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RESUMEN

Objetivo: Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto etanólico del

mesocarpio de Solanum sessiliflorum Dunal (Cocona) frente a Proteus mirabilis

ATCC 29906

Materiales y métodos: Investigación de enfoque cuantitativo, tipo experimental,

explicativo, transversal, población de 10 kilos de frutos de Solanum sessiliflorum

Dunal (cocona) y cepa de Proteus mirabilis ATCC 29906, por otro lado, la muestra

estuvo constituida por 6 kg de mesocarpio o pulpa. El procedimiento fitoquímico fue

la marcha fitoquímica, se utilizó 0,5 g de extracto seco en los 14 tubos de ensayos

según la metodología de Olga Lock y el método microbiológico usado fue el de

difusión en pozos (Kirby Bauer modificado) y estuvo constituida de los grupos

experimentales al 25 %, 50 % y 75 %, grupo control Ciprofloxacino 25 µg y Etanol

70 %.

Resultados: Los metabolitos secundarios que se detectaron en la prueba del

tamizaje fitoquímico del extracto etanólico del mesocarpio de Solanum sessiliflorum

Dunal (Cocona) fueron las lactonas α, β-insaturadas, compuestos fenólicos,

antocianinas y saponinas; antraquinonas, terpenos y esteroides, alcaloides y

flavonoides.

Por otro lado, mediante la prueba de ANOVA (p<0,05) y Tukey, se demostró como

resultado diferencia estadísticamente significativa entre los grupos experimentales

al 25 %, 50 % y 75 % y Etanol, frente a Proteus mirabilis ATCC 29906

Conclusión: El extracto etanólico del mesocarpio de Solanum sessiliflorum Dunal

(Cocona) presenta actividad antibacteriana frente a Proteus mirabilis ATCC 29906.

Palabras clave: Solanum sessiliflorum Dunal; antibacteriano; extracto etanólico
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ABSTRACT

Objective: To determine the in vitro antibacterial activity of the ethanolic extract of

the mesocarp of Solanum sessiliflorum Dunal (Cocona) against Proteus mirabilis

ATCC 29906

Materials and methods: Research with a quantitative approach, experimental,

explanatory, cross-sectional, population of 10 kilos of Solanum sessiliflorum Dunal

(cocona) fruits and Proteus mirabilis ATCC 29906 strain, on the other hand, the

sample consisted of 6 kg of mesocarp or pulp. The phytochemical procedure was

the phytochemical march, 0.5 g of dry extract was obtained in the 14 test tubes

according to Olga Lock's methodology and the microbiological method used was

diffusion in wells (modified Kirby Bauer) and consisted of the following experimental

groups at 25%, 50% and 75%, control group Ciprofloxacin 25 µg and Ethanol 70%.

Results: The secondary metabolites that were detected in the phytochemical

screening test of the ethanolic extract of the Solanum sessiliflorum Dunal (Cocona)

mesocarp were α, β-unsaturated lactones, phenolic compounds, anthocyanins and

saponins; anthraquinones, terpenes and steroids, alkaloids and flavonoids.

On the other hand, using the ANOVA test (p<0.05) and Tukey, a statistically

significant difference was produced between the experimental groups at 25%, 50%

and 75% and Ethanol, compared to Proteus mirabilis ATCC 29906.

Conclusion: The ethanolic extract of the mesocarp of Solanum sessiliflorum Dunal

(Cocona) presents antibacterial activity against Proteus mirabilis ATCC 29906.

Keywords: Solanum sessiliflorum Dunal; antibacterial; ethanolic extract
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I. INTRODUCCIÓN

Las enterobacterias son un amplio grupo de procariotas que se les denomina

gammaproteobacterias y se caracterizan por no ser formadores de esporas, estos

se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza e incluso forman parte del

microbiota presente en el intestino de los seres humanos y otros animales incluso

en los insectos, en donde son causantes de patologías intestinales y

extraintestinales.1,2 Uno de las especies que pertenece a este grupo es Proteus

mirabilis, agente etiológico de amplia variedad de patologías a nivel cutáneo,

gastrointestinal, pero sobre genera una enfermedad a nivel de las vías urinarias la

cual se denomina infección del tracto urinario asociado a catéter y afecta

principalmente a los adultos mayores.3

La prevalencia a nivel mundial de esta bacteria se encuentra muy bien reportada,

ya que existe reportes tanto en países desarrollados como en subdesarrollados,

algunos informes provienen de países como China en donde se ha evidenciado que

la intoxicación alimentaria a causa de este microorganismo representa el 3, 61 %

de todos incidentes relacionados a alimentos4, en India se halló que de 65 muestras

de orina de pacientes con infección urinaria el 10, 7 % tuvo la presencia de esta

bacteria5, en Irak se hallaron muestras Proteus mirabilis con resistencia a los

antibióticos en el 100 % de pacientes diabéticos de un hospital local6, en Japón se

reportó que la resistencia de este microrganismo contra antibióticos del grupo de

las quinolonas sigue en aumento desde el año 20027,  en Francia el 26, 9 % de los

aislamientos de esta bacteria provenientes de diferentes hospitales confirmó la

resistencia contra antibióticos betalactámicos como las penicilinas8, mientras que

en Nigeria el 7 % de las mujeres embarazadas presento infección urinaria a causa

de P. mirabilis9 y en Estados Unidos esta bacteria se halló en el 2 % de pacientes

a nivel nacional.10

En el Perú un estudio realizado en una clínica indico que esta bacteria afecta al 1,7

y 3,4 % de pacientes internados y ambulatorios respectivamente11, mientras que

otro trabajo de investigación determino que Proteus mirabilis fue uno de los

patógenos más previamente en ocasionar infecciones en pacientes mujeres.12 Ha

pesar que la prevalencia no es tan elevada como en otros países los autores han

indicado que, al no existir reportes locales sobre esta bacteria, esto provocaría los
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aumentos en la morbimortalidad en pacientes, principalmente geriátricos, que

sufren infecciones a causa de esta bacteria.11

En los últimos cinco años ya se ha estado evaluando el uso de diversas sustancias

químicas, tales como fármacos, productos naturales, entre otros, para el

tratamiento eficaz y seguro contra este microrganismo, pero algunos de estos

tratamientos no solo no se encuentran disponibles en nuestro país, sino que

también no estarían al alcance de todos los usuarios que lo requieran, como por

ejemplo la terapia con bacteriófagos.13,14

Por otro lado, también se ha reportado que cada vez son los antibióticos que han

perdido eficacia en la erradicación de este microrganismo, tales como cloranfenicol,

ciprofloxacino, trimetoprima-sulfametoxazol y algunos betalactámicos, lo que

significa que la resistencia en contra de los antibióticos está aumentando.15

Es por ello que se requiere evaluar nuevas alternativas en el tratamiento de

infecciones ocasionadas por Proteus mirabilis, la cual cada vez adquiere mayor

resistencia. Por lo tanto, la Organización Mundial de la Salud (OMS) sugiere que

tomen acciones coordinadas como por ejemplo la inversión e incentivación en el

estudio de nuevas moléculas con propiedades antibacterianas las cuales pueden

estar presentes en los productos naturales16 como las plantas que habitan en

diferentes regiones de nuestro país y que cada vez van tomando más protagonismo

en el área de la medicina.

Proteus mirabilis es una bacteria gramnegativa con forma de bastón que existe

ampliamente en el medio natural y que destaca por su motilidad en forma de

enjambre y su actividad ureásica. Es considerado como agente etiológico de

infecciones complicadas del tracto urinario (ITU), especialmente de las asociadas

a catéteres. Clínicamente, forma una biopelícula cristalina en la superficie exterior

y en la cavidad interior del catéter permanente uretral debido a su biomineralización

ureolítica. Esto provoca la incrustación y el bloqueo de la sonda y, en la mayoría de

los casos, se acompaña de retención de orina e ITU ascendente, causando cistitis,

pielonefritis y el desarrollo de cálculos vesicales o renales, o incluso complicaciones

mortales como la septicemia y el shock endotóxico.17,18 P. mirabilis fue sensible a

una amplia variedad de antibióticos pero en los últimos años ha ido adquiriendo una

mayor resistencia hacia los efectos de estos, en un inicio se utilizaban
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carbapenémicos como principal pilar para su tratamiento pero esto ha cambiado

luego del descubrimiento de algunas cepas productoras de carbapenemasas.19

Cocona (Solanum sessiliflorum Dunal) es un arbusto que crece en la región

amazónica de nuestro país y es conocida también como cucuna, maná o tomate de

indio, esta planta tiene un fruto que es utilizado en la gastronomía de ciertas

regiones ya que con él se puede preparar jugos, jaleas, etc. Pero también posee

un importante aporte terapéutico ya que diversas partes del fruto presentan

actividad anticancerígena, antiinflamatoria, antimicrobiana y antioxidante, esto se

debe a la presencia de fitoconstituyente químicos tales como compuestos fenólicos,

carotenoides, cumarinas, antocianinas, taninos, entre otros. Además, son una

importante de nutrientes ya que presentan minerales como selenio, fosforo y

hierro.20,21

Entre los antecedentes nacionales están los estudios de:

Alvia C y Olortegui A (2022), en su investigación tuvieron como objetivo evaluar

la capacidad antibacteriana de la pulpa de cocona contra bacterias grampositivas

mediante la técnica de Kirby Bauer y además realizaron el tamizaje fitoquímico, en

su estudio experimental y transversal identificaron como principales metabolitos

secundarios a los taninos, alcaloides, etc. Mientras que en el análisis microbiológico

los halos de inhibición fueron mayores para Streptococcus pyogenes, concluyendo

que la pulpa de la cocona inhibió el crecimiento de esta bacteria.22

Robles P y Espinoza G (2021), en su tesis plantearon como objetivo determinar la

actividad antibacteriana del epicarpio de cocona frente a Staphylococcus aureus y

Salmonella enteritidis, en su estudio aplicaron la técnica de difusión en agar y el

extracto etanólico lo realizaron por maceración durante 10 días, como resultado

principal hallaron que las concentraciones del extracto al 50 y 75 % mostraron halos

de inhibición significativos frente a ambas bacterias, concluyendo que dicho

extracto de cascara de cocona si presenta el efecto deseado.23

Navarro R y Baltazar K (2022), en su investigación tuvieron como objetivo analizar

el efecto antibacteriano de las hojas de Solanum aphyodendron S. Knapp (olmish),

frente a bacterias enteropatógenas, la técnica de extracción fue maceración y

extracto se llevó a concentraciones del 25, 50 y 90 %, mientras que para la
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evaluación microbiológica se utilizó la técnica de Kirby Bauer, como resultados

obtuvieron que Shigella sonnei presento sensibilidad ante las tres concentraciones

elaboradas en comparación que las otras bacterias, concluyendo que el extracto de

hojas presento efecto antibacteriano.24

Gamboa L (2020), en su estudio tuvo como objetivo determinar el efecto

antibacteriano del extracto etanólico de Solanum tuberosum (chuño negro) frente a

Streptococcus mutans mediante la técnica de difusión en pozos y el extracto se

llevó a las concentraciones de 25, 50 y 75 %, como resultados hallo que la

concentración el 75 % fue muy sensible contra la cepa empleada, concluyendo que

el extracto de S. tuberosum a su concentración más alta tuvo el efecto esperado.25

Coaquira S y Quispe R (2020), en su investigación tuvieron como objetivo principal

comparar el efecto antibacteriano de tres marcas de tocosh frente a Staphylococcus

aureus, para ello se prepararon concentraciones de 12, 5; 25; 50; 60; 70; 80; 90 y

100 % del extracto elaborado, como resultados hallaron que el extracto de la marca

1 fue muy optimo a las concentraciones de 80; 90 y 100 %, mientras que para la

marca 2 la concentración al 100 % fue la mejor, de igual manera para la marca 3,

concluyendo que la marca 1 es más eficaz que las otras marcas utilizadas.26

Como antecedentes internacionales tenemos:

Dalenogare J, et al. (2022), en su estudio evaluaron las características

fitoquímicas, así como sus propiedades farmacológicas y toxicidad del fruto de

Solanum sessiliflorum, en cuanto a su actividad antibacteriana se utilizaron cepas

de Aeromonas caviae, Pseudomonas aeruginosa y Sphingomonas paucimobilis,

como resultados principales hallaron que los compuestos fenólicos fue el principal

metabolito secundario identificado y que las tres cepas bacterianas fueron sensibles

frente al extracto etanólico, concluyendo que la cocona presenta propiedades

antibacterianas.27

Ramon J y Galeano P (2020), en su estudio tuvieron como objetivo evaluar las

actividades antioxidante y antibacteriana de diez especies del género Solanum

incluida la cocona, para ello se elaboró el extracto metanólico de las hojas de cada

especie en estudio y se sometieron frente a Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus

aureus y Escherichia coli, como resultados en cuanto a la propiedades
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antibacterianas hallaron que el extracto metanólico de la cocona no inhibió el

crecimiento de las bacterias empleadas, concluyendo que esta especie vegetal no

presento un efecto antibacteriano superior a comparación de los otros ejemplares.28

Arage M, et al. (2022), en su investigación tuvieron como objetivo analizar la

capacidad antibacteriana del extracto metanólico del fruto de Solanum anguivi, para

ello se realizó la técnica de maceración en frio, el extracto elaborado se llevó a una

concentración del 80 % y se evaluó frente a cinco diferentes bacterias, como

resultados obtuvieron el extracto en estudio fue muy eficaz principalmente contra

las cepas de Salmonella enterica serovar Typhimurium, concluyendo que el fruto

de dicha especie vegetal presento propiedades antibacterianas.29

Waithaka P, et al. (2019), tuvieron como objetivo principal evaluar la actividad

antibacteriana del extracto de la raíz de Solanum incanum frente a bacterias

patógenas del agua, los extractos se elaboraron con diferentes solventes tales

como etanol, metanol y agua, como resultado principal se halló que no existe

diferencia estadísticamente significativa entre los halos de inhibición por cada

patógeno utilizado (p=0,07), concluyendo que esta especie vegetal presenta una

adecuada actividad antibacteriana.30

Tegegne M, et al. (2021), en su estudio tuvieron como objetivo evaluar la capacidad

antibacteriana de los extractos del fruto de Solanum anguiviJusticia además de

realizar el tamizaje fitoquímico cualitativo, en cuanto a la metodología

antibacteriana utilizaron la técnica de difusión en pozos de agar, como resultados

para la prueba fitoquímica identificaron la presencia de alcaloides y compuestos

fenólicos principalmente y por otro lado se hallaron halos de inhibición entre 12,5 a

16,75 mm para bacterias grampositivas y gramnegativas, concluyendo que el fruto

de la especie vegetal en estudio si presento actividad antibacteriana.31

La justificación teórica del proyecto de tesis será aportar conocimiento

etnofarmacológico de Solanum sessiliflorum Dunal (cocona) pero resaltando los

beneficios terapéuticos del fruto, ya que hasta el momento no se ha hallado la

suficiente información acerca de sus propiedades farmacológicas, así como

estudios que las analicen y evalúen. Al ser un fruto no muy conocido a nivel nacional

se corre el riesgo de perder su material genético32 a causa de la deforestación y la
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falta de conocimiento de los habitantes de otras regiones del país, por otro lado, al

ser un fruto al cual la población tiene fácil acceso, este podría contar como una

alternativa terapéutica para el tratamiento de infecciones bacterianas. De manera

practica se pretende incentivar a otros estudiantes de la carrera de farmacia y

bioquímica en la investigación de este producto natural, el cual podría ser fuente de

una nueva gama de moléculas con capacidad antibacteriana lo que permitiría más

adelante sintetizar un nuevo grupo de medicamentos antibióticos y finalmente las

técnicas que se emplearan en el desarrollo del siguiente proyecto, han validadas y

empleadas en otros estudios previos lo que demuestra que los resultados son

confiables y seguros.

El objetivo general del presente estudio fue determinar la actividad antibacteriana

in vitro del extracto etanólico del mesocarpio de Solanum sessiliflorum Dunal

(Cocona) frente a Proteus mirabilis ATCC 29906

La hipótesis general del estudio es la siguiente:

El extracto etanólico del mesocarpio de Solanum sessiliflorum Dunal (Cocona)

presenta actividad antibacteriana in vitro frente a Proteus mirabilis ATCC 29906

Las hipótesis secundarias serán las siguientes:
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II. MATERIALES Y MÉTODOS
II.1. Enfoque y diseño de la investigación

Enfoque: Cuantitativo, debido a que se realizaron mediciones con las cuales se

pueden obtener tendencias, plantear nuevas hipótesis y así construir teorías.33

Diseño: Experimental, porque se manipularon las variables establecidas para

verificar su relacion.33

Explicativo: Porque nos permitió hallar la causalidad de los eventos analizados.34

Transversal: Porque la recolección de los datos se realizó durante un tiempo

preciso.34

II.2. Población, muestra y muestreo

La población vegetal estuvo conformada por 10 kilos de frutos de cocona, los cuales

se recolectaron en la ciudad de Pucallpa, departamento de Ucayali, con una altitud

a 154 m.s.n.m. y su localización sobre el punto geográfico: Latitud sur 8°23' 11" S

y Longitud Oeste 74°31' 43 W

Por otro lado, la población biológica estuvo conformada por Proteus mirabilis ATCC

29906.

La muestra vegetal fue de 6 kg de mesocarpio o pulpa de los frutos de Solanum

sessiliflorum Dunal (cocona).

Criterios de inclusión:

§ Frutos con buena apariencia

§ Frutos maduros

Criterios de exclusión:

§ Frutos que presenten contaminación microbiana

§ Frutos que se encuentren en estado de descomposición
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§ Frutos con señales de golpes o abolladuras

§ Frutos con presencia de insectos

El muestreo será no probabilístico.

II.3. Variables de investigación

Variable Independiente: Extracto etanólico del mesocarpio de Solanum

sessiliflorum Dunal (Cocona)

Definición conceptual: Fracción liquida obtenida por maceración etanólica,

extraído del mesocarpio de Solanum sessiliflorum Dunal (Cocona)35.

Definición operacional: Concentración del extracto etanólico del mesocarpio de

Solanum sessiliflorum Dunal (Cocona)

Variable dependiente: Efecto antibacteriano in vitro frente a Proteus mirabilis

ATCC 29906

Definición conceptual: Es la capacidad de una determinada sustancia química

para inhibir el crecimiento o provocar lisis en la célula procariota36.

Definición operacional: Sensibilidad bacteriana frente al extracto etanólico del

mesocarpio de Solanum sessiliflorum Dunal (Cocona) obtenida por medición

del diámetro de los halos de inhibición.

II.4. Técnicas e instrumentos para la recolección de datos

La técnica que se utilizó fue la observación debido a que se prestó atención al

fenómeno que se produjo y además se tomó nota de todos los hechos durante la

investigación.37

El instrumento que se usó fue la ficha de recolección de datos, para ello se diseñó

uno para cada procedimiento realizado (fitoquímico y microbiológico).37



9

II.5. Plan metodológico para la recolección de datos

II.5.1. Recolección y reconocimiento de la muestra vegetal:

La recolección de los frutos de Solanum sessiliflorum (cocona) se llevó a cabo en

la ciudad de Pucallpa, departamento de Ucayali, luego estos se almacenaron en un

recipiente de tecnopor durante su traslado a Lima, en donde se realizó el

reconocimiento botánico de la especie vegetal por un especialista en identificación

taxonómica.

II.5.2. Preparación de la muestra vegetal

La preparación de la muestra vegetal se llevó a cabo en el laboratorio Santa Rosa,

el primer paso consistió en seleccionar los frutos de acuerdo a los criterios de

inclusión y exclusión previamente descritos, una vez realizada esta labor se

procedió a lavarlos con agua potable a chorro para retirar las impurezas y luego se

procedió a desinfectarlas con solución de hipoclorito 10 ppm durante 15 minutos,

luego se enjuagaron con agua destilada y se sometieron al ambiente. El siguiente

paso fue retirar la cascará de los frutos utilizando un cuchillo de acero inoxidable y

la pulpa se cortó en pedazos para ser llevados a la estufa a 40°C por 48 horas con

la finalidad de completar el proceso de deshidratación. Al finalizar el tiempo

establecido los trozos de frutos secos se pulverizaron en un mortero con ayuda de

un pilón y se almacenaron en un frasco de vidrio color ámbar.22

II.5.3. Preparación del extracto

La preparación del extracto se llevó a cabo utilizando la técnica de maceración para

lo cual se utilizó como solvente al etanol de 70 a una cantidad de 500 mL, luego se

procedió a macerar por 7 días en un lugar oscuro y libre de humedad con agitación

dinámica cada 24 horas.22

Al finalizar el proceso de maceración se procedió a filtrar el extracto etanólico

empleando papel filtro Whatman N° 1, el producto obtenido se almacenó en placa

Petri y se llevó a la estufa a 40°C por 48 horas para obtener el extracto crudo.22
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II.5.4. Porcentaje de rendimiento

Para hallar el porcentaje de rendimiento se utilizó la siguiente fórmula.38

Donde:

§ %E = Porcentaje de rendimiento

§ Pf = Peso final (Extracto seco obtenido)

§ Pi = Peso inicial (Muestra molida)

II.5.5. Prueba de solubilidad

Se utilizó 0.5 g del extracto crudo y 2 mL de los siguientes solventes Éter de

petróleo, diclorometano, cloroformo, butanol, etanol, metanol y agua destilada.23

II.5.6. Marcha fitoquímica del extracto
En el tamizaje fitoquímico se utilizó 0,5 g de extracto crudo en los 14 tubos de

ensayos según la metodología de Olga Lock, para ello se realizaron las siguientes

pruebas: Prueba de Baljet (Lactonas α, β insaturadas), prueba de Dragendorff,

Wagner y Mayer (alcaloides), prueba de Gelatina-sal y Gelatina (taninos), prueba

de NaOH 10 % (antocianinas), prueba de Cloruro férrico (compuestos fenólicos),

Prueba de Shinoda (flavonoides), prueba de Liebermann-Burchard (triterpenos y

esteroides), prueba de Índice Afro simétrico (saponinas) y prueba de Borntrager

(quinonas).39

II.5.7. Análisis Microbiológico

Como primer paso se elaboró el estándar al 0,5 de McFarland, para lo cual se

preparó una solución 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 preparó

una solución de ácido sulfúrico 0,18 M con 1,01 mL de dicha sustancia concentrada

en una fiola de 100 mL. Finalmente, para obtener el estándar se disolvió 0,5 y 95,

5 mL de cloruro de bario 0,048 M y ácido sulfúrico 0,18 M respectivamente40.

La activación de la cepa de Proteus mirabilis ATCC 29906 se realizó siguiendo las

instrucciones del fabricante, para ello se utilizó el Kiwik-stik del producto, una vez
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realizada esta operación con ayuda de un hisopo estéril se tomó una muestra de la

solución y colocó en un tubo con 5 mL de caldo soya tripticasa.41

Luego de la activación de la cepa se realizó una suspensión directa la cual se ajustó

comparándola de manera visual con el estándar de McFarland previamente

realizado. Al finalizar este proceso las cepas se sembraron en agar Mueller Hinton

mediante la técnica de estrías y girando la placa a 60°. 22

Los pozos se prepararon usando un material de acero estéril, el cual se añadió 30

uL de las concentraciones preparadas de los extractos, estos se distribuyeron de la

siguiente manera:

1. Pozos con extracto del mesocarpio de Solanum sessiliflorum al 25 %.

2. Pozos con extracto del mesocarpio de Solanum sessiliflorum al 50 %.

3. Pozos con extracto del mesocarpio de Solanum sessiliflorum al 75 %.

4. Control positivo: ciprofloxacino 5 µg

5. Control negativo: etanol 70º

Finalmente, las placas se colocaron en la estufa a 37°C de 24 a 48 horas, luego de

este tiempo se midieron los halos de inhibición con un vernier.22

II.6. Procesamiento del análisis estadístico

Los datos obtenidos del ensayo microbiológico fueron cargados en una base de

datos en una hoja de cálculo del programa Microsoft Excel y por otro lado se

emplearon técnicas de estadística descriptiva inferencial las cuales se realizaron

en el programa Statistical Package for Social Sciences – SPSS versión 27.

II.7. Aspectos éticos

El desarrollo de la investigación se realizó llevando a cabo la adecuada

manipulación de la cepa bacteriana, así como de los equipos e instrumentos de

laboratorios necesarios, por otro lado, también se evitaron contaminar el medio

ambiente realizando el adecuado desecho de los productos biológicos.
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III. RESULTADOS

III.1.  Prueba de Solubilidad

Tabla 1. Ensayo de solubilidad

TUBO SOLVENTE RESULTADOS
N° 1 Éter de petróleo -

N° 2 Diclorometano -

N° 3 Cloroformo -

N° 4 Butanol -

N° 5 Etanol 96 -

N° 6 Etanol 70 +++

N° 7 Metanol +

N° 8 Agua destilada ++

-: Insoluble; +: Poco soluble; ++: Medianamente soluble; +++: Muy soluble

El extracto etanólico del mesocarpio Cocona fue muy soluble en Etanol 70,

medianamente soluble en agua destilada y poco soluble en Metanol.
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III.2.  Tamizaje fitoquímico

Tabla 2. Tamizaje fitoquímico

TUBO ENSAYOS METABOLITO RESULTADO
N° 1 Borntrager Antraquinonas +

N° 2 Cloruro férrico Compuestos fenólicos ++

N° 3 Liebermann-Burchard Terpenos y esteroides +

N° 4 Dragendorff Alcaloides +

N° 5 Mayer Alcaloides -

N° 6 Wagner Alcaloides +

N° 7 Baljet Lactonas α, β-insaturadas +++

N° 8 Gelatina Taninos -

N° 9 Gelatina-sal Taninos -

N° 10 NaOH 10% Antocianinas ++

N° 11 Espuma Saponinas ++

N° 12 Shinoda Flavonoides +

(-): Ausencia; (+): Mínima; (++): Mediana (+++): Abundante presencia

La tabla 2 muestra que los principales metabolitos secundarios identificados fueron

lactonas α, β-insaturadas; compuestos fenólicos, antocianinas, saponinas,

principalmente.



14

III.3.  Ensayo microbiológico

Tabla 3. Halos de inhibición de ensayo microbiológico Proteus mirabilis ATCC

29906

Microorganismo

Diámetros de inhibición en mm

75% 50% 25% Ciprofloxacino
5ug

Etanol 70 °

Proteus
mirabilis

ATCC 29906

15.88 13.08 10.05 29.99 6

15.86 13.05 10.07 29.97 6

15.90 13.10 10.10 30.04 6

15.88 13.07 10.04 29.98 6

15.89 13.09 10.09 30.03 6

15.86 13.04 10.06 29.95 6

15.89 13.08 10.08 29.99 6

15.91 13.12 10.09 30.01 6

15.88 13.05 10.05 29.96 6

15.90 13.09 10.08 30.00 6

Media 15.89 13.08 10.07 29.99 6

*Tamaño de pozos: 6mm, al reportarse 6mm no existe formación halo de

inhibición

*Concentración del inoculo: 1.5 x 108 UFC/mL

La tabla 3 detalla que el grupo del control positivo tuvo una media de 29,99 mm,

mientras que el extracto al 75 % tuvo un valor de 15, 89 mm y los extractos al 50 y

25% fueron de 13;08 y 10,07 mm, respectivamente.



15

Tabla 4. Estadísticos descriptivos de los resultados del ensayo microbiológico

Descriptivos

Proteus mirabilis
  ATCC 29906

Estadísticos

Media 15,0050

Error estándar de la media 1,16853

Mediana 13,0800

Moda 6,00

Desv. Desviación 8,26275

Varianza 68,273

Asimetría ,946

Error estándar de asimetría ,337

Curtosis -,341

Error estándar de curtosis ,662

Rango 24,04

La tabla 4 muestra las diferentes pruebas aplicadas en la estadística descriptiva.

Tabla 5. Comparación de medias por el ANOVA

ANOVA

Suma de

cuadrados
gl

Media

cuadrática
F Sig.

Proteus

mirabilis

ATCC

29906

Entre grupos 3,345,361 4 836,340 1,949,006,477 0,00

Dentro de

grupos
0,019 45 0,000

Total 3,345,381 49
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La tabla 5 muestra un resultado (p<0,05), lo que demuestra que existe diferencia

estadísticamente significativa entre los halos de inhibición de los grupos

experimentales según la prueba ANOVA.

Por otro lado, se utiliza la técnica de Tukey para analizar si existen diferencias entre

cada uno de los grupos experimentales mediante comparaciones múltiples.
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Tabla 6. Comparaciones múltiples por la prueba de Tukey

HSD Tukey
(I) Grupo (J) Grupo Diferencia

de medias
(I-J)

Desv.
Error

Sig. Intervalo de confianza
al 95%

Límite
inferior

Límite
superior

Proteus mirabilis
ATCC 29906

Ciprofloxacino 5ug Etanol 70% 23,99200* ,00926 0,000 23,9657 24,0183

25 % 19,92100* ,00926 0,000 19,8947 19,9473

50% 16,91500* ,00926 0,000 16,8887 16,9413

75% 14,10700* ,00926 0,000 14,0807 14,1333

Etanol 70% Ciprofloxacino 5ug -23,99200* ,00926 0,000 -24,0183 -23,9657

25 % -4,07100* ,00926 0,000 -4,0973 -4,0447

50% -7,07700* ,00926 0,000 -7,1033 -7,0507

75% -9,88500* ,00926 0,000 -9,9113 -9,8587

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

La tabla 6 evidenció que p<0.05 en las comparaciones entre el grupo negativo (Etanol 70%) y los demás grupos experimentales.

Esto indica que existió efecto antibacteriano.
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Tabla 7. Cuadro comparativo de la escala de Duraffourd con los halos de

inhibición del extracto etanólico del mesocarpio de Solanum sessiliflorum Dunal

(Cocona) frente a Proteus mirabilis ATCC 29906

En la tabla 7 se evidenció la comparación de los resultados con la escala de

Duraffourd a nivel de las medias de cada grupo en estudio el cual comprende

a los experimentales y los controles, presentando sensibilidad para las

concentraciones de Solanum sessiliflorum Dunal al 25% y 50% y de tipo muy

sensible en la concentración del 75%, esto indica que las 3 concentraciones

mencionadas poseen actividad antibacteriana. Por otro lado, los controles

positivo y negativo cumplen con la característica necesaria el cual sirve como

referencia para el presente estudio.

Concentraciones

Escala de
Duraffourd

Solanum
sessiliflorum

Dunal
25%

Solanum
sessiliflorum

Dunal
50%

Solanum
sessiliflorum

Dunal
75%

Ciprofloxacino
5ug

Etanol 70 °

N Media N Media N Media N Media N Media
Nula

(-)
< 8 mm

0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 10 6.0

Sensible
(+)

8 – 14 mm

10 10.07 10 13.08 0 0.0 0 0.0 0 0.0

Muy
Sensible

(++)
14 – 20 mm

0 0.0 0 0.0 10 15.89 0 0.0 0 0.0

Sumamente
Sensible

(+)
> 20 mm

0 0.0 0 0.0 0 0.0 10 29.99 0 0.0
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IV. DISCUSIÓN

IV.1. Discusión de resultados

La prueba de solubilidad, evidenció que el extracto etanólico del mesocarpio de

fue muy soluble en Etanol 70%, mientras que en los solventes no polares fue

insoluble, esto se entiende por los metabolitos secundarios de la cocona tienen

afinidad por los solventes alcohólicos. 20

En cuanto al tamizaje fitoquímico los metabolitos secundarios de mayor

presencia fueron solo las Lactonas α, β-insaturadas, mientras que los

compuestos fenólicos, antocianinas y saponinas, tuvieron una presencia media.

Estos resultados coinciden con la investigación de Espinoza y Robles (2021)

quienes trabajaron con el extracto etanólico de la cáscara de cocona,

mostrando resultados positivos para estos mismos metabolitos además de

antraquinonas y cumarinas 23 a pesar de que se muestran resultados

semejantes, los estudios tuvieron diferencias de acuerdo al uso del tipo de

solvente para la maceración, el cual corresponde etanol de 96°, no obstante,

estas diferencias no alteraron en la existencia de la actividad antibacteriana.

De igual importancia, también coincide con el estudio de Alvia y Olortegui

(2021) quienes emplearon la misma prueba en el fruto de la cocona, hallando

principalmente Alcaloides, Taninos, Antocianinas y Azúcares reductores; lo que

demuestra que estos metabolitos tienen una relevante importancia en las

propiedades biológicas de la cocona y que además pueden ser útiles para

formulación de nuevas moléculas empleadas en la medicina. 22

Para al ensayo microbiológico in vitro se apreció que el extracto al 75% generó

el mayor halo de inhibición a comparación de las demás concentraciones (25 y

50 %). Por otro lado, las pruebas estadísticas mostraron que estos tres grupos

presentaron diferencias estadísticamente significativas (p<0.05). Mientras que

para la escala de Duraffourd esta cepa en estudio fue sensible para el extracto

al 25 % 50 % y muy sensible para el 75 %.

Coincide con el estudio de Navarro y Baltazar (2022) el cual determinó que S.

sessiliflorum Dunal inhibió el crecimiento de las cepas de Salmonella E.  y
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Staphylococcus aureus y Staphylococcus E, siendo la concentración al 75 % el

que obtuvo el valor más alto con 9.49 mm24 ambos estudios guardan relación

debido a que en ambos resultados el grupo control presentó actividad

antibacteriana frente a la cepa bacteriana; las muestras al ser del mismo lugar

ayudan a que no haya discrepancias al momento de realizar la comparación

dado que tanto como el sub suelo y los distintos climas meteorológicos juegan

un rol importante, así mismo coincide  con el estudio de Huayhua y Garcia

(2021), quienes analizaron la actividad antimicrobiana de Solanum juzepczukki

verificaron que la cepa Salmonella enterica subsp. se evidenció halos de

inhibición de 10,40 mm a 30 ul. del extracto40

Por otra parte, se asemejan con el estudio de Gamboa (2021), quienes

evaluaron la actividad antibacteriana del extracto etanólico de la piel de

Solanum tuberosum,  frente  a Staphylococcus aureus, obteniendo halos de

inhibición de 14,66 ± 0,47 mm y una concentración mínima inhibidora de base

de 0,62 ± 0,00 mg/ml.25 Así mismo Singh R, et al (2021) determinaron en un

estudio similar la actividad antibacteriana de S. tuberosum, con un halo de

inhibición de 17 mm.42

Estas investigaciones apoyan el resultado obtenido, a pesar de los diferentes

principios de los activos vegetales utilizados en estas investigaciones.
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IV.2. Conclusiones

· El extracto etanólico del mesocarpio de Solanum sessiliflorum Dunal

(Cocona) presenta actividad antibacteriana frente a Proteus mirabilis ATCC

29906.

· Los tipos de metabolitos secundarios presentes en el extracto etanólico del

mesocarpio de Solanum sessiliflorum Dunal (Cocona) responsables de la

actividad antibacteriana in vitro fueron Lactonas α, β-insaturadas,

Compuestos fenólicos, Antocianinas y Saponinas, Antraquinonas, Terpenos

y esteroides, Alcaloides y Flavonoides.

· La concentración del extracto etanólico del mesocarpio de Solanum

sessiliflorum Dunal (Cocona) que presentó actividad antibacteriana fue del

25 %, 50 % y 75 %.

· El extracto etanólico del mesocarpio de Solanum sessiliflorum Dunal

(Cocona) a las concentraciones del 25 %, 50% y 75 % no superaron el efecto

inhibidor del Ciprofloxacino 5µg frente a cepas de Proteus mirabilis ATCC

29906.
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IV.3. Recomendaciones

· Realizar nuevas investigaciones para aprobar la viabilidad de Solanum

sessiliflorum Dunal (Cocona), como probable sustancia antibacteriana contra

diferentes tipos de interés para el bienestar general.

· Iniciar investigaciones farmacológicas para aprobar el nivel de viabilidad de

S. sessiliflorum Dunal (Cocona), frente a diversos ensayos y su compromiso

con la farmacoterapia.

· Realizar comparaciones de actividad antibacteriana de Solanum

sessiliflorum Dunal (Cocona), de diversas localidades del Perú, ya que los

elementos naturales asumen un papel en la presencia y acción de

metabolitos activos en las plantas.
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ANEXOS

ANEXO A: Instrumentos de recolección de datos
Tabla A: Ensayo microbiológico

N°

Frente a Proteus mirabilis ATCC 29906

Control

negativo

Control

positivo
Ext 25 % Ext 50 % Ext 75 %

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10
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Tabla B: Marcha fitoquímica del extracto etanólico

Leyenda:
(-) Ausente
(+) Escaso
(++) Leve
(+++) Moderado
(++++) Abundante

Metabolitos

secundarios
Reactivos Resultado

Quinonas Borntrager

Compuestos fenólicos FeCl3

Flavonoides Shinoda

Antocianinas NaOH 10%

Taninos Gelatina

Taninos Gelatina Sal

Alcaloides Dragendorff

Alcaloides Wagner

Alcaloides Mayer

Triterpenos y Esteroides Liebermann

Burchard

Lactonas α, β insaturadas Baljet

Saponinas Espuma
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ANEXO B: Matriz de consistencia
“Efecto antibacteriano in vitro del extracto etanólico del Mesocarpio de Solanum sessiliflorum Dunal (Cocona) frente a

Proteus mirabilis ATCC 29906”

Formulación del problema Objetivos Hipótesis Operacionalización de las Variables
Problema General Objetivo General Hipótesis General V1. Dimensión Indicadores
¿Cuál es la actividad antibacteriana
in vitro del extracto etanólico del
mesocarpio de Solanum
sessiliflorum Dunal (Cocona) frente
a Proteus mirabilis ATCC 29906?

Determinar la actividad
antibacteriana in vitro del extracto
etanólico del mesocarpio de
Solanum sessiliflorum Dunal
(Cocona) frente a Proteus mirabilis
ATCC 29906

El extracto etanólico del
mesocarpio de Solanum
sessiliflorum Dunal (Cocona)
presenta actividad antibacteriana
in vitro frente a Proteus mirabilis
ATCC 29906

Extracto
etanólico del

mesocarpio de
Solanum

sessiliflorum
Dunal (Cocona)

Fitoquímica Marcha
fitoquímica

Problemas Específicos Objetivos Específicos Hipótesis Específicas
¿Qué tipo de metabolitos
secundarios responsables de la
actividad antibacteriana in vitro
poseerá el extracto etanólico del
mesocarpio de Solanum
sessiliflorum Dunal (Cocona)?

Identificar los tipos de metabolitos
secundarios presentes en el
extracto etanólico del mesocarpio
de Solanum sessiliflorum Dunal
(Cocona) responsables de la
actividad antibacteriana in vitro

El extracto etanólico del
mesocarpio de Solanum
sessiliflorum Dunal (Cocona)
posee metabolitos secundarios
responsables de actividad
antibacteriana in vitro. V2. Dimensión Indicadores

¿A qué concentración el extracto
etanólico del mesocarpio de
Solanum sessiliflorum Dunal
(Cocona) presentará actividad
antibacteriana in vitro frente a
Proteus mirabilis ATCC 29906?

Determinar a qué concentración el
extracto etanólico del mesocarpio
de Solanum sessiliflorum Dunal
(Cocona) presentará actividad
antibacteriana in vitro frente a
Proteus mirabilis ATCC 29906

El extracto etanólico del
mesocarpio de Solanum
sessiliflorum Dunal (Cocona)
posee actividad antibacteriana in
vitro a mayor concentración frente
a Proteus mirabilis ATCC 29906

Efecto
antibacteriano in

vitro frente a
Proteus mirabilis

ATCC 29906

Microbiológico

(Método de
difusión en

agar)

Medición de
diámetro

inhibición (mm)
¿Cuál es la actividad antibacteriana
in vitro del extracto etanólico del
mesocarpio de Solanum
sessiliflorum Dunal (Cocona)
comparado con ciprofloxacino 5 µg
frente a Proteus mirabilis ATCC
29906?

Comparar la actividad
antibacteriana in vitro del extracto
etanólico del mesocarpio de
Solanum sessiliflorum Dunal
(Cocona) con ciprofloxacino 5 µg
frente a Proteus mirabilis ATCC
29906

La actividad antibacteriana del
extracto etanólico del mesocarpio
de Solanum sessiliflorum Dunal
(Cocona) es significativamente
mayor comparado con
ciprofloxacino 5 µg frente a Proteus
mirabilis ATCC 29906
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Anexo C. Operacionalización de las variables

VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES
ESCALA

DE
MEDICIÓN

N° DE
ÍTEMS VALOR

VARIABLE
INDEPENDIENTE
Extracto etanólico del
mesocarpio de Solanum
sessiliflorum Dunal
(Cocona)

Fitoquímica Marcha fitoquímica Ordinal 13

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

VARIABLE
DEPENDIENTE
Efecto antibacteriano in
vitro frente a Proteus
mirabilis ATCC 29906

Microbiológico

(Método de
difusión en
agar)

Medición de diámetro
inhibición (mm) Razón 10

<8 mm: nulo (-)
8 – 14 mm: Sensible (+)
14 – 20 mm: Muy sensible (++)
>20 mm: Sumamente sensible (+++)
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ANEXO D. Certificado Taxonómico
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ANEXO E. Informe de análisis de laboratorio
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ANEXO F. Certificado de Agar Mueller Hinton
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ANEXO G. Certificado de análisis de Cepa Proteus mirabilis
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ANEXO H. Evidencias fotográficas

INFORME DE PROCESAMIENTO DE MUESTRA

Muestra:

· Mesocarpio de Solanum sessiliflorum dunal (cocona)

1. Recepción de muestra

· Muestra : Cocona (fruto)

· Cantidad recibida : 11 151.4 g

2. Tratamiento y extracción de la droga vegetal

2.1 Tratamiento de la droga vegetal

Con el fin de adecuar la muestra para el posterior proceso de preparación

del extracto hidroalcohólico, se realizaron las siguientes operaciones

previas:

a. Selección y Limpieza

Se eliminó cuidadosamente la tierra que pudiera estar adherida sobre la

superficie del fruto, así como aquellos que estuvieran en mal estado o con

signos de contaminación microbiana o por insectos.

· Cantidad fruta seleccionada : 10834.3g

· Cantidad fruta deteriorada : 317.1 g

· Cantidad de fruta procesada : 7425.6
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b. Lavado

· Con este proceso se eliminó todos los vestigios de tierra que pudieran

haber quedado sobre el fruto aplicando un flujo continuo de agua potable,

posteriormente se desinfectó con solución de hipoclorito de sodio al 10 ppm

durante 15 min, por último, se enjuagó con agua destilada y se dejó a

escurrir a temperatura ambiente.

Enjuague con agua
destilada

Lavado con agua
potable

Selección de frutos Frutos en mal estado

Enjuague con hipoclorito
de  sodio
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· A continuación, se procedió a quitarle la cáscara y las semillas para
poder cortar la pulpa en rodajas.

Retiro de cáscara y semilla del fruto

Trozado de pulpa de cocona

Escurrido a temperatura ambiente
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c. Secado

Este proceso consiste en eliminar gran parte del agua de la especie. Esto

debido a que la presencia de agua es el principal responsable de la

alteración de la muestra recolectada. Al descender la cantidad de agua, las

enzimas detienen su actividad, quedan inhibidas y la muestra se conserva.

Así mismo facilita el proceso de extracción.

En este caso la muestra fue distribuida sobre bandejas de pyrex y se llevó

a una estufa con aire recirculante con una temperatura de 40 °C. Durante

48 horas.

· Peso obtenido luego de proceso: 322.9 g

d. Molienda

La muestra una vez seca fue sometida a trituración mecánica empleando

un mortero y pilón de porcelana, con la finalidad de reducir el tamaño de

partículas y aumentar el número de las mismas para de esta manera hacer

más eficiente el proceso de extracción al incrementar la superficie de

contacto.

· Peso obtenido luego de molienda: 322.9 g

·

Proceso de secado a 40 °C
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2.2 Extracción

a. Macerado

El proceso de extracción se realizó macerando, dentro de un frasco ámbar,

el material obtenido luego de la molienda con etanol de 70°. El proceso de

maceración se realizó durante 7 días, sometiéndolo a agitación mecánica

todos los días.

· Cantidad de muestra a macerar: 322.9 gr

· Solvente: etanol 70°

· Cantidad de solvente: 500 ml

· Días de macerado: 7 días

Proceso

de maceración
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b. Filtrado

El líquido resultante del proceso de maceración fue filtrado empleando

papel de filtro whatman N°1 y un embudo de vidrio.

c. Obtención extracto seco

Para facilitar la evaporación del disolvente, el líquido filtrado fue vertido

sobre placas petri de vidrio y fue llevado a estufa de aire re circulante a una

temperatura de 40°C hasta sequedad.

· Temperatura: 40°C

· Tiempo de secado: 48 horas

· Cantidad extracto obtenido: 101.8g

Proceso de
obtención de
extracto seco
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Porcentaje de rendimiento

Fuente: Efecto de los extractos secos clorofórmico y de diclorometano de

Tropaeolum tuberosum (Ruiz & Pavón) mashua sobre los parámetros seminales y

toxicidad aguda

http://www.scielo.org.co/pdf/rccqf/v48n1/0034-7418-rccqf-48-01-94.pdf

Extracción por maceración

% = .
.

. %

Pf= gr extracto seco obtenido

Pi = gr. muestra molida
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PROCEDIMIENTO DE ANALISIS DE SOLUBILIDAD

1. Procedimiento: Para el análisis de solubilidad se procedió a añadir 1 g de

extracto seco en cada tubo de ensayo seguido se adicionó 1 ml de cada

solvente, luego se agito en un equipo vortex, finalmente, se observó la

afinidad del extracto seco por cada solvente en estudio.
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PROCEDIMIENTO DE MARCHA FITOQUIMICA

2. Procedimiento: Para el análisis de la marcha fitoquímica se procedió a

añadir 1 ml de extracto etanólico del mesocarpio de Solanum sessiliflorum

Dunal (Cocona) en cada tubo de ensayo seguido se adicionó 1 ml de cada

reactivo, finalmente, se evidenció los metabolitos secundarios por medio de

coloración y precipitación.
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INFORME ENSAYO MICROBIOLÓGICO

I. MÉTODO

Método de difusión en pozos (Kirby Bauer modificado)

Consiste en depositar dentro de pozos elaborados sobre la superficie de una

placa con agar previamente inoculada con el microorganismo, diferentes

sustancias a evaluar.

1. Preparación de Medio de Cultivo

1.1 Agar Mueller Hinton

El medio de cultivo fue preparado partiendo de la base deshidratada y

siguiendo las indicaciones proporcionadas por el fabricante.

a. Se pesó 7.6 gr. de la base deshidratada y se adicionó 200 ml de agua
destilada, a continuación, se procedió a calentar con agitación frecuente
hasta lograr la disolución total del medio de cultivo, por último se esterilizó
en autoclave sometiéndolo a 15 libras de presión (121°C) durante 15
minutos.

b. Una vez finalizado el proceso en la autoclave se dejó enfriar hasta que el
medio de cultivo alcanzó una temperatura entre 45°C – 50°C y se
distribuyó en placas petri estériles de 90 x 15 mm.

Esquema del proceso de preparación del medio de cultivo
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2. Activación de la cepa: Kwik-stik microbiologics - Proteus mirabilis ATCC
29906

Para preparar el inóculo se empleó el producto Kwik-stik microbiologics® que

contiene a la cepa de Proteus mirabilis ATCC 29906 liofilizada en un pelet.

a. El Kwik-stik presenta en la parte superior una

ampolla que contiene líquido hidratante, el

cual fue liberado al presionar la mencionada

ampolla. Luego de realizar esta operación el

Kwik-stik se mantuvo en posición vertical para

facilitar el flujo del líquido por el mango hasta

la parte inferior de la unidad, que contiene el

gránulo.

b. Para terminar, se presiona la parte inferior de

la unidad para lograr una suspensión

homogénea.

c. De inmediato se procedió a saturar el hisopo,

que contiene el producto, con el material

hidratado y se transfirió a una placa con agar

TSA; la cual fue incubada a 37 °C. durante 24

horas en condiciones anaerobias.

3. Método de preparación del inóculo

a. Se realizó la suspensión directa, en solución salina (cloruro de sodio

0.9%), de colonias obtenidas de la placa con agar TSA anteriormente

incubada durante 24 horas.

Placa con agar TSA contiendo cepa de Proteus mirabilis ATCC 29906
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b. La turbidez resultante fue inmediatamente ajustada comparándola de

manera visual con la turbidez del estándar 0.5 de Mc. Farland.

4. Inoculación de placas

· Dentro de los 15 minutos posteriores al ajuste de la turbidez del inóculo, se

procedió a sumergir un hisopo estéril en la suspensión obtenida; el hisopo

se rotó varias veces presionando firmemente sobre la pared interior del

tubo y por encima del nivel del líquido, esto con la finalidad de remover el

exceso de inóculo.

· Posteriormente se inoculó sobre la superficie seca del agar Muller Hinton,

para esto se realizaron estrías en tres direcciones diferentes rotando la

placa 60° cada vez, esto con la finalidad de asegurar una distribución

uniforme del inóculo.

· Previamente todas las placas fueron marcadas para posteriormente

realizar los pozos empleando un sacabocado de 6 mm de diámetro.
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Rotulado de placas
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Siembra en placas con Proteus mirabilis

Realizando pozos en agar con ayuda de un sacabocado
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5. Preparación de sustancias experimentales

Se preparó las sustancias experimentales a diferentes concentraciones

partiendo del extracto seco, para posteriormente adicionar 30 uL de las mismas,

con ayuda de una micro pipeta, en cada uno de los pozos realizados

anteriormente.

• Extracto de cocona al 75%

• Extracto de cocona al 50%

• Extracto de cocona al 25%

• Etanol de 70°

• Discos de ciprofloxacino 5 ug

· Extracto etanólico de cocona al 75 %

Preparación de 10 ml de extracto hidroalcohólico de cocona al 75 %:

Se pesó 7.5 gr de extracto seco de cocona y se adicionó un poco de etanol de

70° con la finalidad de disolverlo; por último se pasó la mezcla a una fiola de 10

mL, se enrasó con etanol de 70° hasta el aforo y se homogenizó.

· Extracto etanólico de cocona al 50%

Preparación de 10 ml de extracto hidroalcohólico de cocona al 50%

Se pesó 5 gr de extracto seco de cocona y se adicionó un poco de etanol de

70° con la finalidad de disolverlo; por último se pasó la mezcla a una fiola de 10

mL, se enrasó con etanol de 70° hasta el aforo y se homogenizó.

· Extracto etanólico de cocona al 25%

Preparación de 10 ml de extracto hidroalcohólico de cocona al 25%

Se pesó 2.5 gr de extracto seco de cocona y se adicionó un poco de etanol de

70° con la finalidad de disolverlo; por último, se pasó la mezcla a una fiola de

10 mL, se enrasó con etanol de 70° hasta el aforo y se homogenizó.

• Etanol de 70°
• Discos de ciprofloxacino 5 ug
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6. Incubación

Las placas se incubaron durante 24 horas dentro de una jarra de anaerobiosis

a 37°C después de los 15 minutos siguientes de adicionadas las sustancias

experimentales.

7. Lectura de resultados

Halos de inhibición de los 5 grupos fueron medidos empleando un vernier.
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