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RESUMEN

Objetivo: Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico del
epicarpio de platano de seda (Musa paradisiaca L.) al 25%, 50%, 75% y 90% frentea
cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175

Materiales y métodos: Investigacion de tipo experimental, prospectivo,
transversal. Se preparo el extracto etanolico del epicarpio de platano de seda (Musa
paradisiaca L.) al cual se realizaron los analisis de tamizaje fitoquimico quepermitio
determinar la presencia de metabolitos secundarios y la evaluacionmicrobiologica
a través del método de difusién en agar en pozos o Kirby Bauer modificado el cual
requirié del uso de 10 repeticiones y estuvo constituida por grupos al 25 %, 50 %,
75 % y 90 % frente al grupo control (Clorhexidina 0.12 %).

Resultados: Los metabolitos secundarios que se detectaron fueron loscompuestos
fendlicos, alcaloides, lactonas a, B-insaturadas y antraquinonas. Porotro lado, el
extracto etandlico del epicarpio de platano de seda (Musa paradisiacal.) presentd
sensibilidad bajo a una concentracién del 90% presentando halos deinhibicion de
8,8800 +0,02055, sin embargo, no supero6 al farmaco de referencia clorhexidina
0.12%.

Conclusion: El extracto etandlico del epicarpio de platano de seda (Musa
paradisiaca L.) presenta actividad antibacteriana en la concentracion del 90 %

frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175

Palabras clave: Actividad antibacteriana, Musa paradisiaca L. y Streptococcus

mutans, extracto etandlico.
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ABSTRACT

Objective: To determine the in vitro antibacterial activity of ethanolic extract of silk
banana epicarp (Musa paradisiaca L.) at 25%, 50%, 75% and 90% against strains
of Streptococcus mutans ATCC 25175.

Materials and methods: Experimental, prospective, cross-sectional research. The
ethanolic extract of the epicarp of silk banana (Musa paradisiaca L.) was prepared.
to which the phytochemical screening analyzes were carried out that allowed to
determine the presence of secondary metabolites and the microbiological evaluation
through the method of diffusion in agar in wells or modified Kirby Bauerwhich
required the use of 10 repeats and was constituted by groups at 25%, 50%,75% and

90% compared to the control group (Chlorhexidine 0.12%).

Results: The secondary metabolites that were detected were phenolic compounds,
alkaloids, lactones a, B-unsaturated and anthraquinones. On the other hand, the
ethanolic extract of the epicarp of silk banana (Musa paradisiaca L.) presented low
sensitivity to a concentration of 90% presenting halos of inhibition of 8.8800

+0.02055, however, it did not exceed the reference drug chlorhexidine 0.12%.

Conclusion: The ethanolic extract of the epicarp of silk banana (Musa paradisiaca
L.) presents antibacterial activity in the concentration of 90% against strains of
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Key words: Antibacterial activity, Musa paradisiaca L. and Streptococcus mutans,

ethanolic extract.



INTRODUCCION

En la cavidad oral del ser humano existe un extenso y dindmico microbioma, el cual
esta conformado por amplio nUmero de especies bacterianas las cuales muchas de
estas producen enfermedades a este nivel, tales como la periodontitis y caries
dental!, esta Ultima patologia es ocasionada por Streptococcus mutans, debido a
su particular metabolismo, el cual le permite provocar dafio al esmalte dental?.
Segun World Dental Federation (FDI), las caries es la cuarta enfermedad mas
costosa de tratar y afecta principalmente a los nifios en edad escolar?.

Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) las caries afectan a 2000
millones de personas, de los cuales la gran mayoria proviene de paises en vias de
desarrollo en donde no se cuenta con los servicios basicos adecuados ni acceso a
la atencién primaria®. En Indonesia un estudio realizado en 50 nifios escolares y 50
adultos hall6 que la prevalencia de esta bacteria fue del 94 y 52 %
respectivamente®, de igual manera se hall6 en Irdn en una muestra de 499
pacientes, el 77, 6 % estaba afectado por esta bacteria®, en India se lleg6 a aislar
a este microorganismo en mas del 50 % de pacientes que acudian a una clinica
dental universitaria’, en Etiopia el 67, 5 % de pacientes diabéticos presento esta
infeccion oral®. A nivel de Europa, en paises como Kosovo un estudio realizado a
66 mujeres gestantes determind que el 59, 1 % tenia una prevalencia alta y el 30,
3 % un nivel muy alto® y en Espafia se hallé que el 86 % de la poblacién gallega es
portador'®. Por otro lado, Latinoamérica es una de las zonas mas afectadas por
caries dentales ocasionadas por Streptococcus mutans, ya que afecta también a la
poblacién indigena principalmente a los habitantes en la selva de Brasil; otros
paises afectados son Chile, Venezuela, Colombia y México'!, en este Ultimo se
hallé que mas del 70 % de adolescentes no realizaba una adecuada limpieza bucal

y el 61 % presentd caries!?.

En el Perd, en el afio 2019, el Ministerio de Salud (MINSA) brind6 un informe en
donde precisa que el 90, 4 % de la poblacion peruana padece de caries dental y
gue el 85 % presenta otras enfermedades bucodentales. También indicé que la
poblacion méas afectada eran las mujeres en estado de gestacion y principalmente

los pacientes diabéticos*s.



A pesar de que en la actualidad existen diversas alternativas farmacéuticas para el
tratamiento de esta patologia, como la clorhexidina y otros antisépticos, estos han
presentado problemas de seguridad, como la manifestacion de reacciones
adversas el cual genera perdida temporal del gusto, amarillamiento de los dientes,
ardor a nivel local y ademas ya se han reportado casos de resistencia de
Streptococcus mutans hacia estos productos, lo que genera que estos productos

ya no sean eficaces!*15.

Ante esta notable problemética en salud publica, se pueden utilizar residuos
naturales derivados de las frutas como semillas y cascaras, el cual forman parte del
desecho producido por la industria alimentaria, por lo tanto, la gestion inadecuada
de los vertederos ocasiona emisiones de gases, incluidos el metano y el diéxido de
carbono, mientras que la incineracion incompleta implica la formacién posterior de
desechos secundarios como dioxinas, furanos, gases acidos y la liberacion de otros
contaminantes peligrosos que pueden causar graves problemas ambientales y de
salud. Por estas razones, existe una necesidad urgente de encontrar aplicaciones
bioldgicas en resguardo de la salud con estos residuos de alimentos como cascaras
de frutas. Estos ultimos proporcionan una excelente fuente de carbohidratos, fibra,
proteinas y fitoquimicos, de tipo compuestos fendlicos con altas capacidades

antioxidantes y antibacterianas®®.

La gran produccion de platanos también representa una elevada produccion de
residuos, ya que solo se puede utilizar una pequefia parte de la planta (los frutos).
Una planta de platano sélo proporciona frutos una vez, cuando la planta es
cosechada, producira varios residuos organicos. Cada tonelada de cosecha de
platano, produce unos 100 kg de fruta rechazada y unas 4 toneladas de otros
residuos. Los residuos del platano consisten en el rizoma, tallo, racimo, hojas,
cascara y frutas podridas. Se sabe que cada parte de la planta del platano tiene
muchos compuestos fitoquimicos, estos son comunmente utilizados para proteger

las plantas de las enfermedades de las plagas?'’.

Para ello se formula la siguiente pregunta:

¢El extracto etandlico del epicarpio de platano de seda (Musa paradisiaca L.) al
25%, 50%, 75% y 90% presentard actividad antibacteriana in vitro frente a cepas
de Streptococcus mutans ATCC 251757



El platano pertenece a la familia de las musaceas (Musa spp) estas son plantas
tropicales que alcanzan una altura de 9 metros y crecen principalmente en regiones
de Sudamérica, Asia y Africal®. Esta especie vegetal presenta una amplia variedad
de beneficios terapéuticos como antioxidante, antidiabético, reduccion de peso,
controla la salud cardiovascular, antineoplasico, etc.'®. El fruto de esta especie
vegetal presenta una gruesa cubierta que funciona como cascara, sin embargo, no
presenta valor alimenticio o agricola debido a que es un residuo del fruto®°. Esta
cascara representa el 35 % de la masa fresca total del fruto maduro y ademas
presenta diversos beneficios para salud humana debido a la presencia de mdultiples
grupos de metabolitos secundarios?!, como compuestos fendlicos, flavonoides
como el acido elagico, acido galico, rutina, miricetina y naringenina; ademas de
otras moléculas como vitamina E, octadecenamida, B -sitosterol y estigmasterol. La
presencia de algunas sustancias como beta-tocoferol, vitamina E, estragol, etilo del
acido hexadecanoico, epicatequina, galocatequina, éster etilico del acido p-
cumarico y mono(2-etilhexil) éster del acido 1,2 bencenodicarboxilico le brindan
propiedades antioxidantes, ademas por su alto contenido en fenoles esto le

proporciona actividad antimicrobiana??.

Streptococcus mutans, es una bacteria grampositiva de forma esférica y que crece
en pares o cadenas, es anaerobio, no formador de esporas, catalasa negativa y no
presenta movimiento?3. Es considerado como un odontopatdgeno ya que debido a

su metabolismo puede producir enfermedades bucodentales; su fisiologia se basa

en la fermentacion de carbohidratos a los cuales convierte en acido lactico, esto
produce que el pH del medio disminuya proliferando su multiplicacion sobre otras
bacterias con las que compite, es por ello que el alto consumo de azucares por
parte de huésped genera el medio necesario para que este microrganismo destruya
el esmalte dental y progrese el avance de las caries dental®*. Esta enfermedad es
considerada como cronica ya que tiene que transcurrir un largo periodo de tiempo

(entre 2 a 4 afios) para que se desarrollen las lesiones cariosas?®.



La actividad antibacteriana se define como un término colectivo para todos los
principios activos (metabolitos secundarios) en plantas medicinales que inhiben el
crecimiento de bacterias, previenen la formacion de colonias microbianas y

destruyen microorganismos?®.

Entre los antecedentes internacionales estan los estudios de:

Behiry D, et al (2019), realizaron una investigacion cuyo objetivo principal fue
evaluar la actividad antimicrobiana del extracto metandlico de cascara de Musa
paradisiaca L. y ademas someterla a analisis por HPLC, en su andlisis
microbioldgico utilizaron la técnica de difusion en agar contra especies bacterianas
como Agrobacterium tumefaciens, Dickeya solani, Erwinia amylovora,
Pseudomonas cichorii, Serratia pylmuthica y especies fungicas como Fusarium
culmorum y Rhizoctonia solani, como resultados obtuvieron presencia de
compuestos fendlicos y flavonoides como acido elagico, acido galico, acido ferulico,
acido o -cumarico, catecol, acido salicilico, acido cinamico, rutina, miricetina y
naringenina. En cuanto a la actividad antibacteriana fue efectiva contra
Agrobacterium tumefaciens con un halo de inhibicién de 90 mm, mientras que las
demas presentaron resistencia, concluyendo que la cascara de platano presenta
actividad antimicrobiana?’.

Sutanti Vy Anugrah A (2019), se plantearon como objetivo determinar la eficacia
antibacteriana del extracto metanolico de cascara de Musa paradisiaca L. var.
Bluggoe contra Porphyromonas gingivalis, el extracto se obtuvo por la técnica de
maceracion el cual presentaron la presencia de flavonoides, alcaloides, taninos,
saponinas y triterpenoides, por otro lado respecto al analisis microbiologico se

utilizé 06 grupos experimentales (concentraciones al 5 %, 7,5 %, 10 %, 12,5 %, 15

%, 17,5 %), como resultado principal hallaron que habia diferencia estadisticamente



significativa entre cada grupo experimental (p=0,005), concluyendo que la cascara
de dicha especie vegetal inhibié el crecimiento bacteriano?®.

Fairuz E y et al (2022), determinaron la actividad antibacteriana del extracto de la
cascara de Musa paradisiaca L. frente a Porphyromonas gingivalis, en el estudio se
trabajé con las concentraciones al 16 %; 32 % y 64 % del extracto vegetal, como
resultado obtuvieron un valor de (p<0.01) para las concentraciones utilizadas y el
grupo control mediante la prueba de ANOVA de una via lo que evidencia diferencia
significativa, concluyendo que la cascara de platano presenta actividad

antibacteriana?®.

Como antecedentes nacionales tenemos:

Cashpa C (2022), tuvo como objetivo determinar la actividad antimicética del
extracto hidroalcohélico de la cascara no madura de Musa paradisiaca L. frente a
Candida albicans, en su estudio experimental utilizé tres grupos experimentales
conformados por control negativo, positivo y el extracto al 50 %, como resultados
hall6 que el halo de inhibicion obtenido fue de 10, 25 mm, lo que demuestra que
existe una sensibilidad intermedia, concluyendo que el extracto hidroalcohdlico

presenta actividad antimicotica®.

Orccohuarancca R (2020), tuvo como objetivo evaluar la actividad antibacteriana
del extracto etandlico de hojas y cascara de Musa acuminata frente a
Staphylococcus aureus, mediante la técnica de Kirby-Bauer, como resultados se
aprecio que el extracto de hojas obtuvo un valor promedio de inhibicién de 21, 20
mm frente al valor de 10, 40 mm del extracto de cascara, concluyendo que existe

amplia diferencia del efecto antibacteriana entre ambos extractos®!.

Ortiz F y et al (2021), evaluaron el efecto antibacteriana de la savia de Musa
acuminata frente Enterococcus faecalis al 50 % y 100 %, de concentracién, como
resultados hallaron que la evaluacion fitoquimica detectdé principalmente la
presencia de flavonoides, mientras que los resultados microbiolégicos mostraron
semejanza entre los extractos y el control positivo, concluyendo que existe efecto

antibacteriana in vitro32,



I.1.

El objetivo general del presente estudio sera determinar la actividad antibacteriana
in vitro del extracto etandlico del epicarpio de platano de seda (Musa paradisiaca
L.) al 25%, 50%, 75% y 90% frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175

La hipétesis general del estudio serd la siguiente:

El extracto etandlico del epicarpio de platano de seda (Musa paradisiaca L.) al 25%,
50%, 75% y 90% presenta actividad antibacteriana in vitro frente a cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175

MATERIALES Y METODOS

Enfoque y disefio de la investigacion

Enfoque: Cuantitativo, porque se utilizo la recoleccion y el andlisis de datos para
contestar preguntas de investigacion y probar hipétesis establecidas previamente,

y confia en la medicién numérica3:.

Disefio: Experimental, debido a que se manipulé la variable independiente
(extracto etandlico del epicarpio de platano de seda) para observar su efecto sobre
la variable dependiente (actividad antibacteriana de una especie vegetal frente a

una cepa bioldgica)3.

Explicativo: Porque buscé el porqué de los hechos mediante la relacion causa-
efecto, asimismo buscé relacionar las diferentes concentraciones del extracto
etandlico del epicarpio de platano de seda (Musa paradisiaca L.) y la actividad

antibacteriana resultante frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175%,

Transversal: Porque se obtuvo informacion del objeto de estudio (poblacion o

muestra) en un momento y tiempo determinado®®.



1.2.

.3.

Poblacién, muestray muestreo

La poblacién vegetal fue de 10 kilos de platano tipo seda (Musa paradisiaca L.)
recolectados en el distrito de Querecotillo, provincia de Sullana en el departamento
de Piura, a una altura de 65 m.s.n.m. y coordenadas de 4°5023.89'S, 80°3856.52'W.

La muestra estuvo conformada por 1 kg de epicarpio de platano de seda (Musa

paradisiaca L.).

La poblacién bioldgica fueron cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

La muestra biolégica fueron 10 placas Petri inoculadas con Streptococcus mutans
ATCC 25175, el cual comprende 10 repeticiones por cada tratamiento (4
experimentales al 25 %, 50 %, 75 %, 90 % y 2 controles como (clorhexidina y etanol
70°) el mismo que se considera de 5 pozos por cada placa.

El muestreo fue no probabilistico, debido a que la muestra no fue al azar y se

considera criterios de inclusion y exclusion por parte de los investigadores.

Criterios de inclusion:

Frutos con buen aspecto y sin lesiones.
Frutos maduros

Frutos de Musa paradisiaca L de tipo seda

Criterios de exclusion:

Hojas, tallo y mesocarpio de platano (Musa paradisiaca L.)
Muestra que no proviene de Piura

Frutos en estados de maduracion avanzada

Variables de investigacion

Variable Independiente: Extracto etandlico del epicarpio de platano de seda (Musa
paradisiaca L.)

Definicién conceptual: Fraccion liquida obtenida por maceracion etandlica, extraido

del epicarpio de platano de seda (Musa paradisiaca L.)%".



1.4.

I.5.

[1.5.1.

Definicion _operacional: Concentracion del extracto etandlico del epicarpio de

platano de seda (Musa paradisiaca L.)

Variable dependiente: Actividad antibacteriana frente a cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175

Definicién conceptual: Es la capacidad de una sustancia de inhibir y/o eliminarel

crecimiento de una cepa biol6gica bacteriana®®.

Definicién operacional: Sensibilidad bacteriana frente al extracto etandlico del

epicarpio de platano de seda (Musa paradisiaca L.) obtenida por medicion del

didmetro de los halos de inhibicion.

Técnicas e instrumentos para larecoleccion de datos

La técnica del presente estudio comprendid la observacion el cual consiste en
observar atentamente el fendmeno, hecho o caso, tomar informacion y registrarla
para su analisis correspondiente.

El instrumento que se utilizé en la investigacion fue la ficha de recoleccién el cual
fue disefiado por las investigadoras con el fin de registrar los datos del analisis
fitoquimico y de la actividad microbioldgica.

Plan metodolégico paralarecoleccion de datos
Recoleccion de la muestra vegetal:

La recoleccién de la especie vegetal en estudio (Musa paradisiaca L.) se realizé en
una de las zonas productoras de platano de seda mas importante del pais, en el
distrito de Querecaotillo, provincia de Sullana en el departamento de Piura, a una
altura de 65 m.s.n.m., luego fue llevado al laboratorio de analisis bioldgico y
microbiol6gico Santa Rosa con RUC: 20332125266, para el tratamiento



11.5.2.

11.5.3.

correspondiente, por otro lado, respecto a la determinacion botanica de la clase
vegetal, fue realizado por un consultor botéanico el cual determiné la clasificacion

taxonomica correspondiente.

Preparacién de la muestra vegetal

Seleccidn, lavado y deshidratacion: Se seleccion6 platanos en buen estado, sin
gue presenten lesiones por hongos o insectos, estos fueron lavados con agua
destilada, asimismo con hipoclorito de sodio al 0,5%, luego de que los platanos
estén secos se procedid a quitar la cascara, se cortaron en trozos de 1 cm x 1 cm,
se colocaron en papel Kraft y fueron llevados a estufa a 40°C por 48 horas para la
deshidratacion correspondiente®®.

Homogenizacion y almacenamiento: La cascara de platano se pulverizé con un
mortero hasta la obtencion de un polvo homogéneo, el cual se almacen6 en un

frasco de vidrio color &mbar de boca ancha3°.

Preparacioén del extracto etandlico

Maceracion: Se coloco un total de 200 g del polvo de cascara de platano de seda
en un frasco de vidrio &mbar de boca ancha, luego se afiadi6 etanol de 70° hasta
una altura de 2 cm de la muestra, luego se procedié a macerar por 7 dias en un
lugar oscuro y libre de humedad con agitaciéon constante mafiana y noche®°.

Preparacién de un extracto seco: Luego el macerado se filtré6 separando la
cascara de platano del extracto fluido, el cual se concentré en un rotavapor, seguido
se procedi6 a evaporar el solvente residual en estufa a 40°C hasta la obtencion del

extracto seco?°.



11.5.4.

I1.5.5.

11.5.6.

Porcentaje de rendimiento

La determinacion del porcentaje de rendimiento se realiz6 usando la siguiente

formula“o:
- P

“‘nl'. — — X l“()
Pi

Donde:

_ . %E = 25.6g X 100
%E = Porcentaje de rendimiento _—

Pf = Peso final (Extracto seco obtenido) 200g
Pi = Peso inicial (Muestra molida)

Andlisis de solubilidad

En el andlisis de solubilidad se agreg6 0.5 g del extracto seco y 0.5 mL de diferentes
solventes de naturaleza apolar y polar en una serie de tubos con los siguientes
solventes que pertenecen a la serie eluotrépica: Eter de petroleo, diclorometano,

cloroformo, butanol, etanol, metanol y agua destilada®'.

Marcha fitoquimica del extracto
Para realizar el andlisis del tamizaje fitoquimico se utilizé 1 mL de extracto etandlico

del epicarpio de platano de seda (Musa paradisiaca L.) fluido en cada uno de los
14 tubos de ensayo, se siguié el método de la Dra. Olga Lock*?, utilizando los

siguientes reactivos:

Prueba de Baljet: En un tubo de ensayo se agrego 1 ml del extracto etandlico yluego
se afiadié 1 ml del reactivo el cual determind la presencia de Lactonas a, 3

insaturadas por medio de coloracion o precipitado rojo.

Prueba de Dragendorff: En un tubo de ensayo se agregd 1 ml del extracto etandlico
y luego se afiadio 1 ml del reactivo el cual determiné la presencia dealcaloides por

medio de coloracién rojo a naranja.
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Prueba de Wagner: En un tubo de ensayo se agreg6 1 ml del extracto etanélico
y luego se afadié 1 ml del reactivo el cual determiné la presencia de alcaloidespor

medio de un precipitado pardo oscuro rojizo a marron.

Prueba de Mayer: En un tubo de ensayo se agregé 1 ml del extracto etandlico y
luego se afadié 1 ml del reactivo el cual determiné la presencia de alcaloidespor

medio de un precipitado blanco amarillento.

Prueba de Gelatina-sal y Gelatina: En un tubo de ensayo se agregd 1 ml del extracto
etandlico y luego se afadiéo 1 ml del reactivo el cual determiné la presencia de

taninos por medio de un precipitado blanco.

Prueba de Fehling A - B y Benedict: En un tubo de ensayo se agregd 1 ml del
extracto etandlico seguido se afiadié 1 ml del reactivo, finalmente se llevo a bafio
maria a 70 C° el cual determiné la presencia de azucares reductores pormedio de
un precipitado color rojo ladrillo.

Prueba de NaOH 10 %: En un tubo de ensayo se agrego 1 ml del extracto etandlico
y luego se afiadié 1 ml del reactivo el cual determiné la presencia deantocianinas

por medio de una coloracion café - anaranjado.

Prueba de Cloruro férrico: En un tubo de ensayo se agregé 1 ml del extracto
etandlico y luego se afadiéo 1 ml del reactivo el cual determiné la presencia de

compuestos fenolicos por medio de un color azul, verde o negro.

Prueba de Shinoda: En un tubo de ensayo se agregd 1 ml del extracto etandlicoy
luego se afiadio 2 limaduras de magnesio y 2 gotas de HCI, el cual determindla
presencia de flavonoides por medio de un color rojo (Flavona), rojo carmin
(Flavonoles), carmin a magenta (Flavononas), y algunas veces azul o verde. Las chalconas
y auronas, dan coloracion roja directamente por adicion de HClconcentrado al extracto

etanolico.

11



» Prueba de Liebermann-Burchard: En un tubo de ensayo se agrego6 1 ml del extracto
etandlico y luego se afiadid 1 ml del reactivo el cual determiné la presencia de

triterpenos y esteroides por medio de color verde y/o azul verdoso.

* Prueba de indice Afro simétrico: En un tubo de ensayo se agreg6 1 ml del extracto
etandlico y luego se afadié 4 ml de agua destilada, se agit6 vigorosamente por 2
minutos, luego se observo si existio la presencia de espuma con 2 mm de espesory

permanecié por mas de 2 minutos, lo que indicola presencia de saponinas.

= Prueba de Borntrager: En un tubo de ensayo se agrego 1 ml del extracto etandlico
y luego se afiadio 1 ml del reactivo el cual determind la presencia dequinonas por

medio de un color rosado a rojo.

11.5.7. Analisis antibacteriana por el método de difusion en agar en pozo —
Kirby Bauer modificado

Preparacién del estandar 0.5 de McFarland: Se prepar6 una solucién de cloruro
de bario 0,048 M, utilizando 0,499 g de dicha sal y disolviéndola en una fiola de 50
mL con agua destilada. Por otro lado, se prepar6 una solucion de acido sulfarico
0,18 M con 1,01 mL de acido sulfurico concentrado en una fiola de 100 mL.
Finalmente, para obtener el estandar se disolvié 0,5y 95, 5 mL de cloruro de bario
0,048 My &cido sulfirico 0,18 M respectivamente?3.

Preparacién del inéculo: La cepa a utilizar fue el Streptococcus mutans ATCC
25175, la reactivacion de la bacteria fue mediante el uso del pellet KWIK-STIK™
gue contiene la cepa liofilizada, este fue disuelto con el liquido que provee el
fabricante, luego se utilizé un hisopo estéril en la solucion y se homogenizé en agar
sangre, finalmente se llevé a incubar a 37°C por 24 horas**.

Inoculacion de las placas: Luego de la preparacion del inoculo, se procedié a

sembrar en agar Miller-Hinton sangre para Streptococcus mutans, introduciendo
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1.6.

1.7.

un asa de siembra sobre el in6culo que contiene las cepas biolégicas para luego

sembrar en las placas correspondiente®®,

Preparacion de las concentraciones de solucion con extracto seco del
epicarpio de platano de seda (Musa paradisiaca L.): Se pes62.59,59,7.59y
9 g de extracto seco de la muestra en investigacion para el 25 %, 50 %, 75 %y 90
% respectivamente, luego se adicion6 cantidad suficiente de etanol de 70° con la
finalidad de disolverse; por ultimo, se llevo la mezcla a una fiola de 10 mL hasta el
aforo?.

Preparacion de los pozos: Los pozos de investigacion se prepararon utilizando un
punzén estéril de 6 mm de didmetro en cada placa. A cada pozo se le agregd 50
bL del extracto etandlico de platano de seda (Musa paradisiaca L.) de cada
concentracion (25 %, 50 %, 75 % y 90 %) y controles (Clorhexidina y etanol 70).
Las placas se dejaron durante una hora para permitir la difusion de la muestra en
el agar, seguido de una incubacién a 37 °C de 24 a 48 horas, para luego medir los
halos de inhibicién por medio del uso del vernier digital.

Procesamiento del analisis estadistico

Luego de los andlisis realizados en laboratorio, los resultados se recolectaron en el
instrumento de estudio, asimismo estos datos fueron cargados a una hoja de
céalculo de tipo Excel, los cuales fueron procesados para el andlisis estadistico
correspondiente en un programa denominado Statistical Package for Social
Sciences — SPSS version 27, mediante la ejecucion de pruebas descriptivas e
inferenciales como H de Kruskal-Wallis y comparaciones multiples de pruebas no

paramétricas con correccion Bonferroni.

Aspectos éticos

El presente estudio tomd en cuenta los aspectos bioéticos para asi evitar la
contaminacion bacteriana hacia las personas y al medio ambiente, utilizando
protocolos de bioseguridad en los procesos la manipulacion, transporte, utilizacién,

descontaminacion y eliminaciéon de desechos*’.
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.  RESULTADOS

I11.1. Prueba de solubilidad

Tabla 1. Prueba solubilidad del extracto etandlico del epicarpio de platano deseda

(Musa Paradisiaca l.)

TUBO SOLVE RESULTADOS

NTE

N° 1 Eter de -
petréle
0

N° 2 Dicloro -
metano

N° 3 Clorofor -
mo

N° 4 Butanol -

N° 5 Etanol -
96

N° 6 Metanol +

N° 7 Agua +
destilad
a

N° 8 Acido ++
acético

N° 9 Etanol +++
70

Leyenda

= No soluble o Insoluble (-)

= Poco soluble (+)

» Mediana o moderadamente Soluble (++)
= Completamente soluble (+++)
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l.2.

La tabla 1, muestra la prueba de solubilidad del extracto etandlico del epicarpio de
platano de seda Musa Paradisiaca |., para lo cual se emplearon distintos solventes
con diferente polaridad. El resultado de mayor solubilidad (+++) corresponde al
solvente etanol 70, seguido del &cido acético (++) con mediana solubilidad, por
ultimo, agua destilada y metanol manifestaron ser poco soluble (+) e insoluble para

éter de petroleo, diclorometano, cloroformo, butanol y etanol 96.

Marcha fitoquimica

Tabla 2. Tamizaje fitoquimico del extracto etanélico del epicarpio de platano de

seda (Musa Paradisiaca l.)

TUBO Reactivo de METABOLITOS RESULTADO
identificacion SECUNDARIOS
N° 1 Borntrager Antraquinonas ++
N° 2 Cloruro férrico Compuestos +++
fendlicos
N° 3 Liebermann- Terpenosy -
Burchard esteroides
N° 4 Dragendorff Alcaloides +++
N° 5 Mayer Alcaloides ++
N° 6 Wagner Alcaloides +++
Ne 7 Baljet Lactonas a, 3- +++
insaturadas
N° 8 Gelatina Taninos -
N° 9 Gelatina-sal Taninos -
N° 10 NaOH 10% Antocianinas +
N° 11 Espuma Saponinas +
N° 12 Shinoda Flavonoides +
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Reactivo de METABOLITOS RESULTADO

identificacion PRIMARIOS

N Benedict Azlcares +++
° reductores

N FehlingAyB Azucares +++
° reductores

1

4

Leyenda:

(-) La coloracion o precipitado no se evidencia

(+) La coloracion o precipitado se evidencia poco

(++) La coloracién o precipitado se evidencia moderadamente
(+++) La coloracion o precipitado se evidencia notablemente

La tabla 2, muestra la marcha fitoquimica del extracto etandlico del epicarpio de
platano de seda Musa Paradisiaca |., la determinacion se realizd6 mediante pruebas
coloraciéon y precipitacion, dependiendo de los grupos quimicos presentes en la
muestra vegetal, con el fin de identificar los metabolitos secundarios y primarios con

actividad antibacteriana frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Se muestra la presencia de metabolitos secundarios como los compuestos
fendlicos, alcaloides y lactonas a, B-insaturadas, el cual manifestaron evidencia
notable (+++) estos fueron identificados mediante los reactivos: Cloruro férrico,
Dragendorff, Wagner y Baljet respectivamente; evidencia moderada (++) en
antraquinonas y alcaloides mediante los reactivos: Borntrager y Mayer; poca
evidencia (+) en antocianinas, flavonoides y saponinas mediante los reactivos:
NaOH 10%, shinoda y Espuma. Para la identificacion de metabolitos primarios se

utilizaron reactivos Fehling A y B; y Benedict, obteniendo evidencia notable (+++).
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[11.3. Ensayo microbiolégico

Tabla 3. Resultados promedio de las mediciones de los halos de inhibicion (mm)

del extracto etandlico del epicarpio de platano de seda (Musa Paradisiaca |.)

Diametros de inhibicion en mm

LA Con Control
organ .
P trol 2 5 7 9 posmvo_
nega 5 0 5 0 (Clorhexi
tivo % % % % dina
(Eta 0.12%)
nol
70°)
6 6 6 7 8 19.90
8 8
1 9
6 6 6 7 8 19.94
8 8
2 5
6 6 6 7 8 19.99
8 9
5 0
Strept 6 6 6 7 8 20.06
ococc . .
us 8 8
2 7
mutan 6 6 6 7 8 19.99
S .
8 9
6 1
6 6 6 7 8 19.98
8 8
0 6
ATCC 6 6 6 7 8 19.98
25175 . .
8 9
5 0
6 6 6 7 8 19.90
8 8
0 6
6 6 6 7 8 19.96
7 8
9 7
6 6 6 7 8 19.94
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8 8
0 9
Media 6 6 6 7 8 19.96
8 8
2 8

LEYENDA: Escala interpretativa Duraffourd y Lapraz (1983)
(-) Nula: Didmetro (< 8 mm)

(+) Sensible bajo: Diametro (8 - 14 mm)

(++) Medio (muy sensible): Didmetro (14 - 20 mm)

(+++) Sumamente sensible: Diametro (> 20 mm)

Halos de inhibicién del extracto etanélico del epicarpio de platano de seda

(Musa Paradisiaca |.)
19.96
20,00

15,00
8.88
10.00 7.82
6.00 6.00 6.00
) . . . I
0,00

Control negativo ~ Concentracion 25%  Concentracion 50%  Concentracion 75%  Concentracion 90% Control positivo
(Etanol 70) (Clornexidina
0.12%)

Media (mm)

Figura 1. Efecto antibacteriana del extracto etandlico del epicarpio de platanode

seda (Musa Paradisiaca |.)

En la tabla 3 y figura 1 se observan los resultados promedios de los halos de
inhibicion (mm) de los dias que se realizo el ensayo, el halo representa el efecto
antibacteriana del extracto etandlico del epicarpio de platano de seda (Musa

Paradisiaca |.) frente a las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.
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Segun la escala interpretativa en mencion, la cepa Streptococcus mutans ATCC
25175, tanto para el control negativo, asi como en las concentraciones del 25%,
50% y 75% se muestran valores menores a 8mm, por lo que se entiende que no
hay actividad antibacteriana (nula) por otro lado, en la concentracién del 90% la
cepa presenta una sensibilidad baja, con 8.88 mm. Sin embargo, para el control
positivo (Clorhexidina 0.12%) la cepa es muy sensible con un valor de 19.96 mm.

lll.4 Contrastacion de hipétesis

.4.1.

Para contrastar las hipotesis de investigacion, se utilizaron pruebas estadisticas
paramétricas, donde se procesaron los resultados segun las hipétesis planteadas
por las investigadoras respecto a la determinacion de la actividad antibacteriana in
vitro del extracto etandlico del epicarpio de platano de seda (Musa paradisiaca L.)
al 25%, 50%, 75% y 90% frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, el
cual se utilizaron controles positivo como clorhexidina 0.12% y control negativo al
etanol de 70°, cada uno de ellos con 10 repeticiones por grupo, y finalmente los
resultados fueron interpretados segun la escala estandarizada de Duraffourd y

Lapraz.

Contrastacién de hipotesis general

HO: El extracto etandlico del epicarpio de platano de seda (Musa paradisiacal.) al
25%, 50%, 75% y 90% no presenta actividad antibacteriana in vitro frentea cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175.

H1: El extracto etandlico del epicarpio de platano de seda (Musa paradisiacal.) al
25%, 50%, 75% y 90% presenta actividad antibacteriana in vitro frente acepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Para contrastar la hipétesis general, se realizé los analisis estadisticos descriptivos
el cual comprende la media, desviacion estandar, error estandar, limites de
confianza y valores minimo y maximo para cada grupo de estudio con la cepa
bacteriana en investigacion, se evidencié que todos los resultados obtenidos se
encuentran dentro de los limites de confianza. Se evalu6 la media de los didmetros
de los halos de inhibicién obtenidos frente la escala de sensibilidad de Duraffourd

y Lapraz.
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En la tabla 4 se aprecioé que para la cepa Streptococcus mutans ATCC 25175, el
control negativo no tiene actividad antibacteriana, con una media de 6.00 = 0,00000,
el cual corresponde al diametro del pozo (6.00 mm). Considerando la escala de
Duraffourd, se observo que las concentraciones del extracto etandlico de platano
de seda Musa Paradisiaca I. al 25%, al 50% y al 75% obtuvieron una sensibilidad
nula con una medida de 6.00 £ 0,00000; 6.00 + 0,00000 y 7,8200 £ 0,02494 mm
respectivamente, y al 90% una sensibilidad baja (8,88 + 0,02055 mm), por otro lado,
la cepa es muy sensible para el control positivo (Clorhexidina 0.12%) 19,96 +
0,04766 mm.

Decision: El extracto etandlico de platano de seda Musa Paradisiaca L. posee
actividad antibacteriana al 90% frente a la cepa Streptococcus mutans ATCC
25175.
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Tabla 4. Estadisticos descriptivos de la actividad antibacteriana del extracto etandlico del epicarpio de platano de seda (Musa

Paradisiaca L.) frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175

95% de intervalo de confianza para la media

Des Er Li Li M M
via ro mi mi i a
M cio r te te n X
3 n es inf su i i
i est ta eri pe m m
a and nd or ri 0 o)
ar ar or
Control 6 0,0 ,0 6, 6, 6 6
neg , 000 00 00 00 , ,
ativo 0 0 00 00 00 0 0
(Etanol 70°) 0 0 0
0
0
Ext. 25% 6 0,0 0 6, 6, 6 6
, 000 00 00 00 , ,
0 0 00 00 00 0 0
0 0 0
0
0
Strepto Ext. 50% 6 0,0 0 6, 6, 6 6
coccus , 000 00 00 00 , ,
mutan 0 0 00 00 00 0 0
S 0 0 0
ATCC 0
25175 0
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Ext. 75% 7 0,0 ,0 7, 7, 7 7
, 249 07 80 83 : ,
8 4 89 22 78 7 8
2 9 6
0
0
Ext. 90% 8 0,0 ,0 8, 8, 8 8
, 205 06 86 89 : ,
8 5 50 53 47 8 9
8 5 1
0
0
Control 1 0,0 ,0 19 19 1 2
pos 9 476 15 9 9 9 0
itivo , 6 07 29 98 : ,
(Clorhexidina 9 9 1 9 0
0.12%) 6 0 6
4
0
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[l1.4.2 Contrastacion de hipotesis especifica

- Hipotesis especifica 1:

HO: El extracto etandlico del epicarpio de platano de seda (Musa
paradisiaca

L.) no posee metabolitos secundarios con actividad antibacteriana.

H1: El extracto etandlico del epicarpio de platano de seda (Musa
paradisiaca

L.) posee metabolitos secundarios con actividad antibacteriana.

Para contrastar la presente hipétesis, se realiz6 la Marcha Fitoquimica
siguiendo elMétodo de Olga Lock, la determinacion se realiz6 en base al
fundamento de coloracion y precipitacion en los tubos de ensayo, en
relacion a la presencia y ausencia de metabolitos en la especie vegetal, se
identificé los metabolitos secundarios con actividad antibacteriana, en la
Tabla N° 2, se evidencio el cambioevidente de color que corresponde a los
alcaloides segun el reactivo Dragendorff (+++), seguida de otros
metabolitos como los compuestos fendlicos (+++), Lactonas a, pB-
insaturadas (+++) y Antraquinonas (++).

La presencia de estos metabolitos secundarios guarda relacién con la
actividad biolégica antibacteriana del extracto etandlico del epicarpio de
platano de seda (Musa paradisiaca L.).

Decision: Se rechaza la hipétesis nula (HO) y se acepta la hipotesis alterna
(H1) que indica que el extracto etandlico del epicarpio de platano de seda
(Musa paradisiaca L.) posee metabolitos secundarios con actividad

antibacteriana.

- Hipo6tesis especifica 2:

HO: El extracto etandlico del epicarpio de platano de seda (Musa
paradisiacal.) no posee actividad antibacteriana a mayor concentraciéon
frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.
H1: El extracto etandlico del epicarpio de platano de seda (Musa
paradisiaca L.) posee actividad antibacteriana a mayor concentracion
frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.
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Para la eleccion del estadistico usado, se realizé el cumplimiento de los
supuestos:prueba de normalidad y homogeneidad de varianzas.

Tabla 5. Prueba de Normalidad de los halos de inhibicion del extracto
etandlico del epicarpio de platano de seda (Musa paradisiaca L.) frente a
cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175

Pruebas de normalidad

Grupo Kolmogorov-
Smirnov?
Estadistico al
Sig.

Clorhexidina 0, 1 0

0.12% 1 0 ,
9 2
3 0
0

Streptoc Etanol 70° 0, 1 0
occus 1 0 ,
9 2

3 0

0

mutans 25% 0, 1 0
ATCC 1 0 ,
9 2

3 0

0

25175 50% 0, 1 0
1 0 :

9 2

3 0

0

75% 0, 1 0

2 0 :

0 2

0 0

0

90% 0, 1 0

1 0 :

8 2

7 0

0

*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors




La tabla 5 mediante la prueba de normalidad indic6 que los halos de
inhibicion obtenidos presentan una distribucion normal (p>0,05), para ello
se considero la prueba de Kolmogorov-Smirnov debido a que la muestra

fue mayor a 50.

Tabla 6. Prueba de homogeneidad de varianzas del extracto etandlico del
epicarpio de platano de seda (Musa paradisiaca L.) frente a cepas de

Streptococcus mutans ATCC 25175

Pruebas de homogeneidad de varianzas

Estadistico de Levene g g S
I I [

1 2 g

Streptococcus 12,406 5 5 0
mutans ATCC 4 ,
25175 0
0

0

Para la determinacion de la homogeneidad de varianzas de cada
tratamiento aplicado se utilizd6 una prueba estadistica inferencial
denominado Test de Levene, el cual evidencid que (p<0.05) interpretando
que las varianzas no son homogéneas. A pesar de que las variables
tuvieron una distribucion normal, no existi6 homogeneidad de varianzas y

esto fue un indicador del uso de estadisticos No paramétricos.
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Para contrastar la hipétesis especifica 2, se utilizé el estadistico de H de
Kruskal- Wallis el cual es una prueba No paramétrica que se utiliza para
determinar si una poblacion tiene valores diferentes que otras poblaciones,
como los diferentes grupos en estudio el cual comprende al extracto
etandlico del epicarpio de platanode seda (Musa paradisiaca L.) al 25%,
50%, 75% y 90%, control positivo (clorhexidina 0.12%) y control negativo
(etanol de 70°), asimismo un estadistico para comparaciones multiples de

pruebas no paramétricas con correccién Bonferroni.

Tabla 7. Prueba Kruskal-Wallis de los halos obtenidos frente a la
cepa de

Streptococcus mutans ATCC 25175

Prueba Kruskal-Wallis de muestras independientes

N total 60
Estadistico de prueba 58,0992
Grado de libertad 5
Sig. asintética (prueba bilateral) 0,000

a. Las estadisticas de prueba se ajustan para empates.

La prueba de Kruskal-Wallis fue significativo el cual implica que al menos
dos grupos de entre los comparados son significativamente diferentes,
pero no se muestra entre que grupos existe la diferencia, para
determinarlos es necesario realizar la comparacion entre ellos. Esto
implica realizar pruebas post-hoc, en estecaso se aplicé la prueba de
comparaciones multiples de pruebas no paramétricas con correccion

Bonferroni.

En la tabla 8 la prueba permitio realizar comparaciones mdltiples el cual los
valores de significancia asintotica bilateral son menores al 0.05 en las
comparaciones entreel control positivo (Clorhexidina 0.12%) frente a los
grupos experimentales que favorecen al grupo Clorhexidina 0.12%, esto
es evidencia de que los grupos experimentales al 25 %, 50 %, 75 % y 90%
no superan el efecto inhibidor de la Clorhexidina 0.12% frente a la cepa
Streptococcus mutans ATCC 25175.
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Tabla 8. Comparaciones multiples de pruebas no paramétricas correccion Bonferroni

Comparaciones por parejas de Grupo

Muestra 1-Muestra 2 Estadistico de Des Desv. S S
prueba V. Estadistic [ ig.
Erro ode g aju
r prueba . sta
da?
Etanol 70°-Clorhexidina 40,000 7,30 5,476 0 0,0
0.12% 5 , 00
0
0
0
25 %-Clorhexidina 0.12% 40,000 7,30 5,476 0 0,0
5 , 00
0
0
0
50%-Clorhexidina 0.12% 40,000 7,30 5,476 0 0,0
5 , 00
0
0
0
75%-Clorhexidina 0.12% 20,000 7,30 2,738 0 0,0
5 , 06
0
0
6
90%-Clorhexidina 0.12% 10,000 7,30 1,369 0 0,0
5 , 00
0
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| OO

Etanol 70°-25 % 0,000 7,30 0,000 1,0
5 , 00

0

0

0
Etanol 70°-50% 0,000 7,30 0,000 1 1,0
5 , 00

0

0

0
Etanol 70°-75% -20,000 7,30 -2,738 0 0,0
5 , 06

0

0

6
Etanol 70°-90% -30,000 7,30 -4,107 0 0,0
5 , 01

0

0

0

a. Los valores de significacion se han ajustado mediante la correccién Bonferroni para varias
pruebas.

Por otro lado, se muestra que el valor de la significancia asintética bilateral es mayor al 0.05 en la comparacion entre el
grupo experimental al 25 % y 50 % y el control negativo (Etanol 70°) en el ensayo microbiolégico con la cepa bacteriana
Streptococcus mutans ATCC 25175. Esto es evidencia de que no existe diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo al 25 % y 50% de experimentacion y el control negativo (Etanol 70°), evidenciando que no existe actividad
antibacteriana en el grupo 25 % y 50%. Porotro lado, los valores de la significancia asintética bilateral son menores al 0.05

entre los grupos experimentales 75 %, y 90% en la comparacion con el control negativo (Etanol 70°), esto es evidencia de
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gue si existen diferencias estadisticamente significativas entrelos grupos experimentales y el control negativo.
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Tabla 9. Prueba de subconjuntos para Streptococcus mutans ATCC 25175

Streptococcus mutans ATCC 25175

Grupo N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
Etanol 70° 1 6,
0 0
0
0
0
25 % 1 6,
0 0
0
0
0
50% 1 6,
0 0
0
0
0
75% 1 7
0 ,
8
2
0
0
90% 1 8
0 :
8
8
0
0
Clorhexidina 1 1
0.12% 0 9
9
6
4
0
Sig. 1, 1 1 1
0 , , ,
0 0 0 0
0 0 0 0
0 0 0




Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 10,000.

En la tabla 9, se puede observar que no todas las medias de los tratamientos aplicados
son distintas, existiendo grupos con medias iguales y grupos el cual difieren, ademas
a mayor concentracion del extracto se observa una mayor inhibicion, halos mas
grandes (se observa en forma de escalera), el extracto etandlico del epicarpio de
platano de seda (Musa paradisiaca L.) al 90% frente a cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175 tiene mayor diametro, dando como resultados halos de 8,88 mm
(sensibilidad baja), esto también se visualiza en la Figura 1. Por lo tanto, se acepta la

hipotesis alterna (H1) y se rechaza la hipétesis nula (HO).

Decision: El extracto etandlico del epicarpio de platano de seda (Musa paradisiacal.)
posee actividad antibacteriana a mayor concentracién frente a cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175.
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- Hipotesis especifica 3:

HO: El extracto etandlico del epicarpio de platano de seda (Musa paradisiacal..) al 25%,
50%, 75% y 90% no presenta mejor actividad antibacteriana frente a cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175 en comparacion con elfarmaco de referencia
(Clorhexidina 0.12%)

H1: El extracto etandlico del epicarpio de platano de seda (Musa paradisiacal..) al 25%,
50%, 75% y 90% presenta mejor actividad antibacteriana frente a cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175 en comparacion con el farmacode referencia
(Clorhexidina 0.12%)

En la Tabla 9, se evidencia para la cepa Streptococcus mutans ATCC 25175, que las
medias de los didmetros a diferentes concentraciones son inferiores a los obtenidos
por el control positivo y/o farmaco de referencia (Clorhexidina 0.12%), ello indica que
el bactericida utilizado como control positivo tienen mayor diametrode inhibicion. Por lo
tanto, se acepta la Hipétesis nula (HO) y se rechaza la Hipétesisalterna (H1).

Decision: El extracto etandlico del epicarpio de platano de seda (Musa paradisiacal.)
al 25%, 50%, 75% y 90% no presenta mejor actividad antibacteriana frente a cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175 en comparacién con el farmaco de referencia
(Clorhexidina 0.12%)
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IV.1.

DISCUSION
Discusion de resultados

Actualmente, las cascaras de diversos frutos son considerados como residuos sin
ninguna utilidad practica y mucho menos con alguna aplicacion bioldgica, por el
contrario, generan contaminacién de gran impacto negativo al medio ambiente, sin
embargo, esto es motivo de principales empresas e investigadoresde todo el mundo en
tratar de mitigar esta problematica con el uso de estos derivados de frutas con enfoques
y usos que beneficien a la poblacién. Por consiguiente, el presente estudio tiene por
objetivo principal determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico del
epicarpio de platano deseda (Musa paradisiaca L.) al 25%, 50%, 75% y 90% frente a
cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175,

En la primera hipétesis especifica, respecto al ensayo del tamizaje fitoquimico fueron
los compuestos fendlicos, alcaloides, lactonas a, B-insaturadas y antraquinonas los
principales metabolitos con mayor presencia, esto es evidencia el potencial efecto
biolégico que tiene este derivado del fruto de Musaparadisiaca L., los resultados
fitoquimicos de la presente investigacién son similares con el estudio de Behiry D, et al
(2019), quienes identificaron la presencia de compuestos fendlicos y flavonoides en la
cascara de Musa paradisiaca L., sin embargo, cabe resaltar que a pesar de tener
metabolitos secundarios semejantes, las investigaciones tuvieron diferencias en base
al usodel tipo de solvente para la maceracion, el cual corresponde al etanol de 70° y
metanol respectivamente, estas diferencias quimicas en la cantidad de carbonosradican
gue el metanol es el Unico alcohol que tiene tres hidrégenos en la base de su hidroxilo
a diferencia de otros alcoholes con mayores carbonos en su cadena ramificada?’.

En otro estudio realizado por Sutanti V y Anugrah A (2019) evidenciaron la presencia
de flavonoides, alcaloides, taninos, saponinas y triterpenoides en muestras del extracto
metandlico de cascara de Musa paradisiaca L. var. Bluggoe, resaltando que este
estudio se realiz6 en Indonesia sin embargo guarda relaciéon con los metabolitos
secundarios encontrados en el presente estudio, esto se deberia que a pesar de ser

muestras de diferentes paises tienen
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en comun la especie vegetal, asimismo, el tipo de suelo no ha sido indicador para
remarcar diferencias entre los metabolitos secundarios en cada estudio?®.
En la segunda hipotesis especifica, en el ensayo microbiolégico se evidencio quelas

concentraciones al 25%, 50%, 75% y 90% del extracto mostraron halos de

inhibiciébn de 6.00; 6.00, 7.82 y 8.88 mm respectivamente, estos resultados no
presentaron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) en los grupos
experimentales 25% y 50%, segun las comparaciones mdultiples de pruebas no
parameétricas con correccion Bonferroni, por otro lado, si presentd diferencias
estadisticamente significativas para los grupos experimentales 75% y 90 %, realizando
la contrastacion segun la escala interpretativa de Duraffourd y Lapraz(1983), que
considera nula el diametro del halo de inhibicion menor de 8 mm, sensible bajo si es
de 8 - 14 mm, muy sensible de 14 - 20 mm y sumamente sensible si el diametro es
mayor de 20 mm, por lo tanto se determin6 sensibilidadnula al grupo experimental del
75% debido a que el halo es 7.82 mm el cual no supera el halo minimo aceptable que
corresponde a 8.00 mm. Finalmente, el halo del 90% se considera un halo sensible bajo
por sobrepasar el rango minimo aceptable, ademas, de tener diferencias
estadisticamente significativas en beneficio del grupo experimental, por lo tanto el Gnico
grupo con actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico del epicarpio de
platano de seda (Musa paradisiaca L.) frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175, fueel grupo del 90%. Este estudio posee resultados semejantes al de Fairuz E
y et al (2022), quienes determinaron la presencia de actividad antibacteriana del
extracto de la cascara de Musa paradisiaca L. a dosis mayores frente a Porphyromonas
gingivalis, a pesar de que el estudio de Fairuz E y et al (2022) fue frente a una cepa
diferente al estudio presente, poseen resultados semejantes esto se deberia a que las
dos cepas tienen en comun el habitat a nivel bucal considerado como Porphyromonas
gingivalis y Streptococcus mutans?®.

En otro estudio realizado por Orccohuarancca R (2020), se evidenci6 la actividad
antibacteriana del extracto etandlico de hojas y cascara de Musa acuminata, estose
deberia a la presencia de alcaloides que tienen actividad antibacteriana el cual se le
conoce como inhibidor de la sintesis de ADN, estos metabolitos secundarios son

compuestos nitrogenados heterociclicos que contienen al
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menos un atomo de nitrégeno, este grupo de bases reacciona con compuestos acidos
en la célula bacteriana como el ADN, que es el componente principal delnucleo
celular®,

Otro aspecto por el cual se relaciona la actividad antibacteriana es debido a la
presencia de taninos, flavonoides y saponinas en el estudio de Morales A (2020)el cual
evidenciaron la actividad antibacteriana de los extractos etandlicos de la cascara de
platano (Musa paradisiaca) frente a Propionibacterium acnes, esta actividad biologica
se deberia a que los flavonoides inhiben la sintesis de &cidosnucleicos de las bacterias
a través del anillo del grupo B que tiene un papel en el proceso de intercalaciéon del
ADN, o a través de enlaces de hidrogeno con la disposicién béasica de los acidos
nucleicos de las bacterias que inhibiran la sintesis de ADN o ARN. Ademas, los
flavonoides tienen la capacidad de interferircon la actividad de la transpeptidasa
peptidoglicano de modo que se altera la formacién de la pared celular, el cual genera
como resultado que la célula bacteriana no soporta la presién osmética interna, donde
es suficiente para romper las células que destruyen las paredes celulares eliminando

al agente microbiano®°.

En la tercera hipoétesis especifica en el ensayo microbiolégico se evidencié que las

concentraciones al 25%, 50%, 75% y 90% del extracto mostraron halos de

inhibicion de 6.00; 6.00, 7.82 y 8.88 mm respectivamente, frente al 19.96% que posee
la clorhexidina 0.12%, asimismo estos resultados presentaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) en los grupos experimentales del 25%, 50%,
75% y 90% segun las comparaciones multiples de pruebas no paramétricas con
correccion Bonferroni a favor del grupo de la clorhexidina 0.12%, evidenciando que
ninguno de los halos de inhibicibn presentes, superan el efecto inhibidor de la
clorhexidina 0.12%.

Esto se debe a que la clorhexidina (CHX) se ha usado en la practica dental comoagente
antiséptico desde 1970, debido a su actividad antibacteriana de larga duracion con un
amplio espectro de accion. Desde entonces, muchos ensayos clinicos han mostrado
resultados favorables de clorhexidina para el manejo clinico de la placa dental,
inflamacion y sangrado gingival. Esto esta respaldadopor investigaciones que utilizan

meétodos in vitro y reportan resultados positivos
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de clorhexidina en la disminucién de proliferacién de cepas bacterianas relacionadas
con patologias periodontales, como Enterobacterias, Porphyromonas gingivalis,
Fusobacterium nucleatum, especies de Actinomyces y Streptococcus, incluido
Streptococcus mutans, que se considera el principal agente etiolégico de la caries
dental. Asimismo, la clorhexidina es efectivo en eltratamiento de la halitosis, reduciendo
los niveles de bacterias asociadas con lahalitosis que colonizan la superficie dorsal de

la lengua®®

Estos resultados son semejantes al estudio de Jaimes Z y Tovar M (2020) quienes
evidenciaron que el extracto hidroalcohdlico de Musa cavendishii Lamb. (Platano
morado) a pesar de tener un efecto inhibidor aceptable, este no superaal farmaco usado
como referencia(clorhexidina 0.12%.), los resultados a pesar de ser semejantes y tener
en comun el mismo género vegetal, poseen una diferencia frente a la comparacion de
sus extractos con el farmaco de referencia(Clorhexidina 0.12%) 2.

Otro estudio realizado por Ortiz F y et al (2021), evaluaron el efecto antibacteriana de
Musa acuminata frente Enterococcus faecalis al 50 % y 100 %,evidenciando que las
concentraciones experimentales no superaron el efecto antibacteriana del farmaco de
referencia y/o control positivo usado (clorhexidinaal 0,12%)%2.

Segun los andlisis en el presente estudio, estos resultan ser prometedores y confuturas
aplicaciones en el ambito de la salud para el aprovechamiento integral deeste fruto que

se obtiene facilmente por parte de los usuarios.
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IV.2. Conclusiones

1. El extracto etanodlico del epicarpio de platano de seda (Musa
paradisiaca L.) presenta actividad antibacteriana frente a cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175

2. Los metabolitos secundarios que se identificaron mediante la marcha
fitoquimica del extracto etandlico del epicarpio de platano de seda (Musaparadisiaca L.)
fueron los compuestos fendlicos, alcaloides, lactonas a,B-insaturadas y antraguinonas,
estos serian los responsables de la actividad antibacteriana frente a cepas de
Streptococcus mutans ATCC25175.

3. La concentracién del extracto etandlico del epicarpio de platano de seda

(Musa paradisiaca L.) que posee efecto antibacteriana es del 90%.

4, El extracto etandlico del epicarpio de platano de seda (Musa
paradisiaca L.) a las concentraciones del 25%, 50%, 75% y 90% no superan el efecto
inhibidor de la Clorhexidina 0.12% frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175.
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IV.3.

Recomendaciones

Realizar investigaciones utilizando el epicarpio de platano frente a otros
microorganismos como hongos, parasitos, para obtenerresultados que aporten el uso

integral de este fruto.

Ejecutar estudios con diferentes métodos microbiolégicos para comparar con los

ensayos realizados en los antecedentes.

Efectuar investigaciones con enfoque farmacoldgico in vivo que aporten aspectos

innovadores de este residuo derivado del platano.

Realizar estudios de aspecto farmacoldgico con técnicas in vitro que permitan fortalecer
el conocimiento quimico y estructural del epicarpiode platano que hasta la actualidad es
considerado un residuo sin tomar en cuenta los beneficios biologicos y el impacto

medioambientalque conlleva su aprovechamiento.
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ANEXO A: Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

FARMACIA'Y BIOQUIMICA

xUMA

Universidad
Maria Auxiliadora

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD ESCUELA PROFESIONAL DE

FICHA DE OBSERVACION DE LA PRUEBA DE SOLUBILIDAD

“ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL
EPICARPIO DE PLATANO DE SEDA (Musa paradisiaca L.) FRENTE A CEPAS

DE Streptococcus mutans ATCC 25175”

TUBOS SOLVENTES RESULTADO

Tubo (1) Eter de petroleo
(a2 ml)

Tubo (2) Diclorometano
(2 ml)

Tubo (3) Cloroformo (1
ml)

Tubo (4) Butanol (1 ml)

Tubo (5) Etanol 96 (1 ml)

Tubo (6) Metanol (1ml)

Tubo (7) Agua destilada
(Aml)

Tubo (8) Acido acético
(Aml)

Tubo (9) Etanol 70 (1ml)

Leyen
da:

No soluble o Insoluble (-)
Poco soluble (+)

Mediana o moderadamente Soluble (++)
Completamente soluble (+++)
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xUMA

Universidad
Maria Auxiliadora

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD ESCUELA PROFESIONAL DE
FARMACIA Y BIOQUIMICA FICHA DE OBSERVACION DE SCREENING
FITOQUIMICO

“ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL
EPICARPIO DE PLATANO DE SEDA (Musa paradisiaca L.) FRENTE A CEPAS

DE Streptococcus mutans ATCC 25175”

Metabolitos Reactivo De R Com
Secundarios Identificacion es entar
ult io
ad
0
Mayer
Alcaloides Wagner
Dragendorff
Shinoda
Compuestos CIoru_ro férrico
Fendlicos y Gelatina al 1%
Flavonoides Gelatina-sal
Terpenos y Liebermann-
esteroides Burchard
Antocianinas Hidroxido de
Sodio al 10%
Antraquinonas Reaccion de
Bortranger
Lactonas a, B- Baljet
insaturadas
Saponinas indice
afrosimétrico
Metabolitos Reactivo de R Com
Primarios Identificacion es entar
ult io
ad
0
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Azlcares Fehling Ay B

reductores -
Benedict

Leyenda:

(-) La coloracion o precipitado no se evidencia
(+) La coloracion o precipitado se evidencia poco
(++) La coloracion o precipitado se evidenciamoderadamente

(+++) La coloracion o precipitado se evidencia notablemente
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xUMA

Universidad
Maria Auxiliadora

FARMACIA'Y BIOQUIMICA

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD ESCUELA PROFESIONAL DE

FICHA DE OBSERVACION DEL ENSAYO MICROBIOLOGICO

“ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL
EPICARPIO DE PLATANO DE SEDA (Musa paradisiaca L.) FRENTE A CEPAS

DE Streptococcus mutans ATCC 25175”

DETERMINACION DE HALOS DE INHIBICION FRENTE A CEPAS DE

Z

o

Q0O 9 TT O Q

GR GRU

U PO 2
P Conc
0] entra
1 cion
( al
B 25%
[
a
n
c
o]
)

Streptococcus
mutans ATCC 25175
GRU GRU
PO 3 PO 4
Concentr Conc
acio entra
nal cion

50%

al
75%

GRU
PO 5
Concentr
acioé
nal
90%

oQ0UCITO

OPRP OO NODIN|BDIWIN|E
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LEYENDA: Escala interpretativa Duraffourd y Lapraz (1983)
(-) Nula: Didmetro (< 8 mm)

(+) Sensible bajo: Diametro (8 - 14 mm)

(++) Medio (muy sensible): Diametro (14 - 20 mm)

(+++) Sumamente sensible: Didmetro (> 20 mm)
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ANEXO B: Matriz de consistencia

Formulacion del problema

Objetivos

Hipotesis

Problema General

Objetivo General

Hipo6tesis General

¢ El extracto etandlico del epicarpio de
platanode seda (Musa paradisiaca L.)
al 25%, 50% 75% y 90% presentara
actividad antibacteriana in  vitro
frente a cepas de

Streptococcus mutans ATCC 251757

Determinar la actividad
antibacteriana in vitro del extracto
etandlico del epicarpio de platanode
seda (Musa paradisiaca L.) al 25%,
50%, 75% y 90% frente a cepas de
Streptococcus

mutans ATCC 25175

El extracto etandlico del epicarpio
de platano de seda (Musa
paradisiaca L.) al 25%, 50%,75% y

90% presenta actividad
antibacteriana in vitro frente a
cepas de

Streptococcus mutans ATCC 25175

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipotesis Especificas

¢ Qué tipo de metabolitos
secundarios con actividad
antibacteriana in vitro poseera el
extracto etandlico del epicarpio de
platano de

seda (Musa paradisiaca L.)?

Identificar los tipos de metabolitos
secundarios presentes en el extracto
etandlico del epicarpio de platano
de seda

(Musa paradisiaca L.).

El extracto etanodlico del epicarpio
de platano de seda (Musa
paradisiaca L.) posee metabolitos
secundarios con actividad

antibacteriana.

¢A qué concentracion el extracto
etandlico delepicarpio de platano de
seda (Musa  paradisiaca L.)
presentara actividad antibacteriana
in vitro frente a cepas de

Streptococcus mutans ATCC 251757

Determinar a qué concentracion el
extracto etanodlico del epicarpio de
platano de seda (Musa paradisiaca
L.) presentard& mayor actividad
antibacteriana in vitro frente a cepas

de Streptococcus mutans ATCC
25175.

El extracto etanolico del epicarpio
de platano de seda (Musa
paradisiaca L.) posee actividad
antibacteriana a mayor
concentracion frente a cepas de

Streptococcus mutans ATCC 25175
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,Cudl serd la susceptibilidad
antibacteriana del extracto etandlico
del epicarpio de platano de seda
(Musa paradisiaca L.) al 25%, 50%,
75% y 90% comparados con farmaco
de referencia frente a cepas de
Streptococcus

mutans ATCC 25175.

Evaluar la actividad antibacteriana in
vitro del extracto etandlico del
epicarpio de platano deseda (Musa
paradisiaca L.) al 25%, 50%, 75%Yy
90% frente a cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175
comparados con el

farmaco de referencia (Clorhexidina
0.12%).

El extracto etanodlico del epicarpio
de platano de seda (Musa
paradisiaca L.) al 25%, 50%,75% y
90% presenta mejor actividad
antibacteriana frente a cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175
en
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comparacion con el
maco de
referencia(Clorhexidina 0.12%).

far

PROCEDIMIENTO PARA COLECTA DE DATOS

1. Recoleccion de la muestra vegetal.
2. Certificacion de la especie vegetal.

3. Prueba de solubilidad, marcha fitoquimica del extracto etandlico del epicarpio de platano de seda (Musa paradisiaca L.).
4. Actividad antibacteriana del extracto etandlico del epicarpio de platano de seda (Musa paradisiaca L.).

5. Andlisis y procesamiento de los datos.
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Anexo C. Operacionalizacion de las variables

DEFI DEFI E N°

VARIAB NICIO NICION DIME INDICA S DE v
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DI

Cl

0
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Ant +
OCla +
Presenci glna :
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LE obteni tracion rios mpu d
INDEPE da por del gStO ﬁt
NDIENT macer ext feno e

E acion racto lico

Extracto etanoli s +
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ANEXO D. Certificado Taxonémico

s Shlg,

RS
CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

J0SE RCARDO CAMPOS DE LA CAUL. BIOLDGD COLERMADD. D8P 3736 - INSCRITO EN EL REGISTRO 0E  PROFESIONALES QU REMIZAN CERTIFCACINES
0 IDENTIFICACION TAXIINOMICA DE ESPECINENES Y PRODUCTES DE FLORA - RESOLUCION RECTORAL N2 0311-2013- MINAGR)-0GFFS-OGEFFS.

CERTIFICA:

Que, las bachilleres CUELLAR TELLO, ESTHEFANY JANETH y RIVERA GOMEZ, ZU-
LEMA ISABEL. Tesistas de la Universidad Maria Auxiliadors. Facultad de Ciencias de la Sa-
lud. Escucla Profesional de Fammacia y Bioguimica, para desarrollar el proyecto de tesis titulado:
ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA in vitro DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL EPICARPIO
DE PLATANO DE SEDA (Musa paradisiaca L.) FRENTE A CEPAS DE Streptococcus mutans
ATCC 25175, han solicitado la identificacion y certificacion botdnica de una planta de platano
procedente del distrito de Querecatillo, provineia de Sullana, del departamento de Piura, donde ¢s
conocida con el nombre vulgar de “plitano de seda”; la muestra ha sido estudiada y determinada
como Musa x paradisiaca L. Segin la base de W*Tropicos del Missouri Botanical Garden que
sigue ¢l sistema moderno de clasificacion de las angiospermas (APG), la especie identificada se
ubican ¢n las siguientes categorias taxonémicas v clados:

Reino; Plantac

Division: Angiospermae
Clase: Equisctopsida

Subelase: Magnoliidace

Superorden: Lilianae

Orden: Zingiberales
Familia: Musaceae
Género: Musa
Especie: Musa x paradisiaca 1.,

Nombre vulgar: “plitano de seda”
Se expide la presente certificacion botdnica para fines de investigacion cientifica,

Lima. 22 de octubre del 2022

T

P\ ety . BI10LOCO
\&/ c.a.r.3708
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ANEXO E. Informe de andlisis de laboratorio

|- Santa Rosatil

LABORATORIO BIOLOGICO Y ANALISIS CLINICO

“Ano del Fortalecimiento de |s Soberania Nacional™

Informe de Resultados

Solicitado por:  Cuellar Tello, Esthefany Janeth

Rivera Gomez, Zulema Isabel
Muestra: Extracto epicarpio de platano de seda (Musa paradisiaca L)
Cantidad: 256 ¢r

Fecha de ensayo: 12-10-2022

Diametros de inhibicion en mm
L o | yeu & o | Clorhexidina | Etanol
o 75% 50% 25% 0.12% 70°

8.89 | 7.81 6 6 19.90 6

885 | 7.82 6 6 19.94 6

890 | 7.85 6 3 19.99 6

887 | 7.82 6 6 20.06 6

Streptococcus  [~g91 786 | 6 6 19.99 3
mugns J1CC "s86 | 780 | ® 6 19.98 i
A 890 [ 7.85 6 6 19.98 6
886 | 7.80 6 6 19.90 6

887 | 7.79 6 6 19.96 6

8.89 | 7.80 6 6 19.94 6

*Tamafo de pozo: 6Gmm, por lo que al reportarse 6 mm es indicativo gue no
existe formacidn halo de inhibicion
*Concentracion del inoculo: 1.5 x 10" UFC/mL

At

“ Lic. T.M. Walter A. Siri /Rodfiguez

CTMP. 10808

Jr. Comercio N° 597 Pachacamac Telf. 2311033 Cel. 941708196- 993446913
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ANEXO F. Certificado de Agar Mueller Hinton

m Certified - IS0 2001:2015, IS0 13485:2012 , WHO GAP

HiMedia Laboratories Private Limited

23, Vadhani Incustrial Estate, LB.5. Marg,

Nhombeai - 400086 , Website | www himedialabs com,
Email : inforihimedizlzsbs com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code : M173 Material Hame : Lot No : D0D0ASTIZ
Mueller Hinton Agar

Report No.: 040000843057 Date of Release & Report : 2018-09-24 Expiry Date ; 2023-09

Appearance
Cream to yellow homogeneous free flowing powder . Observed : Light yellow

Gelling
Firm, comparable with 1.7% agar gel.

Colour and Clarity of prepared medium
Light amber coloured clear to slight opalscent gel froms in Petri plates.

Reaction
Reaction of 3.8% wiv aqueous solution at 25°C.

pH
pH Range :7.20-7.40 Observed - 7.39

Cultural Response

Cudtural characteristics observed after incubation at 30-35°C for 18 -24 hours for bacterial cultures. For testing 5.pnuemoniae : The
medium was supplemented with 3% Sheep blood and incubated at 35°C for 16-18 hours at 3% C02 For testing Hinfluenaze 1 Yeast
extract & 2 vials 1 of Haemophilus Growth Supplement {FOM17 containing 13 mgl of Haematin + 13 mgfl of NAD) and incubated at 35°C
fior 20-24 hours at 3% C02

Antibiotic Sensitivity test
Various discs were tested for standard ATCC strains and zone of inhibition were measured after an incubation 30-35°C for 18 hours.
{As per the latest CLSI Protocol MG & Standards as per the current CLS1 K00}

Thymine/Thymidine Content
# The zones for these discs are indicative of the ThymineThymidine content of the medium.

Divalent Cation Content
* The zones for these dises are indicative of the Divalent Cation content of the medium

IOrzanism [mocalum (CET) [Growth IOtserved Lot [Recovery Ftandard Zone  [Tone of inhihition|
[valme (CELT) [0bserved
Escherichia coli ATCC 25922
[orowth promoting i3] Iuzuriant 72 4% - -
Amargclay AW 30 mcg - - - - 153-24 mm 2Imm
Ampiciilin AMP 10 mcg - - - - 16-12 mm 2lmm
ICeformime CTX 30 mcg - - - - 20-35 mm 33mm
\Cqfoiiim CX 30 mee - - - - 23-19 mm 28mm
[Cephalathin CEP 30mce - - - - 15-1]1 mm 20mm
PAGE:-1/4
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HIMEDIA

Certified : 150 9001:2015, IS0 13485:2012 , WHO GMP

HiMMedia Laboratories Private Limited
23, Vadheni Industrial Estate, LB.5. Marg,
Mamnbai - $086 | Website : www himedialabs. com,

Email - infiovimhimedialabes com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code : M1T3

Material Name :
Mueller Hinton Agar

Lot Ho + 0000ASTE2

Report No.: 040000849057

Date of Release & Report @ 2018-09-24

Expiry Date ; 202309

IChioramphenicol O 30 meg |- - - - 21-27 mm 26mm
ICiprofloxacin CIP Smce - - - - 30-40 mm 38mm
[enamicin GEN 10 moe - - - - 19-24 mm 24mm
JSulphgfirazele SF 300 mee |- - - - 15-23 mm 2lmm
[Terpoyveline TE 30 meg * - - - - 15-15 mm 24mm
|Co-Trimoeazole COT 25 mog #]- - - - 23-29 mm 28mm
Staphylococcus aureus ATCC 25923
[arawth promoting Th hixaumiant 54 4% -
Amoxgclay AWC 30 mcg - - - - -3 mm 35mm
Al Sulbactam A5 - - - - 20-37 mm 3mm
020 mce
ICephalothin CEP A0mes - - - - 20-37 mm 35mm
ICiprafloxacin CIP Smce - - - - 22-30 mm 20mm
\Erythromgcin E 15 mce - - - - 22-30 mm 28mm
\Lingzplid LT 30 mceg - - - - 25-32 mm 3lmm
(racillin OX Imeg - - - - 15-24 mm 23mm
\Pristinonpicin RP 15 mog - - - - 21-28 mm 27mm
[Teragyecling TE 30 mee # - - - - 24-30 mm 20mm
Famcomycin Fd 30 meg - - - - 17-21 mm 20mm
|Cp-Trimoxazole OOT 25 meg |- - - - 24-32 mm Flmm
[Cqfbeitin CX 30 meg - - - - 230 mm 2Tmm
Pseudomonas asruginosa ATCC 27853
\Grawth promonng a3 hizauriant 71 85% -
dmikacin AK 30 mep * - - - - 18-26 mm 25mm
Arreonmn AT Imee - - - - 23-0 mm 27mm
(Ceprhotaxime CTX 30 mcg - - - - 153-22 mm 2lmm
[Cghtanidime CAZ 30 mce - - - - 22-29 mm 27mm
|Ciprafloxacin CIP Smce - - - - 25-33 mm Jlmm
[Gentamicin GEN 10 mee # - - - - 16-21 mm 20mm
irmipenem JPAL 10 mep - - - - 20-28 mm 27mm
\Piperaciiiin PI 100 mce - - - - 25-33 mm Jlmm
[Ticarcillin'Claadamic acid - - - - 20-28 mm 27mm
ITCC TidOmeg
[Tobrampycin TOR 10 mcg * - - - - 10-25 mm 23mm
Escherichia coli ATCC 35218

PAGE - 214
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m Certified : IS0 2001:2015, IS0 13485:1012 , WHO GMF

HiMledia Laboratories Private Limited

23, Vadhani Industrial Estate, L. B.5. Marg,

Muumbai - 430086 , Website : www himedialabs.com,
Emuail : infivi@himedislabs com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code : M173 Material Name : Lot Mo ¢ DOD0ASTSM
Mueller Hinton Agar

Report No.: 040000849057 Date of Release & Report : 2018-03-24 Expiry Date ; 2023-09

|Grovwth promoting 75 hiariant 43 4% -

dmoxyeclay AMC 30 mcg - - - - 17-22 mm 2lmm

Ampiciliin AMP 10 mecg - - - - § mm fmm

Ampricil lin Sulbactam A5 - - - - 13-19 mm 18mm

a0 meg

\Piperaciilin PT 100 mee - - - - 12-18 mm 16mm

\Piperactilin Tobactam FIT |- - - - 24-30 mm 20mm

10 mee

\Ticarcillin IT 75 mcg - - - - § mm fmm

[Ticarcillin'Clavidanic acid - - - - 21-25 mm 23mm

ITCC T3/ 1 0meg

Enterococcus fascalis ATCC 29212

|Grovwth promoting L hiariant 58 4% -

|Co-Trimoxazole COT 15 mep |- - - - £ 20 mm (Clear 23mm

= o)

[Trimethoprim TR 5 mcg = - - - - 220 mm 2lmm

Famcomycin Fd 30 meg - - - 217 mm 2lmm

Staphylococcus aureus ATCC 43300 (MRSA)

|Grovwth promoting 28 hiariant 6 2% -

\Oneacillin O I mcg - - - - Very Hazy to o Mo zone
[Eone

Sterptococcus pneumonias ATCC 49619 (On Medium with 5% Sheep Blood)

\Growth pramaring [ m [ [ & = B

Neisseria gonorrhoeae ATCC 49226 (Incubated wib% CO2)

\Growth pramaring I [ | & T B

Haemophilus influenzae ATCC 49247 (On medium wi Y.E.,MAD & Hematin)

|Grovwth promoting 24 |'.u3'l.1ria.u.t | T | B% |- | -

. ATCC is a registered trade mark of the American Type Culture Collection
- MCTC and Mational Collection of Type Culture are registered trade mark of the Health Protection Agency

Control Media :
. For Bacteria : Soyabean Casein Digest Agar [ Columbia Blood Agar base enriched with 5% wiv SheepiHorse blood.
. For Yeast & Mold : Sabouraud Dextrose Agar.

- Al 150 11133 : 214 E ) control strains are included in the Guality parameter
. HiMedia Laboratories Pvt Ltd is Certified for 150 3001:2301 73, 150 13485:2042 , WHO GMP

PAGE - 34
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m Certified : IS0 9001:2015, IS0 13485:2011 , WHO GMFP

HiMledia Laboratories Private Limited

23, Vadhani Industrial Estate, L B.5. Marg,

Munnbeai - 400086 , Website : www himedialabs. com,
Email : infiova himedislabs com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code : M173 Material Mame : Lot Mo : D00035TSM
Mueller Hinton Agar

Report No.: 040000849057 Date of Release & Report : 20180924 Expiry Date : 202309

- Information for BSETSE Risk: The material was subjected to pH == 7.0 andior a temperature in excess of T3C for no less than 2
hours during the manufacturing process. The bovine raw material for this product was collected entirely from Indian Crigin animals
in a licensed based establishment The animals are inspected under a Gowt approved weterinarian’s supervision and were
apparently free from infectiows and contagious diseases. BSE (Bovine Spongiform Encephalopathyl TSE (Transmissible
Spongiferrm Encephalopathy) and dicxine are not known to exist in India. This material does not contain, nor is derived from the
specific risks material as defined in The Maharashtra Animal Preservation Act Govt. of Maharashtra, India.

STATUS OF THE MATERIAL : APPROVED

This is to certify that this lot passes and it confirms to the above mentioned tests and specifications . The information given here is

believed to be comect and accurate, however, both the information and products are offered without warmanty for any particulars use,

other than that specified in the current HiMedia manual or product sheets. The results reported were obtained at the time of releasa.
This document has been produced electromically and is vald

Microbiologist/'Sr.Executive Asst/DyiGC Manager DyiQA Manager
Microbiologist
24.09.2018

PAGE - 44
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ANEXO G. Certificado de analisis de Cepa Streptococcus mutans

Expiration Date: 2023/8/31

Release Information:

Quality Control Technologist: Madison C Vogt
Release Date: 2021/9/16

Microorganism Name: Streptococcus mutans
Catalog Number: 0266

Lot Number: 266-34**

Reference Number: ATCC® 25175™*
Passage from Reference: 2

Performance
Ilacroscoplc Features: Medium:
%%}ngr% umln cﬁm n&: dome shaped, entire edge, white and the SBAP
Iicroscopk: Features: Method:

Small gram positive cocci to ovoid cells occurring singly, in pairs and Gram Stain (1)
predominately in chains

ID System: MALDI-TOF (1) Other Features!/ Challenges: Results
See attached |D System results document. {1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): negative

%L/‘»/vpb-

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

**Dsclamer: The lazt dightis) of the lot rumber appeanng on $he product labe! and padung sip are merely @ packaging event number. The lot number displayed on this
cerficate = the actual base ot rumber

A, Refer 1o the enclosed product insert for instructions, intended use and hazard'safety Information.

" am tos

pr

]
CEMY 2285500

ATCC Ucensed )
Derivate

€ T AlCC Crsped Reiaivn Snvie ACS Lesnmet Do v ek 200 e ATCC BRIV

(1) These tests are acoeaited %o ISODNEC 17025

TESTING CERT #2655,01

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 10of 1 DOC 286
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

Meaning of Score Values
Range Interpretation Symbols Color
200-3.00 (+++) green
T70-198 o et
0.00- 1.69 (=) red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category Interpretation
A Hi t match fi fi t match is (1 i
&) PG Sanbdibon in whvch g Species 12 Kienical 10 the bast s '“Eﬁ"(zl'“‘i e confidence Menihcatbr i wiith
the species or genus is vdenbcal to the best maich, or (3) a non-identification
(B) Low consistency h consistency are not met. The best match is a high- or low-confidence
mlﬁc?& TB? 8— nx? m.atch rs (1) a high- or low-confidence identification in which genus is identical to the
a non-identification.
(C) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.
Run Creation Data/Time: 2021-09-15T11:17:25.874 MCV
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library

Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
D10 (+++) (A) 266-34 Streptococcus mutans

Comments:

N/A
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ANEXO H. Evidencias fotograficas TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Figura 2. Muestra de tipo platano de seda (Musa paradisiaca L.)

Figura 3. Seleccion de la fruta

Figura 4. Lavado de la muestra
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Figura 5. Trozado de la muestra

:'.,_,' ‘f ; )
Figura 6. Procedimiento de secado de la muestra

Figura 7. Procedimiento de molienda de la muestra
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Figura 10. Proceso de vertido en placas
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Figura 11. Obtencion de extracto seco

PRUEBA DE SOLUBILIDAD

Figura 13. Agitacion en el vortex
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Figura 14. Resultado de prueba de solubilidad

MARCHA FITOQUIMICA

Figura 15. Adicion de extracto a los tubos de ensayo

Figura 16. Adicion del reactivo en la marcha fitoquimica
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Figura 17. Resultado de la marcha fitoquimica

ENSAYO MICROBIOLOGICO

Figura 18. Pesado del Agar

Figura 19. Autoclave para el uso en la prueba microbiologica
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Figura 21. Placas preparadas

Figura 22. Cepa biologica de tipo: Streptococcus mutans ATCC 25175
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Figura 25. Sembrado de la cepa bioldgicas en las placas
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Figura 27. Sustancias experimentales y controles

Figura 28. Adicidn de la sustancia experimental en la placa Petri
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Figura 31. Lectura de resultados

Figura 29. Incubacién
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ANEXO I. Porcentaje de rendimiento

Determinacion del porcentaje de rendimiento
Tenemos la cantidad de producto obrenido en la extraccion quimica.

. Pf
'\;[‘. — — |0ﬂ
Pi
Dénde: %E = porcentaje de rendimicnto

Pt = peso final (extracto scco)

Pi = peso inicial (muestra molida)

Fuente: Efecto de los extractos secos cloroférmico y de diclorometanode
Tropaeolum tuberosum (Ruiz & Pavon) mashua sobre los parametros seminales
y toxicidad aguda

http://www.scielo.orqg.co/pdf/rccaf/v48n1/0034-7418-rccgf-48-01-94.pdf

Extraccién por maceracion

ac B
E = S—Hx 100 = 12.8%
2004

Pf= 25.6 gr extracto seco obtenidoPi = 200 gr. muestramolida
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http://www.scielo.org.co/pdf/rccqf/v48n1/0034-7418-rccqf-48-01-94.pdf

ANEXO J. Certificado de sangre de carnero

'?‘»’“Q%" . e s o
% Certificado de Analisis
A

Fecha de Emision
10/10/2022

Cadigo Producto: SC001
Descripcion: Sangre de Carnero, Estéril.

Lote: BO1519
Fecha de Coleccion:  07/10/2022
Fecha de Vencimiento: 07/11/2022

El producto fue colectado empleando técnica aséptica y se comprobd la esterilidad por cultivo

en medio nutritivo.
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