco AV presentaron inhibicién sobre K. pneumoniae (ATCC 13883): S. betaceum, P. edulis,
R. glaucus, A. muricata y P. guajava como se muestra en la Figura 12. Algunos trabajos de
investigacion previos coinciden con estos resultados frente a K. pneumoniae; sin embargo, aunque se
trate de la misma familia de las plantas frutales ellos difieren en cuanto a la especie, tecnologia de
extraccion y partes de la planta utilizadas, por ejemplo: los reportes de Pinto et al. (2017) y Dolab et
al. (2018), quienes obtuvieron extractos metandlicos y con hexano, respectivamente, a partir de hojas
de anonéaceas (A. squamosa y A. emarginata), demostraron una significativa actividad antibacteriana
contra esta bacteria en particular. Con rosaceas, tres tipos de extractos de etanol de fresa (Rubus
corchorifolius, Rubus parvifolius L. var. Parvifolius y Duchesnea chrysantha Miq.), se probaron
frente a S. aureus, E. coli y K. pneumoniae, presentaron un alto contenido fenolico y demostraron
una buena actividad inhibitoria frente a las tres bacterias (Seleshe et al. 2017). A partir de semillas de
guayaba (P. guajava) de la familia de las Myrtaceae se aislo el péptido recombinante Pg-AMP1, el
cual demostro poseer una alta capacidad de inhibir varias bacterias Gram negativas, entre ellas K.
pneumoniae (Tavares et al. 2012). Con Solanaceas la actividad antibacteriana se investigo a partir de
extractos crudos del tallo de S. mauritianum, presentando una actividad inhibitoria muy significativa
contra varias bacterias Gram positivas y Gram negativas incluida K. pneumoniae (Uche-Okereafor
et al. 2019).

Estos reportes entre otros validan los resultados sobre la actividad antibacteriana de los AV de

frutas reportados en este estudio, sin embrago al igual que con E. coli, los porcentajes de inhibicién
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con relacion al control positivo (CN10: 16,1 mm, 16,16 mm, 16,48 mm), se encuentran al rededor
del 50%, S. betaceum 49,1%, P. edulis 50,6%, R. glaucus 48,6%, A. muricata 50%, P. guajava
50,4%, se concluye que se requieren diluciones muy bajas para la determinacion de la CMI.

Figura 7

Accion inhibitoria de AV de semillas de las frutas sobre K. pneumoniae

K.pneumoniae vs AV. de semillas de frutas
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Tween 20

Nota. Accion inhibitoria de AV de semillas de S. betaceum, P. guajava, A. muricata, P. edulis y R. glaucus
sobre K. pneumoniae (ATCC 13883). Los aceites evaluados presentaron halos de inhibicion entre 6,85y 9,29
mm y diferencias estadisticas significativas en comparacién con el control negativo (Tween 20) en todas las
diluciones evaluadas. Cada barra representa la media aritmética + SEM, n = 3, **** p <0,0001 por test de

Dunnett.

En los ensayos contra P. aeruginosa (ATCC 13883), los ocho AV causaron inhibicién sobre la
P. aeruginosa, estos resultados coinciden con los reportes de Cai et al., (2012), quienes reportaron
que en una rosécea el aceite volatil de las hojas de Rubus parvifolius presenta actividad
antibacteriana no solamente frente a P. aeruginosa sino tambiéen contra E, coli y K. pneumoniae. El
trabajo con pasifloraceas de Perry, et al. (1991) concluyé que el 4-Hydroxy-2-cyclopentano
identificado en el extracto de hoja de Passiflora tetrandra es el responsable de la actividad
antibacterial frente a P. aeruginosa y E. coli. Con respecto a la Anacardiacea, Mangifera indica se

reportd una débil actividad antibacteriana de los extractos metandlicos extraidos de las partes aéreas
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de la planta contra P. aeruginosa (Cheruiyot, Olila, y Kateregga 2009). Contrario a estos reportes de
investigacion, encontramos que, en las Caricacea, a partir del latex del fruto de Carica papaya se
obtuvo una endopeptidasa conocida como Papaina, de la cual se extrajo un derivado de arginina (Bz-
Arg-NHC12), este compuesto fue utilizado para valorar la actividad antibacteriana frente a P.
aeruginosa, entre otras bacterias Gram negativas, Gram positivas y hongos, sin obtener resultados
antibacterianos (Fait et al. 2012).

En ensayos realizados para P. aeruginosa (ATCC 27853), los porcentajes de inhibicion
obtenidos, con relacién al control positivo (CAZ30), aun cuando los ocho AV de semillas
presentaron actividad antibacteriana, los halos presentaron muy bajo diametro en comparacion con el
diametro del halo de inhibicion del Ceftazidime el cual fue muy amplio en las tres replicas (25,31
mm, 25,75 mm. 27,19 mm) en comparacion con los halos de inhibicion de los AV, por lo tanto el
porcentaje de inhibicion con relacién al control positivo es de alrededor del 30%, como se puede
observar en la Figura 13; sin embargo, aungque no sobrepasaron el 50% con relacion al control
positivo, se decidio realizar la prueba cuantitativa de la CMI para determinar la concentracion
necesaria para inhibir el crecimiento de la P. aeruginosa.

Figura 8

Accidn inhibitoria de AV de semillas de las frutas sobre P. aeruginosa
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Nota. Accion inhibitoria de ocho AV de semillas de las frutas sobre P. aeruginosa (ATCC 27853). Se
observaron halos de inhibicion entre 6.23 y 8.67 mm y diferencias estadisticas significativas en comparacion
con el control negativo (Tween 20) en todas las diluciones evaluadas. Cada barra representa la media
aritmética + SEM, n = 3, **** p <0,0001 por test de Dunnett.

Los resultados obtenidos en esta investigacion con bacterias Gram positivas, no presentaron
diferencias significativas entre los halos obtenidos con respecto a los diferentes volimenes de AV
evaluados tanto para S. aureus (ATCC 25923) como para E. faecalis (ATCC 29212).

Los AV de semillas C. papaya y M. indica no evidenciaron inhibicion in vitro de S. aureus,
observar resultados en la Figura 14.

Figura 9

Accidn inhibitoria de AV de semillas de las frutas sobre S. aureus

S.aureus vs AV.de semillas de frutas
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Nota. Accidn inhibitoria de AV de semillas de las frutas sobre S. aureus (ATCC 225923). Se observaron
halos de inhibicion entre 7.06 y 8.87 mm y diferencias estadisticas significativas en comparacion con el
control negativo (Tween 20) en todas las diluciones evaluadas. Cada barra representa la media aritmética +
SEM, n = 3, **** p <0,0001 por test de Dunnett.

Los ocho AV de las semillas de frutas presentaron actividad inhibitoria sobre E. faecalis (ATCC

29212), como se aprecia en la Figura 15.
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Figura 10

Accion inhibitoria de AV de semillas de las frutas sobre E. faecalis
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Nota. Accion inhibitoria de AV de semillas de las frutas sobre E. faecalis (ATCC 29212). Se observaron halos
de inhibicién entre 6.59 y 9.42 mm y diferencias estadisticas significativas en comparacion con el control
negativo (Tween 20) en todas las diluciones evaluadas. Cada barra representa la media aritmética £ SEM, n =
3, *¥**% pn <(,0001 por test de Dunnett.

Jang et al. (2016), atribuyeron la actividad bactericida al acido Linoleico frente a Staphylococcus
spp., en el presente estudio de acuerdo a la caracterizacion de los aceites de semillas, este cido graso
en particular fue identificado en mayor porcentaje, entre el 30,7% y el 68,7% en los extractos de
semillas de A. muricata, R. glaucus, S. betaceum, P. edulis, S. quitoense y P. guajava. De similar
manera, Ivanova et al., (2017) en estudios realizados en la epicuticula de las alas de los insectos
descubrieron que &cidos grasos como el palmitico y estearico son los componentes principales vy,
fueron los responsables de la actividad antibacteriana frente a P. aeruginosa y S. aureus, en dicho
trabajo se propone que podrian ser utilizados como revestimientos bactericidas naturales; estos acidos
fueron encontrados presentes en todos los AV de las semillas de frutas analizados en el presente trabajo

ver tabla 11. Choi (2016), demostr6 que el &cido Linolénico es un potente inhibidor del crecimiento
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de Mycobacterium tuberculosis, con un tratamiento y con una CMI de 200 pg/mL este aporte es muy
importante teniendo en cuenta que en especial esta bacteria es de dificil control terapéutico, siendo
considerada como multidroresistente y continGan reportandose casos nuevos en casi todo el mundo
(Abbate et al. 2007). Adicionalmente el acido Linoleico también se identifico en todos los AV de
semillas de las ocho frutas, presentando un mayor porcentaje en el aceite de semilla de R. glaucus
(29,84%). De esta manera, podemos inferir que los AV de semillas de las ocho frutas analizadas en
esta investigacion presentan una mezcla importante de varias sustancias lipidicas que en conjunto
potencializan su actividad antibacteriana.

Cabe resaltar que este trabajo con aceites de semillas de frutas extraidos por FSC, no tiene
precedente en la literatura revisada. La variabilidad de los resultados depende de la parte de la planta
empleada en la obtencion de los extractos, la clase de extracto que se obtenga, la tecnologia de
extraccion que en la mayoria de casos incluye la utilizacion de cosolventes, los procedimientos
experimentales, los componentes del extracto (alcaloides, flavonoides, saponinas, compuestos
cianogénicos, carotenoides, otros) y la diversidad en las propiedades de cada uno, entre otros (Li
etal. 2011).

Adicional a la metodologia cualitativa de difusion en agar con sensidiscos se realizaron ensayos
con la técnica de agar perforado, sin embargo, no obtuvimos resultados satisfactorios, en todas las
pruebas realizadas no se evidenciaron zonas de inhibicion con ninguno de los ocho AV de semillas
de frutas en comparacion con el control positivo (CN 160 mg/2mL) el cual presento halos mayores a
17 mm. En dichos ensayos se realizaron pruebas cambiando algunas variables del procedimiento
como la sustitucion del Tween 20 por Tween 80, con el objetivo de favorecer la difusién de los AV
los cuales permanecieron en el pozo sin evidenciarse difusion, también se ensayd con el incremento

del tiempo de incubacion de 20 a 24 horas a una temperatura de 37 °C, los ensayos se realizaron con
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las mismas cantidades de AV utilizadas en el ensayo de difusion en agar (20, 30 y 40 pL), sin
embargo, no se obtuvieron resultados inhibitorios. Resultados similares reporta Ferreira et al.,
(2011), tras dispensar 0,1 mL de extractos de babacu (Orbignya phalerata Mart.), buriti (Mauritia
flexuosa) y maracuyé (P.edulis), en pozos de 5 mm de diametro, no observaron zonas de inhibicion
frente a cepas de S. epidermidis, S. aureus, E. coli y P. aeruginosa. La actividad antibacteriana puede
ser determinada por varios métodos, la seleccion de estos depende de las caracteristicas de las
sustancias a ser evaluadas, la cantidad, la finalidad, los costos, entre otros. El método de difusion en
agar perforado esta recomendado para valorar sustancias o extractos acuosos los cuales pueden
difundir facilmente en el agar (Valgas et al. 2007), para valorar sustancias oleosas estas se deben
diluir en DMSO o adicionar al medio algun tenso activo (Tween 20 - 80) para permitir la difusion
(Argote- Vega et al. 2017). Por su parte, la técnica de difusion en agar con sensidiscos a pesar de
presentar varias desventajas entre ellas la constitucion del papel filtro Whatman, compuesto por
celulosa 'y grupos hidroxilo libres, confieren la caracteristica hidrofilica al papel, esta caracteristica
le permite absorber compuestos catidnicos de los extractos vegetales impidiendo la difusion libre en
el agar, sin embargo con los compuestos apolares (aceites) los grupos hidroxilos no reaccionan

permitiendo una libre difusion en la superficie del agar (Ramirez y Castafio 2009).

7.4.2 Efecto de los AV sobre bacterias de origen clinico

Las pruebas realizadas con cepas resistentes, donadas por la Clinica Profesionales de la Salud -
Proinsalud S.A. (Pasto, Narifio): S. aureus resistente a Amoxicilina/acido Clavulanato,
Ampicilina/Sulbactam, Ampicilina, Cefazolina, Oxacilina, Penicilina, ; P. aeruginosa resistente a
Aztreonam, Cefepime, Imipenem, Meropenem, Piperaciclina/Tazobactam; E. coli resistente a Acido

Nalidixico, Ampicilina, Aztreonam y a las Cefalosporinas (productora de Betalactamasa de Amplio
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Espectro), utilizando las tres cantidades (20, 30 y 40 pL) de AV no presentaron zonas de inhibicién,
las tres cepas fueron resistentes a los ocho AV, por este motivo, no se procedié a determinar la CMI.
Resultados similares fueron reportados con extractos etandlicos de C. papaya los cuales no
mostraron ninguna zona de inhibicion contra E. coli, P. aeruginosa, E. faecalis y K. pneumoniae
procedentes de un centro de investigacion de Enfermedades Diarreicas, Bangladesh (Liya y Siddique
2018). La incidencia de bacterias Gram negativas multidrogoresistentes (MDR) se ha incrementado
especialmente en las unidades de cuidados intensivos (UCI), generando un aumento en la mortalidad
de los pacientes por la resistencia a los antibioticos tradicionales, varios de estos casos asociados a
un inapropiado tratamiento antimicrobiano (Paramythiotou y Routsi 2016). Este tipo de bacterias
requieren para ser controladas la accion de farmacos cada vez mas fuertes, en mayor concentracion o
la combinacidn entre ellos, en este sentido, la multirresistencia genera que las infecciones sean cada

vez mas complicadas y las opciones de tratamiento mas limitadas (Al-Gethamy et al. 2017).

7.4.3 Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI)

Los resultados de la Tabla 11, presentan la concentracion minima de cada AV de
semillas capaz de inhibir el crecimiento visible de las cepas bacterianas, la mayoria de los AV
lograron controlar el crecimiento bacteriano de las cinco bacterias analizadas (CMI 900
puL/mL), tnicamente el AV de semilla de C. papaya y P. guajava frente a P. aeruginosa y K.
pneumoniae respectivamente presentan una CMI de 750 pL/mL y, una CMI de 500 pL/mL de
los AV de semillas de M. indica y S. quitoense sobre P. aeruginosa, de los AV de S. quitoense

y P. guajava sobre S. aureus y finalmente, AV de S. quitoense y C. papaya sobre E. faecalis.



Tabla 11

Concentracion Minima Inhibitoria de los AV de semillas de frutas.

E. coli
900
ATCC 25922
K. pneumoniae
900
ATCC 13883
P. aeruginosa
900
ATCC 27853
S. aureus
900
ATCC 25923
E. faecalis
900

ATCC 29212

900

900

900

900

900

900

900

900

900

900

750

900

500

900

900

900

900

900

750

500

500

500

500

500

Nota. CMI: Concentracién minima inhibitoria, *Prueba de difusién en placa no present6 halos de

inhibicién descartando la realizacion de este analisis.

En la Figura 16, se muestran los resultados de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

realizada con los ocho AV sobre las bacterias: S. aureus, E. faecalis, P. aeruginosa, E. coli y K.

pneumoniae.
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Figura 11

Determinacion in vitro de la CMI de AV de semillas de frutas y MTT
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Nota. El tono morado indica actividad metabdlica; el tono amarillo: inhibicion; Cl: control inoculo,
CAV: control de los aceites vegetales de semillas, CMC: control medio de cultivo, CP: control positivo,
D1: 900 pL/mL, D2: 750 pL/mL, D3: 500 pL/mL, D4:250 pL/mL.

7.4.4 Determinacion de la concentracién minima bactericida (CMB)

Los resultados de la Tabla 12 presentan la concentracion minima de AV de semilla
capaz de matar a la cepa analizada. Estos resultados muestran la diferencia entre la CMI y la

CMB.
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Tabla 12

Concentracién Minima Bactericida de AV de semillas de frutas.

E. coli * - . .
sl 900 900 900 900
K
preumoniage 900 900 900 750 900 * * *
ATCC 13883
P
aeruginosa % 900 900 900 900 900 750 750
ATCC 27853
S. anreus * % %
e 900 900 900 900 900
E. faecalls g 900 o 900 900 900 x 900

ATCC 29212

Nota. CMB: Concentracion minima bactericida, *No se realizo6 la prueba. **Se present6 crecimiento en
la dilucion mas alta. Con rojo se indica la diferencia en valores obtenidos para la CMB con relacién a la
CMI de la tabla 11.

Tras la obtencidn de estas dos determinaciones (CMI y CMB) se puede inferir lo
siguiente:

e En términos generales la CMI y CMB demuestran un bajo potencial bactericida de los
AV de semillas; esto coincide con los resultados de la prueba de difusién en agar en la
cual se registraron halos de inhibicion de diametro pequefio, resultados similares a los
obtenidos con aceites de semillas de Opuntia stricta, frente a bacterias Gram positivas y
Gram negativas (Koubaa et al. 2017).
e Resultados similares se obtuvo tanto para la CMI y CMB (900 pL/mL) de los AV de
semillas de P. edulis, R. glaucus, A. muricata y P. guajava sobre E. coli (Anexo 12.1).

Estos resultados coinciden con los reportes de inhibicion de extractos alcohdlicos de
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hojas de P. guajava frente a bacterias Gram positivas y negativas utilizando el método
de difusion en agar obteniendo halos de inhibicién con un didmetro menor al 50% con
relacién al control positivo (Martinez, Molina, y Boucourt 1997). Reportes diferentes se
obtuvieron con extracto hidrometandlico de semillas, cascara y pulpa de R. glaucus los
cuales presentaron un alto poder inhibitorio sobre S. aureus y E. coli, requiriéndose una

baja CMI (Grande-Tovar et al. 2021).

En los ensayos de inhibicion de AV de semillas frente a K. pneumoniae se determind
que la CMI y CMB es del 900 pL/mL tanto para P. edulis, R. glaucus, A. muricata y S.
betaceum. Por su parte el aceite de semilla de P. guajava demostré una CMI y CMB
del 750 pL/mL (Anexo 12.2). Reportes de extractos etanolicos de semillas de P. edulis
con alta actividad bacteriostatica frente a K. pneumoniae se asocio con la abundancia de
metabolitos secundarios y otros compuestos bioactivos (Sabogal-Palma et al. 2016).
Pinto, et al. (2017) reportaron que el extracto metandlico de hojas de Anonnaceas (A.
squamosa) mostré una actividad antibacteriana significativa contra K. pneumoniae por

desestabilizacién de la membrana bacteriana.

En la prueba con aceites de semillas de R. glaucus, A. muricata, P. guajava, y S.
betaceum sobre P. aeruginosa tanto la CMI como la CMB fue de 900 pL/mL para cada
aceite. P. edulis presenté CMI 900 uL/mL y la prueba confirmatoria en placa en esta
dilucion se observé crecimiento bacteriano. Por su parte los aceites de semillas de C.

papaya, M. indica y S. quitoense sobre esta bacteria Gram negativa la CMI fue 750,
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500 y 500 pL/mL respectivamente, en diferencia con la CMB de 900, 750 y 750
pL/mL, en su orden (Anexo 12.3).

Nifio, et al, (2009) presentaron resultados de actividad antibacteriana de alcaloides
(solasodina) obtenidos S. leucocarpum frente a P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae y
S. aureus, siendo mas efectiva contra esta Gltima. Cai, et al.,(2012), en Rubus
parvifolius L. reportaron que el aceite volatil de las hojas presenta actividad
antibacteriana frente a P. aeruginosa, E, coli y K. pneumoniae. Perry, et al. (1991)
reportaron que el 4-Hydroxy-2-cyclopentano de extractos de hoja de Passiflora
tetrandra es el responsable de la actividad antibacterial frente a P. aeruginosa y E. coli.
Los aceites de semilla de P. edulis, A. muricata y S. betaceum frente a S. aureus
presentaron una CMI y CMB al 900 uL/mL de cada aceite. P. guajava, presento CMI
de 500 pL/mL de aceite y una CMB de 900 pL/mL. El aceite de semilla de S. quitoense
presentd una CMI 500 pL/mL y CMB de 900 pL/mL de este aceite (Anexo 12.4).
Reportes similares de actividad antibacteriana se registran con extractos obtenidos a
partir de corteza de tallo de A. purpurea sobre S. aureus y P. aeruginosa (Jiménez
Contreras, A.P., Tdmara Roman 2018), cabe resaltar que no se ha encontrado literatura
sobre actividad inhibitoria con extractos similares a los utilizados en este trabajo.

Los aceites de semillas de P. edulis, R. glaucus, P. guajava y S. betaceum presentaron
CMIy CMB 900 pL/mL de estos aceites sobre E. faecalis con aceite de A. muricata la
CMI 900 pL/mL de aceite, y no se logr6 determinar la CMB ya que aun en esta
dilucion se observé crecimiento bacteriano en caja Petri. Los aceites de C. papayay S.
quitoense presentaron de manera similar una CMI 500 y CMB 900 pL/mL (Anexo

12.5). Trabajos realizados con extractos hidro-fenolicos obtenidos de pulpa de A.
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muricata reportaron actividad bacteriostatica baja sobre E. faecalis, con relacion al
control positivo de la prueba (Le6n-Fernandez et al. 2009), similar a lo obtenido en la

presente investigacion.

7.4.5 Determinacién de la concentracion efectiva 50 (CE50)

De igual manera se determind la Concentracién Efectiva 50 (CE50), definida como la
concentracion necesaria de AV de semillas que se estima afecta al 50% de la poblacién bacteriana
inoculada. La CES0 se obtuvo por regresion lineal (Figura 17), se escogio este método teniendo en
cuenta los reportes de comparaciones realizadas entre los metodos de regresion lineal, regresion no
lineal y prueba Probit, determinando que este ultimo estuvo muy lejano a lo observado
experimentalmente (Molina-Vargas y Melo-Martinez 2010). De todos los ensayos realizados con los
ocho AV de semillas y las cinco cepas bacterianas, Gnicamente se determind en los ensayos cuya
prueba confirmatoria se obtuviera un recuento intermedio entre cero y 100.000 UFC/10pL, con estos
tres valores se aplico la regresion lineal. Bajo este criterio, los ensayos que aplicaron fueron: AV
semilla de C. papaya sobre P. aeruginosa, obteniendo una CE50 de 745,0 puL/mL, aceite de S.
betaceum y P. guajava sobre S. aureus resultando una CE50 de 680,0 y 695,0 pL/mL

respectivamente y finalmente, aceite de C. papaya sobre E. faecalis CE50 712,0 puL/mL.
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Figura 12

Concentracion efectiva 50 (CE50) por regresion lineal
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Nota. Recuento de colonias tras incubacion en placa de Petri, de tres replicas realizadas.
(A) AV C. papaya/ P. aeruginosa, (B) AV C. papaya/ E. faecalis, (C) AV S.

betaceum/S. aureus, (D) AV P. guajava/ S. aureus.

Teniendo en cuenta los argumentos de Molina-Vargas (2010) los resultados sobre la
CE50 obtenidos por regresion lineal aplican toda vez que la variable concentracion del AV

sobre un microorganismo, corresponden a una variable continua.

El aceite de semilla de P. guajava presentd la mejor respuesta antibacteriana con relacion a los
otros aceites evaluados, inhibid las tres bacterias Gram negativas y las dos Gram positivas como se
indica en la tabla 13, este aceite presenta alto porcentaje de acido Linoleico (68,6%), acido palmitico
y acido estearico, en menores concentraciones (ver tabla 10). Los aceites de A. muricata, R. glaucus,

P. edulis y S. betaceum presentaron actividad antibacteriana frente a cuatro de las cinco cepas
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evaluadas, como caracteristica comdn en la composicion de estos AV de semillas se encuentra la alta
concentracion del &cido linoleico (30,7; 50,02; 58,91; 58,72% respectivamente (ver tabla 10).

Tabla 133

Respuesta bacteriana frente a los AV de semillas de frutas

P. guajava S S S S S
A. muricata S S R
R. glancus S S
P. edulis S S R S S
S. R S S S
Detacenm
S. R R S S S
quitoense
C. papaya R R S R S
M. indica R R S R R

Fuente: este estudio. S: sensible; R: resistente.

Esta caracteristica no define que el &cido linoleico sea en si el agente inhibidor, los ensayos
realizados no permiten dar por hecho esta propiedad, ademas, estudios realizados con extractos de
semillas de Cuminum cyminum revelan que en su estudio la actividad bactericida se relacion6 con la
alta concentracion de acido petroselinico, un isémero del acido oleico (Merah et al. 2020). El aceite
de S. quitoense presentd inhibicion de crecimiento sobre tres cepas bacterianas, la concentracion de
acido Linoleico fue de 62,95%.

E aceite de semilla de C. papaya inhibid Unicamente dos cepas y el aceite de semilla de M.
indica solo una, las concentraciones de &cido linoleico fueron de 6,88% y 8,31% respectivamente, las
mas bajas de los ocho aceites (Tabla 10). El acido linoleico (9-cis, 12cis) forma parte de los acidos
grasos polinsaturados posee dos dobles enlaces en su cadena hidrocarbonada (Ledn-Sanchez et al.

2014), es conocido como omega 6, y considerado un aceite esencial que debe ser suministrado en la
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dieta alimentaria, se encuentra en la mayoria de aceites de origen vegetal como el de oliva, de palma
y de coco, en menores concentraciones en carnes y lacteos (Sanhueza, J., Nieto y Valenzuela 2002).
Esto se puede explicar teniendo en cuenta que los aceites esenciales pueden actuar como
desacopladores e interferir en la translocacion de protones sobre la membrana e interrumpir la
fosforilacion del ADP (Cano, C., Bonilla, Roque, y Ruiz 2008). También se ha planteado que la
accion bactericida esta relacionada con los compuestos oxigenados presentes en los aceites
esenciales (Maguna et al. 2006), sin embargo, estos no se encuentran en los AV de semilla
evaluados.

En la presente investigacion se utilizaron los aceites vegetales totales de cada semilla, cada uno
de los cuales se representa como una mezcla compleja de diferentes compuestos (Tablas 9y 10), los
ensayos realizados no permiten confirmar que la presencia de &cido linoleico o cualquier otro
compuesto de manera individual sea el causante de la actividad antibacteriana, la accion observada
es producto de la accidn sinérgica de todos los compuestos del AV. Si en un futuro se desea
establecer el aporte de cada compuesto a la actividad evaluada, se deben realizar pruebas
complementarias como la técnica de bioautografia por cromatografia de capa, para identificar el
compuesto implicado en dicho proceso inhibitorio (Sanchez Garcia, Castillo Hernandez, y Garcia
Palencia 2016).

Por su parte, los aceites de C. papaya y M. indica que no presentaron buena actividad
bactericida, son aceites que a temperatura ambiente tienen apariencia de cera, motivo por el cual,
para realizar las diluciones se trabajaron a 37°C. Esta caracteristica fisica de los dos aceites puede no
ser la causa de la ausencia de actividad antibacteriana frente a la mayoria de bacterias evaluadas ya
que existen reportes de actividad inhibitoria del extracto alcohdlico de semilla de mango tailandés

reportado por Jiamboonsri et al., (2011) frente a cepas de S. aureus meticilino resistente (MRSA).
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Sin embargo, a efecto de sustentar nuestros resultados debemos resaltar que, el extracto obtenido por
Jiamboonsri y colaboradores se obtuvo tras la homogenizacion con etanol, desengrasado con hexano
y diluido con DMSO. Por otra parte, se debe tener en cuenta la estructura de los microorganismos
como tal, las bacterias Gram negativas presentan varios factores de resistencia: uno de ellos la
membrana externa, compuesta por un alto contenido de lipopolisacaridos de caracteristica lipofilica
que actia como una barrera que inhibe o retarda la entrada de macromoléculas permitiendo mayor
tolerancia a los compuestos hidréfobos (Okoh et al. 2016). Otra forma de resistencia, podria ser la
presencia de bombas de reflujo, las cuales expulsan toxinas anfipaticas a través de la membrana
externa incrementando la impermeabilidad ante el agente antimicrobiano evitando que este llegue a
su blanco, generando un incremento en la resistencia antibiotica (Garedew, Schmolz, y Lamprecht
2004). Finalmente, las bacterias K. pneumoniae y S. aureus presentan externamente una capsula
protectora (LOpez Vargas y Echeverri Toro 2010), formada por polisacaridos excretados por la
célula, la cual impide la fagocitosis, adherencia a superficies e impide el paso libre de sustancias
hacia el interior de la bacteria (M. P. Hurtado, De la Parte, y Brito 2002). En lo referente a la
composicion de los aceites de semillas de estas dos frutas (Tabla 9 y 10) teniendo en cuenta el
método de extraccidn de estos aceites, se debe enfatizar que, la variabilidad en la composicion de
estas mezclas complejas, determinaran la variacion en los en los efectos bioldgicos (Bettaieb et al.
2011), el poder de inhibicidn esta ligado a la capacidad de formar complejos con la estructura
externa bacteriana y la capacidad de inactivar adhesinas microbianas, enzimas y proteinas de

transporte (Cruz et al. 2001).

7.5. Evaluacién de la actividad citotoxica de los AV de semillas de frutas

7.5.1 Viabilidad de linfocitos humanos
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En la Figura 18 se muestran los resultados de los linfocitos frente a los AV, en los cuales el

porcentaje de viabilidad fue superior al 90% en las diluciones empleadas: 12,5; 25; 37,5y 50 uL/mL.

Figura 18

Porcentaje de viabilidad de linfocitos vs AV de semillas de frutas
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Nota. Analisis microscopico de viabilidad de linfocitos humanos en diluciones desde 12,5 hasta 50

pL/mL de AV de semillas de frutas. La viabilidad se midi6 cada hora durante tres horas. (A) AV A.
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muricata, (B) AV. M. indica, (C)AV. P. guajava, (D)AV. C. papaya, (E)AV. S. quitoense, (F)AV. R.
glaucus, (G)AV. P. edulis, (H) AV. S. betaceum. Se presentan gréaficas de regresion lineal de tres
experimentos evaluados mediante ANOVA unidireccional, con andlisis de Brown Frosythe, p
<0.05.

Con el fin de investigar la citotoxicidad de los AV de semillas de frutas, se evalud el
recuento de linfocitos humanos viables con azul de tripano (Figura 19). Se estableci6 la
viabilidad inicial y se realizé el recuento cada hora durante tres horas.

Figura 19

Citotoxicidad de AV sobre linfocitos humanos

Linfocitos viables Linfocitos no viables

Fuente: este estudio

En la Figura 20, se puede apreciar como todos los AV de semillas presentaron un porcentaje
de viabilidad superior al 90% en las cuatro concentraciones evaluadas. En la primera hora, la
viabilidad celular més baja se registro con el aceite de semilla de S. quitoense: 95,5y 95,6% en las
concentraciones de 37,5y 25 pL/mL respectivamente, de manera similar con el aceite de P. edulis

en la concentracion 12,5 pL/mL de 95,99% (Figura 20). Las viabilidades mas altas se presentaron
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en las concentraciones de 12,5uL/mL con el aceite de semilla de A. muricata correspondiente al

100% seguida de A. muricata al 50 pL/mL con un 99,33%.

Figura 13

Viabilidad de linfocitos humanos incubados 1h con AV de semillas de frutas
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Nota. Porcentaje de viabilidad de linfocitos humanos incubados durante una hora bajo la accion de AV.

de semillas de frutas. La viabilidad mas baja fue de 95,5 % (S. quitoense: 37,5 uL/mL), la mas alta

fue del 100% (A. muricata 12,5 uL/mL), diferencias estadisticas significativas en comparacion con el

control positivo (H20; al 5%) en todas las diluciones evaluadas. Cada barra representa la media aritmética

+ SEM, n = 3, **** p < 0,0001.

El trabajo de Giongo, et al., (2017) evalud la citotoxicidad del metileugenol y el 1-nitro-2-

feniletano principales componentes del aceite de Aniba canelilla contra linfocitos, concluyé que in

vitro dichos compuestos no presentan toxicidad para esa linea celular aun cuando presentan

actividad anti Tripanosoma evansi, hecho que los hace blancos farmacéuticos potenciales para el

tratamiento de algunas patologias para lo cual recomienda continuar con estudios in vivo en miras

del uso humanao.
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Los hallazgos de citotoxicidad a las dos horas indicaron una disminucion en la viabilidad
de los linfocitos con el aceite de semilla de M. indica en las concentraciones de 50 y 12,5 pL/mL
con valores de 94,19 y 93,85% respectivamente, igualmente P. guajava con 94,7% a una
concentracion de 12,5 uL/mL, R. glaucus con 94,7% en una concentracién de 25 pL/mL, S.
quitoense con 94,8 % en 50 y 25 uL/mL y 94,7% en 3,5 pL/mL y P. edulis con 94,85% en una
concentracion de 12,5 uL/mL. Los porcentajes de viabilidad superiores al 95% se observaron
con los aceites de S. betaceum, A. muricata y C. papaya, siendo los mas altos los observados en
A. muricata 99,2% a 50 pL/mL y S. betaceum 99,03% a 37,5 uL/mL (Figura 21).

Figura 14

Viabilidad de linfocitos humanos incubados 2h con AV de semillas de frutas
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Nota. Porcentaje de viabilidad de linfocitos humanos incubados durante dos horas bajo la accién de AV
de semillas de frutas. Los porcentajes de viabilidad oscilan entre 93,85% (M. indica 12,5 pL/mL) y
99,18% (A. muricata 50 uL/mL), diferencias estadisticas significativas en comparacion con el control
positivo (H20- al 5%) en todas las diluciones evaluadas. Cada barra representa la media aritmética +
SEM, n =3, **** p < 0,0001.

Finalmente, en el recuento realizado a las tres horas se observo que el porcentaje de

viabilidad celular més alto se observé con los aceites de R. glaucus (95,9 y 96,8%) y S. betaceum
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(96,73 y 97,63%) en las concentraciones de 50 y 37,5 pL/mL respectivamente. El porcentaje de
viabilidad més bajo se presentd con el aceite de M. indica 90,43% en 50 uL/mL seguido del
aceite de S. quitoense 92,3% en 50 pL/mL, con P. guajava 92,2 y 92,27% en concentraciones de
25y 12,5 pL/mL respectivamente (Figura 22).

Estos resultados permiten sefialar que los aceites de semillas de frutas no son citotdxicos ya
que el porcentaje de viabilidad de las células, en todos los ensayos fue superior al 80%.

Figura 15

Viabilidad de linfocitos humanos incubados 3h con AV de semillas de frutas
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Nota. Porcentaje de viabilidad de linfocitos humanos incubados durante tres horas bajo la accién de AV
de semillas de frutas. Los porcentajes de viabilidad oscilan entre 90,43% (M. indica 50 puL/mL) y
97,63% (S. betaceum 37,5 pL/mL.), diferencias estadisticas significativas en comparacion con el control

positivo (H-0; al 5%) en todas las diluciones evaluadas. Cada barra representa la media aritmética +

SEM, n = 3, **** p < 0,0001.
Los aceites de semilla de R. glaucus, S. quitoense y S. betaceum presentaron porcentajes de

Tocoferoles de 5,84; 1,29 y 1,55% respectivamente, estos compuestos de Vitamina E inhiben la
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lisis celular puesto que estan relacionados con la actividad antioxidante que interactia con los
radicales libres de oxigeno (anién superdxido, radical hidroxilo, peroxido de hidrégeno, ozono,
oxigeno singlete, entre otras) y del nitrégeno (6xido nitrico, diéxido de nitrégeno, radical
peroxinitrito), debilitandolos y regenerandose, de esta manera neutraliza los peréxidos lipidicos
evitando la oxidacion a nivel de las membranas celulares (Garcia Bacallao et al. 2001). La
peroxidacion en los fosfolipidos de la membrana son los causantes de la alteracion en la
estructura, acumulacion de compuestos citotoxicos e inactivacion de las enzimas alterando su
funcién (Chavez, R., Plaza y de Ugaz 1996). Al brindar proteccién a las membranas, los
Tocoferoles impediran la lisis celular y por el contrario le brindaran resistencia. El acido
linoleico presente en una concentracion significativa en los aceites de semillas, igualmente
provee proteccion a las células debido a su naturaleza lipidica y las diversas actividades
bioldgicas como se ha mencionado anteriormente en este documento. Estudios histologicos de
intestino de ratas alimentadas con leche suplementada con &cido Linoleico conjugado (CLA)
demostraron que no se presentd esteatosis a nivel del tejido intestinal y por el contrario indujeron
a un bajo riesgo de enfermedad cardiovascular, recomendando la inclusidn de este aceite en la

dieta diaria (Rodriguez Cabello et al. 2014).

7.5.2 Inhibicion hemolitica

Los resultados obtenidos muestran un porcentaje de inhibicion de la hemolisis entre el
40,09% y un 65,94% frente al control positivo que presentd una hemdlisis del 100% el cual
contenia eritrocitos tratados con H>O.. Los aceites de semillas que mejor accion protectora
presentaron fueron los de C. papaya con 65,94; 54,1; 55,89; 47,84% en concentraciones de 90,

75,50y 25 pL/mL (respectivamente), igualmente los aceites de M. indica con 60,48; 58,51;
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55,4; 53,9% en las mismas concentraciones y los aceites de S. quitoense con porcentajes de 60,0;
52,08; 53,3; 48,86% mismas concentraciones. Los resultados se muestran en la Figura 23. En
presencia de los aceites de semillas, se produce una disminucion marcada en la hemdlisis de

glébulos rojos, en las concentraciones utilizadas.

Figura 16

Porcentaje de inhibicién de hemolisis por AV de semillas de frutas
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Nota. Porcentaje de inhibicion hemolitica se obtuvo midiendo la hemolisis causada por el H,O; y restando
este valor al % de hemolisis del tratamiento. Los porcentajes de disminucién de hemolisis oscilan entre
65,94% (C. papaya 100 pL/mL) y 40.09% (S. betaceum 100 pL/mL), Diferencias estadisticas
significativas en comparacion con el control positivo (H20- al 5%) en todas las diluciones evaluadas.

Cada barra representa la media aritmética £ SEM, n = 3, **** p < 0,0001.

Se puede inferir, que la presencia de los aceites de semillas en las concentraciones
utilizadas confirio algun tipo de resistencia a los hematies, posiblemente al recubrirlos, esto
gracias a la afinidad de los compuestos de los aceites de semillas con la membrana celular

haciéndolos menos sensibles a la accién litica en soluciones de H2O, (Duran, Montero, y
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Marrugo 2013). La evidencia de esta importante actividad protectora de los AV de semillas,
unido al potencial antioxidante reportado por Dorado-Achicanoy, et al. (2016) en aceites de
semillas de S. betaceum, C. papaya y A. muricata y reportes de Pantoja-Chamorro, et al. (2017)
sobre actividad antioxidante de los aceites de semillas de S. quitoense, P. edulis y R. glaucus
frente al radical DPPH, permiten proponer que los AV de semillas de frutas son extractos

candidatos para uso en cosmetologia, industria alimentaria y farmacologia.

7.5.3 Alteracion morfoldgica eritrocitaria

La mayor alteracion morfoldgica observada en eritrocitos fue la de equinocitos, aunque los
porcentajes con relacion al control positivo fueron inferiores al 6%, como puede apreciarse en la
Figura 24.

Figura 24

Equinocitosis en presencia de aceites de semillas de frutas
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Nota. Los resultados de tres experimentos independientes se muestran en graficos de barras (media +
SEM). Se presentaron diferencias estadisticas entre el control positivo con respecto a los eritrocitos
tratados con los AV de semillas de frutas ****p <0,0001; si hubo significancia estadistica entre los

extractos de semillas de frutas, ****p <0,0001.

Los porcentajes de equinocitosis fueron muy bajos, el maximo fue del 5,09% para el aceite
de S. betaceum (25 uL/mL) y con AV de C. papaya con 4,65% (25 uL/mL), en comparacion al
control negativo, cabe resaltar que estos aceites independiente de la concentracién, fueron los
que causaron mayor alteracion morfologica en los eritrocitos (Figura 24). Los porcentajes mas
bajos fueron observados con los aceites de P. guajava, S. quitoense, M. indica, P. edulis y R.
glaucus especialmente en las concentraciones de 75, 50 y 25 pL/mL.

Figura 25

Anormalidades morfoldgicas eritrocitarias

Hematies Normociticos Hematies Equinocitos

Nota. Observacion microscopica (40X) permitié identificar alteraciones morfoldgicas eritrocitarias

inducidas por H20.: equinocitos; recuentos en ensayos por triplicado permitieron determinar (%) de
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equinocitos frente al control positivo (100%), no se observaron en el control negativo (H. normociticos).

Se realizaron recuentos en 500 células.

Los cambios observados en la morfologia de los globulos rojos pueden deberse a la
integracion de los compuestos de los aceites: acidos grasos principalmente, en la membrana
celular, conllevando a alteraciones en la permeabilidad o incrementando la relacion
superficie/volumen (de Isla et al. 2013). La equinocitosis observada al final de la incubacién con
los aceites en las cuatro concentraciones utilizadas pudo deberse a la ubicacion de los acidos
grasos en la region hidrofilica de la membrana generando la alteracion morfoldgica observada
(Cyboran, Oszmianski, y Kleszczynska 2012). Otra explicacion ante este fendmeno puede ser la
expuesta por Gedde, et al. (1997) y Fischer, (2004) quienes refieren que dicha alteracion
morfoldgica se debe a efectos de contraccion y expansion de la espectrina sobre las proteinas de
membrana dependiente del cambio de pH, explicando que pH alcalinos (> 8.0) inducen al
cambio hacia equinocitos y pH acidos (< 6.0) llevan a la forma de estomatocitos. Adicionalmente
se debe tener en cuenta que los eritrocitos en condiciones de temperatura ambiente pueden
cambiar su forma debido a alteraciones en sus propiedades bioldgicas (Gedde, Davis, y Huestis
1997).

Los porcentajes de alteraciones morfoldgicas evidenciadas en el presente trabajo son muy
bajos en comparacion a porcentajes de equinocitosis reportadas en estudios previos en los cuales
los resultados superaron el 10% (Duran, Montero, y Marrugo 2013), sin embargo, se debe tener
en cuenta el tipo de extracto y la tecnologia de extraccion, entre otros factores.

Con el fin de correlacionar los compuestos tras las alteraciones morfoldgicas de los
glébulos rojos y aunque se ha reportado que los tocoferoles y acidos grasos identificados como

constituyentes de los aceites de semillas de frutas ademas de presentar actividad antioxidante,
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inducen a la equinocitosis (Suwalsky et al. 2008), los resultados obtenidos en el presente trabajo
demuestran que dicha induccion es baja, en ese sentido, los AV de semillas de C. papaya, S.
betaceum y A. muricata aunque presentaron altos porcentajes de acido linoleico, oleico y
estearico, los porcentajes de alteracion morfolégica fue muy baja, ademas se debe tener en
cuenta que la actividad antioxidante busca proteger las membranas de la accion de los radicales

libres (Cyboran, Oszmianski, y Kleszczynska 2012).
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8. Conclusiones

El AV de P. guajava presento actividad antibacteriana sobre las cinco cepas bacterianas E.
coli, P. aeruginosa, S. aureus, E. faecalis (CMB 900 puL/mL) y K. pneumoniae (CMB 750
puL/mL).

Cuatro AV presentaron actividad inhibitoria (CMB 900 uL/mL) sobre cuatro cepas
bacterianas: R. glaucus sobre E. coli, P. aeruginosa y E. faecalis; A. muricata sobre E. coli, P.
aeruginosa, S. aureus y K. pneumoniae; P. edulis sobre E. coli, S. aureus, E. faecalis y K.
pneumoniae y finalmente: S. betaceum sobre P. aeruginosa, S. aureus, E. faecalis y K.
pneumoniae.

El AV de S. quitoense presentd actividad antibacteriana sobre tres cepas bacterianas: P.
aeruginosa (CMB 750 uL/mL), S. aureus y E. faecalis (CMB 900 pL/mL).

El AV de C. papaya presentd actividad antibacteriana sobre dos cepas: P. aeruginosa y E.
faecalis (CMB 900 pL/mL).

El AV de M. indica present6 actividad antibacteriana sobre una cepa: P. aeruginosa (CMB
750 pL/mL).

La concentracion Efectiva 50 (CE50) de los AV Unicamente se logro determinar para los
AV de C. papaya sobre P. aeruginosa (745 pL/mL) y sobre E. faecalis (712 uL/mL), el AV de S.
betaceum sobre S. aureus (680 uL/mL) y el AV de P. guajava sobre S. aureus (695 uL/mL).

Los AV de semillas de frutas analizados no generan citotoxicidad sobre linfocitos, inhiben
la hemolisis y no inducen la deformacion morfoldgica en eritrocitos humanos.

Los AV son candidatos para ser utilizados en la elaboracion de productos de cosmetologia

0 como protector en la industria alimenticia.
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Los resultados de este trabajo contribuyen al conocimiento de las propiedades bioldgicas
de estos AV, otorgando adicionalmente un valor agregado a las semillas obtenidas como residuo
agroindustrial del procesamiento de frutas, motivando asi su potencial uso en la industria
alimenticia, de la cosmetologia o farmacéutica, disminuyendo el impacto ambiental que estos

desechos causan.

9. Recomendaciones

Es importante continuar realizando mas estudios con estos aceites vegetales de frutas para
determinar actividades bioldgicas adicionales que respalden su potencial uso en la industria

alimenticia, cosmetoldgica o farmacéutica.
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10. Presentacion de Resultados en Congresos y Articulo sometido para publicacion.

El Presente trabajo de manera parcial particip6 en dos eventos de caracter cientifico a

nivel Nacional e Internacional, estos fueron:

+ “Efecto in vitro de aceites vegetales de semillas residuales de frutas tropicales y
andinas sobre bacterias Gram negativas”, presentado en el Pacific Microbial
Meeting 2019 - Universidad Santiago de Cali, realizado los dias 22 y 23 de agosto
de 2019, en calidad de PONENCIA ORAL por Orfa Alexandra Espafia Jojoa.

+ “Actividad antibacteriana de aceites de semillas de Solanaceas”, presentado en el
LV Congreso Nacional y VI Internacional Virtual de Ciencias Bioldgicas —
Asociacion Colombiana de Ciencias Biologicas, realizado en Santiago de Cali los
dias 5 al 7 de noviembre de 2020, en calidad de PONENCIA ORAL por Orfa
Alexandra Espafia Jojoa.

+ El articulo titulado: “Actividad bioldgica de los aceites de semillas de Annona
muricata y A. cherimola”, de los autores Orfa A. Espafia, Andrés F. Ortiz, Soany
Eraso, Andrés M. Hurtado y Jaqueline Mena, fue sometido a revision en la revista
Boletin Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y Aromaticas el 21

de septiembre de 2021.
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12. Anexos

12.1 Anexo Prueba confirmatoria: E. coli vs AV de semillas

P. edulis 1 0 >100.000  >100.000
2 0 >100.000 >100.000
3 0 >100.000 >100.000
R. glaucus 1 0 >100.000  >100.000
2 0 >100.000 >100.000
3 0 >100.000 >100.000
A. muricata 1 0 >100.000 >100.000
2 0 >100.000 >100.000
3 0 >100.000 >100.000
P. guajava 1 0 >100.000  >100.000
0 >100.000 >100.000
3 0 >100.000 >100.000

C. Negativo 0

C. Positivo >100.000




Anexo 12.2 Prueba confirmatoria: K. pneumoniae vs AV de semillas

>100.000 >100.000
P. edulis >100.000 >100.000
>100.000 >100.000
>100.000 >100.000
A. muricata >100.000 >100.000
>100.000 >100.000
0 >100.000
0
P. guajava >100.000
0 >100.000
>100.000 >100.000
S. betaceum >100.000 >100.000
>100.000 >100.000
>100.000 >100.000
R. glaucus >100.000 >100.000
>100.000 >100.000
C. Negativo 0
C. Positivo >100.000
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Anexo 12.3 Prueba confirmatoria: P. aeruginosa vs AV de semillas

A. muricata 1 0 >100.000 >100.000
2 0 >100.000 >100.000
3 0 >100.000 >100.000
C. papaya 1 0 60.000 >100.000
2 0 65.000 >100.000
3 0 86.000 >100.000
S. quitoense 1 0 0 >100.000
2 0 0 >100.000
3 0 0 >100.000
P. guajava 1 0 >100.000 >100.000
2 0 >100.000 >100.000
3 0 >100.000 >100.000
S. betaceum 1 0 >100.000 >100.000
2 0 >100.000 >100.000
3 0 >100.000 >100.000
P. edulis 1 >100.000 >100.000 >100.000
2 >100.000 >100.000 >100.000
3 >100.000 >100.000 >100.000
M. indica 1 0 0 >100.000
2 0 0 >100.000
3 0 0 >100.000
R. glaucus 1 0 >100.000 >100.000
2 0 >100.000 >100.000
3 0 >100.000 >100.000
C. Negativo 0 UFC
C. Positivo >100.000
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Anexo 12.4 Prueba confirmatoria: S. aureus vs AV de semillas

P. edulis 1 0 >100.000 >100.000
2 0 >100.000 >100.000
3 0 >100.000  >100.000
A. Muricata 1 0 >100.000 >100.000
2 0 >100.000  >100.000
3 0 >100.000 >100.000
S. betaceum 1 0 5.000 >100.000
2 0 12.000 >100.000
3 0 48.000 >100.000
S. quitoense 1 0 0 >100.000
2 0 0 >100.000
3 0 0 50.000
P. guajava 1 0 20.000 80.000
2 0 49.000 30.000
3 0 32.000 50.000
C. Negativo 0

C. Positivo >100.000




Anexo 12.5 Prueba confirmatoria: E. faecalis vs AV de semillas

S. betaceum 1 0 >100.000 >100.000
2 0 >100.000 >100.000
3 0 >100.000 >100.000
P. edulis 1 0 >100.000 >100.000
2 0 >100.000 >100.000
3 0 >100.000 >100.000
R. glaucus 1 0 >100.000 >100.000
2 0 >100.000 >100.000
3 0 >100.000 >100.000
A. muricata 1 50.000 >100.000 >100.000
2 20.000 >100.000 >100.000
3 40.000 >100.000 >100.000
P. guajava 1 0 >100.000 >100.000
2 0 >100.000 >100.000
3 0 >100.000 >100.000
C. papaya 1 0 59.000 >100.000
2 0 50.000 >100.000
3 0 30.000 >100.000
S. quitoense 1 0 >100.000 >100.000
2 0 >100.000 >100.000
3 0 >100.000 >100.000
C. Negativo 0
C. Positivo >100.000
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Anexo 12.6 Aval Comité de Etica de la Universidad de Narifio

UNIVERSIDAD DE NARINO
VICERRECTORIA DE INVESTIGACIONES, POSTGRADOS Y RELACIONES
INTERNACIONALES
COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION
Acta de Aprobacién No. 055

El Comité de Etica en Investigacion creado mediante Resolucién Rectoral
No.1608 de abril 20 del 2010, mediante la cual se define al Comité como “un
organismo evaluador y avalador de los aspectos éficos y legales de las
investigaciones en salud humana, biomédica con animales y aquellas que
representen riesgos no controlado con la contaminacion del medio ambiente™. El
Comité de Etica en Investigacion se rige por la Resolucién No. 008430 de octubre
4 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia y demas disposiciones éticas y
bioéticas exigidas para la investigacién cientifica a nivel intemacional, nacional y
normas internas de la Universidad de Narifio.

Que en relacién al proyecto de investigacion denominado “ACTIVIDAD
ANTIBACTERIAL Y CITOTOXICA IN VITRO DE ACEITES VEGETALES DE
SEMILLAS DE FRUTAS TROPICALES Y ANDINAS", coordinado por la Docente
Orfa Alexandra Espafa Jojoa. El Comité de Etica en Investigacion certifica que

1. Los integrantes del proyecto de investigacion en mencién adjuntaron los
siguientes documentos:

- Proyecto de investigacion.

- Aval Institucional.

2. El presente proyecto fue evaluado y aprobado por el Comité de Etica en
Investigacion.

3. El periodo de aprobacién del proyecto de Investigacién es por veinticuatro
(24) meses correspondiente al cronograma propuesto por los investigadores,

4. Elinvestigador principal debera informar al Comité de Etica en Investigacion
de la Universidad de Narific a saber:

a. Cualquier cambio que se proponga Iintroducir en este proyecto. Estos
cambios no podran iniciarse sin la revisién y aprobacion del Comité, excepto
cuando sean necesarios para eliminar peligros inminentes para los sujetos.

b. Cualquier problema imprevisto que involucre riesgo para los sujetos u otros.

c. Cualquier evento adverso en las primeras 24 horas de ocurrido.

d. Cualquier conocimiento nuevo respecto al estudio, que pueda afectar |a tasa
resgo/beneficio para los sujetos participantes.

e. Cualquier decisién tomada por otros Comités de Etica.

f. La terminacién prematura o suspensién del proyecto junto con las razones
que conllevaron a tomar esta decisién.
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UNIVERSIDAD DE NARINO
VICERRECTORIA DE INVESTIGACIONES, POSTGRADOS Y RELACIONES
INTERNACIONALES
COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION
Acta de Aprobacién No. 055

5. Sistema de Informacitn especificando cambios, observaciones o
sugerencias relacionados con los aspectos éticos evidenciados en el
desarrollo del proyecto de investigacion.

a. En caso de no presentar informe de actividades, el Comité de Etica en
Investigacion tomara medidas acordes para cada caso.

6. El Comité de Etica en Investigacion informar de manera inmediata a las
directivas institucionales toda novedad revisada y aprobada del presente
proyecto.

Por medio de la presente, el Comité de Etica en Investigacion de la Universidad de
Narifio, avala el proyecto denominado “ACTIVIDAD ANTIBACTERIAL Y
CITOTOXICA IN VITRO DE ACEITES VEGETALES DE SEMILLAS DE FRUTAS
TROPICALES Y ANDINAS", en el marco de la Resolucién No. 008430 de octubre
4 de 1993 del Ministerio de Salud, la Resolucién No. 0068 de enero 22 de 2002 del
Ministerio del Medio Ambiente, el Decreto 1378 de junio 23 de 2013 del Ministerio
de Ambiente y Desarrollo Sostenible, e Manual de Bioseguridad en el laboraterio
de 2005 de la OMS, la guia para el transporte de sustancias infecciosas 2017- 2018
de la OMS, el Manual de Normas y Procedimientos de Bioseguridad para
Laboratorios de la Universidad de Narifio, el Reglamento del Comité de Etica en
Investigacion y demas disposiciones éticas exigidas para la investigacién cientifica,

Dado en San Juan de Pasto el dia veintiséis (26) del mes de septiembre del dos mil
dieciocho (2018).

O

ELIZABETH OJEDA ROSERO
Presidente

Proyectd: Madelyn Matabanchoy
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Anexo 12.7 Carta de aceptacion de la Cinica PROINSALUD S.A.S. para la donacion

de cepas bacterianas resistentes

San Juan de Pasto, 12 de febrero de 2018

Sefiores
UNIVERSIDAD DE NARINO
Pasto.

La bacteriéloga ALEXANDRA ESPANA JOJOA, docente de la Universidad de Narifio adscrita
al departamento de Biologia, nos ha dado a conocer su propuesta de investigacion
“Actividad Antibacterial y Citotéxica in vitro de Aceites Vegetales de Semillas de Frutas
Tropicales y Andinas.” Consideramos que es una propuesta viable e interesante, la cual
podemos apoyar con la donacion de cepas bacterianas aisladas de pacientes.

Todos los procesos se desarrollaran de acuerdo a los protocolos y manuales de
bioseguridad establecidos por la OMS y con el apoyo de la Dra. Liliovmna Gavcior.
coordinadora de laboratorio clinico o quien designe la gerencia de Proinsalud.

Cordialmente
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Anexo 12.8 Protocolo de manejo de material biol6gico

PROTOCOLO DE BIOSEGURIDAD
I. PROPOSITO:

Este protocolo establece los aspectos técnicos y administrativos relacionados al transporte,
manejo y eliminacion de las cepas bacterianas donadas por la Clinica PROINSALUD S.A con el
fin de disminuir el riesgo para el personal que las manipulan y la comunidad.

Il. ALCANCE

1.- Este documento imparte indicaciones de bioseguridad tanto para el personal que dona las
cepas: laboratorio Clinico PROINSALUD S.A. como para la responsable del Proyecto: Actividad
Antibacterial y Citotdxica in vitro de Aceites Vegetales de Semillas de Frutas Tropicales y
Andinas,

Alexandra Espafia Jojoa.

2.- Este procedimiento incluye la recoleccion, transporte, activacion, almacenamiento y
disposicién final de las cepas.

I11. OBJETIVO

Establecer el procedimiento de transporte, activacion, almacenamiento y disposicion final
de residuos bioldgicos generados en el proceso de investigacion: Actividad Antibacterial y
Citotoxica in vitro de Aceites Vegetales de Semillas de Frutas Tropicales y Andinas.

IV. RESPONSABILIDADES

1.- Investigador: Alexandra Espafia Jojoa.
2.- Coordinador del laboratorio Clinico PROINSALUD S.A.

1. Transporte de microorganismos:

Una vez aislado, identificado y realizado el antibiograma a las cepas bacterianas de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecium en el laboratorio clinico de PROINSALUD S.A., se procedera a comunicar
con la bacteriéloga Alexandra Espafia Jojoa responsable del proyecto, quien recogera la muestra
del cultivo, el procedimiento de transporte de una institucion a otra sera el de triple envase que



153

cumple con las especificaciones 6.2 de NACIONES UNIDAS, este sistema consiste en embalar la
muestra de la siguiente manera:

- Recipiente primario (medio de transporte Cary Blair que contiene a la muestra): es un
envase resistente al agua, con cierre hermético para evitar cualquier derrame o fuga. Este recipiente
perfectamente rotulado va envuelto en material absorbente para contener los liquidos en caso de
pérdida o rotura. Se verificard que este envase en su exterior no estara contaminado con materiales
bioldgicos.

- Recipiente secundario: es un envase resistente, impermeable, que contiene y protege al
recipiente primario.

- Recipiente terciario (envoltorio externo): el recipiente secundario se coloca en un
envoltorio externo que lo protege a €l y a su contenido de influencias externas como dafio fisico y
agua mientras esta en transito. Este recipiente estara etiquetado con la indicacién de su contenido,
con los datos e identificacion de las muestras y marcado con el logotipo UN 2814.

Toda la informacion que identifica a la muestra se coloca por afuera del recipiente
secundario, otra copia se entregaré a la bacteriéloga responsable del transporte y una tercera queda
como soporte para el Laboratorio Clinico de PROINSALUD S.A.

El transporte de PROINSALUD S.A. hasta la Universidad de Narifio area del Cepario, se
realizara en vehiculo particular, este llevara el equipo de proteccidn personal (guantes, tapabocas,
gafas, blusa anti-fluidos, agua) y un recipiente con desinfectante a base de cloro con la cual se
realizara la desinfeccion al finalizar el trayecto.

En caso de accidente en el transporte si los contenedores se dafian se informara al Laboratorio
Clinico de PROINSALUD S.A. vy a las autoridades sanitarias y al mismo tiempo se procedera a
resguardar el contenido biolédgico de la siguiente manera:

- Colocarse el equipo de proteccion personal

- Tomar el paquete y colocarlo dentro de una bolsa plastica, descartando los guantes dentro
de ella.

- Sellar la bolsa y dejarla en un lugar seguro.

- Desinfectar el area contaminada si ha habido derrame del contenido.

- Lavarse cuidadosamente las manos.

Apertura de los recipientes:
Las muestras se desenvolveran dentro de una bandeja con desinfectantes para evitar posible

contaminacion del area de trabajo.

2. Activacion y Desarrollo de las pruebas:
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Una vez lleguen las muestras al Cepario de la Universidad de Narifio, se procedera a repicar
los cultivos en medios selectivos para su activacion y posteriormente se realizaran los ensayos a
lugar.

3. Conservacion:

Las cepas donadas se conservaran en refrigeracion a 4°C hasta la realizacion de las pruebas
objeto de esta investigacion y Gnicamente de ella, para la obtencion de los datos a que dieran lugar.

4. Inactivacion y disposicion final:

Los cultivos de las cepas bacterianas se eliminaran de la siguiente manera:
- Esterilizacion en autoclave: 121°C, 151b/p, 30 min).
- Eliminacién de los medios de cultivo en bolsa roja.
- Recoleccion de las bolsas por parte del personal de servicios generales para su depésito en
los sitios dispuestos por la Universidad de Narifio.
- Retiro de las bolsas rojas por la empresa contratada para su disposicion final (EMAS).
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Anexo 12.9
CONSENTIMIENTO INFORMADO.

UNIVERSIDAD DE NARINO
FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
MAESTRIA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

Titulo de la investigacion: Actividad Antibacterial y Citotoxica in vitro de Aceites
Vegetales de Semillas de Frutas Tropicales y Andinas.

CONSENTIMIENTO INFORMADO O AUTORIZACION PARA ESTUDIO DE
INVESTIGACION

Yo, mayor de edad e identificado(a)
con cédula de ciudadania No. de , actuando en nombre
propio.

DECLARO:

Que he recibido toda la informacion clara y concreta por parte de ORFA ALEXANDRA
ESPANA JOJOA, estudiante de la maestria en Ciencias Bioldgicas, Universidad de Narifio
el dia___ del mesde del aflo | sobre el trabajo de investigacion relacionado
con la: “Actividad Antibacterial y Citotoxica in vitro de Aceites Vegetales de Semillas de
Frutas Tropicales y Andinas”.

” Para el cual es crucial la extraccion de sangre por puncion venosa en adultos en buen estado
de salud (mayores de 18 afios de edad) para extraccion de Eritrocitos y Leucocitos. Que sera
realizado bajo su responsabilidad, de acuerdo a la resolucion 8430 de 1993, (Cap.1 Art.11 - Art.
15, en el cual se hace aclaracion que es una investigacion con riesgo minimo) y con asesoria
de JAQUELINE MENA HUERTAS, docente del programa de Biologia e integrante del grupo
de investigacion de Salud Publica y con apoyo del Centro de Estudios en Salud; para participar
en el trabajo de investigacion que tiene como objetivo “Determinar a nivel in vitro la actividad
citotoxica sobre eritrocitos y leucocitos humanos y la actividad antimicrobiana sobre bacterias
Gram positivas y Negativas, de aceites vegetales obtenidos mediante fluidos supercriticos de
semillas de ocho frutas tropicales y andinas cultivadas en el departamento de Narifio”.

Me ha advertido que en la Investigacién en que participo, en ningin momento se hara
publico mi nombre y/o documento de identificacion, como tampoco saldran a la luz publica
hechos relacionados que puedan identificarme y sobre los cuales se guardaran siempre y en todo
momento del estudio, toda las reservas y discrecionalidades correspondientes.
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Me ha explicado y he comprendido satisfactoriamente la naturaleza y propdsito del estudio
aludido y de las posibles implicaciones que podria tener al donar 5 ml de sangre periférica para
el estudio. Me han explicado que la toma de muestra la realizara un profesional de salud. He
podido preguntar mis inquietudes al respecto y recibido las respuestas y explicaciones en forma
satisfactoria.

También se me ha informado de mi derecho a rechazar esta autorizacion o revocarla
cuando asi yo lo requiera.

He sido interrogado (a) sobre la aceptacién o no, de esta autorizacion para este estudio, por
lo tanto,

AUTORIZO:
Para que ORFA ALEXANDRA ESPANA JOJOA, JAQUELINE MENA HUERTAS y

el grupo de investigacion Salud Publica realice la investigacion correspondiente (Actividad
Antibacterial y Citotdxica in vitro de Aceites Vegetales de Semillas de Frutas Tropicales y
Andinas).

Se firma el presente documento a los dias del mes del
Ao

Firmay c.c. del Autorizado o del tutor

Firmay c.c. del Investigador

Nombre, firmay c.c. de Testigo

Nombre, firmay c.c. de Testigo

Fuente: Sistema Nacional de Vigilancia de Resistencia Antimicrobiana en IAAS. Grupo de

Microbiologia



Anexo 12. 10. Financiacion del proyecto.

42\ Universidad de Narifio

VICERRECTORIA DE INVESTIGACIONES,
POSTGRADOS Y RELACIONES INTERNACIONALES

ACUERDO No. 122
(septiembre 25 de 2018)

Por el cual se aprueba un Proyecto de Investigacién Docente para su ejecucion y financiacién.

EL COMITE DE INVESTIGACIONES DE LA UNIVERSIDAD DE NARINO
En uso de sus atribuciones estatutarias y reglamentarias Y,

CONSIDERANDO:

Que mediante Acuerdo No. 039 del 24 de abril de 2018 emanado de este organismo, se expidié la
Reglamentacion y el Calendario de la Convocatoria anual para conformar un Banco de Proyectos
Docentes de Investigacion Cientifica, Desarrollo Tecnolégico, Innovacién y Creacion Artistica,

elegibles para ser financiados por la Vicerrectoria de Investigaciones, Postgrados y Relaciones
Internacionales.

Que los profesores Orfa Alexandra Espafa Jojoa, Andres Mauricio Hurtado Benavides y Sandra
Jaqueline Mena Huertas, adscrito(as) al (los) Departamento(s) de Biologia y Procesos Industriales,
presentaron el proyecto “Actividad antibacterial y citotoxica in vitro de aceites vegetales de semillas
de frutas tropicales y andinas.”, con coédigo 1617, el cual, una vez surtido el proceso de la
convocatoria, es financiable.

Que es necesario expedir el acto administrativo de aprobacién del proyecto y definir las condiciones
basicas para su ejecucién.

Que el proyecto cumple con los requisitos exigidos en la Convocatoria de Investigacidén Docente
2018.

ACUERDA

ARTICULO 1°. Aprobar el proyecto de investigacién “Actividad antibacterial y citotdxica in
vitro de aceites vegetales de semillas de frutas tropicales y andinas.” a los
profesores Orfa Alexandra Espafia Jojoa Andres Mauricio Hurtado
Benavides y Sandra Jaqueline Mena Huertas, adscritos a los Departamentos
de Biologia y Procesos Industriales, el cual tendra una duracién de 24 meses
para su ejecucion.

ARTICULO 2°. Aprobar la participacion de los estudiantes auxiliares de la investigacion:

Andres Francisco Ortiz Sotelo, Sebastian Eraso Castillo y Maria Helena
Zufiiga.

ARTICULO 3°. El proyecto de investigacion estara coordinado por la profesora Orfa

Alexandra Espafia Jojoa, identificada con cédula de ciudadania No.
30.745.236.

ARTICULO 4°. Adjudicar recursos por valor de TREINTA Y UN MILLONES DOSCIENTOS
CUARENTA Y NUEVE MIL SEISCIENTOS OCHENTA PESOS MDA. CTE.
($31.249.680), segun certificado de disponibilidad presupuestal No. 3594-1
de 2018, para garantizar el desarrollo del proyecto.

ARTICULO 5°. El desarrollo del proyecto se regira segun lo establecido en el Acuerdo No.
039 del 24 de abril de 2018 emanado de este organismo y la ejecuciéon de
los recursos se sujetara al presupuesto presentado en el proyecto,
cumpliendo con las normas fiscales nacionales e institucionales establecidas
para el manejo de dineros publicos. Los avances y el plazo para la
legalizacion de los mismos seran autorizados mediante resolucién emitida
por la Vicerrectoria de  IAveStigaciones, Postgrados y Relaciones
Internacionales.

Paragrafo: El primer desembolso debe solicitarse maximo hasta el 30 de octubre de
2018, de lo contrario se asume que el proyecto no se desarrollara.
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Universidad de Narifio

VICERRECTORIA DE INVESTIGACIONES,
POSTGRADOS Y RELACIONES INTERNACIONALES

ACUERDO No. 122
(septiembre 25 de 2018)

ARTICULO 6°. Se iniciara con la ejecucion de recursos una vez esté firmada el acta de
cumplimiento, por el(la) Coordinador(a) del proyecto y los Coinvestigadores.

ARTICULO 7°. Los investigadores deben cumplir con la presentacién de un informe parcial
cada 6 meses y uno final, ademas de los demas compromisos establecidos
en el acta de cumplimiento suscrita por el docente responsable.

ARTICULO 8° Los docentes con vinculacion por hora cétedra y tiempo completo ocasional
que lideren proyectos, deberan suscribir una péliza de cumplimento del 20%
del valor total del proyecto, la cual debe tener vigencia del tiempo establecido
para el desarrollo del proyecto mas seis meses.

ARTICULO 9° La Vicerrectoria de Investigaciones, Postgrados y Relaciones

Internacionales, Departamento de Biologia y Procesos Industriales,
anotaran lo de su cargo.

COMUNIQUESE Y CUMPLASE

Dado en San Juan de Pasto, a los 25 dias del mes de septiembre de 2018.

e —a LA AL D

ELIZABETH OJEDA ROSERO MARJA CONSTANZA CABRERA DULCE
Presidente Secretaria
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Anexo 12.11 Constancias de participacion en congresos.

aflim

Pacific Microbial Meeting

CIENCIAS
BASICAS

La Universidad Santiago de Cali

Da constancia que el trabajo titulado:

EFECTO IN VITRO DE ACEITES VEGETALES DE SEMILLAS RESIDUALES
DE FRUTAS TROPICALES LQEE'II'R/I?SSOBRE BACTERIAS GRAM

Orfa Alexandra Espana Jojoa, Soany Karola Eraso Grisalez, Andrés Mauricio
Hurtado Benavides, Jaqueline Mena Huertas

Fue presentado en calidad de PONENCIA ORAL en el Pacific Microbial Meeting 2019,
realizado los dias 22 y 23 de agosto de 2019.

Santiago de Cali, 23 de agosto de 2019

Dr. Jorge Elf§cer @laya Garcera Dr. Edwin Elorez Lopez
Director general dd Extension y Proyeccion social Decano Facultad de Ciencias Bésicas
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ASOCIACION COLOMBIANA DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PERSONERIA JURIDICA 05847 — Diclembre 16 de 1974
Nt BOS 014 6761

“50 afos promoviendo el Desarrollo, Investigacion, Ensefanzs y
Divuigacion de las Ciencias Biologicas™

LV CONGRESO NACIONAL Y VI INTERNACIONAL VIRTUAL DE CIENCIAS

BIOLOGICAS
Noviembre 5.7 DEL 2020

Santiago de Cali, 02/02/2021
Ls Asogiacion colombiana de Ciencias Biologicas certifics que o trabajo:

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE ACEITES DE SEMILLAS DE
\ I

Autores : Alexandra Espafia Jojoa, Jaqueline Mena Huertas, Andrés Mauricio
' Hurtado Benavides

Fue presentado en el LV Congreso Nacional y VI Internacional Virtual de Ciencias
Biolbgicas, realizado del 5 al 7 de Noviembre del 2020

<30

LINA JOHANNA MORENO GIRALDO

M.D., Esp.. MSc., PhD (¢)

Presidente LV Congreso Nacional y VI Internacional Virtual de Ciencias Bioldgicas
Presidente ACCB- Capitulo Valle — Fiscal JDN ACCB

Teléfonos de Contacto: 318 6538236

E-mail: gech3 S /i dgmai

Calle 23N No. 1947 Mz C casa 16 — Armenia Quindio. Mévil T 3108467710.

www.asociacioncolombianadecienciasbiologicas.org
E-mal: secretanatecnicaa .com
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LV Congreso Nacional y Vi
Internacional de Ciencias
Biologicas Virtual

CERTIFICA QUE

ORFA ALEXANDRA ESPANA
JOJOA

ASISTIO AL LV CONGRESO NACIONAL Y VI INTERNACIONAL DE
CIENCIAS BIOLOGICAS VIRTUAL EN CALIDAD DE

PONENTE
r\____- I|' . r‘\{' M _--:‘7 /“\
S T JIy &
'-.-_1 -——) i &
i y
Dr. Lma Moreno Dr. Jaime de la Ossa

Procdente LY Congraso Naciorad y VI Presidorts Nacoesl ACCD 2019 2220
rerracoral de Cescas Doldgon Vitusl
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Anexo 12.12 Articulo sometido para publicacion

S Blacpma,

Septembar 21, 2021

Dr.

Orfa A. Espaha
Universidad de Marifio
Pasto

Colombia

Dear Dr. Espafa:

In reference to your article titted: “Actividad bioldgica de los aceites de
samillas de Annona muricata y A. cherimola™, of the authors Orfa A
Espafia, Andrés F. Ortiz, Soany Eraso, Andrés M. Hurtado y Jagueline
Mena been received on Seplember 21th, 2021 and has been assigned the
number BLACPMA No. 2084.

Remember that as of September 15, 2020, all articles received and
accepted must pay USS$ 428.

Sincerely

R
—"’—C:tgf‘h’ .x-mE'
— ~7
——José L. Martine
Editor in Chief BLACPMA

BLACPRAK i an elioirons: publicatics 55K 0717 7907 edibed asad pullishisd by MS-EDITIONS
Indaxied in SCOPUS, EMBASE, Scianci Citatios India Exgandid [SCISEARCH],
Jeurnal Ghanion ReportsScesce Editeon, Biokegical Abstraces,
B Thesrrees Reulers Mastior loursal L1, SAPRALERT, AR intismational
[CAE Abnarsns], GhobaHEALTH, index Cogetrnboue, IMBIORED, LATINDEX,
OUAALIS, REDWLYC, CAS DIRECT, SCIALS, EESCO, Biblioteds Virtual da Sauds [BVS)



