Evaluacion antibacteriana de la semilla de la Annona cherimola (Chirimoya) a 3827
metros de altitud.

Resumen

El analisis de las propiedades antimicrobianas de la semilla de Annona cherimola
(Chirimoya) se realizara en el Laboratorio de Farmacologia y Terapéutica Veterinaria ubicada
en el Hospital Veterinario Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Ciudad de Puno
a 3827 metros de altitud, la recoleccion de semillas serd del consumo de la fruta por los
habitantes de la Ciudad. Estas muestras seran sometidas al lavado y luego secado por un
tiempo de cinco dias procediéndose al molido y a la extraccion etanolica, cloroférmica y
luego a un preparado hidroetanolica e hidrocloroformica. Las pruebas antimicrobiales seran
mediante el método microbioldgico mediante preparaciones de discos de sensibilidad con los
preparados indicados. Mediante la observacion de los halos de inhibicion bacterial se
determinara la actividad antimicrobiana de las semillas en estudio frente a bacterias Gram (-)
o (+). Se tomara en cuenta la concentracion de los preparados que permiten la visualizacién
de los halos inhibitorios. El andlisis estadistico se tomara en cuenta medidas de tendencia
central y dispersion, asi como un disefio completamente al azar conducido mediante
factoriales y contrastando las medias por la prueba multiple de Tukey (0=0.01).

Palabras claves: Semilla de Annona cherimola, accion antibacteriana, halos de inhibicion,
preparado hidroetanolico, preparado hidrocloroformico.

Justificacion.

Los antibidticos y quimioterapicos antiifecciosos en la préctica de la clinica infecciosa ha
perdido trascendencia en el aspecto curativo de enfermedades infecciosas de los seres vivos
que son descritos por las evidencias demostradas en el d&mbito hospitalario o la préctica
privada médica, surgiendo la resistencia bacteriana que prima en la actualidad ocurriendo
tasas elevadas de morbimortalidad a nivel mundial.

Los antibidticos modernos o de Ultima generacion establecieron protocolos de tratamiento
que en la mayoria de los casos fracasaron por un mal manejo en la practica de su uso
adicionado la participacion de la bacteria que se acostumbro6 rapidamente a la nueva molécula
antiinfecciosa produciéndose diversos mecanismos para la resistencia bacteriana causal de
varias perdidas de antimicrobianos que dejaron de utilizarse. El caos de la falta de este tipo
de medicamentos y la presencia cada vez mas creciente de cepas microbianas resistentes es
un problema que hay que resolver,

El grave problema descrito lineas arriba, propone la innovacion y descubrimiento de
sustancias que efectivamente eliminen cepas bacterianas resistentes mediante nuevas
conformaciones quimicas que pueden ser extraidas de diferentes elementos que existen en el
planeta como en la antigliedad mediante los preparados Hipocraticos que aun en la actualidad
se siguen utilizando en diferentes especialidades, una forma de solucion.

Una forma de colaborar en la solucion de este gran problema de salud es la investigacion con
elementos naturales de donde se puedan extraer aquellos elementos que vayan a conformar



una accion antimicrobiana y pensamos que el estudio de las semillas de la Annona chirimola
(Chirimoya) podria ser un granito de arena de la inmensidad de investigaciones se estén
desarrollando en el mundo para solucionar el gran problema de la resistencia bacteriana. Se
apertura preguntas frente al estudio ;Los elementos componentes de la semilla de la Annona
cherimola tendran eficacia antibacteriana?; ;Las concentraciones de los preparados de la
semilla de la Annona chirimola tendran la eficacia antibacteriana in vitro?; ;La eficacia de
semilla de Annona chirimola seré igual para bacterias Gram (-) y (+)?

Antecedentes.
Chirimoya (4Annona cherimola).

La chirimoya es una fruta caracterizada por su gran contenido en glucosa, que en su division
sistemadtica pertenece al reino vegetal:

Reino: Vegetal

Subreino: Embriophyta
Division: Spermatophyta
Subdivision: Angiospermae
Clase: Dicotyledoneae
Orden: Ranales

Suborden: Magnoliales
Familia: Annonaceae
Subfamilia: Annonoideae
Género: Annona

Especie: Annona cherimola Miller. (Castro, 2007)

La siguiente clasificacion sistematica se determina de estudios realizados sobre esta fruta
(Popenoe, et al., 1989). Existen diferentes especies como Annona muricata L., Annona
squamosa L., Annona reticulata L., y el hibrido interespecifico Atemoya (4. cherimola x A.
squamosa) (Manica et al., 2003).

La especie Annona cherimola Miller es la que predomina en los andes peruanos (Flores,
2013). Las semillas germinan facilmente, el nombre en si proviene del idioma quechua donde
chiri, significa frio y muya significa semillas siendo una fruta bastante consumida por los
habitantes de los andes peruanos (Calzada, 1993). Algunas investigaciones realizadas sobre
esta fruta determinaron que en la época de los Incas trascendi6é en importancia su consumo
(Gardiazabal, Rosenberg, 1993).

Composicion quimica de la Annona cherimola.

Por diferentes trabajos de andlisis se determind que, por cada 100 gr de chirimoya cruda, en
su parte comestible la composicion nutricional encontrada es (Pamplona, 2004):

Tabla 1: Composicidon nutricional de la chirimoya por 100g de pulpa.



Valor nutricional (100 g)

Componentes Contenido
Agua T37g
Energia 94 0 keal
Proteinas 130 g
Carbohidratos 26g
Fibra 240 g
Vitamina A 1.00 ug ER.
Vitamina B1 0100 mg
Vitamina B2 0110 mg
Niacina 130 mg EN
Vitamina B6 0200 mg EN
Folatos 14 0ug
Vitamina C 500 mg
Calcio 230 mg
Fosforo 40 0 mg
Hierro 0.500 mg
Grasa total 0400 g
Grasa saturada -
Colesterol -
Sodio 5.00 mg

Fuente: Pamplona 2004.
Semillas de chirimoya.

Las semillas de la chirimoya son de forma aplastada y alargada, su color varia de negro a
marrdn, aproximadamente 1 cm de grosor, una longitud entre 1.5 y 2.5 cm. (Napoleon, 2004).

Composicion de las semillas de chirimoya.

Dentro la composicion de la semilla de la chirimoya se observar baja cantidad de agua, que
permite el proceso de extraccion de aceite, cuyo valor aproximado es de 8 % de humedad
para su extraccion y conservacion. La fibra es el componente con mayor valor porcentual
siendo este de 34,262 %, porque las semillas de chirimoya se encuentran envueltas por una
capa celuldsica, seguido de los carbohidratos con 25.372 % y 23.564 % de grasas (Nonalaya
y Marcafiaupa, 2017).

Tabla 2: Composicion proximal de las semillas chirimoya por 100g de pulpa.



Componente Contenido en base seca

Humedad -

Ceniza 2024 ¢
Proteina 14778 g
Grasas 23564 ¢
Fibra 34262 g
Carbohidratos 25372 g

Fuente: Nonalaya y Marcanaupa, 2017.
Uso de las semillas de chirimoya.

A parte del uso para nuevas plantaciones den el campo de la medicina es factible su uso aun
sin mucha difusion, semillas molidas mezcladas con grasa sirve para el tratamiento de
trastornos parasitarios de la piel, asi también el molido de 1 o 2 semillas mezcladas con
leche 0 agua se comporta como un potente catartico y emetico.

En el campo oncologico también a demostrado tener actividad lo cual se evidencia con
estudios con extractos se observo actividad antitumoral efectiva contra cancer de mama,
leucemia mieloide crénica y cuello uterino, que fue comparado con quimioterapicos
anticancerigenos como el 5-fluorouracilo y cisplatino, con la ventaja de que el dafio es
mucho menor a las células normales (Quispe, 2009).

Grasas y aceites

Estos elementos son sustancias que tienen origen vegetal o animal, que dentro sus
estructuras son esteres triglicéridos, conformados por glicerol y &cidos grasos (Trevejo y
Maury, 2002).

Todos los frutos y semillas contienen aceite, s6lo los oleaginosos se utilizan para elaborar
aceite industrial. Los aceites vegetales son una mezcla de triglicéridos 95 %, acidos grasos
libres 5 %, ceras, de esteroles y otros componentes minoritarios (Rodriguez, 2010).

Composicion quimica de la Annona cherimola.

Los diferentes elementos quimicos que se encuentran en la fruta indistintamente se ubican en
sus hojas, tallos, semilla este Ultimo es que interesa a la presente investigacion. Es una
descripcion en base a la referencia del autor que lo estudio mas profundamente.

Flavonas: aisladas en un total de dos elementos como la hesperidina que se ubica en la piel
y semilla, asi como la neoeriocitrina que solamente se encuentra en la semilla (Garcia-Salas
et al, 2015).

Flavonoles; encontrados en un numero de once compuestos y que solamente uno se encuentra
en la semilla la rutina ubicada en la piel, semilla y hojas (Diaz-de-Cerio et al.2018, Mannino
et al. 2020).



Flavan-3-ol; encontrados tres compuestos de los cuales solamente dos se encuentran en las
semillas de la chirimoya como la catequina, ubicada en la pulpa, piel y semilla y la
epicatequina ubicada en pulpa, piel, hoja y semilla (Diaz de Cerio et al. 2018).

Procianidinas; Identificado dimeros de procianidinas tipo A, B, trimeros tipo B y
tetrameros tipo B de la piel; (b) dimeros, trimeros y tetrdmeros de procianidinas tipo B de
la pulpa; y (c) dimeros, trimeros de procianidinas tipo B de la semilla (Garcia-Salas, et al.
2015).

Esteroides; aislados 15 compuestos encontrandose tres en la semilla del fruto, campesterol,
estigmastanol (Garcia-Salas et al.2016). Estigmasterol (Chung Yi et al. 1999, Mannino et
al. 2020)

Triterpenos; se aislaron dos compuestos ambos se encuentran en la semilla y otras partes del
fruto siendo estas el lanostero! y el 24-metilencicloartanol (Garcia-Salas, et al. 2016).

Actividad antibacteriana del aceite vegetal (AV) de la semilla de Annona muricata y A.
cherimola. La actividad antibacteriana se determindé mediante microdilucién en placa. Los
AV presentaron actividad antibacteriana leve (900 pL/mL) en cinco cepas ATCC, pero no en
bacterias multirresistentes; estos AV podrian utilizarse en la industria alimenticia o
cosmética, gracias a su capacidad antioxidante, no citotoxica y levemente antibacteriana
(Espana et al. 2023).

Hipotesis.

El extracto etanolico y cloroférmico de las semillas de la Annona cherimola (chirimoya) tiene
accion antibacteriana sobre bacterias gram (-) y (+) a 3827 metros de altitud.

El extracto etanolico y cloroféormico de las semillas de la Annona cherimola (chirimoya) no
tiene accion antibacteriana sobre bacterias gram (-) y (+) a 3827 metros de altitud.

Objetivo general.

Evaluar la accion antibacteriana de los extractos etanolico y cloroféormico de la Annona
chirimola in vitro a 3827 metros de altitud.

Objetivos especificos.

Determinar las concentraciones del preparado de etanolico y cloroférmico de la Annona
cherimola a 3827 metros de altitud.

Determinar el tamafio de halo antimicrobial del preparado etanolico y cloroférmico de la
Annona cherimola in vitro a 3827 metros de altitud.

Determinar las especies microbianas que son sensibles al preparado etanolico y cloroférmico
de la Annona cherimola a 3827 metros de altitud.



Metodologia de la investigacion.

Material de Estudio:

De los microorganismos

Seran aislados de los pacientes con infecciones bacterianas, mediante métodos de recoleccion
microbioldgicos, con material estéril, directamente de los lugares de infeccion, procedentes
de la Ciudad de Puno, determindndose la especie microbiana Gram (+) y (-) por el laboratorio
de Microbiologia de la Facultad.

De los extractos.
Annona cherimola (Chirimoya) Preparados hidroetanodlico al 2 %, preparado hidrico
(cloroférmico) al 2 %.

De los farmacos.
Discos de sensibilidad de: cefotaxima, eritromicina, azitromicina, Ciprofloxacina.

Metodologia

Extracto etanolico y cloroféormico.

» Se estudiara la Annona cherimola miller, chirimoya que se consume en la ciudad de
Puno; la recoleccion de la semilla se realizara en forma sistematica del consumo
diario de la fruta.

* Se lleva a lavado la semilla con agua abundante, eliminando todo indicio de pulpa y
glucosa en la superficie de las semillas.

= Se procede al secado en estufa a 45° C en estufa por un tiempo de 6 horas.

= Las semillas seran trituradas y luego pasadas por un molino eléctrico hasta lograr el
estado de polvo compacto.

* En un Becker se procede a juntar el polvo compacto con alcohol etilico absoluto y
cloroformo, llevandose al homogeneizador por un tiempo de 6 horas.

* Protegido por cubierta oscura se lleva a la maceracion por cuatro dias no es necesario
temperaturas bajas.

= Se filtra el extracto conservandose la parte liquida coleccionandola y sera llevada a
estufa por 24 — 48 horas hasta completar el resecamiento.

= Se pesa el contenido reseco de los extractos y se procede al preparado hidroetanolico
e hidrocloroformico con sus respectivas concentraciones.

= Mediante el uso de lo preparados se preparan los discos de sensibilidad en diferentes
concentraciones que serviran para las pruebas de accion antibacteriana.

= Estos discos de sensibilidad se colocan en las placas Petri preparadas con medio de
cultivo y las colonias de bacterias, llevadas a la estufa por 24 horas a una temperatura
de 37°C.

*= A las 24 horas se extraen las placas Petri y se mediran los tamafios de los halos
producidos.

Validacion de los resultados con otros antibioticos.



= Se preparan placas Petri con el medio de cultivo y las mismas cepas microbianas
utilizadas en la prueba con los preparados, y se aplican los discos de sensibilizacion
de los antibioticos indicados (n = 4).

= Se colocaran en la estufa a una temperatura de 37° C., y por un tiempo de 24 horas.

» Los resultados obtenidos seran sometidos a observacion y medicion de los tamafios
de halos.

= Estos resultados serdn comparados con los resultados de las semillas de la Annona
cherimola miller.

Curva de calibracion

=  Mediante el método Microbioldgico de Difusion en placa se elaborara la curva de
calibracion.

= Se elaboraran los discos de sensibilidad del preparado hidroetanolico e
hidrocloroformico de la Annona cherimola miller, a diferentes concentraciones de 2,
1,0.5,0.25 0.13, 0.06, 0.03 g/mL.

» Estos discos de sensibilidad seran colocados en el medio de cultivo idoneo previa
siembra del microorganismo sensible.

» Sellevan a la estufa a temperatura de 36° C por el tiempo de 24 horas.

* De acuerdo a los resultados se mediran los halos en mm, mediante la regla de Vernier.
Con estos datos se elaborara la curva de calibracion por regresion logaritmica: Y=a +
b log X.

Concentracion de los tamaiios de halo de los preparados de la Annona cherimola miller

= Mediante el uso de la curva de calibracion se determinaran las concentraciones de los
tamafios de halo de los preparados de la Annona cherimola miller (Zavaleta 2021).

= Mediante el uso de la calculadora cientifica fx-3600P se procede al célculo de las
concentraciones de los halos medidos en mm.

Analisis estadistico.

Para la interpretacion de los resultados se utilizara medidas de tendencia central (promedios)
y de dispersion (desviacion estandar, valores extremos, y coeficiente de variabilidad).

Para el andlisis de las variables de respuesta (1 Annona cherimola miller x 2 preparados x 4
antibioticos) se utilizar4 el disefio completamente al azar, con 25 repeticiones por tratamiento.

Yij=uy+ o+ &j

Doénde:

Yi ;= Variable respuesta.

y = Media poblacional.

a1 = Efecto de iesimo tratamiento (tres dosis y testigo)
&ij = Error experimental.

Si hubiera diferencia estadistica entre tratamientos, se realizard una prueba multiple de
significancia de Takey — Krammer (< 0.05).
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Uso de los resultados y contribuciones del proyecto.

Demostrar que las semillas de la Annona cherimola miller tiene actividad antibacteriana a
3827 metros de altitud con los preparados hidroetanolico e hidrocloroformico para su
utilizacion en infecciones con bacterias Gram (+) y (-) en el humano y las explotaciones
ganaderas del altiplano.

Impactos en Ciencia y Tecnologia.

La actividad antibacteriana de las semillas de la chirimoya sera un impacto sobre la
resistencia bacteriana y su uso con preparados farmacoldgicos estables de este elemento
natural serd un aporte a la ciencia y la tecnologia en la bdsqueda de nuevas sustancias
antiinfecciosas.

Impactos econémicos

La basgueda de nuevos antiinfecciosos naturales permiten que los costos de tratamiento sean
mas bajos que con antibidticos clésicos, asi como también la recuperacion de los pacientes
tratados con esta forma natural de antibacteriano determinara en cortos tiempos por ser nueva
sustancia que aln no esta supeditada a la resistencia bacteriana.

Impactos sociales

Como una sustancia antibacteriana redundara en el bienestar de los individuos que tienen
problemas de salud infecciosa, lo que trascenderd en la comunidad entera humana y de
animales.

Impactos ambientales

El uso de las semillas de la Annona cherimola miller no tendra trascendencia en el dafio al
medio ambiente por ser sustancia natural.

Recursos necesarios.
Laboratorio de Farmacologia y Terapéutica FMVZ.
Materiales y equipos.

Materiales de bioproteccion.



— Mandil verde
— Gorray cubre bocas
— Guantes descartables
Materiales de toma de muestras microbioldgicas.
— Guantes estériles.
— Jeringas hipodérmicas esteériles.
— lodopovidona o alcohol yodado.
— Alcohol de 70%.
— Frascos de boca ancha para la recoleccion de las muestras.
— Frascos de vacutainer estériles.
Materiales de identificacién
— Plumones indelebles
— Stickers.
Material de pesado
— Balanza analitica.
— Balanza de precision.
Equipos de laboratorio
— Autoclave
— Hornilla eléctrica
— Centrifuga eléctrica
— Compresora de aire
— Campana de flujo laminar
— Estufa
— Refrigeradora
— Regla de Vernier.
Material de laboratorio.
— Medio de cultivo agar Mc conkey.
— Discos de sensibilidad
— Pinza simple
— Lépiz
— TipsdelmL
— Tips de 20 puL
— Anzade platino
— Mechero Bunsen
— Gradilla para tubos de ensayo
— Pipeta automatica de 20 pL
— Pipeta automatica de 1 mL
— Placas Petri
— Viales
Otros
— Lapicero
— Reloj
— Linterna



— Libreta de campo
— Calculadora Fx 3600.
— Camara fotografica.

Localizacién del proyecto.

Laboratorio de Farmacologia y terapéutica localizado en el Hospital Veterinario de la Ciudad

Universitaria ubicado a 3827 metros de altitud.

Cronograma de actividades.

Actividad Trimestres
Preparacion de reactivos y medios. X | X
Preparacion de los extractos de Annona cherimola. X | X
Pruebas preliminares de laboratorio. X
Inicio del experimento X|X|x
Observacion y recoleccion de datos X|x|x
Analisis e interpretacion de datos X
Elaboracion del articulo cientifico. X | X
Presupuesto.
Descripcion Unidad de medida | Costo Unitario | Cantidad | Costo total (S/.)
(S/.)
Carga personal Unidad 500.00 2 1000.00
Material fungible de | Juegos 2800.00 1 3200.00
laboratorio
Procesamientos de | Unidad 240.00 1 260.00
datos
Bibliografia/internet Unidad 360.00 1 360.00
Material de escritorio Unidades 100.00 1 100.00
Publicacion de articulo | Unidad 100.00 1 100.00
cientifico
TOTAL 5,020.00

C. U. Enero del 2023.




