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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de

Syzygium aromaticum L. (clavo de olor) sobre Escherichia coli ATCC 25922.

Métodos: La muestra vegetal se efectud a través del proceso de maceracion con
etanol al 96 %, mediante el método de Olga Lock se realiz6 el andlisis fitoquimico.
Para establecer el efecto antibacteriano se utilizé el método de Kirby-Bauer el grupo
experimental constituido por diferentes concentraciones (30 %, 60 %, 90 %) del
extracto etandlico de Syzygium aromaticum L. empleando como control positivo el

ciprofloxacino, en los analisis de datos se empled ANOVA y prueba de Tukey.

Resultado: Se encontraron metabolitos secundarios como flavonoides, taninos,
saponinas y alcaloides. Segun la técnica de Kirby-Bauer se demostro el efecto
antibacteriano frente a Escherichia coli ATCC 25922 en las concentracionesde 30
%, 60 % y 90 % en donde el extracto a una concentracién de 60 % reporta 34,64 %
de efecto de inhibicion al tener referente al Ciprofloxacino (C) que obtuvo el 100 %
de efectividad igualmente el extracto a una concentracion de 90 % reporta 75,82 %
de efecto de inhibicion teniendo como referencia al Ciprofloxacino (C) queobtuvo el
100 % de efectividad.

Conclusiones: El extracto etanolico de Syzygium aromaticum L. (clavo de olor)
muestra efecto antibacteriano in vitro en las concentraciones de 60 % y 90
% frente a la cepa bacteriana en estudio cuyo efecto se relaciona con los

metabolitos secundarios encontrados.

Palabras claves: Syzygium aromaticum L, Antibacteriano, Extracto, In vitro,
Escherichia coli 25922.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the in vitro antibacterial effect of the ethanolic extract of

Syzygium aromaticum L. (cloves) on Escherichia coli ATCC 25922.

Methods: The plant sample was made through the maceration process with 96 %
ethanol, using the Olga Lock method, the phytochemical analysis was performed.
To determine the antibacterial effect, the Kirby-Bauer methodology was used in the
experimental group consisting of different concentrations (30 %, 60 %, 90 %) of the
ethanolic extract of Syzygium aromaticum L. using ciprofloxacin as a positive

control, in the data analysis ANOVA and Tukey's test were used.

Results: Secondary metabolites such as flavonoids, tannins, saponins and
alkaloids were found. According to the Kirby-Bauer technique, the antibacterialeffect
against Escherichia coli ATCC 25922 was demonstrated at concentrations of30 %,
60 % and 90 %, where the extract at a concentration of 60 % reports 34,64 % of
inhibitory effect, taking as reference the Ciprofloxacin (C), which obtained 100 %
effectiveness, also the extract at a concentration of 90 % reported 75,82 % inhibitory

effect, taking Ciprofloxacin (C) as a reference, which obtained 100 % effectiveness.

Conclusions: The ethanolic extract of Syzygium aromaticum L. (clove)has an in vitro
antibacterial effect at concentrations of 60 % and 90 % against the bacterial strain

under study, the effect of which is related to the secondary metabolites found.

Keywords: Syzygium aromaticum L, Antibacterial, Extract, In vitro, Escherichia
coli 25922.



l.  INTRODUCCION

Las infecciones urinarias o también llamadas ITU, representan la principal
preocupacion en la salud de todo el mundo, asi como también para todas las
personas de los diferentes géneros y edades. En relacion con esto, en el mundo se
considera que la incidencia es de unos 2 a 3 casos por un centenar de habitantes
en 12 meses, lo que conlleva enormes costos a las naciones del planetal™.
Escherichia coli, el principal patbgeno causante de las infecciones urinarias, ha
incrementado su resistencia mediante varios elementos, el mas famoso de los
cuales es la fabricacién de betalactamasas?®. Este incremento de la resistencia a
los antibidticos se ha manifestado con variacion geografica, con aumentos mayores

en paises como Espafia y Portugal y paises de América Latina, incluido Per(®’,

Sin embargo, el 19 % de las consultas médicas en el Pert son presentadas por
infecciones del tracto urinario®, siendo Escherichia coli la bacteria mas aislada en
todas las manifestaciones clinicas. 50 % intrahospitalario y 63 % en consultorios

externos®.

Desde luego, los tratamientos herbolarios o también llamada fitoterapia son cada
vez mas reconocidas por las diferentes clases sociales, pese a su extendida historia
de popularidad, fue marginada por los profesionales de la medicina hace ya varios
afos. Por lo tanto, esta claro que los remedios herbales tienen una ventaja sobre
los quimicos, porgque estos ingredientes y sus principios activos siempre estan bio
equilibrados en presencia de suplementos que se refuerzan entre si, por lo que no
suelen acumularse en el cuerpo y sus efectos secundarios estan condicionados.
Entre la diversidad de vegetales presentes en el Perd, localizamos aSyzygium
aromaticum L. (clavo de olor), que es una de las hierbas mas utilizadas, no es
coincidencia que esta planta tenga algunas ventajas y principios activos
importantes que pueden ayudar a superar muchas enfermedades y dolencias a los

pobladores de estratos socioecondmicos extremadamente bajos en el Peru.

Cabe sefialar que es dificil establecer la preponderancia del padecimiento en el
Pera debido a que no existen estadisticas nacionales agregadas y esta no es una
enfermedad de interés. Aungue, una investigacion determiné que un 20 % de los

examenes de orina realizados confirmaron la presencia de Escherichia colil1,



Las personas que padecen de infecciones que ocurren en el tracto urinario mas
comunes, se muestran principalmente en las mujeres, por la estrecha distancia que
existe entre la vagina y el ano. Por ello, causan dafio a cualquier parte del tracto
urinario, como la vejiga, los uréteres y los rifiones. Esta enfermedad fue identificada
como una infeccion bacteriana en la region uretral. Escherichia coli causa el 85 %
de estos casos'?. La invasion e infeccién bacteriana a través del tracto urinario deja
secuelas tanto como fisioldgicas y patoldgicas. Asi mismo suelen presentarse
también por el uso de sondas urinarias, reflujo uretral, calculos del tracto urinario y
malformaciones congénitas del tracto urinario'®. Mas del 50 % de las mujeres
experimentaron una ITU al menos en su vida. Asi mismo durante la gestacion,
puesto que, durante esa etapa manifiestan cambios hormonales, funcionales y
estan predispuesta a desarrollar una ITU'*. Los microorganismos que afectan con
frecuencia a las vias urinarias son: la Staphylococcus saprophyticus, la
Enterobacter spp, la Enterococcus spp, la Pseudomonas spp, Proteus spp, la
Klebsiella spp, y la Escherichia coli. Siendo esta ultima el principal patdgeno mas
frecuente de ITU®. La bacteria anteriormente mencionada es gramnegativa que
pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Es parte del microbiota humano y su
hogar es el intestino del hombre. Es una bacteria oportunista que causa muchas
enfermedades. El aumento de su resistencia es consecuencia del mal uso de
antibiéticos y de espectro limitado®®. La resistencia de algunas bacterias se debe a
gue en su pared celular presenta un anillo betalactamico. Tienen la facultad de
alterar la flora natural de la vaginal’. Adicionalmente, otro factor que influye es el
uso indiscriminado de los antibidticos para tratar cualquier infeccion que ocurre en
el tracto urinario®®.

De igual manera el clavo es un arbol de especias aromaticas. El término clavo se
toma de la palabra francesa "clavo" y "clou", que significa "clavo". Syzygium
aromaticum L. (clavo) pertenece a la familia Myrtaceae, un taxén de plantas
dicotiledéneas es una de las especias mas valiosas y la segunda mas importante
del comercio mundial. Varios sindnimos utilizados para el clavo son, Myrtus
caryophyllus, Caryophyllus silvestris, Caryophyllus aromaticus, Jambosa
caryophyllus y Eugenia caryophyllus 1°. La composicion fitoquimica del clavo de olor
evidencia la presencia de taninos, alcaloides, terpenoides, carbohidratos,
glucésidos, cetonas, aldehidos y cuarenta y seis compuestos fendlicos en el
extracto metandlico de clavo. Varios compuestos fendlicos identificados mediante

el manejo del detector de ionizacién de llama por cromatografia de gases (GCFID)



fueron acido galico, kaempferol, rametina, miricetina, acido salicilico, acido
siringico, eugenina, acido cafeico, eugenitina, isohamnetina, quercetina, acido
fenilacético, isoamnetina, acido protocatecurico y acido p-hidroxibenzoico, semillas
de clavo?.

Curiosamente, se utilizan comercialmente para muchos fines medicinales y en la
industria del perfume, y el clavo se considera una de las especias que pueden
usarse potencialmente como conservantes en muchos alimentos, especialmente
en el procesamiento de carne, para reemplazar, los conservantes quimicos debido

a su capacidad antioxidante y antimicrobianas??.

Figura 1. Syzygium aromaticum L. (clavo de olor)
Fuente: Fotografia propia

Se investigaron los siguientes antecedentes:

Albines W, (2020), evalud la actividad antibacteriana de Syzygium aromaticum L.
y Origanum vulgare (clavo de olor y orégano) sobre el Streptococcus mutans. El
clavo de olor con una cantidad de 100 % presento halos de inhibicién de 20,09 mm,
para el orégano se present6 halos de 14,74 mm. El promedio mas alto lo present6
Syzygium aromaticum L. con 20,09 mm de halo de inhibiciébn comparado con la

regulacion de gluconato de clorhexidina con 10,63 mm de halos de inhibicion?2.

Flores J, et al (2021), demostraron la capacidad antibacteriana del aceite de
Syzygium aromaticum sobre Staphylococcus aureus en la concentracion al 100, 50
y 25 %. Se hallé, un alto grado de inhibiciéon de 25,87. El alcohol en gel elaborado
a base del aceite esencial de Syzygium aromaticum (clavo de olor) presento

actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus?3.

Brito J, (2019), determino la capacidad antibacteriana del extracto oleoso de clavo
3



de olor contra Staphylococcus aureus. Se evidencié que tuvo efecto antimicrobiano,
alcanzando similar eficiencia que la oxacilina a cantidad de 100 y 200 mg/ml. La
CMI empieza a tener efectividad antibacteriana el extracto aceitoso de Syzygium
aromaticum L., fue de 6, 25 mg/ml de concentrado (13,89 % de los test efectuados).
La oxacilina a 5 mg/ml present6 100 % de actividad antibacteriana frente a

Staphylococcus aureus?.

Pulido L, et al (2021), evaluaron la eficacia de un antiséptico elaborado a partir del
aceite de clavo sobre Staphylococcus coagulasa positiva, causante de la mastitis
bovina. Se evidencié halos con didmetros altos para Staphylococcus aureus y
Escherichia coli que para Salmonella typhimurium con la concentracién de 150
mg/ml. Este desinfectante de aceite esencial al 15 % ha sido preparado y aplicado
a las superficies de las areas de ordefio donde el ganado entra en contacto directo
con el equipo de la granja El Caney, junto con el hipoclorito de sodio de 100 ppm

de uso comun?s.

Conrado M, et al (2017), comprob0 el efecto bactericida del aceite de clavo de olor
(Syzygium aromaticum) sobre las bacterias comunmente aisladas de la cavidad oral
en 10 perros. La actividad antimicrobiana del aceite esencial se atribuye al eugenol,
compuesto fendlico que, en altas concentraciones, tiene la capacidad de degenerar

las proteinas bacterianas?®.

Suzit R, et al (2017), evaluaron la accion antibacteriana del extracto de hojas de
Syzygium polyanthum. (salam) sobre patégenos transmitidos por los alimentos. El
rango de valores de CMI estuvo entre 0,63 y 1,25 mg / mL, mientras que los valores
de CMB estuvieron en el rango de 0,63 a 2,50 mg / mL. En la curva de eliminacion
del tiempo, se encontr6 que Listeria monocytogenes y Pseudomonas aeruginosa
murieron completamente después de exponerlas al extracto en 1 h de incubacion a
4x MIC. Se habian necesitado cuatro horas para matar por completo Vibrio
cholerae, Escherichia coli, Vibrio parahaemolyticus y Staphylococcus aureus a 4x
MIC. Sin embargo, la poblacién de Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis y

Salmonella typhimurium solo se redujo a 3 log UFC / mL. 2.

El desarrollo se justifica en la medida, que existe una mayor incidencia de casos
con infecciones urinarias durante el primer semestre del 2020 el Per( y en Madre

de Dios, este ultimo a consecuencia del traslado de las personas en unidades



motorizadas, agregando la elevada temperatura en la ciudad de Puerto Maldonado
lo que causo el uso en exceso de medicinas que resulté en una propension de las
bacterias a desarrollar resistencia a los antibioticos?®. Siendo la razén por la cual se
investiga nuevas apreciaciones etnofarmacolégicas y el uso tradicional contra
microorganismos, usando elementos de la naturaleza y se llama accion
antibacteriana de la materia vegetal, que motivo de la investigacion, el mismo que

también es utilizado en diferentes regiones del pais.

El trabajo estuvo enfocado en el estudio experimental de esta especie vegetal
terapéutica que aportara conocimiento cientifico, la cual sera una alternativa de
prevencion o tratamiento. Ya que es muy dificil combatir los microorganismos
inflexibles a los antibiéticos, por lo cual la especie vegetal se convertiria en una
eleccion efectiva y de bajo costo para la poblacion. Ademas, constituird un

antecedente novedoso, para futuras investigaciones.

El objetivo general fue evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etanélico

de Syzygiumaromaticum L. (clavo de olor) sobre Escherichia coli ATCC 25922.

La hipotesis general fue descrita como el extracto etandlico de Syzygium
aromaticum L. (clavo de olor) presenta efecto antibacteriano sobre Escherichia coli
ATCC 25922.



2.1

2.2

ll. MATERIALES Y METODOS

ENFOQUE Y DISENO DE LA INVESTIGACION

Enfoque: tipo cuantitativo, nos permitio evaluar las variables mediante un

analisis estadistico y comprobar teorias.
Experimental: se manipuld, la variable independiente?®:20,

Analitico: los estudios que se realizaron establecieron vinculos entre las

variables de asociacion o causalidad.

Explicativo: Porque se valuo el efecto antibacteriano del extracto etandlico de

Syzygium aromaticum L. contra a bacterias de Escherichia coli ATCC 25922.
Prospectivo: Porque se recolectaron datos a través del tiempo.
Correlacional: Porque se relacionaron las dos variables 290,

Transversal: Porque la variable independiente fue medida en una sola

oportunidad 2930,
POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO: Criterios de inclusion y exclusion

Poblacion estuvo constituida por 10 kg de Syzygium aromaticum L.,
procedentes de la ciudad de Oxapampa, Puerto Bermudez en el departamento
de Junin a una altitud de 1,814 m.s.n.m.

La muestra fue compuesta por 1/2 kg de Syzygium aromaticum L., pulverizada.
El muestreo fue aleatorizado segun la zona de cultivo.

Se transporto6 el recurso vegetal al Herbario del Museo de Historia Natural de
la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, donde se efectud la tipificacion
botanica (ANEXO C).

La recaudacion de informacién se basa en la observacion no participativa, la

misma que tiene los procesos que se indican:



La recoleccion de Syzygium aromaticum L., procedentes de la ciudad de
Oxapampa, Puerto Bermudez en el departamento de Junin, se realizo,
mediante la recoleccién manual, seleccionando las flores que se encuentren
enbuen estado. Las mismas que fueron lavadas con abundante agua y
secadasa la temperatura del ambiente por un tiempo de 10 dias y fue triturada
con un molino de cuchillas de acero quirdrgico, obteniendo un polvo fino, y se

pasoé por un tamiz.

Para la preparacion del extracto etandlico de Syzygium aromaticum L.(clavo
de olor), se pesé 500 gramos de la muestra vegetal pulverizada colocandola
en un frasco d&mbar y se le agrego 1000 mL de etanol al 96 %, dejandolo
macerar por espacio de 14 dias, en el transcurso de estos dias cadal2 horas
se procedié a agitar el frasco durante un cuarto de hora, para una mejor
maceracion. Inmediatamente se filtré la muestra con papel filtro Whatman# 1,
llevandolo posteriormente al bafio de Maria a 40° C durante 1 dia. El extracto

producido fue llevado a ser pesado nuevamente en una balanza.
Criterios de inclusion:

o Material vegetal procedente de la ciudad de Oxapampa, Puerto

Bermudez en el departamento de Junin.
o Pertenece a la Familia: Myrtaceae.

. Flores en buen estado.

o Cepa certificada de Escherichia coli ATCC 25922.

Criterios de exclusion:
o No pertenece a la Familia: Myrtaceae.

. Flores en mal estado.

o Cepa no certificada de Escherichia coli ATCC 25922.
2.3 VARIABLES DE INVESTIGACION

Variable independiente: Extracto etandlico de Syzygium aromaticum

L. (clavo de olor).

Definicion conceptual: El uso de alcohol a 96°C y agentes botanicos, se pueden

utilizar a concentraciones de 90, 60 y 30 % dependiendo del tipo de planta y

7



parte del preparado, puede tener efectos o acciones especificas como
insecticida, desinfectante, descontaminante, esterilizacion, liberacion lenta,etc.;

el etanol extirpa las caracteristicas de la vegetacion.

Definicién operacional: La extraccion con etanol es un método practico para

concentrar y obtener componentes quimicos organicos sintéticos a partir de
plantas o principios activos. El extracto de etandlico ayuda a extraer sustancias

gue tienen un efecto especifico en nuestro cuerpo.

Variable dependiente: Efecto antibacteriano in vitro sobre Escherichia coli
ATCC 25922.

Definicibn _conceptual: Eliminar o reducir el grupo de compuestos,

Microorganismos patdgenos: Bacterias, virus, hongos o parasitos. Antibidtico,

desinfectante, alimentario o humano.

Definicién operacional: Mediante el método Kirby-Bauer, es decir, el espectro

antibacteriano, contribuird a valorar el efecto antibacteriano de Syzygium

aromaticum L. (clavo de olor). Contra bacterias ATCC.

2.4TECNICAS E INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Se us6 para la recaudaciéon de informacion, la observacién ad-hoc. El
instrumento fue la ficha de recaudacion de informacién para la evaluacion
microbiolégica del extracto etandlico de Syzygium aromaticum L., el cual se

aplico, tanto para la tabla de solubilidad y la marcha fitoquimica3!32,
2.5. PROCESO DE RECOLECCION DE DATOS
2.5.1 Analisis previo del extracto hidroalcohélico

El andlisis anterior se efectud en el Centro de Control Analitico de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Mayor de San
Marcos, donde se realizaron estas pruebas:

a) Indice afrosimétrico: Tomar 1 g de extracto seco colocandolo en un
recipiente TE, agregar 5 ml de agua destilada, calentar al bafio maria
hirviendo durante 2 minutos, agitar enérgicamente y observar la
aparicién de espuma muy persistente; la duracion de la espuma (en

minutos) se indica con una cruz: 5 - 20 minutos. (+); 20 - 25 minutos.
8



2.5.2

2.5.3

(++); 30 - mas (+++)3,

b) Determinacion de pH a 25°C: Tomamos un recipiente TE y afiadimos
500 mg de extracto seco en 5 ml de etanol 96 %. Disolvemos agitando
constantemente a temperatura de 25°C luego se procede a medir con

ayuda de pH-metro34.

c) Prueba de solubilidad: Siguiendo el procedimiento se colocé 500 mg
del extracto seco en 10 tubos respectivamente, luego se afiadieron
diferentes solventes: etanol al 96 %, etanol al 70 %, metanol, agua
destilada, cloruro de sodio al 0,9 %, acetona, cloroformo, acetato de etilo,
éter de petroleo y n-hexano. Luego se procedié a agitar hasta obtener
los resultados®.

Marcha fitoquimica

Este proceso se realiza para identificar y comprender los mudltiples
metabolitos activos que hay en la Syzygium aromaticum L. mediante las
reacciones de color y precipitacion de las muestras utilizadas con los
reactivos.

Se utilizan 7 tubos en los que se han agregado 500 mg de extracto seco y 4
ml de alcohol al 96 %, se ha agregado una solucion en la que se distribuyen
diferentes reactivos para su uso?®: Alcaloides (Dragendorff, Wagner y Mayer),
Compuestos fendlicos (Tricloruro férrico), Esteroides y/o triterpenoides
(Lieberman Burchard), Flavonoides (Shinoda), Grupo amino libre
(Ninhidrina), Saponinas (Espuma), Taninos (Gelatina). Estan hechos por el

método Olga Lock?’.
Actividad antibacteriana método Kirby-Bauer o antibiograma
Se realiz6 en el laboratorio Vida Natural por el método Kirby-Bauer de agar.

Preparacién de los extractos a ensayar

Verter 100 ml del extracto etandlico, considerar su concentracion al 100 % y
diluir con agua destilada estéril para lograr cantidades del 90 %, 60 % y 30
%, correspondientemente. El extracto se almacena en botellas de color
ambar3,

Concentracion al 30 % =30 ml (EE) y 70 mI(AD).

Concentracion al 60 % = 60 ml (EE) y 40 mi(AD).

Concentracion al 90 % = 90 ml (EE) y 10 ml (AD)%°.



b)

d)

e)

Activacion de la(s) cepa(s) de Escherichia coli ATCC 25922

En el proceso de activar las cepas de las bacterias, se realizé de acuerdo a
las instrucciones proporcionadas del laboratorio Microbiolégicos:

Se retir6 la etiqueta del contenedor KWIK-STIK.

Se presiond una sola vez fuertemente la ampolla que se ubica en la parte de
arriba del contenedor, se libero el liquido de hidratacion y descendio a la
parte inferior.

Se apretd la parte inferior del dispositivo para mezclar las particulas en el
liqguido hasta que la solucién de particulas sea uniforme.

Seguidamente, los hisopos se sumergieron en material hidratado y se
transfirieron a dos placas de Petri que tenian medio de agar Mueller-Hinton
(se formaron rayas longitudinalmente para facilitar el aislamiento de
colonias) permitiendo la supervivencia de la cepa bacteriana.

Luego se coloco en la incubadora a 37 °C por 24 horas.

Preparacién del in6culo

Al preparar el inéculo se efectud utilizando tubos de ensayo con solucion
salina (NaCl al 0,9 %), a través de un hisopo esterilizado se inoculadirecto
las colonias de las cepas y la cual se homogeniza en el mezclador de vortex,
la turbidez se ajusta a la escala de 0,5 Mc Farland (1,0 x 108UFC/ml).
Preparacién de los medios de cultivo

Agar Mueller-Hinton este medio de cultivo es utilizado en los estudios de
sensibilidad de microorganismos por su capacidad reproductiva en los
procedimientos que se realiza en la mayoria de bacterias patdégenos?.
Segun las indicaciones del laboratorio se preparo:

Se disolvio 35 mg de suspension de polvo de Agar Mueller-Hinton en 1L de
agua destilada. Se llevd a bafio maria hirviendo logrando una solucion
homogénea, la mezcolanza se agitdé frecuentemente trasvasandole en las
placas petri estériles, en cada medida solidificAndose no mas de 4 mm o
25 ml de agar en cada placa y posteriormente fue esterilizado en
autoclave a 121 °C por 15 min, luego dejando enfriar a 45 —50 °C.
Finalmente, se incubaron por 24 horas a 37°C para control deesterilidad,
guedando listos para ensayo microbiolégico.

Inoculacion de las placas
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Posteriormente de efectuar el arreglo de la turbidez, a través de un hisopo
esterilizado con el cual se llevo a cabo el sembrado en direccion horizontales
dispersando completamente el indculo de cepas en agar Mueller-Hinton para
Escherichia coli ATCC 25922. Se dejo reposar 15 min.

f) Grupos a ensayar
Se ubicaron los discos de filtro Whatman N°3 de 6 mm, embebidos con cada
concentracion del extracto etandlico en placas de agar Mueller-Hinton.Se
desarrollaron tres ensayos microbiologicos, luego se incubd a temperatura
de 37 °C por 24 horas?.
Grupo I: discos empapados con alcohol 96 %.
Grupo lI: discos de antibidtico ciprofloxacino 5 ug.
Grupo llI: discos embebidos con extracto etandlico (clavo de olor) a 30 %.
Grupo IV: discos embebidos con extracto etanodlico (clavo de olor) a 60 %.
Grupo V: discos embebidos con extracto etandlico (clavo de olor) a 90 %.

g) Interpretacion de los resultados

Las placas fueron incubadas por espacio de 24 horas a 37° Cy se calcularon
los halos inhibitorios formados, con un vernier digital y registrar la
informacion en la ficha respectiva (Anexo B — Tabla 3). Los resultados

obtenidos fueron sujetos a la técnica de Kirby-Bauer*:42.

2.6. METODOS DE ANALISIS ESTADISTICOS

Para el analizar la informacion, se utilizé el analisis de varianza (ANOVA), del
paquete estadistico (SPSS 25) y el cotejo de medias de Duncan. Los datos
fueron recogidos en una matriz Excel, los mismos que permitieron el estudio

estadistico de varianza factorial y medidas de tendencia central®3.

2.7. ASPECTO ETICOS

Se procurd impedir la contaminacion bacteriana, para ello se usaron, los
medios de bioseguridad necesarios y la vestimenta, con la finalidad de no
perjudicar a los trabajadores que trabajan y transitan en dichos ambientes, de
igual manera los controles internos ambientes durante el desarrollo de la parte

experimental 3132,
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[ll. RESULTADOS

3.1 De las pruebas de anélisis del extracto etandlico

Tabla 1. Determinacion del indice afrosimétrico saponinas

Indice afrosimétrico Resultados
Prueba de espuma (saponinas) ++
LEYENDA,

Abundante (+++)
Moderado (++)
Leve (+)
Ausencia (-)

Fuente: Registro de recoleccion de datos
En la tabla 1, observamos la moderada presencia de saponinas lo cual, determina
el contenido del metabolito secundario en el extracto etandlico de Syzygium

aromaticum L.

Tabla 2. Determinacion del pH del extracto etandlico

Muestra Temperatura (°C) Resultado

Clavo de olor 25 5,55

LEYENDA

Acido (<7)
Neutro (=7)
Basico (>7)

Fuente: Registro de recoleccion de datos
En la tabla 2, se aprecia que el (EE) de Syzygium aromaticum L. (clavo de olor).

Presento pH de 5,55 por consiguiente, el extracto se considera ligeramente acido.
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3.2 De las pruebas de solubilidad

Tabla 3. Solubilidades del extracto etandlico de Syzygium

aromaticum L. (clavo de olor)

SOLVENTES RESULTADOS
Etanol 96 % +++
Etanol 70 % ++
Metanol ++
Agua destilada +

Cloruro de sodio 0,9 %

Acetona

Cloroformo

Acetato de etilo

Eter de petroleo

N-hexano

Fuente: Registro de recoleccion de datos

LEYENDA:

(-) Insoluble

(+) Poco soluble
(++) Soluble

(+++) Muy soluble

En la tabla 3, se estima que el (EE) de Syzygium aromaticum L. (clavo deolor),

presentd una alta solubilidad en el solvente etanol 96 %, seguido de etanol al 70 %,

metanol y agua destilada.
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3.3 De la marcha fitoquimica

Tabla 4. Marcha fitoquimica del extracto etandlico de Syzygium

aromaticum L. (clavo de olor)

CONSTITUYENTES QUIMICOS ENSAYO REACCION
Antocianinas Prueba Cualitativa +
Rvo. Dragendorff +++
Alcaloides Rvo. Mayer +++
Rvo. Wagner +++
Flavonoides Rvo. Shinoda +++
Rvo. Gelatina +
Taninos
Rvo. Cloruro Férrico +
Esteroides +
Rvo. Lieberman — Burchard
Triterpenos +
Saponinas Reaccion de espuma ++
Fenoles Rvo. Cloruro Férrico -

Fuente: Registro de recoleccion de datos

LEYENDA:
(+++) Abundante (++) Moderado

(+) Leve () Ausencia

En la tabla 4, se ve que el (EE) de Syzygium aromaticum L., se detect6 existencia

moderada de alcaloides, saponinas, antocianinas, taninos y flavonoides, existencia

cuantiosa de compuestos fendlicos, predominancia leve de esteroides y/o

triterpenoides, se acepta la hipotesis del estudio.
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3.4 Del efecto antibacteriano del extracto etandlico

Tabla 5. Interpretacion del crecimiento bacteriano segun el porcentaje de

efectividad de la concentracién del extracto etandlico

Crecimiento Microbiano

Especificacién Crecimiento

- Ausencia
+/- Escaso
+ Moderado
++ Abundante
+++ Muy abundante

Tabla 6. Lectura de porcentaje de actividad antibacteriana sobre Escherichia

colialas 24,48y 72 horas.

Tiempo (horas)
Concentracion  |Placa Petri 24h 48h 72h
+- +- -
1
30 % +- - -
2
; ) ] ,
+ + +-
1
60 % + +- +/-
2
+- + +
3
+++ +++ +++
1
90 % +++ +++ +++
2
+++ +++ +++
3
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En la tabla 6, se aprecia en la prueba de ANOVA, donde el valor de sig. es 0,00

entre los grupos esto indica que hay diferencias demostrativas. (P-valor es menor

qgue 0,05). Rechazando la hipétesis nula (Ho), y aceptando (H1).

DESICION: En definitiva, hay evidencia estadistica significativa para indicar que el

extracto etandlico de Syzygium aromaticum L. posee efecto antibacteriano in vitro

frente a cepas de Escherichia coli ATCC 25922.

Andlisis de varianza (ANOVA) para Escherichia coli ATCC 25922

ANOVA

Wctividad antibacteriana frente 3 Escherichia coli ATCC

Sumade
cuadrados
gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 900,952 ] 150,159 87,5493 0aan
Dentro de grupos 24 000 14 1,714
Total 924 852 20

Fuente: Datos estadisticos
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Tabla 7. Comparacion multiple para Escherichia coli ATCC 25922

Comparaciones multiples
\ariable dependiente: Actividad antibacteriana frente a Escherichia coli ATCC 25822
HSD Tukey
Intervalo de confianza al
85%
(1) — —
Limite Limite
Antibacterianos | (J) Diferencia de Desy. Sig. inferior superior
medias ([-J) Error
Antibacterianos
Extracto Etandlicol 30% 5333 1,069 03 1,68 8,08
al 90%
60% 1333 1,069 864 -2.32 498
Ciprofloxacing -6,000* 1,069 01 -9 65 -26,89063
Extracio Eianclico [ 30% 4.000* 1,069 A28 35 GE
al 60%
90% -1.333 1,069 64 -4 98 232
Ciprofloxacino -7.333% 1,069 000 —-10,98 -3,68
Extracto efanglico | 6% -4.000* 1,069 28 -7 .65 -35
al 30%
90% -5,333* 1,069 03 -3,08 -1,68
Ciprofloxacino -11,333° 1,069 00 -14,98 -7,68
Ciprofloxacing 30% 11,333* 1,069 000 7.Ga 14,83
60% 7333 1,069 000 3,68 10,98
90% 6,000* 1,069 001 2,35 9,65

Fuente: Datos estadisticos

En la tabla 7. Se ve el analisis para comparaciones multiples, donde muestra la
Sig. (0,000) menor a 0,05, hay diferencias demostrativas en las diferentes
cantidades aplicadas 30 %, 60 % y 90 % del extracto etandlico de Syzygium

aromaticum L.

DECISION: El (EE) de Syzygium aromaticum L. (clavo de olor) presenta efecto
antibacteriano in vitro en todas las cantidades aplicadas contra a la cepa de
Escherichiacoli ATCC 25922 de manera que, se acepta la segunda hipoétesis
especifica.

17



Tabla 8. Analisis de Prueba de Tukey para Escherichia coli ATCC 25922

Actividad antibacteriana frente a Escherichia coli ATCC 25922
HSD Tukey®

Subconjunto para alfa=0.05
Antibacterianos N 1 Z 3 4

Extracto Etandlico de Syzygium 3 Rujy]
aromaticumL. 30%
Extracto Etandlico de Syzygium
aromaticumL..50%
Extracto Etanolico de Syzygium
aromaticumlL.
90%

Ciprofloxacing

()

4,00

()

533

[*L]

11,33
Sig. 1,000 864 864 1,000

Fuente: Datos estadisticos

En la tabla 8. Se observa en la Prueba de Tukey, donde la concentracion al 30 %
forma un halo de inhibicion menor (0,0 mm) seguido el etanol 60 % (4,0 mm),
mientras que la concentracion al 90 % obtuvo (5,33 mm) como también

ciprofloxacino que alcanzo6 un halo inhibitorio mayor de (11,33 mm).

DECISION: Se tiene evidencia estadisticamente para afirmar que ciprofloxacino
presenté mayor efecto antibacteriano en comparacion con el extracto etandlico de
Syzygium aromaticum L. en sus multiples concentraciones que obtuvo menor

formacién de halos inhibitorios frente a cepa de Escherichia coli 25922.
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11.33

HALOS DE INHIBICION 24 HORAS

553
4
0.5
[ ]
30% 60% 90% 100%
Cantidad 0.5 4 5.33 11.33

Fuente: Datos estadisticos

Gréafico N° 1. Promedio de los halos de inhibicion en (mm) en relacién a los

grupos de ensayo del extracto etandlico frente a Escherichia coli

INTERPRETACION:

En el grafico de columnas muestra la comparacion entre los grupos de ensayo del
estudio, se observa importante efecto antibacteriano del ciprofloxacino que formé
halo de inhibicion notablemente alto (11,33 mm) en relacibn con las
concentraciones de 30 %, 60 % y 90 % del (EE) de Syzygium aromaticum L. sobre
las cepas de Escherichia coli ATCC 25922. Por consiguiente, asevera la prueba de

Tukey.
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Tabla 9. Andlisis de varianza (ANOVA) para Escherichia coli ATCC 25922

ANOVA
Actividad antibacteriana frente a Escherichia coli ATCC 25922
Suma de Media
cuadrados cuadratica
gl F Sig.

Entre grupos 123390 6 205,651 332205 .0oa
Dentro de grupos & 667 14 619
Total 1242 571 20

Fuente: Datos estadisticos

En latabla 9, se aprecia en la prueba de ANOVA, donde el valor de sig. es 0,00
entre los grupos de ensayo esto indica que hay diferencias significativas. (P- valor

es menor que 0,05). Rechazando la hipétesis nula (Ho) y aceptando la (H1).

DESICION: En definitiva, hay evidencia estadistica significativa para indicar que el
(EE) de Syzygium aromaticum L. posee efecto antibacteriano in vitro frente a
cepas de Escherichia coli ATCC 25922.
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Tabla 10. Comparacion multiple para Escherichia coli ATCC 25922

Comparaciones multiples
ariable dependiente: Actividad antibacteriana frente a Escherichia colif ATCC 25922
HSO Tukey
Intervalo de confianza al
95%
)] — —
Limite Limite
Antibacterianos | (J) Diferenciade| Desv. sig. inferior superior
medias (I-J) Errar
Antibacterianos
Extracto Etandlico| 30% 10,667 642 000 247 12,86
al 80%
60% 6,000* 642 .00a 3,81 8,194
Ciprofloxacing -2 667" 642 013 -4 86 - 47
Extracto Etanolico | 30% 000 G642 1,000 -2.189 GE
al 60%
2,14
90% -10,667* G642 000 -12 86 -8.47
Ciprofloxacing -13,333° G642 000 -15,53 -11,14
Extracto efanolico | 60% -4 BGT* G642 1,000 -G,86 -2 47
al 30%
90% -10,667* G642 ,00a -12,86 -8.47
Ciprofloxacing -13,333° 642 000 -15,53 -11,14
Ciprofloxacino 30% 13,333 G642 ,00a 11,14 15,53
G0% 2,667* 642 000 6,47 10,86
90% 2,667* G642 013 A7 4 BE

Fuente: Datos estadisticos

En la tabla 10. Se observa en comparacion mdultiple donde mostré sig. (0,000)
menor a 0,05 en todas las concentraciones aplicadas 30 %, 60 % y 90 % del (EE)
de Syzygium aromaticum L.

DECISION: Se evidencia diferencia significativa estadisticamente en todas las
concentraciones aplicadas, por lo tanto, el extracto etandlico de Syzygium
aromaticum L. posee efecto antibacteriano in vitro frente a la cepa de Escherichia

coli ATCC 25922. Aceptando la segunda hipotesis especifica.
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Tabla 11. Analisis de Prueba de Tukey para Escherichia coli
ATCC 25922

Actividad antibacteriana frente a Escherichia coli ATCC 25922
HSD Tukey?

Subconjunto para alfa=0.05
Antibacterianos M 1 2 3 4

[FE)

Extracto Etanodlico de Syzygium
aromaticumL. 30%
Extracto Etandlico de Syzygium)
aromaticumLbL. G60%

Extracto Etandlico de Syzygium

aromaticumL.
0%

Ciprofloxacino 13,33
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

00

(¥}

4,67

(5]

10,67

|

Fuente: Datos estadisticos

En latabla 11. Se estima en la Prueba de Tukey, donde etanol 30 % formé un halo
de inhibicién menor (0,0 mm) seguido la concentracion al 60 % (4,67 mm), mientras
gue la concentracion al 90 % (10,67 mm) y ciprofloxacino formé un halo deinhibicién

notablemente mayor de (13,33 mm).

DECISION: Se tiene evidencia estadisticamente para afirmar que ciprofloxacino
presentd mayor efecto antibacteriano en comparacion con el (EE) de Syzygium
aromaticum L. en sus multiples concentraciones que obtuvo menor formacion de

halos inhibitorios contra la cepa de Escherichia coli ATCC 25922.
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HALOS DE INHIBICION 48 HORAS

13.33

10.67

0.5

30% 60% 90% 100%
m Cantidad 0.5 4 10.67 13.33

Fuente: Datos estadisticos

Gréafico N° 2. Promedio de los halos de inhibicion en (mm) en relacién a los

grupos de ensayo del extracto etandlico frente a Escherichia coli

INTERPRETACION:

En el grafico de columnas muestra la comparacion entre los grupos de ensayo del
estudio, se observa importante efecto antibacteriano del ciprofloxacino que formé
halo de inhibicién notablemente alto (13,33 mm) en relacion con las cantidades de
30 %, 60 % y 90 % del (EE) de Syzygium aromaticum L. sobre las cepas de

Escherichia coli ATCC 25922. Por consiguiente, asevera la prueba de Tukey.

23



Tabla 12. Analisis de varianza (ANOVA) para Escherichia coli ATCC 25922

ANOVA
Actividad antibacteriana frente a Escherichia colil ATCC 25922
Suma de Media
cuadrados cuadratica
al F Sig.

Entre grupos 2065,619 B 344 270 556,128 000
Dentro de grupos 8,667 14 G618
Total 2074286 20

Fuente: Datos estadisticos

En la tabla 12, se aprecia en la prueba de ANOVA, donde el valor de sig. es 0,00
entre los grupos de ensayo esto indica que existen diferencias significativas. (P-

valor es menor que 0,05). Rechazando la hipétesis nula (Ho) y aceptando la (H1).

DESICION: En definitiva, hay evidencia estadistica significativa para indicar que el
(EE) de Syzygium aromaticum L. posee efecto antibacteriano in vitro frente a cepas
de Escherichia coli ATCC 25922.
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Tabla 13. Comparacion multiple para Escherichia coli ATCC 25922

Comparaciones multiples
ariable dependiente: Actividad antibacteriana frente a Escherichia coli ATCC 25922
HSDO Tukey
Intervalo de confianza al
95%
(M — —
Limite Limite
Antibacterianos | (1) Diferencia de Desy. Sig. inferior superiar
medias (I-J) Errar
Antibacterianos
Extracto Etanolicol 30% 15,333* 642 00a 13,14 17,53
al 90%
60% 9 667" 642 000 747 11,86
Ciprofloxacing -1,333 642 A15 -3,53 86
Extracto Efandlico | 30% 000 G42|  1.000 -2.19 2,19
al 60%
90% -15,333% G642 000 -17.53 -13,14
Ciprofloxacing -16,667* 642 000 -18,86 =14 47
Exiracto Eianolico | 609 -5 6G67* G642 000 -7.86 -3472
al 20%
90% -15,333% G642 ,00a -17.53 -13,14
Ciprofloxacing -16,667* G642 00a -18,86 =14 47
Ciprofloxacing 30% 16,667* 642 Jooo 14,47 18,86
60% 11,000% G642 ,00a 8,81 13,19
90% 1,333 642 045 -,86 3,53

Fuente: Datos estadisticos

En la tabla 13. Se observa en comparacion multiple donde mostré sig. (0,000)
menor a 0,05 en todas las concentraciones aplicadas 30 %, 60 % y 90 % del (EE)

de Syzygium aromaticum L.

DECISION: Se evidencia diferencia significativa estadisticamente en todas las
concentraciones aplicadas, por lo tanto, el (EE) de Syzygium aromaticum L. posee
efecto antibacteriano in vitro frente a la cepa de Escherichia coli ATCC 25922.

Aceptando la segunda hipétesis especifico.
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Tabla 14. Analisis de Prueba de Tukey para Escherichia coli

ATCC 25922
Actividad antibacteriana frente a Escherichia coli ATCC 25922
HSD Tukey?
Subconjunto para alfa=0.05
Antibacterianos N 1 2 3 4
Extracto Etanolico de Syzygium 3 Rujy]
aromaticum L. 30%
Extracto Etandlico de Syzygium) 3 5,67
aromaticumLlL. 60%
Extracto Etandlico de Syzygium 3 15,33
aromaticumL.
90%
Ciprofloxacino 3 16,67
Sig. 1,000 1,000 415 1,000

Fuente: Datos estadisticos

En latabla 14. Se estima en la Prueba de Tukey, donde extracto etanélico de clavo
de olor al 30 % form6 un halo de inhibicion menor (0,00 mm) seguido la
concentracion al 60 % (5,67 mm), mientras que la concentracién al 90 % (15,33
mm) y ciprofloxacino formé un halo de inhibicién notablemente mayor de (16,67

mm).

DECISION: Se tiene evidencia estadisticamente para afirmar que ciprofloxacino
presentd mayor efecto antibacteriano en comparacion con el (EE) de Syzygium
aromaticum L. en sus multiples concentraciones que obtuvo menor formacion de

halos inhibitorios frente a cepa de Escherichia coli ATCC 25922.
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HALOS DE INHIBICION 72 HORAS

16.67
15.33

5.67

o .
[ —

30% 60% 90% 100%
m Cantidad 0.5 5.67 15.33 16.67

Fuente: Datos estadisticos

Gréafico N° 3. Promedio de los halos de inhibicion en (mm) en relacién a los

grupos de ensayo del extracto etandlico frente a Escherichia coli

INTERPRETACION:

En el grafico de columnas muestra la comparacion entre los grupos de ensayo del
estudio, se observa importante efecto antibacteriano del ciprofloxacino que formé
halo de inhibicion notablemente alto (16,67 mm) en relacion con las
concentraciones de 30 %, 60 % y 90 % del (EE) de Syzygium aromaticum L. sobre
las cepas de Escherichia coli ATCC 25922. Por consiguiente, asevera la prueba de

Tukey.
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V. DISCUSION

4.1 Discusioén de resultados

En respuesta a estudios fitoquimicos sobre extractos etandlico del Syzygium
aromaticum L, la existencia de metabolitos secundarios, como alcaloides para el
desarrollo microbiano moderado, también fue abundante en flavonoides, ademas
de otros como taninos y saponinas.

En su estudio Flores J, et al. Sefiala que el género Syzygium presenta actividad de
inhibicion del aceite de clavo de olor en concentraciones de 100 %, 50 %, 25 %,
frente a Staphylococcus aureus. Se hallg, un alto grado de inhibicion de 25,87. El
alcohol en gel elaborado a base del aceite esencial de Syzygium aromaticum (clavo

de olor) present6 actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus?3.

Brito J, determind la Susceptibilidad in vitro del Staphylococcus aureus frente a
extracto oleoso de clavo de olor a diferentes de concentracion la capacidad
antibacteriana del extracto oleoso de clavo de olor contra Staphylococcus aureus.
Se evidencié que tuvo efecto antimicrobiano, alcanzando similar eficiencia que la
oxacilina a cantidad de 100 y 200 mg/ml. La CMI empieza a tener efectividad
antibacteriana el extracto aceitoso de Syzygium aromaticum L., fue de 6, 25 mg/ml
de concentrado (13,89 % de los test efectuados). La oxacilina a 5 mg/ml present6
100 % de actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus. Concluyé que el
Staphylococcus aureus es susceptible a los extractos oleosos de Syzygium

aromaticum L.24

Albines W, (2020), evaluo la actividad antibacteriana de Syzygium aromaticum L. y
Origanum vulgare sobre el Streptococcus mutans. El clavo de olor con una
concentracion de 100 % presentd halos inhibitorios de 20,09 mm, mientras que para
el orégano se presentd halos de 14,74 mm. El promedio mas alto lo present6
Syzygium aromaticum L. con 20,09 mm de halos inhibitorios comparado con el

control de gluconato de clorhexidina con 10,63 mm de halos de inhibicion.

En cuanto al estudio, los resultados en el extracto etandlico de clavo de olor,
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utilizado para determinar la actividad antimicrobiana, en muestras de E. coli ATCC
25922, el extracto etandlico de clavo al 60 % de concentracion demostrd actividad
antimicrobiana moderadamente significativa, mientras que el extracto etandlico de
clavo en una concentracion del 90 % tiene una actividad antibacteriana evidente.
Demostro una mejor actividad antibacteriana debido a mejores mediciones de halo
de la respuesta. Las concentraciones ensayadas de extracto etandlico de clavo,
demostrando asi actividad antibacteriana, dieron como resultado concentraciones
de 60 % y 90 %.

Por tanto, en las pruebas a demostrar, mostraremos una diferencia significativa
(p<0.05) en las medidas de diametro obtenidas en halos inhibitorios de E. coli por
diferentes cantidades de extractos etandlicos, destacando las concentraciones del
60 % y 90 %. Por lo tanto, se considera que tienen un efecto antibacteriano positivo
en cultivos de E. coli. La razon de estas diferencias en la actividad de los extractos
etanolicos puede deberse al descubrimiento de metabolitos secundarios como:
alcaloides, saponinas, flavonoides, que estdn presentes en mayor proporcién en

todo el grupo de plantas.

Morales J, (2019), evalué el efecto antibacteriano in vitro del aceite de las hojas de
Eucalyptus globulus frente a Staphylococcus aureus, en las concentraciones de
100, 75, 50, 25 %. Se hall6 un alto grado de inhibicion (83 %), del extracto puro. El
estudio fitoquimico evidencio la presencia de metabolitos secundarios en mayor
cantidad. Asi mismo ha demostrado que el aceite de eucalipto frente
Staphylococcus aureus ATCC 25923, presenta mejor efectividad cuando se utiliza
al 100 %.

El ciprofloxacino es un de primera linea para tratar la ITU (infeccién del tracto
urinario), el farmaco control positivo fue seleccionado para comparar el porcentaje
de efecto antibacteriano del extracto etandlico Syzygium aromaticum L, por lo que
se presentaron los efectos inhibitorios relativos a concentraciones del 60 % y 90 %
gue se encontraban en concentraciones presentando los valores medidos masaltos
en inhibicion de formacion de halo, en comparacién con ciprofloxacino, obtuvieron
valores de 21,96 % y 47,96 %, respectivamente.

Por lo tanto, se considera que la concentracion del 90 % de extracto de etanol posee

un mayor efecto antibacteriano frente a Escherichia coli.
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4.2 Conclusiones

De los resultados de este estudio, podemos sacar las siguientes conclusiones:

Metabolitos secundarios presentes en el extracto: alcaloides, saponinas,

flavonoides y taninos.

La tasa antibacteriana del extracto etandlico de clavo de olor al 60y al 90 %
de concentracion fue de 21,91 y 47,96 % respectivamente, teniendo un efecto

antibacteriano en el cultivo de Escherichia coli ATCC 25922.

El efecto bacteriostatico de una concentracion del 90 % de extracto etanolico
de clavo de olor sobre el farmaco de control ciprofloxacino en el cultivoin
vitro de E. coli ATCC 25922 fue del 47,96 %, y el halo de inhibicion fue del
estudio de 10,44 mm.
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4.3 Recomendaciones

La institucion académica de educacion universitaria debe, junto con la
autoridad en que se funda, promover la busqueda y estudios de las multiples
plantas nativas que se siembran en Peru. Nuevos estudios en marcha ya
gue Peru cuenta con amplias defensas contra insumos naturales con
propiedades terapéuticas para el tratamiento de infecciones que se

encuentran en metabolitos secundarios de cada planta.

Promover nuevos estudios fitoquimicos de otras especies de la familia
Myrtaceae para futuras investigaciones. Se debera realizar un monitoreo
para detectar la mayor cantidad de compuestos con posibilidad de actividad

farmacoldgica.
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ANEXOS
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Titulo: Efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Syzygium
aromaticum L. (clavo de olor) sobre Escherichia coli ATCC 25922

Anexo A. Operacionalizacion de las variables

Tipo de DEFINICION DEFINICION DIMEN SIONE INDICADORES N® VALOR CRITERI
variable | CONCEPTUAL | OPERACIONAL 5 ITEM FINAL 05
VARIABLES
El uso de +t
alcohol a 36°C ) Abundant
y  agentes EF:S Entia B ++ Rangode
EELEQAE?;:ID La extraccioncon Tamizaje constituyentes 4 r:'lcuderau:ln Eresen ca
; etanol es un fitoguimico quimicos :
del tipo de . . - Leve ausencia
planta y parte metodo praliddlm organicos )
VARIABLE del preparado, EE{::;”DE rary Ausente
INDEPENDIE puede tener
NTE ... | efectos o cumpunentes
Extracto E—;ﬂlltﬂtl acciones g?'rgll_:i:g;s
etandlicodela ¥ especificas raar )
flor de transver como sinteticos a partir
) sal : L deplantaso
Syzygium insecticida, principios activos
aromaticum L. desinfectante, El extracto de ; Concentra
(clavo de olar). descontaminan etandlicoayudaa o0 % cion
te, ] exctraer Diluciones Concentracio 80 % final
ecterilizacion, custancias del extracto nes 3 después
. ; que . .
liberacion tienen un efecto | Etandlica especificas 30 % dela
lenta, etc.; el . dilucion
etanol extrae especificoen
las nuestro cuerpa.
propiedades de
los vegetales
Eliminar o | Medianteel
reducir el gupo | método Kirby
VARIABLE decompuestos | Bauer, es decir,
DEPENDIENT Microorganism | el espectro
ES Cuantita | os patdgenos: | antibacterianag, Inhibicion del - Evidencia
Efecta tivay Bacterias, nos ayudaraa crecimiento | Halo de Crecimien de
antibacteriano | transver | virus, hongoso | evaluar el efecto bacteriano inhibicion{mmy}. | 2 to - | inhibicidn
invitrosobre sal parasitos. antibacteriano de Sin de
Escherichiz antibiotico, laflorde crecimient | crecimien
coli ATCC Desinfectante Syzygium o to
280922 antibacteriano, | aromaticum L.
alimentaric o | (clavode
humano olor).Contra

bacterias ATCC.
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ANEXO B. INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

Tabla 1. Solubilidades del extracto etanélico

SOLVENTES

RESULTADOS

Etanol 96 %

Etanol 70 %

Metanol

Agua destilada

Cloruro de sodio 0,9 %

Acetona

Cloroformo

Acetato de etilo

Eter de petréleo

N-hexano

LEYENDA:

(-) Insoluble

(+) Poco soluble
(++) Soluble
(+++) Muy soluble
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Tabla 2. Marcha fitoquimica del extracto etandlico

IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Metabolitos Secundarios

Reactivos

Resultados

Antocianinas

Frueba Cualitativa

Rvo. Dragendorff

Alcaloides Rvo. Mayer
Rvo. Wagner

Azucares Rvo. Molisch

Flavonoides Rvo. Shinoda

Aminoacidos

Rvo. Ninhidrina

Rvo. Gelatina

Taninos

Rvo. Cloruro Férrico
Esteroides

Rvo. Liebermann - Burchard
Triterpenos
Saponinas Reaccion de espuma

Azlucares Reductores

Rvo. Fehling

Fenoles

Rvo. Cloruro FEerrico

Donde:

(-) Ausente
(+) Leve
(++) Moderado

(+++) Abundante

44



Tabla 3. Actividad antibacteriana del extracto etandlico

CEPA Escherichia coli 25922
- Lectura Halos de inhibicion (mm)
Concentracion 24 horas 48 horas 72 horas Promedio
del extracto Lectura Lectura Lectura (mm)

2 (mm}) 2 (mm) 2 (mm}

30 %

60 %

90 %

Ciprofloxacino

Agua
Destilada
0 %a
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ANEXO C. RESOLUCION DE PROYECTO DE TESIS

- UNIVERSIDAD MARIA AUXILIADORA

RESOLUCION N°137-2022-FCSA-UMA

Lima, 28 de febrero del 2022

EL DECANO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD DE LA UNIVERSIDAD MARIA AUXILIADORA

Visto: El informe de conformidad N°041E-UDI-FYB-UMA/2022 Mg. Gerson Cérdova Serrano del Proyecto de
Tesis presentado por los Bachilleres en Farmacia y Bioguimica, Bertha Peve Mamani y Claudia Rosales
Espino.

CONSIDERANDO:

Que, mediante el expediente presentado Bertha Peve Mamani y Claudia Rosales Espino, egresado de la
Carrera Profesional de Farmacia y Bioquimica solicita la aprobacion del Proyecto de Tesis “EFECTO
ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Syzygium aromaticum L.(clavo de olor)
SOBRE Escherichia coli ATCC 25922”.

Que, el mencionado documento cuenta con la aprobacion del Mg. Gerson Cérdova Serrano, quien ha revisado
el Proyecto de Tesis realizando las observaciones, correcciones y aprobacién correspondiente, emiten el
Dictamen favorable y su inscripcién correspondiente;

Que, en tal sentido se inscribe €l presente Proyecto de Tesis al libro de Inscripcion de Proyecto de Tesis en la
Oficina de Grados y Titulos;

Que, con tal motivo es menester dictar la resolucion correspondiente;

Estando el Dictamen de la Comision Revisora del Proyecto de Tesis en concordancia con las disposiciones
reglamentarias vigentes, y en uso de las atribuciones a este Decanato, por la Ley Universitaria 30220, y el
Estatuto de la Universidad;

RESUELVE:

PRIMERO. - APROBAR el Proyecto de Tesis: “EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE Syzygium aromaticum L.(clavo de olor) SOBRE Escherichia coli ATCC 25922,
presentado por los Bachilleres: de la Carrera Profesional de Farmacia y Bioguimica.

SEGUNDO. - DEJAR ESTABLECIDO que los bachilleres estan en condiciones de continuar con el tramite
respectivo para optar el Titulo Profesional, debiendo sujetarse a las disposiciones contenidas en el Reglamento
de Grados y titulos, teniendo en cuenta los plazos aprobados.

REGISTRESE, COMUNIQUESE Y ARCHIVESE

m‘c:'-.f}o Dr. Jhonnel Samaniego Joaquin
Decano de la Facultad de Ciencias de la Salud
Universidad Maria Auxiliadora

Av. Canto Bello 431, San Juan de Lurigancho
Telf: 389 1212
www.umaperu.edu.pe
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ANEXO D. CERTIFICADO BOTANICO DE Syzygium aromaticum L.

o ! Universidad del Perit, DECANA DI AMIRICA
VICERRECTORADO DE INVEST{GACION Y POSGRADO Hararal

B MUSEO DE HISTORIA NATURAL St

W =, UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS }

"Aflo de la lucha contra la corrupcién y la impunidad™

CONSTANCIA N°009-2022-USM-MHN

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL,
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (botones florales), recibida de Claudia ROSALES ESPINO y
Bertha PEVE MAMANI, bachilleres de la Especialidad de Ciencias Farmacéuticas
y Bioguimica de la Universidad Maria Auxiliadora; ha sido estudiada y clasificada
como Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry, y tiene la siguiente
posicidn taxonémica; segun el Sistema de Clasificacion de APG IV (2016).
ORDEN: MYRTALES
FAMILIA: MYRTACEAE
GENERO: Syzygium

ESPECIE: Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry

Nombre vulgar: “Clavo de olor”
Determinado por: Blgo. Severo Baldedn.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los
fines que estime conveniente,

Lima, 20 de febrero de 2022

Dra. Joaquina Alba
JEFA DEL HERBARIO SAN ™

JAC/ddb

Escaneado con CamScanne
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ANEXO E. CERTIFICADO DEL LABORATORIO

Constancia

EL JEFE DE CONTROL DE CALIDAD DEL LABORATORIO FARMACEUTICO M&G VIDA
NATURAL E..R.L Q. F LEONOV ASTULLA ROSALES CQFP:09781, DEJA CONSTANCIA QUE:

El anélisis microbiolégico del trabajo de tesis “EFECTO ﬁHﬁMCTERIANO IN VITRO DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE LA FLOR DE Syzygium aromaticum L. (clavo de olor) SOBRE
Escherichia coli”, se llevé acabo en las instalaciones del drea de control de la calidad por
Bertha Peve Mamani y Claudia Rosales Espino, estudiantes de la Universidad Maria
Auxiliadora (UMA).

Q,F.l:&'ﬂ“i saanene '3"""2'&"53'
C.QFP N° 08781
JEFE DE CONTRO! DE CALIDAD

lefe de control de la calidad
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ANEXO F. CERTIFICACION DE LA CEPA DE Escherichia coli 25922.

S|

eI BT SRS PR R IR 5

Microscopic Features: Method:

Gram negative straight rod Gram Stain (1)

1D System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results
See attached ID System results document. (1) Oxidase (Kovacs):

negatree
(E coli Broth wMUG | positive
(1) Ampicillin (10 mog - Disk Suscepthility)- 15 - 22 mm
s#ﬂ&nm (10 meg - Disk Susceptibility) 19 - 26

#')nSXT (1.25723.75 meg - Disk Susceptibility): 23 - 20

Q;EWM.L x e

Amanda Kuperus

Qusality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE
siip are merely a packaging svent rumber. The iof rumber diepiayed on s

“"Disciaimer; The inst dgitia} of the ot on e abel ana
LTl - 4

1 Fafer to the enoicsed proguot Incart Tor instrustions, miended ute ang NEZaT/Cately NIDMMEON.

[ E ) toa oulturs

PRI st ( HATERIAL P RODACCE

CEMT #2090.00
© mmmmmmmwmmmmmmwm
ATCC Licensed ) agemarks of ATCC. Micotiolagics, inc. 3 ficensed B use Pese irademans and 1o 56l prooucss derved ATCOD
Uhery saenge

{1} These tests are accreciied io ISOMEC 1TIDS 0S8

TESTING CERT #2655.01

© 2012 Microbiologics. inc. All Fights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303  Page 1of 1 DOC.286
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ANEXO G: EVIDENCIAS FOTOGRAFICAS DEL TRABAJO DE CAMPO

Obtencion de la muestra de Syzygium aromaticum L. (clavo deolor)

Fotografia n® 1 trituracion y el pesado de la muestra de Syzygium
aromaticum L. (clavo de olor)

Fotografia n® 2y 3 maceracion, filtrado de la solucion y preparacion

para la deshidratacion.
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Fotografian® 4 y 5 evaporacion de la solucion en estufay obtencién del

extracto seco (melcocha)

Fotografian® 6y 7 preparacion de las concentraciones del extracto etandélico
al 30 %, 60 %y 90 %
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Materiales y reacciones del proceso de la solubilidad del extracto etandlico

de Syzygium aromaticum L. (clavo de olor)

Fotografia n® 8 reactivos para la prueba de solubilidad

1| 41

i Il &,

- s s W -
f b o -

Fotografia n® 9 resultados obtenidos del proceso de solubilidad
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Resultados del tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de

Syzygium aromaticum L. (clavo de olor)

Fotografia n® 10

ALCALOIDES-Rvo. Wagner (+++)

Fotografian® 11

FLAVONOIDES-Rvo. Shinoda (+++)

Fotografia n® 12

ALCALOIDES-Rvo. Dragendorff (+++)
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Proceso de ensayo microbiolégico, andlisis de sensibilidad sobre los

cultivos para determinar el efecto antibacteriano.

Fotografia n® 13 material requerido disponible en mesa de trabajo

previamente desinfectado

Fotografia n® 14 y 15 kwik-stik contenidos con los pallets de cepas
liofilizados
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