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RESUMEN

En el presente estudio se evalud la actividad antibacteriana frente a Helicobacter pylori
de los polifenoles del extracto seco de Rhizophora mangle L. obtenidos mediante secado
por aspersion. El extracto acuoso a nivel de banco se obtuvo con la relacion materia
vegetal/agua (MV/A) 1:20 y 1 hora que presentaron a nivel de laboratorio los mejores
rendimientos de extraccion de sélidos solubles totales (SST) y polifenoles con un 15,78
+ 0,14% y 5,67 + 0,06 % respectivamente. El secado por aspersion del extracto liquido
registr6 un rendimiento favorable de 91,45 + 0,03%, el mismo que conservé las
propiedades quimicas del extracto en su forma de polvo con una concentracion
polifendlica de 340,53 + 1,50 mg GAE/g analogo al contenido del extracto acuoso de
346,46 + 4,36 mg GAE/g. El contenido de humedad del extracto seco se mantuvo bajo el
limite permitido para productos secos con 1,26 + 0,16 %, se evidencio por
espectroscopia infrarroja la presencia de los grupos funcionales caracteristicos de los
polifenoles como alcoholes, fenoles y acidos carboxilicos y por microscopia electronica
de barrido las particulas del polvo presentaron forma esférica con un tamafio promedio
de 2,94 + 1,30 um. La actividad antibacteriana se evalu6 in vitro mediante el método
cuantitativo de dilucion en agar para determinar la concentraciéon minima inhibitoria
(CIM) comparando con un control positivo como claritromicina. La concentracion
minima del extracto seco de mangle rojo que inhibi6 el crecimiento de una cepa no
resistente de Helicobacter pylori fue de 100 pg/mL, mientras que para una cepa
resistente, el extracto seco a una concentracion de 800 pg/mL inhibid su crecimiento en

un 57,64 £ 1,16 %, resultado similar al efecto causado por el control.

Palabras claves: antibacteriano, polifenoles, secado por aspersion, Rhizophora mangle
L., H.pylori.
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ABSTRACT

In the present study evaluated the antibacterial activity against Helicobacter pylori of
dry extract polyphenols Rhizophora mangle L. obtained by spray drying. The aqueous
extract at the bank level was obtained with vegetal material /water (MV /A) 1:20
relation and 1 hour than in the laboratory showed the best extraction yields of total
soluble solids (SST) and polyphenols with 15.78 + 0.14% and 5.67 = 0.06%
respectively. Spray drying of liquid extract showed a favorable yield of 91.45 + 0.03%,
the same as retained chemical properties of the extract in its powder form with a
polyphenol concentration of 340.53 + 1.50 mg GAE / g analogue content of aqueous
extract of 346.46 = 4.36 mg GAE / g. The moisture content of dried extract was
maintained under the limit for dry products with 1.26 + 0.16%, was evidenced by
spectroscopy infrared presence of the characteristic functional groups of polyphenols
such as alcohols, phenols and carboxylic acids and through infrared scanning
microscopy showed the powder particles spherical shape with an average size of 2.94 +
1.30 um. La antibacterial activity was evaluated in vitro by agar dilution quantitative
method to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) compared to a
positive control as clarithromycin. The minimum concentration dry extract of red
mangrove that inhibited the growth of a non-resistant strain of Helicobacter pylori was
100 pg/mL, while for a resistant strain, the dry extract at a concentration of 800 pg/mL
inhibited growth in 57,64 + 1.16%, similar to the effect caused by control.

Keywords: antibacterial, polyphenols, spray drying, Rhizophora mangle L., H. pylori.
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INTRODUCCION

La especie vegetal mangle rojo (Rhizophora mangle L.) es un arbol de tamafio mediano
de 10 a 25 m de altura y 10 a 30 cm de didmetro, sin embargo, puede exceder los 35 m
de altura y 70 cm de diametro en los sitios con gran riqueza acuifera, su crecimiento
fluctia entre 1 a 1,5 m por afio y su rasgo mas caracteristico es la masa de raices
ramificadas en forma de zancos propagandose profundamente y transformandolo en un
bosque dificil de penetrar. Esta especie vegetal crece en una mezcla de agua dulce y

salada condiciones propias de los esteros. (Rodriguez & Vésquez, 2007).

La presencia de esta especie vegetal medianamente desarrollada se despliega desde
Panama hasta el norte de Colombia, pero el manglar completamente prosperado solo se
observa desde el norte de Ecuador hasta la parte central de Colombia con un extenso

ecosistema lleno de moluscos y crustaceos (Cuyabeno Lodge, 2014).

Rhizophora mangle L. es un arbol que brinda una variedad de materia prima tanto como
madera para la construccion de balsas y casas, como también compuestos quimicos de
uso medicinal. Su gran contenido de taninos presentes en la corteza y frutos se usan para
curtir pieles y como colorante entre una gama desde rojo, marron hasta negro. Las
cortezas y hojas han sido utilizadas tradicionalmente para curar afecciones flngicas,
heridas en la piel por su caracter antiséptico y para combatir la fiebre y diarrea. (Duque
&Allen, 2006).

El mangle rojo posee en su corteza un alto contenido de polifenoles que se verifica en su
extracto acuoso con un 54,78% y otras sustancias quimicas en un 45,22% (Varcalcel et
al., 2009).

Los polifenoles, metabolitos de origen vegetal presentes en frutas, hojas y cortezas de un
sin numero de arboles son compuestos quimicos que se caracterizan por poseer en su
estructura molecular mas de un grupo fendlico, entre sus propiedades se destacan ser

antioxidante, astringente y antimicrobiano (Barberan, 2003).



El secado por spray dryer o secado por aspersion es ampliamente utilizado para
microencapsular principios activos Utiles en la industria farmacéutica o simplemente
obtenerlos en forma de polvo para ser incorporados en formulaciones como tabletas o
emulsiones. Esta técnica permite que el metabolito presentado en polvo pueda ser
almacenado y conservado por mas tiempo en anaquel. Las particulas obtenidas son
esféricas en su mayoria y su tamafio oscila en la escala de micras lo que mejora

significativo la estabilidad y eficiencia referente a la dosis particulada (Vehring, 2007).

Las tabletas obtenidas con principios activos secos por spray dryer son altamente
consistentes y fuertes por el maximo aprovechamiento del aglutinate.El ingrediente
activo al estar granulado optimiza su distribucidn en la droga, en el color y el flujo. La
biodisponibilidad del metabolito mejora al producirse una dispersion solida estable,
caracteristica fundamental para una excelente disolucion del farmaco (Swati & Wagh,
2014).

El bacilo Helicobacter pylori descubierto por Barry Marshall y Robin Warren en el afio
de 1982 es causante de afecciones gastroduodenales en el ser humano como la gastritis
al producir inflamacién de la mucosa géstrica, la formacion de Glceras y el agravante
final de adquirir un cancer gastrico. Los sintomas de la enfermedad en su mayoria se
presentan en la etapa avanzada entre ellos un dolor abdominal fuerte y nauseas. El
tratamiento tradicional conlleva antibiéticos como claritromicina, amoxicilina e
inhibidores de la bomba de protones que a la larga causan resistencia de dicho

microrganismo. (Toledo &Cabral, 2006).

Helicobater pylori es una bacteria patdgena Gram negativa que tiene forma espiral
cuando se observa directamente de muestras de biopsias, sin embargo su forma varia a
cocoide al ser cultivada en medios sdlidos que se han mantenido por mucho tiempo. Su
cultivo in vitro es complejo debido a que la bacteria es poco estable y requiere un
sinnimero de condiciones para su crecimiento como medio enriquecido con sangre y un
ambiente microaerofilo (5% de Oz y 5-10% COy) (Cava & Cobas, 2003).



A medida que los medicamentos tradicionales para combatir el bacilo Helicobacter
pylori cada vez se vuelven ineficaces y producen la resistencia de la misma, los
polifenoles, principio activo del extracto de mangle rojo (Rhizophora mangle L.) se
convierte en una alternativa natural y adecuada contra dicha cepa, por lo que el presente
estudio intenta evaluar los polifenoles de Rhizophora mangle L. como antibiotico natural
frente a Helicobacter pylori, para lo cual se analiza la produccidon del extracto acuoso a
nivel de laboratorio y de banco, su secado por aspersion y la caracterizacion del polvo

usado para la evaluacion contra dicha cepa mediante dilucién en agar.



CAPITULO |
EL PROBLEMA

1.1. Tema de investigacion

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA FRENTE A
Helicobacter pylori DE LOS POLIFENOLES DE Rhizophora mangle L.
OBTENIDOS MEDIANTE SECADO POR ASPERSION.

1.2. Justificacion

La importancia en el tratamiento de enfermedades que afectan la mucosa gastrointestinal
ya sea por bacterias como la Helicobacter pylori en un tipo de gastritis o por el
consumo de medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINE) que provocan
irritacion y ulceras son el motivo de la basqueda de nuevas alternativas para combatirlas
de forma efectiva y natural, una de esas alternativas es la utilizacion del extracto de
mangle rojo (Rhizophora mangle L.) o manglar rojo el cual posee una gran cantidad de
polifenoles que en su mayoria son taninos, principio activo que le confiere a su extracto
un sinnimero de propiedades entre las que se destacan como astringente, antiséptico y

antibacteriano.

Ademas en los ultimos afios se ha verificado en modelos in vitro su capacidad
antimicrobiana, antiinflamatoria y antioxidante como también la accién moderada sobre
Ulceras gastroduodenales. Por tal motivo para un mejor aprovechamiento del extracto
liquido de dicha materia vegetal se incorpora al proceso la tecnologia de secado por
aspersion o spray dryer que permite obtener un extracto concentrado seco con mayor
estabilidad y biodisponibilidad, propiedades imprescindibles de los principios activos

para su uso en la produccion de compuestos farmacéuticos.

La disposicion en cuanto a la materia vegetal es alta, debido a que a lo largo de las

costas ecuatorianas el manglar esta completamente desarrollado formando rios y esteros,
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permaneciendo accesible al publico y su utilizacion de forma moderada y sostenible no

provoca un dafio ambiental (Cuyabeno Lodge, 2014).

Es fundamental conocer también que el desarrollo técnico de medicamentos de origen
vegetal es una prioridad de los organismos de salud (OMS) que impulsa su investigacion
junto con sus respectivos ensayos clinicos por su ventaja en disminuir reacciones

adversas y toxicidades asociadas (OMS, 2003).
1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

e Evaluar la actividad antibacteriana frente a Helicobacter pylori de los polifenoles de

Rhizophora mangle L. obtenidos mediante secado por aspersion.

1.3.2.-Objetivos especificos

e Secar el extracto de mangle rojo (Rhizophora mangle L.) a través del método de
secado por aspersion.

o Caracterizar el extracto seco de mangle rojo (Rhizophora mangle L.).

e Determinar la actividad antibacteriana del extracto seco de mangle rojo (Rhizophora

mangle L.) frente a la cepa de Helicobacter pylori.



CAPITULO Il
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes investigativos

Los polifenoles son metabolitos secundarios de origen vegetal que han demostrado a
través de muchas investigaciones realizadas en los ultimos afios sus magnificos
beneficiosos en la salud del ser humano. Las propiedades antioxidantes de los
polifenoles confirman ser la principal fuente de sus efectos positivos entre los que se
destacan la optimizacion del comportamiento lipidico, la disminucién de la degradacién
de lipoproteinas de baja densidad y efectos vasodilatadores enfocados en el sistema
cardiovascular. Al ser las enfermedades cardiovasculares la mayor causa de muerte en el
mundo es de gran importancia el estudio de dicho compuesto. Estos metabolitos ademas
regulan los procesos de muerte celular en el endotelio vascular y poseen visibles efectos

antiinflamatorios y antibacterianos. (Quifiones et al, 2012).

El extracto de Rhizophora mangle L. en estado acuoso y principalmente de su corteza
presenta propiedades anti-ulcero génicos, antimicrobianas y cicatrizante, efectos
producidos a causa de su particular composicion quimica. Los compuestos polifendlicos
en un 54,78% y otros componentes estructurales en un 45,22% estan presentes en dicho
extracto. EIl estigmasterol, p-sitosterol y campe-esterol que son fitoesteroles se
encuentran en un 0,0285%. La mayor parte de compuestos polifendlicos son taninos
poliméricos (80%) y taninos hidrolizables como acido elagico, epicatequina, acido

clorogénico, acido galico y catequina (20%) (Varcalcel et al., 2009).

Se ha demostrado que el extracto seco de Rhizophora mangle L. obtenido por
liofilizacion regula moderadamente la colitis ulcerativa ya sea administrado de manera
oral en fase aguda o croénica, contribuyendo con un pequefia disminucion en los aspectos
clinicos, patologicos e inflamatorios probados en un modelo experimental de induccion
con acido acético en ratas (Sanchez et al., 2009).El extracto acuoso de Rhizophora

mangle L. y su contenido polifendlico representa el principal precursor de efectos
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positivos en un modelo in vivo de curacion de heridas abiertas asépticas en ratas debido

asus propiedades antioxidantes (Faure et al., 2009).

Resultados sefialan que dosis bajas de acetato de etilo (EtOAc), fracciones butanolicas
(BuOH) y particularmente de extracto de corteza cruda de Rhizophora mangle L.
proveen gastroproteccion significativa. Una variedad de mecanismos como la
participacion del NO, SH y la mucosidad contribuyen en la actividad antiulcerosa de
Rhizophora mangle. Entre los factores que se relacionan de manera directa con los
efectos antisecretores, citoprotectores y curativos de las fracciones butandlicas como del
extracto de Rhizophora mangle se sefiala la mejora de los niveles de prostaglandinas
(PGE) y la regulacion positiva del factor de crecimiento epidermal (EJ.) (Faria et al.,
2012).

En referencia a la actividad antibacteriana la concentracién minima inhibitoria (CIM) del
extracto de hoja de Rhizophora mangle L. posee el mejor rendimiento para inhibir el
crecimiento de cepas Gram-positivas (Staphylococcus aureus y Micrococcus luteus),
mientras que el extracto de corteza tiene una mejor eficacia frente a cepas Gram-
negativas (Echerichia coli, Salmonella , Klebsiela pneumoniae y Pseudomonas
aeruginosa) (Ferreira et al.,, 2011).Respecto a la actividad antibacteriana contra
Helicobacter pylori el extracto de Rhizophora mangle L. presenta una actividad
significativa (p < 0.05) por método de dilucion en agar (Quintana & Yax, 2012).

La tecnologia de spray dryer o secado por aspersion en el transcurso de los afios ha
ganado mayor protagonismo en la industria farmacéutica para obtener extractos secos
que poseen ingredientes activos de gran interés. Los extractos secos son apreciados por
la industria farmacéutica porque no poseen alcoholes como el etilico permitiendo una
sencilla manipulacion en el almacenamiento y transporte, ademas de una alta estabilidad.
Dos de las ventajas mas importantes es su facil escalado y costos de implementacion de
los equipos que son bajos en comparacion con otro método de secado. (Lopez et al.,
2010).



La microencapsulacion por spray dryer en la industria alimentaria es de uso fundamental
por su facil realizacion y porque permite alargar la vida atil de compuestos bioactivos
con capacidad antioxidante presentes en alimentos como frutas de rapida perecibilidad
.Los metabolitos bioactivos al estar secos pueden resistir la oxidacion por condiciones
negativas de temperatura y evitar reacciones adversas. (Gonzalez et al., 2015).

Las investigaciones avalan las propiedades beneficiosas de los polifenoles del extracto
de Rhizophora mangle L., debido a esto la actual investigacién busca brindar nuevos
datos que comprueban la actividad antibacteriana contra Helicobacter pylori del extracto

seco de mangle rojo de alta estabilidad obtenido por spray dryer.

2.2. Hipotesis

2.2.1. Efecto de la relacion materia vegetal/agua (MV/A) y tiempo sobre el
rendimiento de extraccion acuosa de sélidos solubles totales (SST) y polifenoles de

Rhizophora mangle L.
Hipotesis Nula

La relacion (MV/A) y tiempo no afectan el rendimiento de extraccion de SST y

polifenoles de Rhizophora mangle L.
Hipdtesis Alternativa

La relacion (MV/A) y tiempo afectan el rendimiento de extraccion de SST y polifenoles
de Rhizophora mangle L.

2.2.2. Evaluacion de la actividad antibacteriana de los polifenoles del extracto seco

de Rhizophora mangle L. frente a Helicobacter pylori.
Hipotesis Nula

Los polifenoles del extracto seco de Rhizophora mangle L. no presentan actividad

antibacteriana frente a Helicobacter pylori.
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Hipotesis Alternativa

Los polifenoles del extracto seco de Rhizophora mangle L. presentan actividad

antibacteriana frente a Helicobacter pylori.

2.3.-Sefialamiento de variables de la hipotesis

2.3.1. Evaluacion del rendimiento de extraccion de sélidos solubles totales (SST) y

polifenoles de las cortezas de Rhizophora mangle L.

e Evaluacion de la relacién materia vegetal/Agua (MV/A).
e Evaluacion del tiempo de extraccion.

e Produccion de un extracto acuoso de color rojo con contenido polifendlico.

2.3.2. Andlisis del efecto de los polifenoles del extracto seco de Rhizophora mangle

L. sobre el crecimiento de la cepa Helicobacter pylori.

e Concentracion minima inhibitoria del extracto seco de Rhizophora mangle L. contra
la cepa Helicobacter pylori a traves de la metodologia de dilucion en agar.

e Cuantificacion del ndmero de colonias y UFC/mL inhibidas a diferentes
concentraciones del extracto seco de Rhizophora mangle L. mediante la técnica de

difusion en placa.



CAPITULO 11l
MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales

Cortezas de mangle rojo (Rhizophora mangle L.) (Cojimies, Ecuador), agua destilada,
agua potable, agua osmotizada (Osmoaqua, Ambato), Folin-Ciocalteu (FCR), carbonato
de sodio (Spectrum®, USA), biopsias de ulcera gastrica (aislamiento de la cepa
Helicobacter pylori) (SOLCA, Ambato), agar Mueller Hinton (MHA) (HiMedia®,
USA), caldo infusion cerebro corazon (IBH) (HiMedia®, USA), esferas de vidrio (¢ 4
mm) (Sigma-Aldrich, USA), sangre humana desfibrinada, claritromicina (MK® -
TQFarma, Ecuador).

3.2. Métodos
3.2.1. Material vegetal.

Las cortezas del arbol de mangle rojo o manglar rojo (Rhizophora mangle L.),
especialmente de arboles maduros se recolectaron en los esteros de playa Cojimies,

provincia de Manabi, Ecuador.
3.2.2.-Escala de laboratorio.
3.2.2.1.-Obtencion del extracto liquido.

El material vegetal se limpi0, las sustancias extrafias se retiraron y el material fresco se
secO bajo la accion de la luz solar por 11 dias. Las cortezas fueron molidas en un molino
de tornillo sin fin y el tamafio del material se registré en relacion a su largo y ancho
antes de iniciar la decoccion acuosa. EI material vegetal triturado se coloco en vasos de
precipitacion pyrex de 600 mL de capacidad que contenian 500 mL de agua osmotizada
hirviendo (92°C, Ambato) sobre una plancha de calentamiento con agitacién media
(IKA®C-MAG, China) a su maxima capacidad de calentamiento. Se evaluo el tiempo de

extraccion a 0,5 h ,1 hy 1,5 h y la relacion material vegetal/agua (MV/A) a 1:10 (50
10
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gr/500 mL) ,1:15 (33,33 gr/500 mL) y 1:20 (25 gr/500 mL) con el fin de obtener una
cantidad de polifenoles elevada.

3.2.2.2.-Determinacion de la humedad.

La humedad se evalu6 en el material vegetal antes y después del proceso de secado
mediante la balanza infrarroja (Citizen, USA.) por duplicado. En el porta muestras de la
balanza se coloc6 3 g de cada materia vegetal y se esperé el tiempo necesario hasta que

el equipo indique el valor final.
3.2.2.3.-Determinacion de sélidos solubles totales (SST).

El porcentaje de solidos solubles totales se obtuvo en la balanza de humedad (Citizen,
USA.) por el principio gravimétrico. En la misma se colocé 3 g del extracto liquido de
cada una de las muestras de los 10 ensayos. El valor del porcentaje de SST resulto de la
diferencia del cien por ciento menos el porcentaje de humedad, el proceso se realiz6 por
duplicado.

3.2.2.4.-Determinacién de fenoles totales.

Se utiliz6 el método modificado (Folin-Ciocalteu ,1927) que obtiene un producto de
color azul por la accion de compuestos fenolicos al reducir un complejo
fosfowolframato-fosfomolibdato. En tubos de ensayo se colocd 0,1 mL del extracto
liquido de mangle rojo previamente diluido y centrifugado (10 min a 12000 rpm) y 0,1
mL de Folin —Ciocalteu, se dejo reaccionar por 3 minutos y luego se agrego 2 mL de
solucién de carbonato de sodio (75 g/L).Finalmente se complet6 el volumen de cada
tubo de ensayo hasta 5 mL con agua destilada, se agitd bien cada tubo en un vortex
( Mixer, Reino Unido) y enseguida se llevo a una estufa a 60 °C por 15 min, dicho
proceso se desarrollé por duplicado. Se conté con un espectrofotometro UV (HACH,
USA.) para la medicion de las absorbancias de cada una de las muestras a 750 nm de
longitud. La curva de calibracién se obtuvo a partir de un stock de acido galico de 200

mg/L, del cual se obtuvieron distintas soluciones diluidas de 50,61 mg/L, 99,53 mg/L,
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151,05 mg/L y 195,99 mg/L. Se les aplicd el mismo tratamiento de reaccion que a las

muestras de mangle rojo para la medicidn de sus absorbancias a 750 nm.
3.2.3.-Escala de banco.

3.2.3.1.-Obtencion del extracto liquido.

El ensayo a escala de laboratorio con los factores material vegetal/agua (MV/A) y
tiempo que produjeron el mayor rendimiento de extraccion de polifenoles se escald a
nivel de banco. En la extraccion se usé un reactor cilindrico de acero inoxidable de 20 L
de capacidad con agitacion mecanica de 2500 rpm y un sistema de calentamiento hasta
100°C. Se colocé en el reactor 14 litros de agua osmotizada, a continuacion se esperd
que el agua hierva y se agreg6 0,7 kg del material vegetal triturado (MV/A 1:20). La
mezcla se sometio a una hora de decoccion desde el comienzo de la ebullicion y el
volumen final se filtr6 y midio. En el extracto resultante se determiné el contenido de
solidos solubles totales y polifenoles totales con el mismo procedimiento a escala de
laboratorio (tem 3.2.2.3y 3.2.2.4).

3.2.3.2.-Concentracion del extracto liquido.

Un volumen de 1000 ml del extracto liquido filtrado obtenido del reactor se colocé en el
balon de vidrio del rotaevaporador (EYELA, Tokyo) y se sometié a calentamiento a una
temperatura de 92°C con una rotacion media hasta alcanzar un volumen final de 100
mL, eliminando el 90% de agua. El proceso se realiz6 con todo el volumen producido a
escala de banco y se analiz6 el contenido de sélidos solubles totales y polifenoles totales

de este extracto concentrado segin los item 3.2.2.3y 3.2.2.4.
3.2.4.-Secado por aspersion (Spray dryer).

El extracto liquido concentrado diez veces mas del producido en el reactor se llevo al
secador por aspersion (Biichi B 191, Suiza) a una temperatura de entrada de 140 °C y de

salida de 80 °C. El producto seco se pesé con el fin de calcular el rendimiento de secado.
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En el extracto seco se determino también el contenido humedad y de polifenoles totales
(item 3.2.2.2y 3.2.2.4).

3.2.4.1.-Determinacién del rendimiento de secado.

El rendimiento de secado se determino a través de la siguiente expresion (Lopez et al.,

2008):

Rx*X
e+ 100 [Ec 1]

% Rendimiento =

Donde:

R: masa de polvo obtenido (g), Xr:[(100-humedad del polvo)/100], T: volumen de extracto alimentado

(mL), concentracién de sélidos en el extracto alimentado (g/ mL).
3.2.5.-Espectroscopia Infrarroja (IR).

La identificacion de los grupos funcionales presentes en el extracto seco del mangle rojo
se realizd mediante el espectrofotometro infrarrojo (JASCO FT/IR- 4100, Espafa)
perteneciente a la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica del
Chimborazo, para lo cual una minima cantidad de muestra se colocé sobre la placa porta
muestras de seleniuro de zinc previa calibracion del equipo. El espectro con sus
respectivos picos que representan a cada grupo funcional se obtuvo por el analisis del
software Spectra Analysis.

3.2.6.-Microscopia electrénica de barrido (SEM).

Para determinar el tamafio junto con la forma de las particulas del polvo de mangle rojo
se usé un microscopio electrénico de barrido (TESCAN, Alemania) de propiedad de la
Escuela Superior Politécnica del Ejército de Quito. Una minima cantidad del polvo de
mangle con 0% de humedad se colocé en el porta muestras circular de 0,5 cm de radio y
se fijo con cinta de carbono, luego la muestra se recubrié con oro a través de un
metalizador con funcion de vacio (Q150R, United Kingdom).EI espesor de oro de 20 nm
permitio visualizar y analizar las caracteristicas de las particulas al momento que se

colocé la muestra en el equipo.
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3.2.7.-Evaluacién antibacteriana.

3.2.7.1.-Aislamiento de Helicobacter pylori.

Para el aislamiento se obtuvo biopsias de una Ulcera gastrica provenientes de una
paciente de 57 afios que se someti0 a endoscopia, estas muestras se conservaron y
transportaron bajo refrigeracion a 4 °C en tubos de ensayo de tapa rosca que contenian
10 mL de medio de cultivo liquido infusion cerebro corazén (IBH), posteriormente las
muestras se incubaron por 24 horas a 37 °C. El tubo con la muestra de biopsia que
presentd mayor turbidez, signo del potencial crecimiento de la bacteria fue utilizada para
ser inoculada en medio de cultivo solido, para lo cual se agregd 100 uL de la muestra
sobre medio agar Mueller Hinton(MHA) enriquecido con 7% de sangre humana
desfibrinada (sangre fresca obtenida por agitacién junto con perlas de vidrio estériles) y
se difundié sobre toda la superficie de la caja Petri plastica de 25 mL de capacidad para
obtener colonias aisladas de la bacteria. EI proceso se efectud por triplicado usando la
camara de flujo laminar (MAGNEHELIC, USA). Las cajas Petri inoculadas se
colocaron dentro de una jarra anaerobica (JON WHITLEY SCIENTIFIC, Inglaterra)
donde se encendid una vela que consumid el oxigeno en el interior de la misma,
mientras permanecia cerrada herméticamente proporcionando un ambiente microaeréfilo
(5% 02y 5-10% COy) adecuado para el crecimiento de la cepa de Helicobacter pylori,
enseguida se incubd durante 7 dias a 37 °C en la incubadora (MEMMERT, USA).

3.2.7.2.-1dentificacion de la cepa Helicobacter pylori.

Las colonias que crecieron después de los 7 dias de incubacion sobre el medio agar
Mueller Hinton (MHA) enriquecido con 7% de sangre humana desfibrinada y que
presentaron similaridad a gotas de rocié de tonalidad grisacea, caracteristica
macroscopica particular de las colonias de dicha cepa se sometieron a pruebas de ureasa,
catalasa, oxidasa y tincion de Gram para confirmar su presencia debido a que

Helicobacter pylori es positiva a todas estas reacciones.
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3.2.7.2.1. Prueba de la catalasa.

Sobre un portaobjetos de vidrio se coloco 2 a 3 gotas de peréxido de hidrogeno al 3%,
luego 3 a 4 colonias fueron agregadas en la solucion. La produccion de burbujas indico

la presencia de catalasa y por tal motivo la reaccion fue positiva.

3.2.7.2.2. Prueba de la oxidasa.

Se agreg6 sobre discos de oxidasa (Microbiology Oxidase) 3 a 4 colonias, el cambio en
un tiempo de 30 segundos de color blanco del disco a un color azul oscuro determingé la

reaccién como positiva.

3.2.7.2.3. Prueba de la ureasa.

En un tubo de ensayo se agregé 1 mL de solucién de urea al 6% y 0,2 mL de una
solucion indicador rojo de fenol al 0,05 %, enseguida se incorpor6 3 a 4 colonias dentro
de dicha solucién a temperatura ambiente. La reaccién fue positiva de manera inmediata

por un cambio de color de amarillo-naranja a fucsia-rosa

3.2.7.2.4. Tincién de Gram.

Se realiz6 un frotis sobre un portaobjetos de vidrio con una minima cantidad del material
microbioldgico y se fijo con calor. A continuacion se agrego cristal violeta por 30 a 60
segundos, con agua destilada se lavo la mezcla, después se afiadio como mordiente lugol
por el lapso de 30 a 60 segundos y por 5 segundos se colocé alcohol-cetona para
decolorar. El producto se lavé nuevamente con agua destilada, por 5 minutos se adiciond
carbol fucsina como colorante secundario y finalmente se desarroll6 un tercer lavado
con agua Yy se secO. La muestra tratada se observd bajo el lente 100 X con aceite de

inmersion y se identifico su forma y color de tincion.
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3.2.7.3. Mantenimiento de la cepa Helicobacter pylori.

Las colonias que se identificaron como Helicobacter pylori se inocularon sobre nuevo
medio agar Mueller Hinton (MHA) enriquecido con 7% de sangre humana desfibrinada
siguiendo el mismo procedimiento del item 3.2.7.1 a través de estrias compuestas. El
procedimiento se realizé por triplicado y parte del crecimiento obtenido luego de los 7
dias de incubacidn se conservaron dentro de viales que contenian 1 mL de caldo infusion
cerebro corazon (IBH) y 1 mL de glicerol al 15 % que se llevaron a congelacion. La otra
parte del crecimiento se utiliz6 para la formacion del indculo en 5 mL de medio de
cultivo liquido IBH que se incubo durante 3 a 4 horas a 37 °C dentro de la jarra de
anaerobios para estandarizarse al patron McFarland 3. Este in6culo estandarizado se

ocupd en el ensayo de determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CIM).

3.2.7.4.-Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CIM).

Para la evaluacién mediante la metodologia de dilucién en agar (CLSI/NCCLS, USA) se
efectud la inoculacion de la bacteria sobre la superficie de 5 cajas Petri que contenian 25
mL de medio de cultivo agar Mueller Hinton (MHA) enriquecido con 7% de sangre
humana desfibrinada con o sin antibiotico. La técnica de sembrado utilizada fue estriado
compuesto mediante un asa bacterioldgica metalica a partir de un indculo estandarizado
al patrén McFarland 3 (equivalente a 9 x 108 UFC/ mL).

Entre las cajas se contd con el control negativo, sin antibidtico, que contenia 1 mL de
agua destilada estéril, 1,75 mL de sangre desfibrinada y 22,25 mL de medio agar
Mueller Hinton. EI control positivo, con antibiético, 1 mL de claritromicina 0,125
pg/mL (antibidtico de uso comercial contra Helicobacter pylori), 1,75 mL de sangre
humana desfibrinada y 22,25 mL de medio agar Mueller Hinton. Las tres cajas Petri
restantes fueron de agar planta (medio de cultivo + extracto de mangle rojo con funcion
antibacteriana) de 25 pg/mL, 50 pg/mL y 100 pg/mL de concentracion en un volumen
final de 25 mL. El agar planta de 25 pg/mL, 50 pg/mL y 100 pug/mL contenia el mismo
volumen de medio agar Mueller Hinton y sangre desfibrinada que el control positivo y
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negativo, pero el volumen restante de cada caja de agar planta se completé con 1 mL de
solucién de extracto seco de mangle rojo de 625 pg/mL, 1 mL de 1250 pg/mL y 1 ml de
2500 pg/mL de concentracion respectivamente. Los resultados se observaron luego de 7
dias de incubacion a 37 °C dentro de la jarra de anaerobios y se evalud la presencia o
ausencia de crecimiento para establecer si el extracto es activo o no contra la cepa

Helicobacter pylori, el proceso se ejecutd por duplicado.

3.2.7.5. Determinacion cuantitativa de inhibicion frente a la cepa Helicobacter
pylori.

La bacteria se inocul6 en 5 cajas Petri que contenian 25 ml de medio de cultivo agar
Mueller Hinton (MHA) enriquecido con 7% de sangre humana desfibrinada con o sin
antibiotico. Se partié de un inoculo estandarizado al patrén McFarland 0,5 (equivalente a
1,5*108 UFC/mL) y se procedi6 a diluir entre 1/(2*10°) para conseguir un ndmero de
colonias contables de 30 a 150. La técnica de sembrado utilizada en este ensayo fue
difusion en placa agregando 100 pL del inéculo diluido. Una mayor precision al
momento de diluir el inéculo se consiguié midiendo su absorbancia y a través de la
ecuacion de la recta de la escala de McFarland se determind su concentracion mas

aproximada en UFC/mL (Anexo XII).

Entre las cajas se dispuso el control negativo (sin antibiotico), control positivo
(claritromicina 0,125 pg/mL) y 5 cajas con agar planta de 50 pg/mL, 100 pg/mL, 200
pug/mL, 400 pg/mL y 800 pg/mL de concentracién de mangle rojo en un volumen final
de 25 mL. Las cantidades del medio MHA, sangre humana desfibrinada y antibiotico
para el control positivo como también para las cajas de agar planta son iguales a las
descritas en el item 3.2.7.4., pero con diferente concentracion del antibiGtico natural
evaluado. El proceso se desarroll6 por duplicado y los resultados se observaron luego de
7 dias de incubacion a 37 °C dentro de la jarra de anaerobios y se cont6 el nimero de
colonias para establecer el porcentaje de crecimiento inhibido por el extracto de mangle

rojo.
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3.3.-Estadistica

Mediante un disefio 3% con un punto central y una réplica, junto con el programa
estadistico Statgraphics Centurion XVI.I se evalud el efecto del tiempo a tres niveles
(0,5h,1hy1,5h)ylarelacién materia vegetal/agua (MV/A) (1:10,1:15 y 1:20) sobre el
proceso de extraccion dinamica de los polifenoles de las cortezas de mangle rojo,
utilizando los valores de rendimiento de extraccion de sélidos solubles totales (SST) y
de polifenoles.

La evaluaciéon antibacteriana del extracto seco se comparé con un control positivo
(claritromicina 0,125 pg/mL) y un control negativo (sin antibiotico), el crecimiento en
las diferentes concentraciones del extracto igual al control negativo indicO su

inactividad, mientras su visible inhibicion como el control positivo su actividad.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Andlisis y discusion de resultados
4.1.1. Escala de laboratorio.

4.1.1.1. Determinacion de la humedad y cenizas de las cortezas de Rhizophora
mangle L.

Los resultados de la Tabla I evidencian la reduccion de la humedad a través del proceso
de secado al sol, contenido de materia organica y cenizas de las cortezas antes y después

de tratarlas por 11 dias.

Tabla I. Humedad, cenizas y materia organica de las cortezas de Rhizophora mangle L.

Materia vegetal Humedad (%0) Cenizas (%) Materia organica
(%)
Cortezas de mangle rojo antes del 43,05+0,72 12,29 + 0,93 87,71 £ 0,93
secado al sol.
Cortezas de mangle rojo después de 14,52 + 0,37 12,33+ 0,01 87,67 +0,01

secado al sol (11 dias).

El 14,52 + 0,37 % de humedad de las cortezas de mangle rojo que se utilizé para el
proceso de extraccion de polifenoles es dptima, asi como el método y tiempo de secado.
Esta conclusién se corrobora segln una investigacion realizada por Pérez et al., 2009
gue manifiesta que la humedad de las cortezas de Rhizophora mangle L. dispuestas para
la mejor extraccion de sus componentes debe ser menor al 15%, tratadas al sol durante 7
dias, registrando la disminucion de la humedad de 34,12% a 14,2%, valores semejantes

al presente estudio.
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4.1.1.2.-Determinacion de sélidos solubles totales (SST).

Las cortezas molidas de Rhizophora mangle L. con un tamafio promedio de 0,6*1,2 cm
se sometieron a diferentes factores de decoccion en cuanto al tiempo y relacion materia
vegetal/agua (MV/A), manteniendo durante todo el proceso una temperatura de
ebullicion. En la Tabla Il se muestran las concentraciones de los solidos solubles totales

y el respectivo rendimiento de extraccion de cada ensayo.

Tabla I1. Concentracidn de solidos solubles totales y rendimiento de extraccion de sélidos a escala de

laboratorio.

Tratamientos Relacién Tiempo Volumen de  Concentracién de Rendimiento

(M/A) (h) extracto s0lidos(SST) de extraccion

obtenido (% p/v) de sélidos (%)

(ml)

M1 1:15 0,5 310 1,36 £ 0,01 12,59 +0,13
M2 1:15 15 115 2,85+0,02 9,83 + 0,07
M3 1:20 15 151 1,90+0,02 11,43 +£0,11
M4 1:10 1 170 3,31+0,02 11,20 + 0,06
M5 1:15 1 215 2,26+0,01 14,57 £ 0,09
M6 1:10 15 90 5,46+0,01 9,80+ 0,03
M7 1:20 1 245 1,63+0,01 15,78 + 0,14
M8 1:10 0,5 295 2,04+0,02 12,04 £0,13
M9 1:20 0,5 320 1,02+0,01 12,94 £ 0,10
M10 1:15 1 212 2,30+0,01 14,53 £ 0,09

El porcentaje de SST de los ensayos varia en un rango 1,36 + 0,01 a 5,46 £ 0,01 % p/v,
entre ellos el tratamiento M4 de 3,31 + 0,02 % p/v es similar a un valor de 3,73 £ 0,23
% de SST registrado en un estudio de extraccion soélido/liquido de cortezas de
Rhizophora mangle L. secadas al sol, relacion MV/A de 1:10 y 1 hora de decoccion a
90°C (Pérez et al., 2009),pardmetros iguales a los analizados en este tratamiento, lo
cual indica que la extraccion acuosa a nivel de laboratorio en la presente investigacion es

favorable.
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La concentracion de sélidos solubles totales (SST) de los extractos alcanzados en cada
tratamiento son directamente proporcional con la temperatura, el tiempo de extraccion y
materia vegetal utilizada en la relacion MV/A (Figura | y Il).La tendencia de estos
valores se comprueban en un estudio sobre la cinética de lixiviacion de cortezas de
Rhizophora mangle L., que sefiala que a 90°C luego de un periodo de 30 min de
extraccion se alcanza la mayor concentracion de SST que prosigue hasta 90 min,
mientras que a valores inferiores de temperatura como 25 °C, 45 °C y 70 °C la
concentracion de solidos es menor y el tiempo de mayor potencial de concentracion es a
20 min (Rodriguez et al., 2012).

6,00
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[%2}
<
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=
$ .
= 3,00 —&—Tiempo 0,5h
S Tiempo 1h
o 2,00 )
§ Tiempo 1,5h
3 1,00

0,00

0 5 10 15 20 25

Relacion MV/A

Figura I. Evaluacién del porcentaje de sdlidos solubles totales (SST) segun el tiempo. Porcentaje de
solidos solubles totales de los extractos obtenidos a escala de laboratorio en funcion a la relacién MV/A
(1:10,1:15y 1:20) a tres tiempos diferentes (0,5h,1 hy 1,5).
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Figura Il. Evaluacién del porcentaje de solidos solubles totales (SST) segun la relacion MV/A.
Porcentaje de sdlidos solubles totales de los extractos obtenidos a escala de laboratorio en funcion del
tiempo (0,5 h,1 hy 1,5) atres proporciones MV/A diferentes (1:10 ,1:15 y 1:20).

Aunque la relaciéon MV/A 1:10 y el tiempo de 1,5 h registran el valor mas alto de
concentracion de solidos solubles totales (SST) no quiere decir que produzca la mayor
cantidad de SST por gramo de materia vegetal. EI mayor rendimiento se consiguié con
una relacion MV/A de 1:20 con 1 h de decoccién, el resultado se debe a que en este
tratamiento existe mayor cantidad de disolvente y consecuentemente no hay saturacion
de material vegetal como en los demas ensayos donde ocurre tal fendmeno con un
desperdicio del recurso vegetal. Otras de las causas que provocan rendimientos bajos en
los demaés tratamientos son la evaporacién de la mayor parte del disolvente, pérdida de
solidos por la adherencia en las paredes del recipiente de extraccion y la reabsorcion del
liquido extraido por las cortezas trituradas luego de 1 hora de decoccién. Por tal motivo
con una relacion MV/A de 1:20 y 1 h de decoccion existe mayor eficiencia del
disolvente que genera la mayor cantidad de sélidos por cada gramo de cortezas de

mangle rojo.
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4.1.1.3.-Determinacién de fenoles totales.

A través del método Folin-Ciocalteu se determind el contenido de fenoles totales de los
extractos de mangle rojo obtenidos a nivel de laboratorio, para ello se realiz6 la curva de

calibracidn de &cido galico que se registra posteriormente (Tabla Il y Figura IlI).

Tabla I11. Datos para obtener la curva de calibracion de &cido gélico.

Concentracion acido galico (mg/L) Abs. (750 nm)
0,00 0,000+0,000
50,61 0,096+0,001
99,53 0,187+0,002
151,05 0,263+0,004
195,99 0,357+0,002

0,400
0,350
0,300
0,250
0,200

y =0,0018x + 0,0026

Absorbancia (750 nm)

0,150 R2=0,998
0,100
0,050
0,000
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00
Concentracion de acido galico (mg/L)
Figura Ill. Curva de calibracion de acido galico por el método Folin-Ciocalteu. Obtencion de la

ecuacion para determinar el contenido de polifenoles totales (mg/L) del extracto liquido y seco de

Rhizophora mangle L.

Los valores de absorbancia a 750 nm de los 10 extractos de corteza de mangle rojo con

diferente proporcion MV/A y distintos tiempos de decoccion se indican en la Tabla IV.
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Tabla IV. Absorbancia a 750 nm de los diferentes extractos de Rhizophora mangle L.

Tratamientos Abs.(750 nm)

M1 0,242+0,001
M2 0,277+0,002
M3 0,212+0,001
M4 0,267+0,001
M5 0,350+0,003
M6 0,356+0,002
M7 0,266+0,003
M8 0,284+0,002
M9 0,135+0,002
M10 0,349+0,003

A partir de la ecuacion de la recta obtenida de la curva de calibracion de acido géalico se

calculo el contenido de fenoles totales en mg/L:

./ Absorbancia—0,0026
[Concentracién] = 50015 [Ec. 2]

El contenido de fenoles totales en base seca que se expresa como miligramos
equivalentes de acido galico por gramo de extracto seco de mangle rojo (mg GAE/qg) de
los 10 tratamientos se obtuvieron entre el contenido de fenoles totales en mg/L vy el

porcentaje de solidos solubles de cada extracto. Los resultados se detallan en la Tabla V.

Tabla V. Concentracion de fenoles totales y rendimiento de extraccion de polifenoles a escala de
laboratorio.

Tratamientos Fenoles totales Fenoles totales (mg Rendimiento de

(mg/L) GAE/q) extraccion de polifenoles
(%)
M1 5320,00+31,43 392,15+1,77 4,94 0,03
M2 12173,33+£94,8 427,63+0,48 4,20 £ 0,03
M3 9284,44+31,43 488,69+6.50 5,59 + 0,02
M4 11751,11+62,5 355,39+3,93 3,98 £ 0,02
M5 7720,00+62,85 341,09+0,65 4,97 £ 0,04
M6 15684,44+94,8 287,44+0,98 2,82 £0,02
M7 5853,33+62,85 359,13+6,97 5,67 + 0,06
M8 6242,22+47,14 305,37+5,52 3,68 +0,03
M9 2931,11+47,14 287,76+6,76 3,72+ 0,06
M10 7697,78+62,85 335,19+4,80 4,87 +£0,04
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La concentracion de fenoles totales en base seca en los distintos ensayos se encuentran
entre 287,44 + 0,98 a 488,69 + 6.50 mg GAE/g que son valores altos en comparacion
con otras fuentes naturales de polifenoles como frutas entre ellas fresa (238 + 86 mg
GAE/qg), ciruela roja (249 = 67 mg GAE/g) y zapote (258 = 124 mg GAE/g) (Vasco et
al., 2008), malezas como D. molliculum (125,82 + 0,40 mg GAE/g) vy S. halepense
(69,83+1,80 mg GAE/g) (Gutiérrez et al., 2008).Estos valores demuestran que las
cortezas de Rhizophora mangle L. son una excelente fuente de compuestos fenolicos de
gran interés farmacéutico siempre que se utilice los pardmetros de extraccion mas

adecuados.

Un estudio desarrollado por Cruz et al., 2015 sobre el contenido polifendlico de
cortezas de mangle rojo nativo de San Carlos, Guatemala extraido con etanol sefiala un
valor de 538,9 = 40,3 mg GAE/g que es semejante a 488,69 + 6,50 mg GAE/g obtenido
en el actual estudio, sin embargo la minima diferencia indica que el solvente de
extraccion como la procedencia del material vegetal influyen en la concentracion final
de fenoles totales en los extractos (Sobhy et al., 2009).Aunque la utilizacion de etanol
presenta mayor concentracion de fenoles en sus extracciones, a escala industrial
representa costos adicionales en comparacion con el uso del agua como solvente,
convirtiendo al agua como la mejor opcion para procesos de extraccién de metabolitos

de origen vegetal que se van a escalar.

El mejor rendimiento de extraccion de polifenoles se observd en el tratamiento M7
(MV/A 1:20 y 1 hora) con 5,67 £ 0,06 %, la mayor cantidad de disolvente fue la clave
de su valor. Este tratamiento también obtuvo el rendimiento mas alto de extraccion de
solidos, lo que confirma su escalado a nivel de banco al asegurar la optimizacion en el

uso de las cortezas de mangle rojo y el mayor contenido de polifenoles.

Otras investigaciones sobre extraccion acuosa de principios activos como los

edulcorantes de Estevia rebaudiana (Soto & Del Val, 2002) y del biopolimero de la chia

25



(Salvaia hispanica) (San Juan et al., 2013) evidencian rendimientos aproximados al de

los polifenoles del mangle rojo con 5% y 8,9% respectivamente.
4.1.2.-Escala de banco.

4.1.2.1.-Determinacion del rendimiento de extraccion de solidos y polifenoles del

extracto acuoso de mangle rojo.

A nivel de banco se reprodujo el proceso de extraccion acuosa de polifenoles de
Rizophora mangle L. mediante un reactor de acero inoxidable de 20 L de capacidad,
utilizando las misma condiciones de laboratorio que permitieron obtener el mayor
rendimiento de extraccion de polifenoles y sélidos, como fueron la relacion MV/A 1:20
a 1 h de decoccion, el proceso produjo un volumen final de 5020 mL de extracto. Los
resultados a escala de banco se registran en la Tabla VI del extracto acuoso sin
concentrar y el concentrado al 10% del volumen total que se obtuvo inicialmente del
reactor, el volumen final fue de 495 mL. Los valores a nivel de banco son similares al
tratamiento M7 seleccionado como mejor a escala de laboratorio, que presentdé un
rendimiento de extraccién de solidos mayores a 15% y en el rendimiento de polifenoles
mayor a 5%, lo que determina como adecuado Yy reproducible el escalado a nivel de

banco de esta investigacion.

Tabla VI. Rendimiento de extraccidn de sdlidos y polifenoles del extracto acuoso de mangle rojo a
nivel de banco

Extracto Solidos solubles Fenoles totales Rendimiento de Rendimiento de
totales (SST) - -
acuoso (% piv) (mg GAE/qQ) extraccion de extraccion de
solidos (%) polifenoles (%0)
Sin concentrar 2,170 £ 0,002 344,98 + 5,46 15,56 + 0,02 5,37 £ 0,09
Concentrado 21,410 + 0,003 346,46 + 4,36 15,14 + 0,01 5,25+ 0,07
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4.1.3.-Secado por aspersion del extracto acuoso de Rhizophora mangle L.

El volumen de extracto obtenido a nivel de banco luego de ser concentrado se secé a
través del spray dryer a una temperatura de entrada de 140 °C y de salida de 80 °C, el
producto fue un polvo de color rojo intenso (Anexo V) y el rendimiento del proceso se

evidencia en la Tabla VII.

Tabla VII. Rendimiento de secado por spray dryer.

Extracto Volumen Peso tedrico Peso real extracto Rendimiento
acuoso alimentado extracto seco (g) seco sin humedad (%)
(mL) (9)
Concentrado 495 105,98 + 0,01 96,92 £ 0,02 91,45 £ 0,03

El rendimiento de secado por aspersion del extracto acuoso concentrado a partir de las
cortezas de Rhizpohora mangle L. se encuentra en un valor aceptable para extractos
vegetales que se constata en un estudio de secado por aspersion del extracto acuoso de
Boerhaavia erecta L. a una temperatura de entrada de 120 °C y de salida de 80 °C
(Lbpez et al, 2008) y en la produccion del polvo de Calendula officinalis L. que
obtienen rendimientos de secado superiores a 90% (L6pez et al, 2006).EIl rendimiento
de secado nunca alcanza el 100% ya que parte del material secado se pierde al

impregnarse en los conductos del equipo y otra minima se dispersa en el ambiente.
4.1.4. Caracterizacion del extracto seco de Rhizophora mangle L.
4.1.4.1. Determinacion de la humedad y concentracion de fenoles totales.

La concentracion de polifenoles se mantuvo luego del proceso de secado por aspersion,
el extracto seco mostré un valor de 340,53 £ 1,50 mg GAE/g (Tabla VIII) a partir de un
extracto acuoso concentrado procedente de la extraccion a nivel de banco de un valor
semejante de 346,46 = 4,36 mg GAE/g (Tabla VI) .Se establece entonces al proceso de

secado por aspersion como el método que permite mantener la estabilidad y las mismas
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propiedades quimicas del extracto acuoso de mangle rojo en la forma de polvo, el cual
puede ser almacenado por largo tiempo sin que cambie sus caracteristicas quimicas
(Huntington, 2007).

Tabla VIII. Cuantificacion de fenoles totales y humedad del extracto seco de Rhizophora mangle L.

Extracto seco Humedad (%) Fenoles totales (mg GAE/Q)

Rhizophora mangle L. 1,26 + 0,16 340,53 + 1,50

La humedad de 1,26 = 0,16% que presenta el polvo de mangle rojo luego del proceso de
secado es favorable porque se mantiene bajo el limite permitido del 10% para extractos
secos (Swati & Wagh, 2014).La evaluacion de la humedad del extracto seco de
Boerhaavia erecta L. con un valor de 7,7 % de un proceso de secado a escala de banco
(Lopez et al, 2008), demuestra que el polvo de mangle rojo es menos susceptible de
contaminacion por microorganismos por la baja actividad de agua que posee gracias a su
menor porcentaje de humedad. A partir de lo expuesto anteriormente la calidad del

extracto seco de Rhizophora mangle L. producido en la actual investigacion es alta.

4.1.4.2. Morfologia de las particulas del extracto seco de mangle rojo (Rhizophora

mangle L.)

Las iméagenes de alta resolucién logradas mediante la técnica de microscopia electrénica
de barrido (SEM) de las particulas del extracto seco de mangle rojo que contienen
polifenoles facilité el analisis de su morfologia como forma, condiciones de la superficie
y distribucion de tamafio (Figura 1V). La forma de las particulas en su mayoria es
esférica y otras casi esféricas con protuberancias, superficie sin poros y lisa, esta forma
particular permite aumentar la consistencia de tabletas que las contienen y mejorar la

biodisponibilidad del ingrediente farmacéutico activo al optimizar el flujo y producir una
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dispersion estable que incrementa la velocidad de disolucion de un farmaco (Swati y
Wagh, 2014).
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Figura IV. Particulas del extracto seco de mangle rojo (Rhizophora mangle L.). Determinacién de la
forma y distribucién de tamafio mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) de las particulas de

extracto seco de mangle rojo obtenido por secado por aspersion

El tamafio de las particulas contenidas en el extracto seco comprende valores entre 1,62
pum a 5,61um (Figura V) con una distribucion de tamafio de las particulas promedio de
2,94 £ 1,30 um, el mismo que recae en el rango adecuado del proceso de secado por
spray dryer que es inferior a 100 um. La determinacion de la distribucion de tamafio de
las particulas de muestras secas que poseen metabolitos de interés farmacéutico es
importante porque permiten mejorar la eficiencia en la dosificacion particulada de
farmacos y consecuentemente conseguir una alta estabilidad de la droga, mas aun con
didmetros muy bajos que aumentan su dispersabilidad en farmacos de administracion
pulmonar (Vehring, 2007). Un estudio sobre secado por aspersién de compuestos
activos del ajo (Allium sativum L.) presenta particulas de tamafio entre 10 y 35 um de

forma esférica y superficie lisa (Garzon et al., 2011), caracteristicas similares a las
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particulas del extracto seco de mangle rojo (Rhizophora mangle L.), lo que establece su
obtencién apropiada en la presente investigacion.

SEM HV: TORV

View field: 63.2 pym
SEMMAG: 300 kx Date{mialy): 040510 CENCINAT

Figura V. Distribucién de tamafio de particula del extracto seco de mangle rojo (Rhizophora mangle
L.).Diametro en um de 10 particulas obtenidas a través de microscopia electronica de barrido (SEM).

4.1.4.3. Analisis por espectroscopia infrarroja del extracto seco de mangle rojo.

La espectroscopia infrarroja permitié identificar los grupos funcionales contenidos en el
extracto seco de mangle rojo. Los picos que presenta el espectro infrarrojo producido
por dicha muestra en un rango de 4000 cm™ a 500 cm™ sefialan un nimero de onda que
corresponde a un grupo funcional que es particular de un conjunto de compuestos

quimicos y se detalla a continuacion (Figura VI'y VII) (Tabla IX).
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Figura V1. Espectro infrarrojo del extracto seco de mangle rojo (Rhizophora mangle L.) entre 4000
cm™ y 580 cm-1. Presencia de grupos funcionales como alcoholes y fenoles (3310,21 cm-1) y &cidos
carboxilicos (2361,41 cm-1y 1439,6 cm-1).
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Figura VII. Espectro infrarrojo del extracto seco de mangle rojo (Rhizophora mangle L.) entre 2000

cm™ y 500 cm™. Presencia de grupos funcionales como cloruros, bromuros y yoduros (800 cm™ a 500

cm®).
Tabla IX. Grupos funcionales presentes en el extracto seco de Rhizophora mangle L.
NUmero de onda Grupo funcional
[frecuencia (cm-1)
3310,21 NH Aminas y amidas primarias y secundarias
Alcoholes y fenoles unidos por puente H(estado polimérico)

2361,41 Acidos carboxilicos(estiramiento del OH)
1611,23 Nitritos ( NO2™) y cetonas (estiramiento carbonilo)
1522,52 NO;" nitritos.
1439,6 Alcanos y acidos carboxilicos.
1283,39 Nitritos ( NO2), fluoruros (C-F) y ésteres.
1101,15 Sulfonas, aminas, ésteres y cetonas.
1049,09 Fluoruros y anhidridos.
871,667 Algquenos(C=H) e hidrocarburos aromaticos.
814,777 Alquenos(C=H) e hidrocarburos arométicos.
772,351 Bromuros (C-Br) y cloruros(C-Cl).
718,354 Bromuros (C-Br) y cloruros(C-Cl).
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667,25 Bromuros (C-Br) y cloruros(C-Cl).

642,179 Bromuros (C-Br) y cloruros(C-ClI).
615,181 Bromuros (C-Br) y cloruros(C-Cl).
573,719 Yoduros (C-1).
556,363 Yoduros (C-1).
536,114 Yoduros (C-1).
524,543 Yoduros (C-1).

Los resultados muestran la presencia de grupos alcoholicos y fendlicos en la frecuencia
de 3310,21 cm confirmando la existencia de polifenoles (Ingrediente farmacéutico
activo) en el extracto seco de Rhizophora mangle L. debido a que dichos grupos
funcionales representan la caracteristica estructural principal de estos metabolitos
(Barberan, 2003), sin embargo el nombre especifico de cada uno de los compuestos
polifendlicos no es determinable por dicha técnica. Un estudio manifiesta que el extracto
acuoso de Rhizophora mangle L. posee mayoritariamente polifenoles como &cido galico,
catequina y taninos condensados (Regalado et al, 2016). Al contener el extracto seco de
mangle rojo este ingrediente activo, el mismo adquiere accion farmacéutica con
propiedades astringentes y antibacterianas (Quifiones et al, 2012).0Otros valores de
namero de onda del espectro sefialan el origen de la materia vegetal utilizada, la
procedencia de las cortezas de mangle rojo al observarse contenido de cloruros (C-ClI),
yoduros (C-I) y bromuros (C-Br) en un rango entre 800 cm™ y 500 cm™ propios de la
composicion quimica del agua de mar (Buen, 2005) que utiliza el arbol de mangle rojo
(Rhizophora mangle L.) para crecer. El contenido de &cidos carboxilicos se verifica
también en el extracto seco con valores de 2361,41 cm-1 y 1439,6 cm™ los cuales
brindan la capacidad antioxidante de los compuestos fendlicos por actuar como agentes
quelantes y en el transporte de electrones como cationes,factor fundamental de sus

beneficios en la salud humana (Porras y Lopez, 2009).
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4.1.5.-Evaluacién de la actividad antibacteriana del extracto seco de Rhizophora

mangle L. frente a Helicobacter pylori.
4.1.5.1.-1dentificacion de la cepa de Helicobacter pylori.

Las pruebas rapidas de identificacion son de gran utilidad en los analisis clinicos de esta
cepa, optimizando el tiempo y los recursos materiales. Los resultados de las cuatro

pruebas mas importantes se describen posteriormente (Tabla X y Anexo IX).

Tabla X. Resultados de las pruebas rapidas de identificacion de la cepa Helicobacter pylori.

Prueba Resultado
Ureasa Coloracion rosado- fucsia (positivo)
Catalasa Presencia de burbuja (positivo)
Oxidasa Coloracion azul intenso (positivo)
Tincion de Gram Bacilos curvos de color rosa (positivo)

La bacteria aislada a partir de las biopsias de Ulcera gastrica y cultivada en medio s6lido
MHA enriquecido con sangre desfibrinada al 7% fue positiva para las cuatro pruebas,
por lo que se corrobora la presencia de Helicobacter pylori en las placas y la apropiada
evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto seco obtenido en esta
investigacion. La forma cocoide de la bacteria Helicobater pylori que se determing en la
presente prueba es correcta, forma que adopta el microorganismo al ser cultivada en
medio s6lido y a medida que se mantiene en medios nuevos de cultivo la cepa adquiere
paulatinamente resistencia por las condiciones artificiales a que se somete, su forma
completamente espiral se observa directamente solo desde biopsias (Toledo & Cabral,
2006).EI color blanguecino de las colonias aisladas por difusion en placa y griseases
como gotas de rocié con gran brillo por el método de estriado en el actual estudio son las
caracteristicas morfologicas atribuidas a esta bacteria, un estudio desarrollado por

Bermudez et al, 2008, revela los mismos rasgos externos de dicha cepa en medio solido.

34



4.1.5.2.-Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CIM).

A través de la metodologia cuantitativa de sensibilidad antibidtica (CIM) se evalu6 la
actividad antibacteriana del extracto seco de mangle rojo frente a Helicobacter pylori.Se
utiliz6 3 concentraciones diferentes del antibacteriano vegetal, control positivo
(claritromicina 0,125 pg/mL) y control negativo (sin antibidtico).Los resultados se

registran a continuacion (Tabla XI y Anexo X).

Tabla XI. Concentracién minima inhibitoria (CIM) del extracto seco de mangle rojo (Rhizophora

mangle L.) frente a Helicobacter pylori.

Material vegetal CMmI
(extracto seco)
25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL
Rhizophora mangle L. Inactivo Inactivo Activo

Los valores sefialan que el extracto seco a una concentracion de 100 pg/mL muestra
actividad inhibitoria total contra la cepa Helicobacter pylori al compararse con el control
positivo donde el crecimiento de la bacteria también es nulo. Las demas concentraciones
muestran un crecimiento decreciente de la cepa, pero similar al control negativo que
presenta un mayor desarrollo del microorganismo.El valor de 100 pg/mL se considera
como la minima concentracion del extracto seco de mangle rojo (Rhizophora mangle L.)
que inhibe de manera visible el crecimiento de dicha bacteria, sin embargo el punto de
corte 0 mejor conocido como la concentracion minima inhibitoria real (CIM real) se
establece entre la concentracion que inhibe el crecimiento bacteriano y la anterior donde
existe crecimiento (Malbrén, 2012), presentdndose el CIM real entre 50 pg/mL y 100
pMg/mL. Un estudio realizado con extracto de mangle rojo procedente de Guatemala y
secado por liofilizacion confirma la actividad antibacteriana de este extracto vegetal a la
concentracion que se obtuvo en el actual estudio, registrando valores de actividad de 100
png/mL y 50 pg/mL (Quintana & Yax, 2012), verificando la propiedad antibacteriana de
los polifenoles de Rhizophora mangle L. El contenido de polifenoles en el extracto,
origen del material vegetal, el disolvente de extraccion el tipo de cepa, forma de

aislamiento y cultivo de Helicobacter pylori son factores que determinaron que el
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extracto de mangle rojo de Guatemala presente una actividad antibacteriana a 50 pg/mL
a mas del valor de 100 pg/mL.Varias especies y productos vegetales evaluados frente
H.pylori como el extracto acuoso de Lippia alba con un CMI de 400 pg/mL (Henao et
al., 2011) y el extracto acuoso de propoleos con un CMI de 600 pg/mL (Nostro et al.,
2006) reflejan la magnifica accidn antibacteriana que produce el extracto seco de mangle

rojo.

4.1.5.3.-Determinacion cuantitativa de inhibicion del extracto seco de mangle rojo

frente a la cepa Helicobacter pylori.

A medida que la cepa de Helicobater pylori se mantuvo en nuevos medios de cultivo
solido, esta al ser de naturaleza labil, susceptible facilmente a ser alterada por
condiciones artificiales de crecimiento (Cava & Cobas, 2003), la evaluacion del namero
de colonias inhibidas a diferentes concentraciones del extracto natural fue afectada por
la adquisicion de resistencia de la cepa al observar su crecimiento en el control positivo
que contenia claritromicina 0,125 pg/mL (antibidtico contra H.pylori). Los valores de la

diminucion en UFC/mL se detallan en la Tabla XII, Figura VIII y Anexo XI.

Tabla XI1. Cuantificacion del nimero de colonias de Helicobacter pylori inhibidas a diferentes

concentraciones del extracto seco de Rhizophora mangle L.

Parametro N° UFC/mL Poblacion Poblacion
colonias bacteriana (%) bacteriana
inhibida (%0)
Control + 63+3 1,26 * 10® + 5,65*10° 48,08 + 1,64 51,92+ 1,64
Control - 131+1 2,62* 108+ 2,82*10° 100,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
50 pg/mL 100+1 1,99% 108 + 2,14*10° 75,96 £ 0,28 24,04 £ 0,28
100 pg/mL 93 +1 1,86* 108 + 2,00%10° 70,99 + 0,31 29,01 +0,31
200 pg/mL 842 1,67* 108 + 4,24*10° 63,74 £ 0,93 36,26 £ 0,93
400 pg/mL 74 +3 1,48* 108 + 5,65*10° 56,38 + 1,55 43,52 +1,52
800 pg/mL 56 =2 1,11* 108+ 4,24*10° 42,46 £ 1,16 57,64 £ 1,16
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In6culo Helicobacter pylori McFarland 0,5 (1,5%108 UFC/mL), volumen inoculado 0,1 mL, factor dilucion
2*10°,

Los datos muestran la inhibicion de la bacteria en UFC/mL con un porcentaje de 24,04 +
0,28% a 50 pg/mL con referencia al 100% de poblacion bacteriana del control negativo
(sin antibidtico),un aumento de la inhibicion de casi 7% entre las concentraciones de 50
pug/mL a 400 pg/mL, sin embargo la concentracion de 800 pg/mL es la que alcanza el
porcentaje de disminucion bacteriana de 57,64 + 1,16 % similar al control positivo de
claritromicina (0,125 pg/mL) de 51,92 + 1,64 %. Estos valores indican que a 800 pug/mL
de concentracion de extracto de mangle rojo con 368,04 + 1,49 mg GAE/g de
polifenoles totales causa el mismo efecto antibacteriano frente a una cepa resistente de
Helicobacter pylori que la claritromicina, antibiético de uso farmacoldgico comprobado

para tratar su infeccion en el area gastroduodenal del ser humano.

La resistencia que adquiere esta cepa por el uso constante de antibacterianos especificos
para tratarla y por la consecuente mutacion de sus genes como el 23 S RNAr para
claritromicina (Moreno, 2009), son el motivo del uso de nuevas alternativas para
combatirla y cambiar este comportamiento. El extracto seco de mangle rojo se convierte
entonces como una alternativa eficaz, natural y accesible, fundamentado a su accién

antibacteriana observada in vitro.
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Figura VIII. Cuantificacion de UFC/mL de una cepa resistente de Helicobacter pylori en las
diferentes concentraciones de extracto seco de mangle rojo (Rhizophora mangle L.).Control positivo

(claritromicina 0,125 pg/mL) y control negativo (sin antibiético).

4.2.-Verificacion de hipdtesis.

4.2.1. Efecto de la relacion materia vegetal/agua (MV/A) y tiempo sobre el
rendimiento de extraccion acuosa de sélidos solubles totales (SST) y polifenoles de

Rhizophora mangle L.

Hipdtesis Nula
La relacion (MV/A) y tiempo no afectan el rendimiento de extraccion de SST y

polifenoles de Rhizophora mangle L.

Hipdtesis Alternativa
La relacion (MV/A) y tiempo afectan el rendimiento de extraccion de SST y polifenoles

de Rhizophora mangle L.
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Tabla XI11. Resultados del rendimiento de extraccién de sdlidos solubles totales (SST) y polifenoles
totales analizados.

Tratamientos Relacién Tiempo Rendimiento de Rendimiento de
(M/A) (h) extraccion de extraccion de

s0lidos(SST) polifenoles totales

%R1 %R2 %R1 %R 2
M1 1:15 0,5 12,50 12,68 4,92 4,96
M2 1:15 15 9,78 9,88 4,18 4,23
M3 1:20 15 11,35 11,51 5,60 5,57
M4 1:10 1 11,24 11,15 3,96 3,99
M5 1:15 1 14,63 14,50 5,00 4,94
M6 1:10 15 9,78 9,82 2,81 2,83
M7 1:20 1 15,88 15,69 5,63 5,71
M8 1:10 0,5 11,95 12,13 3,70 3,66
M9 1:20 0,5 13,00 12,87 3,68 3,76
M10 1:15 1 14,47 14,60 4,90 4,84

A través de un disefio 3° con un punto central, se analizaron los valores obtenidos
después del proceso de extraccion (Tabla XI11) para determinar el efecto que provoca la
relacion materia vegetal/agua (MV/A) y tiempo de decoccion (h) en el proceso de

obtencion del metabolito vegetal.

Tabla X1V. Analisis de varianza del rendimiento de extraccion de solidos solubles totales (SST).

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

A:MV/A 16.8744 1 16.8744 22.37 0.0003

B:Tiempo 14.105 1 14.105 18.70 0.0007

AB 0.270112 1 0.270112 0.36 0.5591

BB 32.0127 1 32.0127 42.44 0.0000

Bloques 0.003125 1 0.003125 0.00 0.9496

Error total 10.5606 14 0.754326

Total 73.8259 19

En la Tabla XIV para el rendimiento de extraccion de solidos solubles totales (SST) a
partir de las cortezas de Rhizophora mangle L. se analiza la variabilidad de cada uno de
los factores (MV/A y tiempo). Los dos factores evaluados tienen un valor-P < 0,05,
sefialando que son diferentes de cero de manera significativa al 95 % de confianza, por
lo que se define que la relacion MV/A y tiempo de decocciéon (h) si afectan al
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rendimiento de extraccién de SST significativamente, rechazando consecuentemente la
hipétesis nula.

O +
BB = -

A:MV/A

B:Tiempo

AB

4 6 8
Efecto estandarizado

o
N

Figura IX. Diagrama de Pareto estandarizado para el rendimiento de extraccion de sdlidos solubles
totales (SST). Efecto ejercido por la relacién MV/A 'y el tiempo (h) sobre el rendimiento de SST.

El tiempo de decoccion (h) y la relacion MV/A muestran un valor-P < 0,05 al sobrepasar
la linea vertical en el gréfico de Pareto, representando efectos significativos e
individuales hacia el rendimiento de extraccion de SST y al interaccionar los dos
factores no producen ningun efecto (Figura IX). El rendimiento de extraccion es
directamente proporcional al aumento de la relacion MV/A, mientras que el incremento
del tiempo a su nivel medio (1 h) produce el mayor potencial de rendimiento, no asi su
nivel méximo donde el valor decrece (Figura X).La relacion MV/A 1:20 y 1 h de
decoccion optimiza el proceso al generar los valores méas altos de rendimiento (Figura
X1).
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Figura X. Efectos principales para el rendimiento de extraccion de sélidos (SST). Evaluacién del
efecto de la relacién MV/A y el tiempo (h) sobre el rendimiento de extraccion de sélidos solubles totales

de las cortezas de mangle rojo.
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Figura XI. Superficie de respuesta estimada para el rendimiento de extraccion de solidos (SST).
Resultados del efecto de la relacion MV/A y el tiempo (h) sobre el rendimiento de extraccion de solidos

solubles totales.
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Tabla XV. Andlisis de varianza del rendimiento de extraccion de polifenoles.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Raz6n-F Valor-P
Cuadrados Medio

A:MV/A 6.75 1 6.75 43.96 0.0000
B:Tiempo 0.0243 1 0.0243 0.16 0.6968
AB 3.71281 1 3.71281 24.18 0.0002
BB 2.4396 1 2.4396 15.89 0.0014
Bloques 0.000605 1 0.000605 0.00 0.9508
Error total 2.14954 14 0.153538
Total 15.0769 19

En la Tabla XV para el rendimiento de extraccion de polifenoles a partir de las cortezas
de Rhizophora mangle L. se analiza la variabilidad de cada uno de los factores (MV/A'y
tiempo). La relacion MV/A, la interaccion entre tiempos y la interaccion de los dos
factores presentan un valor-P < 0,05, estableciendo que son diferentes de cero de manera
significativa al 95 % de confianza, mientras que el tiempo de decoccion presenta un
valor valor-P >0, 05, por lo cual se determina que la relacion MV/A vy la interaccion
entre los dos factores si afectan al rendimiento de extraccion de polifenoles del mangle

rojo significativamente, rechazando consecuentemente la hipdtesis nula.

O +
A:MV/A = -
AB
BB
B:Tiempo |:|

0 2 4 6 8
Efecto estandarizado

Figura XII. Diagrama de Pareto estandarizado para rendimiento de polifenoles. Efecto ejercido por

la relacion MV/A 'y el tiempo (h) sobre el rendimiento.
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La relacion MV/A vy la interaccion entre los dos factores muestran un valor-P < 0,05 al
sobrepasar la linea vertical en el grafico de Pareto, representando un efecto significativo
hacia el rendimiento de extraccion de polifenoles, sin embargo de manera independiente
el tiempo no ocasiona efecto (Figura XII). El rendimiento de extraccidon de polifenoles
es directamente proporcional al aumento de la relacion MV/A, mientras que el
incremento del tiempo a su nivel medio (1 h) produce el mayor potencial de
rendimiento, no asi su nivel maximo donde el valor decrece (Figura XIII). La relacién
MV/A 1:20 y 1,25 h de decoccion optimiza el proceso al generar los valores mas altos

de rendimiento de extraccion de polifenoles (Figura XIV).
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Figura XIII. Efectos principales para el rendimiento de extraccion de polifenoles. Evaluacion del
efecto de la relacion MV/A 'y el tiempo de decoccidn (h) sobre el rendimiento de extraccién de polifenoles

de las cortezas de mangle rojo.
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Figura XIV. Superficie de respuesta estimada para el rendimiento de extracciéon de polifenoles.
Resultados del efecto de la relacion MV/A y el tiempo de decoccién (h) sobre el rendimiento de

extraccién de polifenoles.

4.2.2. Evaluacién de la actividad antibacteriana de los polifenoles del extracto seco

de Rhizophora mangle L. frente a Helicobacter pylori.
Hipotesis Nula

Los polifenoles del extracto seco de Rhizophora mangle L. no presentan actividad
antibacteriana frente a Helicobacter pylori.

Hipdtesis Alternativa

Los polifenoles del extracto seco de Rhizophora mangle L. presentan actividad

antibacteriana frente a Helicobacter pylori.

Luego de determinar la concentracion minima inhibitoria (CIM) del extracto seco de
mangle rojo frente a una cepa no resistente de Helicobacter pylori (Tabla XI) y el
porcentaje de inhibicion de las colonias de una cepa resistente de dicha bacteria
comparado con claritromicina (antibidtico de uso farmacéutico contra H.pylori) (Tabla

XI1), se observo la inhibicion del crecimiento de esta bacteria patdgena no resistente a
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100 pg/mL del extracto y un similar porcentaje de inhibicidbn en comparacion con
claritromicina para una cepa resistente (57,64 * 1,16% y 5192 = 164 %
respectivamente). Por lo que se rechaza la hip6tesis nula y se acepta la actividad

antibacteriana de los polifenoles de Rhizophora mangle L. frente a Helicobacter pylori
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Se evaluo la actividad antibacteriana de los polifenoles de Rhizophora mangle L.
frente a Helicobacter pylori mediante dilucion en agar, registrando una
concentracion minima inhibitoria (CIM) de 100 pg/mL y un CIM real entre 50
pg/mL y 100 pg/mL.

El secado por aspersion presentd un rendimiento favorable del 91,45 + 0,03 %, el
proceso se realizo a partir del extracto acuoso obtenido a escala de banco con las
condiciones de MV/A 1:20 y 1 hora de decoccion debido a que estos parametros
mostraron a nivel de laboratorio el mejor rendimiento de extraccion de sélidos
solubles totales (SST) (15,78 £ 0,14%) y polifenoles (5,67 + 0,06 %).

La caracterizacion del extracto seco de Rhizophora mangle L. revelé un contenido
polifendlico de 340,53 + 1,50 mg GAE/g semejante a su concentracion en el extracto
acuoso de 346,46 + 4,36 mg GAE/g, indicando la conservacion de sus propiedades
quimicas con el uso del spray dryer, la presencia de los grupos funcionales que
caracterizan la estructura quimica de este tipo de metabolito como alcoholes y
fenoles, ademas de los acidos carboxilicos que brindan su capacidad antioxidante se
evidenciaron mediante espectroscopia infrarroja, la humedad del polvo de 1,26 +
0,16 % se encuentra bajo el limite permitido, sefialando la menor probabilidad de
contaminacion microbiana y las particulas contenidas en el extracto seco se
observaron con un tamafio promedio de 2,945 + 1,30 um con forma esférica y lisa
en su superficie, caracteristicas que permite la mejor distribucion particulada en la

formulacién de farmacos.
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Se demostro la actividad antibacteriana de los polifenoles de Rhizophora mangle L.
mediante dilucion en agar que registré una concentracion minima del extracto seco
de 100 pg/mL que inhibe visiblemente el crecimiento de una cepa no resistente de
Helicobacter pylori y un porcentaje de inhibicién del crecimiento del 57,64 + 1,16 %
a una concentracion del polvo de mangle rojo de 800 pug/mL frente a una cepa
resistente, resultado similar al efecto causado por claritromicina 0,125 pg/mL con un
valor de 51,92 + 1,64%.

5.2. Recomendaciones.

Evaluar la estabilidad del extracto seco de mangle rojo en el transcurso del tiempo en

cuanto a su contenido de humedad y efectos quimicos.

Ampliar la evaluacion de la actividad antibacteriana de los polifenoles de

Rhizophora mangle L. frente a Helicobacter pylori a escala in vivo.

Efectuar estudios farmacoldgicos para su uso clinico.
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ANEXOS

Anexo I: Fotografias de las cortezas de mangle rojo (Rhizophora mangle L.) (a)
hamedas molidas (b) y secas (c).
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Anexo Il: Fotografias del proceso de extraccion acuosa y extractos a nivel de
laboratorio.
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Anexo I1I: Fotografias de la extraccion acuosa a escala de banco, el reactor y el
producto fendlico acuoso.

Extracto acuoso
de mangle rojo
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Anexo 1V: Fotografias de la determinacion de sélidos solubles totales (SST) y

fenoles totales del extracto acuoso y seco de mangle rojo.

Anexo V: Fotografias del proceso de concentracion, secado por spray dryer del

extracto acuoso de mangle rojo y el extracto seco de color rojo.

Anexo VI: Fotografias de la identificacion de grupos funcionales en el extracto seco
de mangle rojo por espectroscopia infrarroja.




Anexo VI1I: Morfologia de las particulas del polvo de mangle rojo por microscopia
electronica de barrido (SEM).

Anexo VIII: Cultivo de Helicobacter pylori en medio sélido, inéculo estandar, jarra
de anaerobios y cultivo en medio sélido de Helicobacter pylori.
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Anexo IX: Identificacion de Helicobacter pylori.

Pruebas Fotografias Resultado

v

Positivo
(paso de color
amarillo a rosa-
fucsia)

Ureasa
Positivo(paso de
color blanco a azul
Oxidasa 0SCUro)
Positivo(formacion
Catalasa de burbujas)

Positivo(Bacilos
de color rosa,
curvados Gram
negativos)

Tincion Gram
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Anexo X: Concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto seco frente a

Helicobater pylori.

Parametro Fotografias Descripcion
Claritromicina 0,125 pg/mL
No existe crecimiento visible de las colonias
semejantes a gotas de rocid que caracterizan a
Helicobacter pylori por la técnica de estriado.
Control +
Si existe crecimiento  visible.(Colonias
grisaceas como gotas de rocid)
Control -
Si existe crecimiento visible
25 pg/mL
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Si existe crecimiento visible

50 ug/mL
No existe crecimiento visible. El extracto a
esta concentracién tiene actividad contra
Helicobacter pylori.
‘1000
100 pg/mL -

Anexo Xl: Cuantificacion de las colonias de Helicobacter pylori inhibidas por

diferentes concentraciones del extracto seco de mangle rojo.

NO
Parametro Fotografias Colonias

Control + 61
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Control - 130
200 pg/mL 82
400 pg/mL 71
800 pg/mL RO “Bln 54
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Anexo XII: Escala McFarland y ecuacién de la recta.

Abs(625nm)
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N°Tubo UFC/mL(*10"8) Abs(625 nm)
1 3 0,21
2 6 0,343
3 9 0,606
4 12 0,702
5 15 0,931
6 18 1,04
7 21 1,263
8 24 1,346
9 27 1,49
10 30 1,518
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