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RESUMEN

El presente trabajo de investigacibon tuvo como objetivo determinar el efecto
antimicrobiano de Myrciaria dubia “camu camu” y Cyperus luzulae “piripiri” sobre
microorganismos patdgenos. Las hojas y corteza de Myrcialia dubia se recolecté del Lago
Supay, Distrito de Jenaro Herrera, R raiz, tallo y flor de Cyperus Luzulae “piripiri” del
Fundo UNAP, de donde se obtuvo los extractos hidroalcoholicos y se prepararon las
concentraciones de los extractos vegetales: 500 mg/ml, 600 mg/ml, 700mg/ml, 800mg/ml,
para determinar el efecto antimicrobiano de Myrciaria dubia “camu camu” y Cyperus
luzulae “piripiri”. sobre cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa y
Escherichia coli, cultivados en agar tripticasa de soya.

Para la determinacion de la C.M 1., los microorganisnos se cultivaron en agar tripticasa -
soya. Se trabajo con 15 tubos con 1 ml. de caldo Muller -Hinton, se preparo una
solucién madre del extracto vegetal liofilizadoa unacc. de 5.120 ug/ml. Se afiadié 0.2 ml.
de la solucion madre del extracto vegetal al tubo que contenia 1.8 m. A partir de este tubo
se prepar6 diluciones dobles seriadas .A cada tubo con el extracto vegetal se agreg6 1
ml. del inoculo que contenia aproximadamente 10° UFC/ml.,se incub6 a 37°C por 18 horas

B extracto hidroalcoholico, de la hojay corteza de Myrciaria dubia “canu camu” en las
concentraciones de: 800 mg/ml., 700 mg/ml, y 600 mg./ml, presenté actividad
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus y el extracto hidroalcoholico de la raiz,
tallo y flor de Cyperus luzulae “piripiri” a diferentes concentraciones no nostro actividad
antibacteriana.

La Concentracion Minima Inhbitoria del Extracto de la hojade Myrciaria dubia “camu
camu” sobre una suspension de 10° ufc/ ml de Staphylococcus aureus es igual a 6.38

pg/ml.
Palabras claves : Extracto, antimicrobiano, liofilizado, in6culo, incubar
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ANTIMICROBIAL EFFECTS OF Myrciaria dubia "camu camu " and Cyperus
luzulae "piripiri* ON PATHOGENIC MICROORGANISMS IQUITOS-PERU
By
Mori T., Ruiz E., Garcia M, Bardales J., Bendayan M., Espinoza F.,TresierraA.,
Davila C., Arévalo L., Reategui R.,Angulo,J., Quevedo C,Zapata E.

ABSTRACT
The nextresearch w orkw as to determne the antimicrobial effect of Myrciaria dubia "camu
camu" and Cyperus luzulae "pripiri" on pathogens microorganisms. The leaves and bark
of Myrciaria dubia w as collected fromLake Supay, Jenaro Herrera District. The root, stem
and flower of Cyperus Luzulae "piripirl' w as collected from the Fundo UNAPw herewas
obtained hydroalcoholic extracts and was prepared concentrations d plant extracts of 500
nmg/ml, 600 mg/ml, 700mg/ml, 800mg/ml, to deter mine the antimicrobial effect of Myrciaria
dubia "camu camu" and Cyperus luzulae "piripiri” on strains of Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa and Escherichia cdi grownin trypticase soy agatr.
For the deter mination of the CMI, the organis ms w ere grown in trypticase-soy agar. it w as
workingw ith 15 tubes with 1 ml of Muller-Hinton broth; a stock solution w as prepared from
lyophilized plant extractto a cc. of 5,120 mg/ml. it w as added 0.2 ml. stock solution of plant
extract to tube containing 1.8 ml. Fromthis tube serial tw ofold, dilutions w ere prepared. To
each tube w ith the plant extractw as added 1 m. of inoculumcontaining
approximately 10° UFC/ml., and it w as incubated at 37<C for 18 hours .
The hydroalcohalic extract of the leaf and bark Myrciaria dubia "carmu camu’ in
concentrations of 800 ng/ml., 700 mg/ml., And 600 ng/ml., presented antinicrobial
| activity against Staphylococcus aurews. And, hydroalcoholic extract of the root, stem and
flow er of Cyperus luzulae "piripiri" at different concentrations wasn’t show ed antibacterial
activity.

The minimum inhibitory concentration of leaf extract Myrciaria dubia "camu
camu" on a suspension of 10° ufc / ml of Staphylococcus aureus is equal to 6.38

pg/ml.
Keywords : extract, antimicrobil, lyophilized, inoculum, incubate
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INTRODUCCION

La selva tropical de la region amazodnica es una de las areas de biodiversidad mas rica
del mundo y alberga varios miles de especies de plantas y muchas de ellas son utilizadas
por la poblacion amazénica conpo plantas medicinales.

Las enfermedades ocasionadas por diversos agentes patdégenos e inadecuados estilos de
vida del hombre modemo, esta creando la necesidad de buscar nuevas alternativas de
tratamiento con una tendencia de volver a las costunbres ancestrales del uso de plantas,
para la cura de sus enfermedades, debido a las matiples ventajas que aporta tanto en el
aspecto medicinal como econdémico, sobre todo si se tiene en cuenta que la capacidad
adquisitiva de la poblacion es baja y el costo de los medicamentos es alto; es asi que esta
aternativa de tratamiento constituye la forma mas barata y segura; y ademas posee la

ventaja de presentar poco o ningln efecto secundario.

Al respecto la Organizaciéon Mundial de la Salud estima que mas de la mitad de los 4000
millones de habitantes de la tierra, confia en la medicina tradicional para resolver sus
principales necesidades de salud y se puede decir que gran parte de las terapias
tradicionales entrafian el uso de extractos de plantas o de sus metabolitos secundarios

gue ayudara a determinar la utilidad en la industria farmacéutica en beneficio de la salud.

Ademas la aparicién de cepas resistentes a los farmacos tradicionales han dado origen
a una corriente competitiva por la fabricacion de nuevos fitofarmacos que sean eficaces

en el tratamiento de numerosas enfermedades que aguejan a la poblacion mundial.

Debido a la necesidad de conocer las propiedades medicinales de las plantas y existiendo
poca informacion sobre los efectos antimicrobianos que tiene Myrciaria dubia “camu
camu” y Cyperus luzulae “piripiri” sobre los microorganismos como: Staphylococcus
aureus, Pseudomona aeruginosa, y Escherichia coli que son causantes de
enfermedades infecciosas, en diferentes 6rganos y sistemas en nuestro cuerpo, se
considera importante la realizacion de este estudio de investigacion para elbeneficio de la
poblacion y la comunidad cientffica, para lo cual se plante6 como abjetivo Determinar €l
efecto antimicrobiano de Myrciaria dubia “camu camu y Cyperus luzulae “piripri sobre

microorganismos patdégenos.



MATERIAL Y M ETODOS

2.1. Método y disefio de Investigacion

El estudio correspondié a una investigacion experimental del tipo cuantitativo, porque se
obtuvieron datos para medir elefecto de las plantas sobre los microorganismos.

2.2. Poblacion y muestra

El presente estudio se realizo en la ciudad de Iquitos, capital de la Regién Loreto,
provincia de Maynas, segun datos del SENAHMI, presenta una humedad relativa anual de

97.7 % y una tenperatura promedio anual de 30.7° C.

Geograficamente se encuentra entre las coordenadas 3° 49' 40" latitud Sur y 73°22'39",

longitud Oeste, con una altitud aprox. de 124.4 m.s.n.m.

La poblacion  estudiada estuvo conformada por 03 microorganismos Tipificados:
Staphylococcus aureuss ATCC6538P, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 vy
Escherichia coli ATCC35218 los mismos que fueron ensayados frente a diferentes

concentraciones de cada uno de los extractos vegetales liofiizados.

2.3Disefio Muestral

En el presente estudio se utilizO un muestreo aleatorio sinple, y sorteo aleatoriamente
de las concentraciones de extractos acuosos sobre los microorganisnmos sujetos de

estudio.

2.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

La coleccion de las muestras vegetales se realiz6 en el campo, con tijera podadora o
tiera telescépica, se colectaron en sacos aproximadamente 5 Kg. de cada una de las
siguientes especies: Myrciariadubia “camu camu”y Cyperus luzulae “piripiri” las cuales
fueron codificadas, y levadas al laboratorio para ser lavadas y el procesamiento de las
mismas se reaizo en el LIPNA y el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de

Ciencias Bioldgicas.



2.5. Procedimiento para la recoleccidn de la inform  acién

2.5.1. Coleccion de las plantas

Las hojas y corteza de Myrciaria dubia(Kunth) Mc Vaugh se recolecté de un arboladulto
en época de fructificacion a orilas del Lago Supay, Genero Herrera Distrito de Jenaro
Herrera, Provincia de Maynas, y la raiz, tallo y hojas de Cyperus luzulae “pripiri” fue

recolectado del Fundo UNAP, el material vegetal fue identificado por el Ing. JUAN RUIzZ
MACEDQO, y la excicata N°(23694) se encuentra depos itado en el Herbarium
Amazonense de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana.

2.5.2.Preparacion del pulverizado vegetal

1.- Las nuestras de los vegetaks: hojas y tallos y raiz, fueron pesados por separado.
2.- Se cort6 en pequefios fragmentos.

3.- Luego ser seco al medio anbiente x 3 dias
4- Se volvib a pesary luego se procedié a pulverizar, haciendo uso de un molinillo

manual de aceroinoxidable.

5.- El pulverizado se guardo enfrascos oscurcs parasu utilizacion posterior.

2.5.3.Preparacion de Extractos Hidroalcoholico LIP  NA (2007)

Para la preparacion de los extractos hidroalcoholicos se procedid de acuerdo al siguiente
Protocolo:

1- Se procedi6 a macerar las muestras de los vegetales en etanol - agua en una
proporcion de 70/30 respectivamente.

2.- Luego se procedio a realizar filtraciones de la muestra, utilizando tela gasa estérily se
guardo por 48 horas a te mperatura ambiente.

3.- Luego se llev6 a un rotavapor para eliminar el agua y el etanol hasta obtener el
extracto acuoso.

4.- El extracto acuoso se guardo en frascos de color ambar en refrigeraciéna - 5°C



2.5.4. Protocolo para la Liofilizacion

1.- Se coloc6 las muestras enfrascos especiales que soportan grandes presiones.
2.- Se congeld las muestras a una temperatura de —42°C.

3.- Luego se coloc6 enel equipo de Liofilizacion por un tienpo de 72 horas.

4.- Se retir6 para su conservacion al medio ambiente.

2.5.5. Preparacion de las Concentraciones

1.- Se procedidé hacer el calculo de las concentraciones para cada extracto a utilizar.
2.- Se pesO 2.5 gr. de extracto liofilizado en 2.5 ml. de agua destilada estéril para obtener
la solucion stock con una concentracion de 1000 mg/ml.

3.- A partir de esta solucion stock se procedié a preparar las siguientes concentraciones:

500 mg/m, 600 mg/ml, 700 mg/ml., 800 mg/m,

2.56. Preparacion de los discos de sensibilidad

1- Los discos de sensibilidad se prepard utilizando papel Wattman N° 3 y enpleando
un perforador convencional. Estos discos fueron esterilizados enautoclve a 121° C x
15 libras de presion x 15 minutos.

2.-Luego se procedi6 agregar a cada uno de los discos 15 pl de las concentraciones de

los extractos vegetales, las que se dejaron secar por espacio de 24 horas.

2.5.6. Prueba de Sensibilidadsegiin LORES (1976) y MITSCHER(1972)

1.- Se procedié a preparar el medio agar tripticasa de soya (TSA) en placas petri para
el cultivo de : Staphylococcus aureus Pseudomona aeruginosay Escherichiacoli.

2.- En una estufa se Incub6 a los microorganismos a 37° C por 18 a 24 horas para
obtener cultivos jovenes.

3.- Luego se procedié a preparar la suspension de gérmenes en agua peptonada al 0.1
% con una concentracion aproximadade 3 x 10 gérmenes/m (comparado con eltubo N°
1 del Nefelometro de Mc Farland).

4.- Se tom6 de esta suspension alicuotas de 100 ml, las cuales se colocaran en placas

petri con agar Muller Hinton diseminandose por la superficie con una espatula de vidrio N°



5.- Luego sobre las siembras de los microorganismos se coloc6 los discos de
sensibilidad con las concentraciones de los extractos vegetales, luego se procedié a
colocar discos de sensibilidad standar con ampicilina 1 pg. para bacterias.

6.- Se Incub6 a 37°C por 18 a 24 horas.

7.- La lectura de la siembra serealizé con un medidor de halo antimicrobiana para prueba
de susceptibilidad segun el método Kirby — Bauer.

2.5.7. Determinacion de la Concentracion Minimainh  ibitoria

1.- Se preparo cultivos de 18 horas de las bacterias aestudir, en agar tripticasa -soya.
2.- Se Inocul6 en una porcién de una colonia aisladaen 5 m. de caldo de Tripticasa-soya
Y seincubé a 37°C hasta que la turbidez sea visible ( 2-5h.). Se Ajusto la turbidez con
solucién salina o caldo de cultivo estéril hasta una turbidez equivalente al estandar 0.5 de
la escalade McFarland aproximnadamente 10° ufc/m.

3.- Se realizo el ensayo en tubos y se llevo a cabo una dilucién al 1/100 de este inoculo
de aproximadamente 106 UFC/ml.

4.- Se preparo 15 tubos con 1 ml. de caldo de Muller -Hinton y otro con 1.8 ml. luego se
preparo una solucion madre del extracto vegetal liofiizado a una concentracion de 5.120
nmg/ml.

5.- Se afiadi6 0.2 ml. de la solucion madre del extracto vegetal al tubo que contenia 1.8
ml. de caldo. A partir de este tubo se preparo diluciones dobles seriadas tomando 1 ml
del ler. tubo (512 mg/ml) transfiriéndolo al segundo. Después de mezclar bien el
contenido del segundo tubo se transfiri6 1 ml. al tercer tubo (128 mg/ml) y asi
sucesivamente hasta eltubo 14, del cual se tomo 1 ml. y se descarto.

6.- Se afadi6 a cada tubo con el extracto vegetal 1 m. del inoculo que contenia
aproximadamente 10° ufc/ml.

7.- Se Incubo los tubos a 37 °C durante 18 horas y luego se procedi6é a calcular la C.M.1.
agitando los tubos donde no ha habido desarrollo bacteriano



RESULTADOS

Cuadro N? 1. Promedio de Halos de Inhibicion (mm) d

Average Inhibition halos (mm) of Microorganisms

e los Microorganismos

ANOVA
Diametro | symade Media ,
cuadrados gl cuadratica . =1
Inter-
7020867 2 3510.434 389.543 0.000
grupos
Intra-
grupos 2135.767 237 9.012
Total 9156634 239

Fuente: Datos de los investigadores




Cuadro N22 . Comparacién de las Concentraciones de

hojas y cortezas de

M yrciaria dubia “camu camu” ylos Microorganism cs
Comparison of leaf and bark Concentracions of Myrciaria dubia
“camu camu” andMic roorganism
ANOVA
Diametro Suma de | Media - S
cuadrados 9 cuadratica 9.
el 9600 1 9.600 0.250 0.618
grupos
Il 9147.034 238 38.433
grupos
Total 9156.634 239

Fuente: Datos de los investigadores

Grafica N° 1. Comparacion de las Concentraciones de
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Cuadro N° 3 Comparaciones Multipes entre los Mic

Diametros de halo s de inhibicion (mm)

Multiple Com parisons between mic

inhibition halos diametrs (mm)

roorganismos y los

roorgansms ard the

HSD deTukey

I) Microorganismo J) Microorganismo Dr;'z:é?:;i(?g;a E,;g; Sig. ITER algld;5oc/grffianza

Limite Limite Limite Limite

Limite inf erior superior inf erior superior inf erior
Staphylococcus Pseudomonas 8.4000(*) 0.4746 0.000 7.281 9.519
Escherichia 13.0725(*) 0.4746 0.000 11.953 14.192
Pseudononas Staphylococcus -8.4000(*) 0.4746 0.000 9.519 -7.281
Escherichia 4.6725(*) 0.4746 0.000 3.553 5.792
Escherichia Staphylococcus -13.0725(*) 0.4746 0.000 -14.192 -11.953
Pseudomonas -4.6725(*) 0.4746 0.000 5.792 -3.553

Fuente: Datos de los investigadores

* La diferencia de medias es signficativa a nivel .05
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Grafica Ne2 Comparaciones MUltiples entre los  Microorganismos y los
Diametros de halo s de inhibicion (mm)
Multiple Comparisons between mic roorgansms and the
inhibition halos diametrs (mm)
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DISCUSION

Las plantas medicinales amazdnicas son usadas para combatir enfermedades infecciosas

que constituye el principal problema de salud de la poblacién.

En la actualidad se vienen realizando estudios de investigacion para determinar las
propiedades de las plantas con actividad antimicrobiana, antimicotica, antviral y
antiparasitaria, utilizando diversas técnicas in vitro, con un sinnimero de agentes
patdgenaos en los cuales no solo se analiza su actividad antimicrobiana, sino también, su

concentracion minima inhibitoria.

En la presente investigacion, se registraron diferencias significativas al comparar el
promedio del diametro de los halos de inhibicion, lo que indica que existe un mayor ® de
halo de inhibicion en uno de los microorganismos (F=389.5)(T% con 2 gl=3.04) (Cuadro 1
- ANOVA)(Anexo Cuadro N°4,5,6,7,7).- Asi mismo se evidencia diferencia significativa
(F=0.250)(T5% con 1gk6.76 ) (Cuadro2 y Grafica 1- ANOVA) al comparar el diametro de
las concentraciones de hojas y corteza frente a los microorganismos, Staphylococcus
aureus ATCC6538P, nostro sensibilidad al extracto hidroakcoholico, de la hoja y corteza
de Myrciaria dubia “camu canu” en las concentraciones de : 800 mg/ml., 700 mg./ml., y

600 mg./ml.,, en camnbio Pseudomona aeruginosa ATCC27853 y Escherichia coli
ATCC35218, mostraron resistencia a las diferentes concentraciones, lo que concuerda

con lo manifestado por MESONES Y DONAYRE (2006), quienes reportan que los
extractos acuosos de Bixa orellana “achiote” y Genipa americana “huito” presentaron
capacidad bactericida frente Escherichia coli y Staphylococcus aureus, asimismo SILVA
et al (2004) , ensayaron la actividad antimicrobiana de diez extractos hidroalcoholicos de
Anadenanthera colubrina “ angico”, frente a Staphylococcus aureus, determinando una
actividad inhibitoria tanto en cepas sensbles , como a cepas multresistentes de

Staphylococcus aureus

Asimismo NUNES et al (2004), reportan la actividad antimicrobiana del aceite esencial de
Sida cordifolio “malva blanca”, sobre Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,

y Candida guilieermondii,

13



Enh Conparaciones multiples -HSD de Tukey (Cuadro 3 y Grafico 2), hay diferencia
significativa, entre Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa(8.4), y entre
Staphylococcus aureus y Escherichia coli no hay diferencia significativa, el intervalo de
confianza es 95% de Staphylococcus aureus frente a Pseudomona aeruginosa y
Escherichia coli donde al conparar el ® de los halos de inhibicion, observanos que
Staphylococcus aureus presenta el mayor ¢ de halo igual a 15 mm., demostrando su
actividad antimicrobiana con el extracto hidroalcoholico de Myrciaria dubia “camu camu”,
lo que puede concordar con AREVALO et al, (2005) quienes trabajaron con siete plantas
medicinales amazodnicas: Solanum sessiflorum “cocona”, Eleuthrine bulbcsa “ yahuar piri
piri”, Physalis angulare “ bolsa mullaca’, Jetropa gossyphifda “ pifion colorado”, Seoparia

Aucfiu pichana’, Uncaria tormentosa “ ufia de gato” y Bixa orellano

dulces achiote”,
frente a 4 microorganisnos: Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,

Peudomonas aeruginosa y Echerichia coli, reportando antividad antimicrobiana.

Con el extracto hidroakoholico de la raiz, tallo y flor de Cyperus luzulae “piripiri” a las
diferentes concentraciones no mostro actividad antibacteriana con los microorganismos
ensayados, coincidiendo con MESONES Y DONAY RE (2006), quienes trabajaroncon el
extracto de Pistia stratiotes “huama” la que no presento actividad antimicrobiana frente a

Staphylococcus aureus y Escherichiacali.

En cuanto a los ensayos de la Concentracion Minima Inhibitoria del extracto de la hoja de

Myrciaria dubia “camu camu” sobre una suspension de 108 ufc/ ml de Staphylococcus

aureus es igual a6.38 mg/ml., gual resultado se obtuvo con el extracto dela corteza de
Myrciaria dubia “camu camu”, estudios realizado por MESONES Y DONAYRE (2006),

reportan la concentracion Bactericida Minima (CBM) de Genipa americana frente a
Escherichia coliATCC35218 y a Staphylococcus aureus ATCC 6538 fue de 2.5 mg/ml. La
CBM del extracto de Bixa orellanafrente a Escherichia coli ATCC 35218 fue de 80 mg/ml.

Resultados similares reporta ANGULO (1999), quien trabajo con el extracto de
Anacardium occidentale “casho” tuvo mayor actividad antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus y Streptococcus B- hemolitico y el extracto de Piper hispidium
“cordoncillo” no tuvo actividad antimicrobiana. En cuanto a CM.l. el Anacardium
occidentale “casho” presento una concentracion < 31.25 mg/ml., frente a 4 cepas de
Staphylococcus aureusy 01 cepa de Streptococcus 3 hemalitico.
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CONCLUSIONES

1.- El extracto hidroalcoholico, de la hoja y corteza de Myrciaria dubia “carmu camu” en las
concentraciones de: 800 mg/ml., 700 mg/ml, y 600 mg./ml, presenta actividad

antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus ATCC6538P.

2.- El extracto hidroalcoholico, de la hoja y corteza de Myrciaria dubia “camu camu” en las
concentraciones de: 800 mg/ml., 700 mg/ml., y 600 mg./ml., no presenta actividad
antimicrobiana frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 y Escherichia coli

ATCC35218

3.- Con €l extracto hidroalcoholico de la raiz, tallo y flor de Cyperus luzulae “piripiri” a las
diferentes concentraciones no mostro actividad antibacteriana frente a Staphylococcus
aureus ATCC6538P, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 y Escherichia coli

ATCC35218

4.- La Concentracién Minima Inhibitoria del Extracto de la hoja de Myrciaria dubia “camu

camu” sobre una suspensién de 10° ufc/ ml de Staphylococcus aureus es igual a 6.38

pg/m.

RECOMENDACIONES

1.- Se recomienda continuar con los ensayos realzados, utilizando otras plantas, para

incrementar el conocimiento saobre la actividad antimicrobiana de las plantas medicinales.
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