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RESUMEN

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

Materiales y métodos: Investigacion de enfoque cuantitativo, tipo experimental,
explicativo, transversal, poblacion 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 fitoquimico fue
la marcha fitoquimica, se utilizé 0,5 g de extracto seco en los 14 tubos de ensayos
segun la metodologia de Olga Lock y el método microbiol6gico usado fue el de
difusiéon en pozos (Kirby Bauer modificado) y estuvo constituida de los grupos
experimentales al 25 %, 50 % y 75 %, grupo control Ciprofloxacino 25 pg y Etanol
70 %.

Resultados: Los metabolitos secundarios que se detectaron en la prueba del
tamizaje fitoquimico del extracto etandlico del mesocarpio de Solanum sessiliflorum
Dunal (Cocona) fueron las lactonas a, B-insaturadas, compuestos fendlicos,
antocianinas y saponinas; antraquinonas, terpenos y esteroides, alcaloides y

flavonoides.

Por otro lado, mediante la prueba de ANOVA (p<0,05) y Tukey, se demostré6 como
resultado diferencia estadisticamente significativa entre los grupos experimentales
al 25 %, 50 % y 75 % y Etanol, frente a Proteus mirabilis ATCC 29906

Conclusion: El extracto etandlico del mesocarpio de Solanum sessiliflorum Dunal

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

Palabras clave: Solanum sessiliflorum Dunal; antibacteriano; extracto etanélico



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 pug 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 a, B-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



I. INTRODUCCION

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 patologias intestinales y
extraintestinales.>? Uno de las especies que pertenece a este grupo es Proteus
mirabilis, agente etiologico de amplia variedad de patologias a nivel cutaneo,
gastrointestinal, pero sobre genera una enfermedad a nivel de las vias urinarias la
cual se denomina infecciébn del tracto urinario asociado a catéter y afecta

principalmente a los adultos mayores.?

La prevalencia a nivel mundial de esta bacteria se encuentra muy bien reportada,
ya que existe reportes tanto en paises desarrollados como en subdesarrollados,
algunos informes provienen de paises como China en donde se ha evidenciado que
la intoxicacion alimentaria a causa de este microorganismo representa el 3, 61 %
de todos incidentes relacionados a alimentos?, en India se hall6 que de 65 muestras
de orina de pacientes con infeccién urinaria el 10, 7 % tuvo la presencia de esta
bacteria®, en Irak se hallaron muestras Proteus mirabilis con resistencia a los
antibidticos en el 100 % de pacientes diabéticos de un hospital local®, en Japén se
reportd que la resistencia de este microrganismo contra antibiéticos del grupo de
las quinolonas sigue en aumento desde el afio 20027, en Francia el 26, 9 % de los
aislamientos de esta bacteria provenientes de diferentes hospitales confirmo la
resistencia contra antibiéticos betalactamicos como las penicilinas®, mientras que
en Nigeria el 7 % de las mujeres embarazadas presento infeccion urinaria a causa
de P. mirabilis® y en Estados Unidos esta bacteria se hallé en el 2 % de pacientes

a nivel nacional .10

En el Peru un estudio realizado en una clinica indico que esta bacteria afecta al 1,7
y 3,4 % de pacientes internados y ambulatorios respectivamente!!, mientras que
otro trabajo de investigacion determino que Proteus mirabilis fue uno de los
patdbgenos mas previamente en ocasionar infecciones en pacientes mujeres.'? Ha
pesar que la prevalencia no es tan elevada como en otros paises los autores han

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

sufren infecciones a causa de esta bacteria.l!

En los ultimos cinco afios ya se ha estado evaluando el uso de diversas sustancias
guimicas, tales como farmacos, 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 pais, sino que
también no estarian al alcance de todos los usuarios que lo requieran, como por

ejemplo la terapia con bacteri6fagos.t314

Por otro lado, también se ha reportado que cada vez son los antibiéticos que han
perdido eficacia en la erradicacion de este microrganismo, tales como cloranfenicol,
ciprofloxacino, trimetoprima-sulfametoxazol y algunos betalactdmicos, lo que

significa que la resistencia en contra de los antibiéticos estd aumentando.*®

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 Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sugiere que
tomen acciones coordinadas como por ejemplo la inversion e incentivacion en el
estudio de nuevas moléculas con propiedades antibacterianas las cuales pueden
estar presentes en los productos naturales® como las plantas que habitan en
diferentes regiones de nuestro pais y que cada vez van tomando mas protagonismo

en el area de la medicina.

Proteus mirabilis es una bacteria gramnegativa con forma de baston que existe
ampliamente en el medio natural y que destaca por su motilidad en forma de
enjambre y su actividad ureasica. Es considerado como agente etiologico de
infecciones complicadas del tracto urinario (ITU), especialmente de las asociadas
a catéteres. Clinicamente, forma una biopelicula cristalina en la superficie exterior
y en la cavidad interior del catéter permanente uretral debido a su biomineralizacion
ureolitica. Esto provoca la incrustacion y el bloqueo de la sonday, en la mayoria de
los casos, se acompafia de retencién de orina e ITU ascendente, causando cistitis,
pielonefritis y el desarrollo de célculos vesicales o renales, o incluso complicaciones
mortales como la septicemia y el shock endotéxico.”8 P, mirabilis fue sensible a
una amplia variedad de antibiéticos pero en los ultimos afios 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.*®

Cocona (Solanum sessiliflorum Dunal) es un arbusto que crece en la region
amazonica de nuestro pais y es conocida también como cucuna, mana o tomate de
indio, esta planta tiene un fruto que es utilizado en la gastronomia de ciertas
regiones ya gue con €l se puede preparar jugos, jaleas, etc. Pero también posee
un importante aporte terapéutico ya que diversas partes del fruto presentan
actividad anticancerigena, antiinflamatoria, antimicrobiana y antioxidante, esto se
debe a la presencia de fitoconstituyente quimicos tales como compuestos fendlicos,
carotenoides, cumarinas, antocianinas, taninos, entre otros. Ademas, son una
importante de nutrientes ya que presentan minerales como selenio, fosforo y

hierro.20:21
Entre los antecedentes nacionales estan los estudios de:

Alvia Cy Olortegui A (2022), en su investigacion tuvieron como objetivo evaluar
la capacidad antibacteriana de la pulpa de cocona contra bacterias grampositivas
mediante la técnica de Kirby Bauer y ademas realizaron el tamizaje fitoquimico, en
su estudio experimental y transversal identificaron como principales metabolitos
secundarios a los taninos, alcaloides, etc. Mientras que en el analisis microbiolégico
los halos de inhibicién fueron mayores para Streptococcus pyogenes, concluyendo

gue la pulpa de la cocona inhibi6 el crecimiento de esta bacteria.??

Robles Py 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 difusién en agar y el
extracto etandlico lo realizaron por maceracion durante 10 dias, como resultado
principal hallaron que las concentraciones del extracto al 50 y 75 % mostraron halos
de inhibicién significativos frente a ambas bacterias, concluyendo que dicho

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

Navarro Ry Baltazar K (2022), en su investigacion tuvieron como objetivo analizar
el efecto antibacteriano de las hojas de Solanum aphyodendron S. Knapp (olmish),
frente a bacterias enteropatégenas, la técnica de extraccién fue maceracion y

extracto se llevé a concentraciones del 25, 50 y 90 %, mientras que para la



evaluacién microbiologica se utilizo la técnica de Kirby Bauer, como resultados
obtuvieron que Shigella sonnei presento sensibilidad ante las tres concentraciones
elaboradas en comparacion que las otras bacterias, concluyendo que el extracto de
hojas presento efecto antibacteriano.?*

Gamboa L (2020), en su estudio tuvo como objetivo determinar el efecto
antibacteriano del extracto etandlico de Solanum tuberosum (chufio negro) frente a
Streptococcus mutans mediante la técnica de difusidon en pozos y el extracto se
llevd a las concentraciones de 25, 50 y 75 %, como resultados hallo que la
concentracion el 75 % fue muy sensible contra la cepa empleada, concluyendo que

el extracto de S. tuberosum a su concentraciéon mas alta tuvo el efecto esperado.?®

Coaquira Sy Quispe R (2020), en su investigacion 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 concentracion al 100 % fue la mejor, de igual manera para la marca 3,

concluyendo que la marca 1 es mas eficaz que las otras marcas utilizadas.?®
Como antecedentes internacionales tenemos:

Dalenogare J, et al. (2022), en su estudio evaluaron las caracteristicas
fitoquimicas, asi como sus propiedades farmacologicas 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 fendlicos fue el principal
metabolito secundario identificado y que las tres cepas bacterianas fueron sensibles
frente al extracto etanodlico, concluyendo que la cocona presenta propiedades

antibacterianas.?’

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 elaboré el extracto metandlico 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



antibacterianas hallaron que el extracto metandlico de la cocona no inhibié el
crecimiento de las bacterias empleadas, concluyendo que esta especie vegetal no

presento un efecto antibacteriano superior a comparacion de los otros ejemplares.?®

Arage M, et al. (2022), en su investigacion tuvieron como objetivo analizar la
capacidad antibacteriana del extracto metandlico del fruto de Solanum anguivi, para

ello se realizé la técnica de maceracioén en frio, el extracto elaborado se llevé a una
concentracion del 80 % y se evalud 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.?®

Waithaka P, et al. (2019), tuvieron como objetivo principal evaluar la actividad
antibacteriana del extracto de la raiz de Solanum incanum frente a bacterias
patdgenas del agua, los extractos se elaboraron con diferentes solventes tales
como etanol, metanol y agua, como resultado principal se hall6 que no existe
diferencia estadisticamente significativa entre los halos de inhibicion por cada
patégeno utilizado (p=0,07), concluyendo que esta especie vegetal presenta una
adecuada actividad antibacteriana.*

Tegegne M, et al. (2021), en su estudio tuvieron como objetivo evaluar la capacidad
antibacteriana de los extractos del fruto de Solanum anguiviJusticia ademas de
realizar el tamizaje fitoquimico -cualitativo, en cuanto a la metodologia
antibacteriana utilizaron la técnica de difusion en pozos de agar, como resultados
para la prueba fitoquimica identificaron la presencia de alcaloides y compuestos
fendlicos principalmente y por otro lado se hallaron halos de inhibicion 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.3!

La justificacidbn tedrica del proyecto de tesis serd aportar conocimiento
etnofarmacoldgico de Solanum sessiliflorum Dunal (cocona) pero resaltando los
beneficios terapéuticos del fruto, ya que hasta el momento no se ha hallado la
suficiente informacion acerca de sus propiedades farmacoldgicas, asi como
estudios que las analicen y evalten. Al ser un fruto no muy conocido a nivel nacional

se corre el riesgo de perder su material genético®? a causa de la deforestacion y la



falta de conocimiento de los habitantes de otras regiones del pais, por otro lado, al
ser un fruto al cual la poblacion tiene facil acceso, este podria 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
bioguimica en la investigacion de este producto natural, el cual podria ser fuente de
una nueva gama de moléculas con capacidad antibacteriana lo que permitiria mas
adelante sintetizar un nuevo grupo de medicamentos antibiéticos 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 etandlico del mesocarpio de Solanum sessiliflorum Dunal
(Cocona) frente a Proteus mirabilis ATCC 29906

La hipétesis general del estudio es la siguiente:

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

presenta actividad antibacteriana in vitro frente a Proteus mirabilis ATCC 29906

Las hipotesis secundarias seran las siguientes:



Il. MATERIALES Y METODOS

II.1. Enfoque y disefio de la investigacion

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

pueden obtener tendencias, plantear nuevas hip6tesis y asi construir teorias.3?

Disefio: Experimental, porque se manipularon las variables establecidas para

verificar su relacion.33

Explicativo: Porque nos permitié hallar la causalidad de los eventos analizados.3*

Transversal: Porque la recoleccién de los datos se realiz6 durante un tiempo

preciso.3

II.2. Poblacién, muestray muestreo

La poblacion 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 localizacién sobre el punto geografico: Latitud sur 8°23' 11" S
y Longitud Oeste 74°31' 43 W

Por otro lado, la poblacion biolégica 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 inclusion:
= Frutos con buena apariencia

=  Frutos maduros
Criterios de exclusion:

» Frutos que presenten contaminacion microbiana

» Frutos que se encuentren en estado de descompaosicion



= Frutos con sefales de golpes o abolladuras

= Frutos con presencia de insectos

El muestreo sera no probabilistico.

II.3. Variables de investigacion

Variable Independiente: Extracto etandlico del mesocarpio de Solanum

sessiliflorum Dunal (Cocona)

Definicion conceptual: Fraccidon liquida obtenida por maceracion etandlica,

extraido del mesocarpio de Solanum sessiliflorum Dunal (Cocona)®®,

Definicién operacional: Concentracion del extracto etandlico del mesocarpio de

Solanum sessiliflorum Dunal (Cocona)

Variable dependiente: Efecto antibacteriano in vitro frente a Proteus mirabilis
ATCC 29906

Definicién conceptual: Es la capacidad de una determinada sustancia quimica

para inhibir el crecimiento o provocar lisis en la célula procariota3®.

Definicién operacional: Sensibilidad bacteriana frente al extracto etandlico del

mesocarpio de Solanum sessiliflorum Dunal (Cocona) obtenida por medicién
del didmetro de los halos de inhibicion.

Il.4. Técnicas e instrumentos para larecoleccion de datos
La técnica que se utilizé fue la observacion debido a que se presté atencion al

fendmeno que se produjo y ademés se tomo nota de todos los hechos durante la

investigacion.3’

El instrumento que se uso fue la ficha de recoleccion de datos, para ello se disefid
uno para cada procedimiento realizado (fitoquimico y microbiolégico).3’



I1.5. Plan metodolégico para larecoleccion de datos

[1.5.1. Recoleccién y reconocimiento de la muestra vegetal:

La recoleccién de los frutos de Solanum sessiliflorum (cocona) se llevéd 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 realizo el
reconocimiento botanico de la especie vegetal por un especialista en identificacion

taxondémica.
11.5.2. Preparacion de la muestra vegetal

La preparacion de la muestra vegetal se llevé a cabo en el laboratorio Santa Rosa,
el primer paso consistié en seleccionar los frutos de acuerdo a los criterios de
inclusion y exclusion previamente descritos, una vez realizada esta labor se
procedio a lavarlos con agua potable a chorro para retirar las impurezas y luego se
procedid a desinfectarlas con solucién de hipoclorito 10 ppm durante 15 minutos,
luego se enjuagaron con agua destilada y se sometieron al ambiente. El siguiente
paso fue retirar la cascara de los frutos utilizando un cuchillo de acero inoxidable y
la pulpa se cortd en pedazos para ser llevados a la estufa a 40°C por 48 horas con
la finalidad de completar el proceso de deshidratacion. Al finalizar el tiempo
establecido los trozos de frutos secos se pulverizaron en un mortero con ayuda de

un pilén y se almacenaron en un frasco de vidrio color ambar.??
11.5.3. Preparacion del extracto

La preparacion del extracto se llevé a cabo utilizando la técnica de maceracion para
lo cual se utilizé como solvente al etanol de 70 a una cantidad de 500 mL, luego se
procedié a macerar por 7 dias en un lugar oscuro y libre de humedad con agitacion

dinAmica cada 24 horas.??

Al finalizar el proceso de maceracion se procedio a filtrar el extracto etanodlico
empleando papel filtro Whatman N° 1, el producto obtenido se almacené en placa

Petriy se llevé a la estufa a 40°C por 48 horas para obtener el extracto crudo.??



11.5.4. Porcentaje de rendimiento

Para hallar el porcentaje de rendimiento se utilizé la siguiente féormula.3®

"()I:. — ﬁ x l()()
Pi

Donde:

= 9%E = Porcentaje de rendimiento

= Pf=Peso final (Extracto seco obtenido)

= Pi=Peso inicial (Muestra molida)
11.5.5. Prueba de solubilidad

Se utilizd 0.5 g del extracto crudo y 2 mL de los siguientes solventes Eter de
petréleo, diclorometano, cloroformo, butanol, etanol, metanol y agua destilada.?

I1.5.6. Marcha fitoquimica del extracto

En el tamizaje fitoquimico se utilizé6 0,5 g de extracto crudo en los 14 tubos de
ensayos segun la metodologia de Olga Lock, para ello se realizaron las siguientes
pruebas: Prueba de Baljet (Lactonas a, B 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 fendlicos),
Prueba de Shinoda (flavonoides), prueba de Liebermann-Burchard (triterpenos y
esteroides), prueba de indice Afro simétrico (saponinas) y prueba de Borntrager

(quinonas).*®

11.5.7. Analisis Microbiol6gico

Como primer paso se elabor6 el estandar al 0,5 de McFarland, para lo cual se
prepard una solucion 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 &cido sulfarico 0,18 M con 1,01 mL de dicha sustancia concentrada
en una fiola de 100 mL. Finalmente, para obtener el estandar se disolvié 0,5 y 95,
5 mL de cloruro de bario 0,048 My acido sulfirico 0,18 M respectivamente.

La activacion de la cepa de Proteus mirabilis ATCC 29906 se realiz6 siguiendo las
instrucciones del fabricante, para ello se utilizé el Kiwik-stik del producto, una vez
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realizada esta operacién con ayuda de un hisopo estéril se tomd una muestra de la

solucién y colocé en un tubo con 5 mL de caldo soya tripticasa.*

Luego de la activaciéon de la cepa se realiz6 una suspension directa la cual se ajusto
comparandola de manera visual con el estdndar de McFarland previamente
realizado. Al finalizar este proceso las cepas se sembraron en agar Mueller Hinton

mediante la técnica de estrias y girando la placa a 60°. %2

Los pozos se prepararon usando un material de acero estéril, el cual se afiadio 30
uL de las concentraciones preparadas de los extractos, estos se distribuyeron de la

siguiente manera:

Pozos con extracto del mesocarpio de Solanum sessiliflorum al 25 %.
Pozos con extracto del mesocarpio de Solanum sessiliflorum al 50 %.
Pozos con extracto del mesocarpio de Solanum sessiliflorum al 75 %.

Control positivo: ciprofloxacino 5 ug

a r w0 e

Control negativo: etanol 70°

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 inhibicién con un vernier.??

[1.6. Procesamiento del anélisis estadistico

Los datos obtenidos del ensayo microbioldgico fueron cargados en una base de
datos en una hoja de célculo del programa Microsoft Excel y por otro lado se
emplearon técnicas de estadistica descriptiva inferencial las cuales se realizaron

en el programa Statistical Package for Social Sciences — SPSS version 27.

II.7. Aspectos éticos

El desarrollo de la investigacion se realizé llevando a cabo la adecuada
manipulacion de la cepa bacteriana, asi 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 biolégicos.

11



[I. RESULTADOS

[11.1. Prueba de Solubilidad

Tabla 1. Ensayo de solubilidad

TUBO SOLVENTE RESULTADOS
N°1 Eter de petr6leo -

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 etandlico del mesocarpio Cocona fue muy soluble en Etanol 70,

medianamente soluble en agua destilada y poco soluble en Metanol.

12



l1l.2. Tamizaje fitoquimico

Tabla 2. Tamizaje fitoquimico

TUBO ENSAYOS METABOLITO RESULTADO
N° 1 Borntrager Antraquinonas +
N° 2 Cloruro férrico Compuestos fendlicos ++
N°3  Liebermann-Burchard Terpenos y esteroides +
N° 4 Dragendorff Alcaloides +
N° 5 Mayer Alcaloides -
N° 6 Wagner Alcaloides +
N° 7 Baljet Lactonas a, B-insaturadas +++
N° 8 Gelatina Taninos -
N° 9 Gelatina-sal Taninos -
N° 10 NaOH 10% Antocianinas ++
N° 11 Espuma Saponinas ++
N° 12 Shinoda Flavonoides +

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

La tabla 2 muestra que los principales metabolitos secundarios identificados fueron

lactonas a, p-insaturadas;

compuestos fendlicos,

principalmente.

antocianinas,

saponinas,
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[11.3. Ensayo microbiolégico

Tabla 3. Halos de inhibicién de ensayo microbiolégico Proteus mirabilis ATCC
29906

Didmetros de inhibicién en mm

Microorganismo 75% 50% 25% Ciprofloxacino Etanol 70°
5ug

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
Proteus

. . 15.89 13.09 10.09 30.03 6
mirabilis

15.86 13.04 10.06 29.95 6

ATCC 29906 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

*Tamafio de pozos: 6mm, al reportarse 6mm no existe formacién halo de

inhibicién
*Concentracion 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.
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Tabla 4. Estadisticos descriptivos de los resultados del ensayo microbiolégico

Descriptivos

Proteus mirabilis
ATCC 29906

Estadisticos

Media 15,0050
Error estandar de la media 1,16853
Mediana 13,0800
Moda 6,00
Desv. Desviacion 8,26275
Varianza 68,273
Asimetria ,946
Error estandar de asimetria ,337
Curtosis -,341
Error estandar de curtosis ,662
Rango 24,04

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

Tabla 5. Comparacion de medias por el ANOVA

ANOVA
Suma de Media )
_ F Sig.
cuadrados cuadratica
Proteus  gnre grupos 3,345,361 4 836,340  1,949,006,477 0,00
mirabilis
Dentro de
ATCC 0019 45 0,000
29906 grupos
Total 3,345,381 49

15



La tabla 5 muestra un resultado (p<0,05), lo que demuestra que existe diferencia
estadisticamente significativa entre los halos de inhibicion de los grupos

experimentales segun 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 multiples.
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Tabla 6. Comparaciones multiples por la prueba de Tukey

HSD Tukey
() Grupo (J) Grupo Diferencia Desv. Sig. Intervalo de confianza
de medias Error al 95%

(1-J) Limite Limite
inferior superior

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

Proteus mirabilis 75% 14,10700°  ,00926 0,000 14,0807 14,1333
ATCC 29906 Etanol 70% Ciprofloxacino 5ug ~ -23,99200°  ,00926 0,000  -24,0183  -23,9657
25 % -4,07100°  ,00926 0,000 40973 -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 evidencié que p<0.05 en las comparaciones entre el grupo negativo (Etanol 70%) y los demés grupos experimentales.

Esto indica que existi6 efecto antibacteriano.
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Tabla 7. Cuadro comparativo de la escala de Duraffourd con los halos de

inhibicion del extracto etandlico del mesocarpio de Solanum sessiliflorum Dunal
(Cocona) frente a Proteus mirabilis ATCC 29906

Concentraciones

Solanum Solanum Solanum
sessiliflorum | sessiliflorum | sessiliflorum | Ciprofloxacino
Escala de Etanol 70 °
Dunal Dunal Dunal 5ug
Duraffourd
25% 50% 75%
N Media | N Media N Media N Media N | Media
Nula
) 0 0.0 0 0.0 0 0.0 0 0.0 10 6.0
<8 mm
Sensible
+) 10 10.07 | 10 13.08 0 0.0 0 0.0 0 0.0
8 — 14 mm
Muy
Sensible
0 0.0 0 0.0 10 15.89 0 0.0 0 0.0
(++)
14 — 20 mm
Sumamente
Sensible
*) 0 0.0 0 0.0 0 0.0 10 29.99 0 0.0
+
> 20 mm

En la tabla 7 se evidencio la comparacion 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 concentracion del 75%, esto indica que las 3 concentraciones

mencionadas poseen actividad antibacteriana. Por otro lado, los controles

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

referencia para el presente estudio.
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V. DISCUSION

IV.1. Discusién de resultados

La prueba de solubilidad, evidenci6 que el extracto etandélico 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 alcohdlicos. °

En cuanto al tamizaje fitoquimico los metabolitos secundarios de mayor
presencia fueron solo las Lactonas a, B-insaturadas, mientras que los
compuestos fendlicos, antocianinas y saponinas, tuvieron una presencia media.
Estos resultados coinciden con la investigacion de Espinoza y Robles (2021)
quienes trabajaron con el extracto etandlico de la cascara de cocona,
mostrando resultados positivos para estos mismos metabolitos ademéas de
antraguinonas y cumarinas 2 a pesar de que se muestran resultados
semejantes, los estudios tuvieron diferencias de acuerdo al uso del tipo de
solvente para la maceracion, 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 Azlcares reductores; lo que
demuestra que estos metabolitos tienen una relevante importancia en las
propiedades bioldgicas de la cocona y que ademas pueden ser Utiles para

formulacién de nuevas moléculas empleadas en la medicina. %2

Para al ensayo microbioldgico in vitro se aprecié que el extracto al 75% genero
el mayor halo de inhibiciébn a comparacion de las demés concentraciones (25 y
50 %). Por otro lado, las pruebas estadisticas mostraron que estos tres grupos
presentaron diferencias estadisticamente 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 determiné que S.

sessiliflorum Dunal inhibié el crecimiento de las cepas de Salmonella E. y
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Staphylococcus aureus y Staphylococcus E, siendo la concentracion al 75 % el
que obtuvo el valor mas alto con 9.49 mm?* ambos estudios guardan relacién
debido a que en ambos resultados el grupo control presenté 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 comparacion
dado que tanto como el sub suelo y los distintos climas meteoroldgicos juegan
un rol importante, asi 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 evidencié halos de

inhibicion de 10,40 mm a 30 ul. del extracto*®

Por otra parte, se asemejan con el estudio de Gamboa (2021), quienes
evaluaron la actividad antibacteriana del extracto etandlico de la piel de
Solanum tuberosum, frente a Staphylococcus aureus, obteniendo halos de
inhibicion de 14,66 £ 0,47 mm y una concentracidbn minima inhibidora de base
de 0,62 = 0,00 mg/ml.?> Asi mismo Singh R, et al (2021) determinaron en un
estudio similar la actividad antibacteriana de S. tuberosum, con un halo de

inhibicion de 17 mm.*2

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 etandlico 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 etandlico del
mesocarpio de Solanum sessiliflorum Dunal (Cocona) responsables de la
actividad antibacteriana in vitro fueron Lactonas a, [-insaturadas,
Compuestos fendlicos, Antocianinas y Saponinas, Antraquinonas, Terpenos
y esteroides, Alcaloides y Flavonoides.

La concentraciéon del extracto etandlico del mesocarpio de Solanum
sessiliflorum Dunal (Cocona) que presentd actividad antibacteriana fue del
25 %, 50 % y 75 %.

El extracto etandlico del mesocarpio de Solanum sessiliflorum Dunal
(Cocona) a las concentraciones del 25 %, 50% y 75 % no superaron el efecto
inhibidor del Ciprofloxacino 5ug 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 farmacoldgicas 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 Peru, ya que los
elementos naturales asumen un papel en la presencia y accion de

metabolitos activos en las plantas.
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ANEXOS

ANEXO A: Instrumentos de recoleccién de datos

Tabla A: Ensayo microbioldgico

Frente a Proteus mirabilis ATCC 29906

NO

Control

negativo

Control
Ext 25 % | Ext 50 %
positivo

Ext 75 %

10
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Tabla B: Marcha fitoquimica del extracto etandlico

Metabolitos _
Reactivos Resultado
secundarios

Quinonas Borntrager

Compuestos fendlicos FeCls

Flavonoides Shinoda

Antocianinas NaOH 10%

Taninos Gelatina

Taninos Gelatina Sal

Alcaloides Dragendorff

Alcaloides Wagner

Alcaloides Mayer

Triterpenos y Esteroides Liebermann
Burchard

Lactonas a, 3 insaturadas Baljet

Saponinas Espuma

Leyenda:

(-) Ausente

(+) Escaso

(++) Leve

(+++) Moderado
(++++) Abundante

30



“Efecto antibacteriano in vitro del extracto etanélico del Mesocarpio de Solanum sessiliflorum Dunal (Cocona) frente a

ANEXO B: Matriz de consistencia

Proteus mirabilis ATCC 29906"

comparado con ciprofloxacino 5 pg
frente a Proteus mirabilis ATCC
299067

(Cocona) con ciprofloxacino 5 pg
frente a Proteus mirabilis ATCC
29906

mayor comparado con
ciprofloxacino 5 g frente a Proteus
mirabilis ATCC 29906

Formulacion del problema Objetivos Hipotesis Operacionalizacion de las Variables
Problema General Objetivo General Hipo6tesis General V1. Dimension Indicadores
¢ Cudl es la actividad antibacteriana | Determinar la actividad | El extracto etandlico del
in vitro del extracto etandlico del | antibacteriana in vitro del extracto | mesocarpio de Solanum
mesocarpio de Solanum | etandlico del mesocarpio de | sessiliflorum  Dunal (Cocona)
sessiliflorum Dunal (Cocona) frente | Solanum  sessiliflorum  Dunal | presenta actividad antibacteriana Extracto
a Proteus mirabilis ATCC 299067 (Cocona) frente a Proteus mirabilis | in vitro frente a Proteus mirabilis | €tanolico del Fitogquimica Marcha

ATCC 29906 ATCC 29906 mesocarpio de fitoquimica
Problemas Especificos Objetivos Especificos Hipétesis Especificas Sol.e.mum
¢ Qué tipo de metabolitos | Identificar los tipos de metabolitos | El extracto etandlico del sessiliflorum
. . . Dunal (Cocona)
secundarios responsables de la | secundarios presentes en el | mesocarpio de Solanum
actividad antibacteriana in vitro | extracto etandlico del mesocarpio | sessiliflorum  Dunal (Cocona)
poseerd el extracto etandlico del | de Solanum sessiliflorum Dunal | posee metabolitos secundarios
mesocarpio de Solanum | (Cocona) responsables de la | responsables de actividad
sessiliflorum Dunal (Cocona)? actividad antibacteriana in vitro antibacteriana in vitro. V2. Dimension Indicadores
¢A qué concentracion el extracto | Determinar a qué concentracion el | El extracto etandlico del
etandlico del mesocarpio de | extracto etandlico del mesocarpio | mesocarpio de Solanum
Solanum sessiliflorum Dunal | de Solanum sessiliflorum Dunal | sessiliflorum  Dunal (Cocona)
(Cocona) presentard  actividad | (Cocona) presentard actividad | posee actividad antibacteriana in
antibacteriana in vitro frente a | antibacteriana in vitro frente a | vitro a mayor concentracion frente Efecto Microbiolégicol
Proteus mirabilis ATCC 299067 Proteus mirabilis ATCC 29906 a Proteus mirabilis ATCC 29906 antibacteriano in Medicion de
¢ Cudl es la actividad antibacteriana | Comparar la actividad | La actividad antibacteriana del vitro frente a (Método de diametro
in vitro del extracto etandlico del | antibacteriana in vitro del extracto | extracto etandlico del mesocarpio | Proteus mirabilis | difusion en inhibicion (mm)
mesocarpio de Solanum | etandlico del mesocarpio de | de Solanum sessiliflorum Dunal ATCC 29906 agar)
sessiliflorum Dunal (Cocona) | Solanum  sessiliflorum  Dunal | (Cocona) es significativamente
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Anexo C. Operacionalizacion de las variables

ESCALA N° DE
VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES DE TEMS VALOR
MEDICION
VARIABLE
INDEPENDIENTE (-) Ausente
Extracto  etandlico del| _. Lo . . . (+) Leve
mesocarpio de Solanum Fitoquimica Marcha fitoquimica Ordinal 13 (++) Moderado
sessiliflorum Dunal (+++) Abundante
(Cocona)
Microbiolégico
DN T o n| eoio8e | Nedcndedameno | gy | |3 14mm: Sensive )
; inhibiciéon (mm) 14 — 20 mm: Muy sensible (++)
vitro frente a Proteus | agar)

mirabilis ATCC 29906

>20 mm: Sumamente sensible (+++)
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ANEXO D. Certificado Taxonémico

JOSE R. CAMPOS DE LA CRUZ
CIONSULTOR S0OTANICO
C. B.P. 3796
EMAIL: JOCAMDEG@GMAIL.COM

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

JOSE RICARDO CAMPOS DE LA CRUZ. BIGLOG0 COLEGIADO. CBP 3786 - INSCRITO EN EL REGISTRODE ~ PROFESIONALES (UE REALIZAN CERTIFICACIONES
DE IDENTICACION TAXONOMICA OF ESPECIMENES Y PRODUCTIS DE FLORA - RESOLUCIGN DIRECTORAL N.* D311- 20013~ MINAGR-DGFFS-DBEFFS.

CERTIFICA:

Que, los bachilleres RAMOS LAZARO ANDRES y RIVERA GUERRERO MAYELY LIZETH.
Tesistas de la Universidad Maria Auxiliadora. Facultad de Ciencias de la Salud. Escuela Profe-
sional de Farmacia y Bioquimica. Con fines de investigacion para desarrollar el proyecto de tesis
titulado: “EFECTO ANTIBACTERIANO in vitro DEL. EXTRACTO ETANOLICO DEL ME-
SOCARPIO DE Solanum sessiliflorum Dunal (COCONA) FRENTE A Proteus mirabilis ATCC
29906, Han solicitado la identificacion y certificacion botanica de una planta procedente de Pu-
callpa, departamento de Ucayali, donde es conocida con ¢l nombre vulgar de “cocona”; la mues-
tra ha sido identificada como Solanum sessiliflorum Dunal. Segin la base de W3Tropicos del
Missouri Botanical Garden que sigue el sistema moderno de clasificacion de las angiospermas
(APG), la especie identificada se ubican en las siguicntes categorias taxondmicas y clados:
Reino: Plantae
Division: Angiospermae
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Superorden: Asteranae
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Solanum

Especie: Solanum sessiliflorum Dunal

Nombre vulgar: “cocona”
Se expide la presente certificacion con fines de investigacion cientifica.

L.ima, 21 de octubre del 2022

y BIOLOGO
C.B.P. 3796
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ANEXO E. Informe de andlisis de laboratorio

Santa Rosat/i.

LABORATORIO BIOLOGICO Y ANALISIS CLINICO

“Afo del Fortalecimiento de la Soberania Nacional®.

Informe de Resultados

Solicitado por:  RAMOS LAZARO ANDRES
RIVERA GUERRERO MAYELY LIZETH

Muestra: Extracto etanélico del mesocarpio de Solanum sessiliflorum Dunal
(Cocona)
Cantidad: 101.8¢g

Fecha de ensayo: 12-11-2022

Diémetros de inhibicién en mm
Eh e i 75% 50% 25% Ciprofloxacino 5ug | Etanol 70 °
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
Cusasiia il 15.89 13.09 10.09 30.03 6
20906 15.86 13.04 10.06 29.95 6
ATCC 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

*Tamaiio de pozos: 6mm, por lo que al reportarse 6mm es indicativo que no

existe formacion halo de inhibicion
%\LL
4 /S U <N
”~

*Concentracion del inoculo: 1.5 x 108 UFC/mL
Lic. T.M. Walter A. Siri Rodriguez

CTMP. 10808

Jr. Comercio N° 597 Pachacamac Telf. 2311053 Cel. 941708196- 993446913
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ANEXO F. Certificado de Agar Mueller Hinton

m Certified : 1SO 9001:2015, ISO 13485:2012 , WHO GMP

HiMedia Laboratories Private Limited

23, Vadhani Industnal Estate, L.B.S. Marg,

Mumbai - 400086 , Website : www himedialabs com,
Emaul : info@himedialabs.com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code : m173 Material Name : Lot No : 0000357521
Mueller Hinton Agar

Report No.: 040000849057 Date of Release & Report : mm-z1 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

Cultural characteristics observed after incubation at 30-35°C for 18 -24 hours for bacterial cultures. For testing S.pnuemoniae : The
medium was supplemented with 5% Sheep blood and incubated at 35°C for 16-18 hours at 5% CO2 For testing H.influenaze :  Yeast
extract & 2 vials /I of Haemophilus Growth Supplement (FD117 containing 15 mg/l of Haematin + 15 mg/l of NAD) and incubated at 35°C
for 20-24 hours at 5% CO2

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 M6 & Standards as per the current CLSI M100)

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

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

Drganism inoculum (CFU) [Growth Observed Lot very Mtandard Zone [Lonc of inhibition
palue (CFL) ed

Escherichia coli ATCC 25922

G rowth promoting 85 Juxunant 72 84%

Hmaoxyelay AMC 30 mecg - . - - 18.24 mm 22mm

Hmpicillin AMP 10 mcg . . . . 16-22 mm 21lmm

Cefotaxime CTX 30 meg . . . . 29-35 mm 33mm

Cefoxitin CX 30 meg . . . . 23.29 mm 28mm

Cephalothin CEP 30meg - . - . 15-21 mm 20mm
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m Certified : 1SO 9001:2015, 1SO 13485:2012 , WHO GMP

HiMedia Laboratories Private Limited

23, Vadhani Industnal Estate, LB.S. Marg,

Mumbai - 400086 , Website : www himedialabs. com,
Email : info@himedialabs.com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code : m173 Material Name : Lot No  : 0000357521
Mueller Hinton Agar

Report No.: 040000849057 Date of Release & Report : 2013-0941 Expiry Date : 2023-09
Chloramphenicol C 30 meg . . - - 21.27 mm 26mm
Ciprofloxacin CIP Smcg . . . . 30-40 mm 38mm
Gentamicin GEN 10 meg . . . . 19-26 mm 24mm
Sulphafurazole SF 300 mcg . . . . 15-23 mm 2lmm
Petracycline TE 30 meg * - . . . 18-25 mm 24mm
Co-Trimaxazole COT 25 mcg ¥ - . . . 23.29 mm 28mm
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Growth promoting 76 Juxunant 64 84%
Hmaxyclay AMC 30 meg - - - - 28-36 mm 3Smm
Hmpicillin/'Sulbactam A/S . . . . 29-37 mm 36mm
Y10 meg
Cephalothin CEP 30meg . . - - 29-37 mm 35mm
Ciprofloxacin CIP Smcg . . . . 22.30 mm 29mm
Erythromycin E 15 meg . . . - 22-30 mm 28mm
finezolid L.Z 30 meg . . . . 25-32 mm 3lmm
Oxacillin OX Imcg . . - - 18-24 mm 23mm
Pristinomycin RP 13 mcg . . . . 21.28 mm 27mm
Uetracyeline TE 30 meg * . . . . 24-30 mm 29mm
Wancomycin VA 30 meg . . . . 17-21 mm 20mm
Co-Trimaxazole COT 25 meyg |- . . . 24-32 mm 3imm
p
Cefoxitin CX 30 meg - . . - 23-29 mm 27mm
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
G rowth promoting 83 Juxunant 71 85%
HWmikacin AK 30 meg * . . . . 18-26 mm 25mm
Hztreonam AT 3mcg . . . - 23.29 mm 27mm
Cephotaxime CTX 30 meg . . . - 18.22 mm 2lmm
Ceflazidime CAZ 30 meg . . . . 22.29 mm 27mm
Ciprofloxacin CIP Smcg . . . . 25-33 mm 31lmm
Gentamicin GEN 10 meg * . . . . 16-21 mm 20mm
Mnﬂn IPM 10 mcg . . - - 20-28 mm 27mm
&‘xrucillin Pl 100 mcg . . . - 25.33 mm 3 lmm
Ficarcillin/Clavulanic acid . . . . 20-28 mm 27mm
PCC 75/10meg
Tobramycin TOB 10 meg * . . . . 19-25 mm 23mm
Escherichia coli ATCC 35218
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m Certified : 1SO 9001:2015, I1SO 13485:2012 , WHO GMP

HiMedia Laboratories Private Limited

23, Vadhani Industnal Estate, L.B.S. Marg,

Mumbai - 400086 . Website : www himedialabs. com,
Email : info@ himedialabs.com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code : m173 Material Name : Lot No : 0000357521
Mueller Hinton Agar

Report No.: 040000849057 Date of Release & Report : mm¢1 Expiry Date : 2023-09

rowth promoting 75 Juxunant 63 84%
Hmoxyelay AMC 30 meg . . . . 17-22 mm 21mm
Hmpicillin AMP 10 mcg . . . - 6 mm 6mm
Hmpicillin/Sulbactam A/S . . . . 13-19 mm 18mm
U V10 meg
Piperacillin Pl 100 mcg . . . . 12-18 mm 16mm
Piperacillin'Tazobactam PIT |- . . . 24-30 mm 29mm
V00/10 meg
scarcillin T1 75 mcg . . . . 6 mm 6bmm
Tcarcillin/Clavulanic acid . . . . 2125 mm 23mm
CC 75/10meg
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Growth promoting 69 Juxunant S8 84%
Co-Trimaxazole COT 25 meg |- . . . # 20 mm (Clear 23mm
pi rone)
Urimethoprim TR 5 meg # . . . . # 20 mm 2lmm
b'anmnnrm VA 30 meg . . # 17 mm 22mm
Staphylococcus aureus ATCC 43300 (MRSA)
Growth promoting 88 Juxunant 76 86%
xacillin OX | meg . . . . Very Hazy to No{No zone
Lone
Sterptococcus pneumoniae ATCC 49619 (On Medium with 5% Sheep Blood
Growth promoting I 80 Iluxunam I 69 I 86% . I
Neisseria gonorrhoeae ATCC 49226 (Incubated w/5% CO2)
Growth promoting 71 Juxunant I 63 I $8% I l
Haemophilus influenzae ATCC 49247 (On medium w/ Y.E..NAD & Hematin)
Growth promoting I 84 Ilu.unanl I 72 I 8§5% I I

. ATCC is a registered trade mark of the American Type Culture Collection
. NCTC and National 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% v/v Sheep/Horse blood.
. For Yeast & Mold : Sabouraud Dextrose Agar.

. All 1SO 11133 : 2014( E ) control strains are included in the Quality parameter
. HiMedia Laboratories Pvt Ltd is Certified for ISO 9001:2015, ISO 13485:2012 , WHO GMP
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HiMedia Laboratories Private Limited

23, Vadhani Industnal Estate, L. B.S. Marg,

Mumbai - 400086 , Website : www . himedialabs. com,
Email : info@ himedialabs.com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code : m173 Material Name : Lot No : 0000357521
Mueller Hinton Agar

Report No.: 040000849057 Date of Release & Report : 201m41 Expiry Date : 2023-09

. Information for BSE/TSE Risk: The material was subjected to pH <= 7.0 and/or a temperature in excess of 75°C for no less than 2
hours during the manufacturing process. The bovine raw material for this product was collected entirely from Indian Origin animals
in a licensed based establishment. The animals are inspected under a Govt. approved veterinarian's supervision and were
apparently free from infectious and contagious diseases. BSE (Bovine Spongiform Encephalopathy) TSE (Transmissible
Spongiform Encephalopathy) and dioxine 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 correct and accurate, however, both the information and products are offered without warranty 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 release.
This document has been produced clectronically and is valid

Microbiologist/Sr.Executive Asst/Dy/QC Manager Dy/QA Manager
Microbiologist

24.09.2018
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ANEXO G. Certificado de andlisis de Cepa Proteus mirabilis

Expiration Date: 2023/7/31

Release Information:

Quality Control Technologist: Alexandra D Quevi
Release Date: 2021/8/17

s
Microorganism Name: Proteus mirabilis
Catalog Number: 01215
Lot Number: 1215-07**
Reference Number: ATCC® 29906 ™*
Passage from Reference: 2

Performance

Macroscopic Features: Medium:

Isggoa.' a-mdar shaped, swarming colonies, grey, consumes plate, glossy SBAP

Microscopic Features: Method:

Gram negative rods Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results

See attached ID System results document. (1) Oxidase (Kovacs): negative
Amanda Kuperus
Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

**Disclamer: The last

it(s) of the lot number appearing on the product label and packing are merely a packaging event number. The lot number displayed on this
wmbumm:ngxmm - . -

4 Refer to the enclosed Insert for

P d use and foty Inf
CERT #2055.02
") The ATCC L tive Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC marY
ATCC Ucensed \' 0 vmm?gE‘r%,hc.qummvaWbulmw%Aogg
\ Derivative ) e

(1) These tests are acoredited % ISONEC 17025,

TESTING CERT 220655.01

© 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
2.00-3.00 (+++) green
1.70-1.99 +) yellow
0.00 - 1.69 () red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category Interpretation
B | SIS Kison in whvch 6 Spacies 19 Kienbcal 10 the best match: (2) & low-conidence enthcator in wiich

H
the species or genus is identical to the best match, or (3) a non-identification.

(B) Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high- or low-confidence
5‘:&"" on. Tg? seoong;bﬁ match is (1)a high- or low-confidence identification in which genus is identical to the
match or (2) a non. cation.
(C) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.
Run Creation Date/Time: 2021-08-12T713:09:05.039 adq

Applied MSP Library(ies):

BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library

| Score Value I

Sample Name Sample ID Organism (best match)
Al1(+++)(A) 121507 Proteus mirabilis
Comments:

n/a
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ANEXO H. Evidencias fotogréficas
INFORME DE PROCESAMIENTO DE MUESTRA

Muestra:

e Mesocarpio de Solanum sessiliflorum dunal (cocona)

1. Recepcion de muestra

e Muestra : Cocona (fruto)

o Cantidad recibida :111514¢

2. Tratamiento y extraccion de la droga vegetal
2.1 Tratamiento de la droga vegetal

Con el fin de adecuar la muestra para el posterior proceso de preparacion
del extracto hidroalcohdlico, se realizaron las siguientes operaciones
previas:

a. Seleccion y Limpieza
Se elimindé cuidadosamente la tierra que pudiera estar adherida sobre la
superficie del fruto, asi como aquellos que estuvieran en mal estado o con

signos de contaminacion microbiana o por insectos.
o Cantidad fruta seleccionada : 10834.3g

o Cantidad fruta deteriorada :317.19g

e Cantidad de fruta procesada: 7425.6
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Seleccién de frutos Frutos en mal estado

b. Lavado

e Con este proceso se eliming todos los vestigios de tierra que pudieran
haber quedado sobre el fruto aplicando un flujo continuo de agua potable,
posteriormente se desinfect6 con solucion de hipoclorito de sodio al 10 ppm
durante 15 min, por ultimo, se enjuagd con agua destilada y se dejé a

escurrir a temperatura ambiente.

Enjuague con agua
destilada

Lavado con agua
potable

Enjuague con hipoclorito
de sodio
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Escurrido a temperatura ambiente

A continuacion, se procedio a quitarle la cascara y las semillas para
poder cortar la pulpa en rodajas.

Trozado de pulpa de cocona
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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
alteracion de la muestra recolectada. Al descender la cantidad de agua, las
enzimas detienen su actividad, quedan inhibidas y la muestra se conserva.

Asi mismo facilita el proceso de extraccion.

En este caso la muestra fue distribuida sobre bandejas de pyrex y se llevo
a una estufa con aire recirculante con una temperatura de 40 °C. Durante
48 horas.

e Peso obtenido luego de proceso: 322.9 g

Proceso de secado a 40 °C

d. Molienda

La muestra una vez seca fue sometida a trituracion mecénica empleando
un mortero y pilon de porcelana, con la finalidad de reducir el tamafio de
particulas y aumentar el nimero de las mismas para de esta manera hacer
mas eficiente el proceso de extraccion al incrementar la superficie de

contacto.

e Peso obtenido luego de molienda: 322.9 g




2.2 Extraccion
a. Macerado

El proceso de extraccion se realiz6 macerando, dentro de un frasco ambar,
el material obtenido luego de la molienda con etanol de 70°. El proceso de
maceracion se realizé durante 7 dias, sometiéndolo a agitacion mecanica

todos los dias.

o Cantidad de muestra a macerar: 322.9 gr
e Solvente: etanol 70°
e Cantidad de solvente: 500 ml

e Dias de macerado: 7 dias

Proceso

de maceracion )
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b. Filtrado
El liquido resultante del proceso de maceracion fue filtrado empleando

c. Obtencién extracto seco

Para facilitar la evaporacion del disolvente, el liquido 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.

e Temperatura: 40°C

e Tiempo de secado: 48 horas

o Cantidad extracto obtenido: 101.8g

Proceso de
obtencion de
extracto seco




Porcentaje de rendimiento

Determinacion del porcentaje de rendimiento

Tenemos la cantidad de producto obtenido en la extraccién quimica.

%E="2 x100

Pi
Déndc: %E = porcentaje de rendimicnto
Pf = peso final (extracto seco)

Pi = peso inicial (muestra molida)

Fuente: Efecto de los extractos secos cloroformico y de diclorometano de
Tropaeolum tuberosum (Ruiz & Pavén) mashua sobre los parAmetros seminales y

toxicidad aguda

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

Extraccidon por maceracion

101.8
U%E = ——9%100=31.5%
322.9¢g

Pf= gr extracto seco obtenido

Pi = gr. muestra molida
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PROCEDIMIENTO DE ANALISIS DE SOLUBILIDAD

1. Procedimiento: Para el analisis de solubilidad se procedié a afiadir 1 g de
extracto seco en cada tubo de ensayo seguido se adicion6 1 ml de cada
solvente, luego se agito en un equipo vortex, finalmente, se observo la

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

2. Procedimiento: Para el andlisis de la marcha fitoquimica se procedié a

afiadir 1 ml de extracto etandlico del mesocarpio de Solanum sessiliflorum
Dunal (Cocona) en cada tubo de ensayo seguido se adicion6 1 ml de cada
reactivo, finalmente, se evidencio los metabolitos secundarios por medio de

coloracion y precipitacion.

49



INFORME ENSAYO MICROBIOLOGICO
l.  METODO
Método de difusion en pozos (Kirby Bauer modificado)

Consiste en depositar dentro de pozos elaborados sobre la superficie de una
placa conagar previamente inoculada con el microorganismo, diferentes

sustancias a evaluar.

1. Preparacion de Medio de Cultivo
1.1 Agar Mueller Hinton

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

siguiendo lasindicaciones proporcionadas por el fabricante.

a. Se peso 7.6 gr. de la base deshidratada y se adicion6é 200 ml de agua
destilada, a continuacion, se procedio a calentar con agitacion frecuente
hasta lograr la disolucidntotal del medio de cultivo, por ultimo se esterilizd
en autoclave sometiéndolo a 15 libras de presion (121°C) durante 15
minutos.

b. Una vez finalizado el proceso en la autoclave se dejo enfriar hasta que el
medio de cultivo alcanzé una temperatura entre 45°C — 50°C y se
distribuy6 en placas petri estériles de 90 x 15 mm.

Esquema del proceso de preparacion del medio de cultivo
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2. Activacion de la cepa: Kwik-stik microbiologics - Proteus mirabilis ATCC
29906
Para preparar el indculo se empled el producto Kwik-stik microbiologics® que
contiene ala cepa de Proteus mirabilis ATCC 29906 liofilizada en un pelet.

a. El Kwik-stik presenta en la parte superior una
ampolla que contiene liquido hidratante, el
cual fue liberado al presionar la mencionada
ampolla. Luego de realizar esta operacion el
Kwik-stik se mantuvo en posicion vertical para
facilitar el flujo del liquido por el mango hasta
la parte inferior de la unidad, que contiene el
granulo.

b. Para terminar, se presiona la parte inferior de

la unidad para lograr una suspension

homogénea.

c. De inmediato se procedio a saturar el hisopo,
gue contiene el producto, con el material
hidratado y se transfirié a una placa con agar
TSA; la cual fue incubada a 37 °C. durante 24

horas en condiciones anaerobias.
3. Método de preparacion del inéculo

a. Se realiz0 la suspension directa, en solucion salina (cloruro de sodio
0.9%), decolonias 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 comparandola de
manera visualcon la turbidez del estandar 0.5 de Mc. Farland.

4. Inoculacion de placas

e Dentro de los 15 minutos posteriores al ajuste de la turbidez del in6culo, se
procedida sumergir un hisopo estéril en la suspension obtenida; el hisopo
se roto varias vecespresionando firmemente sobre la pared interior del
tubo y por encima del nivel del liquido, esto con la finalidad de remover el
exceso de inoculo.

e Posteriormente se inoculd sobre la superficie seca del agar Muller Hinton,
para estose realizaron estrias en tres direcciones diferentes rotando la
placa 60° cada vez, estocon la finalidad de asegurar una distribucion
uniforme del in6culo.

e Previamente todas las placas fueron marcadas para posteriormente

realizar los pozosempleando un sacabocado de 6 mm de diametro.

Rayas en
3 pases

v |

_i:v:t.‘.b:;‘ &' a
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Rotulado de placas
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Realizando pozos en agar con ayuda de un sacabocado
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5. Preparacion de sustancias experimentales

Se preparé 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

e Extracto etandlico de coconaal 75 %

Preparacion de 10 ml de extracto hidroalcohélico de cocona al 75 %:

Se peso6 7.5 gr de extracto seco de cocona y se adicion6 un poco de etanol de
70° con la finalidad de disolverlo; por ultimo se paso la mezcla a una fiola de 10
mL, se enraso con etanol de 70° hasta el aforo y se homogenizo.

e Extracto etandlico de cocona al 50%
Preparaciéon de 10 ml de extracto hidroalcohdlico de cocona al 50%

Se pesoO 5 gr de extracto seco de cocona y se adicion6 un poco de etanol de
70° con la finalidad de disolverlo; por ultimo se paso la mezcla a una fiola de 10
mL, se enraso con etanol de 70° hasta el aforo y se homogenizo.

e Extracto etandlico de cocona al 25%
Preparaciéon de 10 ml de extracto hidroalcohdlico de cocona al 25%

Se pes6 2.5 gr de extracto seco de cocona y se adicion6 un poco de etanol de
70° con la finalidad de disolverlo; por ultimo, se pasé la mezcla a una fiola de
10 mL, se enrasé con etanol de 70° hasta el aforo y se homogenizo.

. Etanol de 70°

. Discos de ciprofloxacino 5 ug
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6. Incubacién

Las placas se incubaron durante 24 horas dentro de una jarra de anaerobiosis
a 37°Cdespués de los 15 minutos siguientes de adicionadas las sustancias

experimentales.

7. Lecturade resultados

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