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RESUMEN

Objetivo: Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de
las hojas de Muehlenbeckia Volcéanica (benth) Endl (Mullaca). frente a
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

Materiales y Métodos: enfoque cuantitativo, experimental, analitico. Se utilizaron
hojas de Muehlenbeckia volcanica (benth.) Endl. (Mullaca) de Piticha, y cepa de
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. Asi mismo, la muestra estuvo compuesta
por 3kg de hojas. En marcha fitoquimica, se utilizé 0.25 mL en 12 tubos de ensayos
y el analisis microbiolégico fue la difusion de agar en disco y grupos experimentales
del 25 %, 50% y 90%, control Gluconato de Clorhexidina 0,12 % y Etanol 96°.

Resultado: A nivel de quimica de los compuestos de las hojas, se encontré la
presencia de compuestos fendlicos, alcaloides, saponinas y taninos. Se realizé un
analisis estadistico con la prueba de ANOVA (p<0,05) y Tukey, y se observé
diferencia significativa entre los grupos experimentales al 25%, 50%, 90% y etanol
96° sobre Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

Conclusiones: El extracto etandlico de las hojas de Muehlenbeckia volcanica
(benth.) Endl. (Mullaca) presenta actividad antibacteriana frente a Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277.

Palabras claves: Muehlenbeckia volcanica (benth.) Endl; antibacteriano; extracto

etandlico.



ABSTRACT

Objective: To determine the in vitro antibacterial activity of the ethanolic extract of
the leaves of Muehlenbeckia Volcanica (benth) Endl (Mullaca). against
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

Materials and Methods: quantitative, experimental, analytical approach. Leaves of
Muehlenbeckia volcanica (benth.) were used. Endl. (Mullaca) of Piticha, and strain
of Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. Likewise, the sample was composed of
3kg of leaves. In phytochemical progress, 0.25 mL was used in 12 test tubes and
the microbiological analysis was the diffusion of agar in disk and experimental
groups of 25%, 50% and 90%, control Chlorhexidine gluconate 0.12% and Ethanol
96°.

Result: At the level of chemistry of the compounds of the leaves, the presence
of phenolic compounds, alkaloids, saponins and tannins was found. A statistical
analysis was performed with the ANOVA test (p<0.05) and Tukey, and a significant
difference was observed between the experimental groups at 25%, 50%, 90% and
ethanol 96° on Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

Conclusions: The ethanolic extract of the leaves of Muehlenbeckia volcanica
(benth.) Endl. (Mullaca) has antibacterial activity against Porphyromonas gingivalis
ATCC 33277.

Keywords: Muehlenbeckia volcanica (benth.) Endl; antibacterial; ethanolic extract.
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I. INTRODUCCION

La cavidad oral, caracterizada por su temperatura y humedad, brinda un ambiente
propicio para el desarrollo y la colonizacién bacteriana de manera recurrente!; por
ello, los motivos de las enfermedades periodontales son las malas praxis de
limpieza bucal, de lengua y mejillas>#; creando un ambiente donde se acumula este
tipo de bacterias como la P. gingivalis, Tannerella forsythia y Treponema dentico®®,
siendo la periodontitis una de las enfermedades méas severas que afecta a mas del
10% de la poblacion mundial®®. Esta prevalencia va aumentando con la edad y

conlleva un gran impacto social y econdémico en las prestaciones sanitarios®.

Segun la OMS a nivel mundial la periodontitis agresiva, afecta a un 5%-20% de los
adultos entre 30 y 60 afios de edad. Mientras que en México es una de las
enfermedades principales que afecta en su poblacion, resultando en pérdidas de
piezas dentales en fases terminales!. En paises como Estados Unidos y Nueva
Zelanda, existen estudios donde se encontraron que P. gingivalis en una
periodontitis crénica, conllevo a factores de riego significativos en el desarrollo de
placas amiloide B, demencia y enfermedad de Alzheimer2. A nivel de América del
Sur, la prevalencia de este patégeno con mayor incidencia se reporté en Colombia
un 80% con juntamente con otro patégeno, dandose una menor incidencia en Brasil
con un 26.7% de casos®®. Sin embargo, en nuestro pais en el afio 2018 la
prevalencia de enfermedades por P. gingivalis en personas es de un 85%*. En la
ciudad de Lima se reporta un 70.91% de prevalencia de enfermedades
periodontales, siendo el 47,18% vy 23,73% a gingivitis y periodontitis,
respectivamente; esto se debe a los habitos de fumar, tratamientos de ortodoncia,
constancia de cepillado, uso de cepillos interproximal y enjuagues bucales, segun
(Horna P.)%.

Es asi, que hoy en dia se da mas énfasis al uso de la fitoterapia, tal es asi, en la
region de Ayacucho se usan de modo tradicional una gran diversidad de flora como
la Mullaca, para tratar la fiebre, asma, bronquitis, alergia, aftas, gastritis y
rinofaringitis'®1”18 pero carece de informacién de efectos en bacterias, por ello es
importante continuar con la investigacion de nuevas alternativas para contribuir y

dar solucion a este problema que afecta a la humanidad.



El efecto antibacteriano de la Mullaca frente a Porphyromonas gingivalis es una
accion terapéutica, que tiene un determinado compuesto quimico para detener el
crecimiento de la bacteria,®?° P. gingivalis tiene forma de bacilo o cocobacilo,
anaerobia estricta, Gram negativa de la familia Porphyromonadaceae®?. El ensayo
microbiolégico consiste en depositar el extracto de las hojas de Mullaca a diferentes
concentraciones; dentro de los pozos de una placa con agar previamente sembrado
con P. gingivalis.}4*>20 | os principales factores de virulencia son las gingipainas,
desarrollando una colonizaciéon, donde se inactiva el sistema inmunitario y se
disemina a otras partes del sistema'?®, originando una respuesta inflamatoria
cronica donde destruye tejidos periodontales y el hueso alveolar!®, estas conllevan
a enfermedades como la periodontitis agresiva y crénical?®. La inhibicion del
crecimiento de la bacteria es de naturaleza cuantitativa, se mide el desarrollo del
patégeno, cuando el valor sea el mas pequefio, mayor actividad antibacteriana tiene
la sustancia y esto se puede evaluar por diferentes métodos segin Melendez.!

La Mullaca pertenece a la familia Poligonaceae, son hierbas anuales, sub-arbustos
rastreros, silvestre, su habitat es un clima templado, terrenos volcanicos y rocosas,
crece entre 1500 a 4500 msnm.81% 20| os procesos fisicoquimico son técnicas
gravimétricas, de mineralizacion de la muestra que determina los parametros
fisicoquimicos de una especie vegetal para identificar, de manera cualitativa, sus
fitoconstituyentes mediante reacciones quimicas que forman un producto insoluble
y/o coloreado.'*'® Procesos fitoquimicos, son ensayos que se realiza para
determinar metabolitos secundarios, segun estudios refieren que la Mullaca
presenta mucilagos, goma, glucésidos, sustancias pépticas, taninos, saponinas.?;
también contiene rutina, emodina, acido crisofanico, glicésidos antraquinonicos,
ceras, reninas, lectinas, almidones, celulosa, flavonoides prenilados y fenoles
segun (Agapito F. 2005)'"; (Lock O. 2004)?2.

En el mercado actual existen diferentes métodos para el tratamiento de la
periodontitis, esto depende del avance de dicha enfermedad, por ejemplo, la
limpieza dental, legrado y cirugia periodontal, entre otros, estos procedimientos
tienen como coadyuvantes a diversos antisépticos orales, siendo el gluconato de

clorhexidina el mas usado, pero este ocasiona reacciones adversas como

2



reacciones alérgicas, descamacion de la mucosa, disgeusia y manchas en los
dientes; por ello se han basado en estudios de nuevas alternativas de tratamientos
para la periodontitis con menos efectos adversos y de caracter natural y bajo costo.
Teniendo como base a fuentes de la naturaleza, Ayacucho posee una gran variedad
de plantas medicinales en la cual encontramos a la Mullaca con muchas
propiedades farmacoldgicas, este puede ser una alternativa nueva para tratar la
enfermedad periodontal de aquellos pacientes que la padecen.

Carrol, D et al. (2020) en su investigacion realizada en Estados Unidos, quienes
evaluaron la actividad antibacteriana de diferentes plantas medicinales frente a P.
gingivalis, en los resultados se observé que tenian una inhibicion superior al 90%
sobre P. gingivalis a 64 ug/mL y fueron seleccionados adicionalmente para ensayos
de CMI (Concentracién Minima Inhibidora). Se concluye que un producto potencial
de estos resultados podria ser el desarrollo de un enjuague bucal que incluya los
extractos probados y/o fracciones de estos extractos. 2

Crucerira, D (2020) en su investigacion realizada en Quito, quien evalud la accion
biologica del extracto de Muehlenbeckia tamnifolia (Kunth) Meisn basado en su uso
etnobotanico. En los resultados manifestaron que el extracto seco de angoyuyo
tiene actividad antimicrobiana y antimicética, siendo Staphylococcus aureus el
microorganismo mas sensible con una inhibicion del 40%. Se concluye que, la
especie angoyuyo utilizada en el extracto tiene actividad antimicrobiana y
antimicotica frente a E. coli, S. aureus ATCC 25923 y Candida albicans ATCC
10231.%

Tamariz, C et al. (2018) quienes en su investigacion realizada en Chile
determinaron la actividad antimicrobiana y actividad antioxidante sobre diferentes
tipos de bacterias y hongos. En los resultados se aprecié que, de estas plantas, 27
mostraron actividad antibacteriana, 4 mostraron actividad anti-Candida y 4 actividad
antioxidante. Algunas de las plantas con actividad biolégica promisoria incluyen
Oreocallis grandiflora, Gentianella weberbaueri, Muehlenbeckia volcanica, y
Oenothera multicaulis, contienen compuestos como alcaloides, compuestos

fendlicos y flavonoides. Se concluye que este estudio demuestra el potencial



medicinal de estas plantas y se requieren mas investigaciones para su

conservacion y uso sostenible. %

Lagos, D y Quinto, R (2018) en su investigaciéon determinaron la actividad
antibacteriana del extracto etandlico de hojas de Muehlenbeckia volcanica (Benth.)
Endl. (mullaca) frente Staphylococcus aureus ATCC 6538, en los resultados se
observo la actividad antibacteriana del 33%, en el extracto etandlico del grupo
experimental al 50 % y del 100%, se observd una actividad antibacteriana del
41,02% y 52,53%, se concluye que las hojas de Mullaca al grupo experimental del
100% frente al Staphylococcus aureus ATCC 6538 hace una diferencia

antibacteriana superior. 26

Ferchau, V et al (2021) Esta investigacion evalud la actividad antibacteriana de
cinco especies de plantas en Cusco, entre ellas Muehlenbeckia volcanica. Los
resultados mostraron que Queto-Queto y Mullaca tienen actividad antibacteriana
contra tres cepas de bacterias, mientras que Matico actia contra dos. Estrella Kisca
y Mufia son efectivas contra dos cepas de bacterias. La Estrella Kisca y Queto-
Queto fueron los mas toxicos, mientras que Mufia, Mullaca y Matico fueron
moderadamente téxicos. Se concluye que los extractos etandlico tienen actividad

antibacteriana. %’

Palpa, D y Fernandez, C (2020) Este estudio determiné el efecto antibacteriano
del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Muehlenbeckia tamnifolia contra cepas
de S. aureus y S. epidermidis en concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%. La
fitoquimica identifico la presencia de flavonoides, taninos, compuestos fendlicos y
alcaloides. Se concluye que se encontrd que la concentracién al 100% tuvo el

mayor efecto antibacteriano, aunque fue menor en comparacién con gentamicina.
28

La finalidad de la investigacion es conocer la actividad antibacteriana de Mullaca, y
aportar de forma tecnoldgica y cientifica. También se pretende contribuir como
alternativa terapéutica sobre las afecciones de la P. gingivalis por diversas causas
gue acarrea en la poblacion. Como justificacion practica, contribuir con la batalla de



las resistencias bacteriana que se dan hoy en dia de manera progresiva, y que
muchas veces no se logra la recuperacién de pacientes con enfermedades
periodontales. Por ultimo, en cuanto a la metodologia, los ensayos fitoquimicos,
fisicoquimico y microbioldgico, los resultados obtenidos conllevaran al desarrollo en
animales de experimentacion y asi dar un aporte a la salud y las mismas futuras

investigaciones.

El objetivo general del estudio es precisar la actividad antibacteriana in vitro del
extracto etanolico de las hojas de Muehlenbeckia Volcanica (benth) Endl (Mullaca).

frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

Hipotesis general es:

- El extracto etandlico de las hojas de Muehlenbeckia volcanica (benth.) Endl.

(Mullaca), presenta efecto antibacteriano en cepas de Porphyromonas gingivalis,

in vitro.



ll. MATERIALES Y METODOS

2.1. Enfoquey disefio de lainvestigacion

El enfoque fue cuantitativo, y se utilizé un disefio experimental para la investigacion.

Ademas, se llevé a cabo un estudio analitico.

Cuantitativo, se debe a los resultados que se mostraron por mediciones
numéricas.?®> Experimental, ya que se manipuld la variable independiente para
evaluar su impacto en la variable dependiente. Se utilizé para evaluar la actividad

y efectividad terapéutica.?®

2.2. Poblacién, muestray muestreo

10 kilos de hojas y tallos de Muehlenbeckia volcanica (benth.) Endl. (Mullaca)
obtenidas en la comunidad de Piticha, distrito de Huamanguilla, provincia de
Huanta, region Ayacucho a 3276 m.s.n.m. Se utilizé cepas de Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277 de la marca Microbiologics, en forma de KWIK-STIK.

La muestra vegetal estuvo conformada por 3 kilos de hojas Muehlenbeckia
volcanica (benth.) Endl. (Mullaca).

Criterios de inclusién:
- Hojas libres de hongos, bacterias y limpias.
- Bacterias de P. gingivalis ATCC 33277 con la capacidad de proliferar.

Criterios de exclusion:
- Hojas malogradas por plagas, hongos o bacterias
- Bacterias de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 que no tengan la capacidad

de proliferar.

2.3. Variables de estudio
Independiente: Extracto etandlico de hojas de Muehlenbeckia volcanica (benth.)

Endl. (Mullaca).

Dependiente: Actividad antibacteriana in vitro frente Phorpyromonas gingivalis
ATCC 33277.



2.3.1. Definiciéon conceptual

Independiente: Es un macerado donde el solvente es alcohol de 96°, que
presenta metabolitos secundarios. La planta que se utiliz6 fue un arbusto

rastrero, que forma matas de grandes extensiones®.

Dependiente: Capacidad de una sustancia quimica para evitar el

crecimiento o provocar la lisis de las bacterias®..

2.3.2. Definicion operacional

2.4.
24.1.

2.4.2.

2.5.
2.5.1.

Independiente: El ensayo de solubilidad se realizard con diferentes
solventes y reactivos de diferente polaridad mientras que el ensayo

fitoquimico sera cualitativo preliminar.

Dependiente: La bacteria Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 fue
cultivada en placas Petri con agar sangre. Se probaron diferentes
concentraciones de la muestra experimental (25%, 50% y 90%)

Técnica e instrumento de recoleccion de datos

Técnica

La metodologia que se utilizo es la observacion y la técnica de procedimiento
analitico de screening fitoquimico y el método de difusion de agar conocido

como Kirby-Bauer.

Instrumento

Los instrumentos fueron unas fichas, donde se registr6 todos los resultados
de cada muestra, la cual incluyé el grupo blanco etanol 96°, grupo control
positivo Clorhexidina 0,12%; y los controles a experimentar (25%, 50% y
90%).

Proceso de larecoleccidon de datos
Autorizacion y coordinaciones previas para larecoleccion de datos
Se realizdé una solicitud, con el propésito de ejecutar todos los ensayos
descritos en el proyecto de investigacion, hacia la universidad Maria

Auxiliadora.



2.5.2. Aplicacion de instrumentos

a) Recoleccion de la muestra vegetal:

La especie vegetal se recolectd de la comunidad de Piticha, en el distrito
Huamanguilla, provincia de Huanta, regiébn Ayacucho a 3276 m.s.n.m. un
aproximado de 10 kg, se utilizo tijeras esterilizadas, seguidamente fue almacenado
en bolsas de papel y no se presion6 o estrujé la muestra. Luego se procedi6 a lavar
las hojas de la muestra con agua destilada para quitar la suciedad, se escurrié y se
selecciond las hojas adecuadas para investigacion y las hojas en malas condiciones
fueron descartadas y se obtuvo 3 kg de muestra de hojas de Mullaca.
Seguidamente se puso en una estufa a 40°C por 48 horas. Al termino de este
proceso se procedid a triturar las hojas utilizando un mortero y pilén, donde la
muestra molida peso 294 g. Para la preparacion del extracto se utilizé la técnica de
maceraciéon dinamica, para ello se utilizé 170 g de muestra y 300 mL de etanol al
96° en un frasco &mbar con capacidad de 1L, el macerado se realiz6 por 14 dias.
Al finalizar este tiempo se procedio a filtrar el contenido con papel Whatman y se
coloco en una placa petri, el cual fue llevado a la estufa durante 24 horas a 40°
C.3233Y asi se obtuvo el extracto seco que peso 8.21g.

Seguidamente se obtuvo el porcentaje de rendimiento, lo cual fue 2.79%, esto se

hallé con la siguiente formula:

pf
%E = —x100
Pi

Pf: gr extracto seco obtenido.

Pi: gr muestra molida.

b) La prueba de solubilidad
Para la prueba se utilizaron los solventes: éter de petréleo, Diclorometano,
cloroformo, butanol, etanol, metanol, agua destilada.

c) Tamizaje fitoquimico
Se puso en marcha las reacciones de coloracion y precipitado segun descrito por
Lock O. (2016).%8 se prepar6 10 mL de extracto y se vertié 0.25 mL en 12 tubos de

ensayo, luego se utilizaron los siguientes reactivos:



TABLA 1: Tamizaje Fitoquimico.

TUBO | METABOLITO ENSAYOS INTERPRETACION
N°1 | Antraguinonas | Borntrager Color rosado a rojo
N° 2 | Compuestos Cloruro férrico
. Color azul, verde o negro
fendlicos
N° 3 Terper_los y Liebermann- Verde, azul verdoso
esteroides Burchard
N° 4 | Alcaloides Dragendorff Color rojo a naranja
N°5 | Alcaloides Mayer Precipitado blanco amarillento
N° 6 | Alcaloides Wagner Precipitado pardo oscuro rojizo a
marrén
N"7 !_actonas a,p- | Baljet Coloracion o precipitado rojo
insaturadas
N° 8 | Taninos Gelatina Precipitado blanco
N° 9 Taninos Gelatina - sal | Precipitado blanco
N° 10 | Antocianinas | NaOH 10% Coloracion café-anaranjado
N° 11 | Saponinas Espuma Presencia de espumade 1 cm
aproximado.
N° 12 | Flavonoides Shinoda Color rojo, rojo carmin, magenta, azul o
verde.

d) Ensayo microbioldgico:

Método: Se utilizé el método de difusién en pozos, el cual consistié en introducir

diversas sustancias a evaluar en pozos perforados en la placa de agar inoculada.

- Preparacién del estandar 0.5 de McFarland: Se prepard una solucion de BaCl
0,048 M mediante la disolucion de 0,499 g de esta sal en agua destilada en una
fiola de 50 mL. Asimismo, se prepar6 una solucion de H.SO4 0,18 M utilizando 1,01
mL de H2SOa4 conc. en fiola de 100 mL. Por ultimo, se obtuvo el estdndar mezclando
0,5 mL de la solucion de cloruro de bario 0,048 M y 95,5 mL de la solucién de &cido
sulfarico 0,18 M.

- Preparacién del medio de cultivo: Se preparé el agar Mueller Hinton con 5% de
sangre de carnero siguiendo instrucciones del fabricante. Se procedi6 a disolver 7.6
g de la base deshidratada en 200 mL de agua destilada, asegurandose de que se
disolviera por completo. Luego, la mezcla se sometid a un proceso de esterilizacion
en autoclave a una presion de 15 atmadsferas y 121°C durante 15 minutos. Una vez

finalizado el ciclo de autoclave, se permiti6 que el medio de cultivo se enfriara



gradualmente hasta alcanzar una temperatura de 45°C a 50°C. En ese momento,
se afiadid un 5% de sangre bovina estéril al medio, asegurandose de mezclarlo
adecuadamente. Una vez mezclado, el medio de cultivo enriquecido se distribuyd

uniformemente en placas Petri de tamafio estandar (90 x 15 mm).

- Activaciéon de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277: Se empled el Kwik-stik,
sosteniéndolo en posicion vertical para liberar completamente su contenido liquido.
A continuacion, con un hisopo, se deposité la muestra en una placa de agar sangre
y se incub6 a 37°C en condiciones anaerobias durante 120 horas.

Preparacién del indculo: Para ello se utilizd suero fisioloégico al 0,9 % hasta
obtener la turbidez requerida, finalmente esta se ajusté y se validé de manera visual
comparandola con el estandar 0,5 de McFarland.

Inoculaciéon de placas: Se utilizd un hisopo para recoger una muestra de la
suspension, después de remover cualquier exceso de contenido al presionarlo
contra el interior del tubo. La muestra fue luego aplicada sobre la superficie seca
del agar Muller Hinton sangre, mediante técnica de estrias realizadas en tres
direcciones diferentes y rotando la placa 60° cada vez para garantizar una
distribucién uniforme del inéculo. Las placas fueron etiquetadas previamente y
luego se perforaron con un cuchillo de 6 mm de didmetro para crear los pozos.

Preparacién de sustancias experimentales

Las sustancias experimentales fueron preparadas en diferentes concentraciones a
partir del extracto seco. Luego, se agregaron 20 uL de cada una de estas

sustancias, utilizando una micropipeta, en los pozos previamente realizados.

- Grupo experimental 1: 90%

- Grupo experimental 2: 50%

- Grupo experimental 3: 25%

- Grupo control positivo: Gluconato de Clorhexidina 0,12%
- Grupo control negativo: Etanol 96°

2.6. Métodos de anéalisis estadisticos

Los datos obtenidos en el experimento fueron analizados usando el programa
SPSS 27. Se utiliz6 la estadistica descriptiva para determinar si habia una

diferencia significativa entre los grupos experimentales.
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2.7. Aspectos éticos

En esta investigacion en el area de la fitofarmacologia, se cumplieron los
estandares de seguridad en el laboratorio de microbiologia para garantizar la
calidad de las muestras bacterianas, incluyendo la conservacion apropiada de la
temperatura y pH. Ademas, se emplearon equipos esterilizados y vestimenta
apropiada para manejar las muestras, y se llevé a cabo una eliminacién adecuada
de las muestras microbiolégicas para evitar dafios al medio ambiente de acuerdo

con las guias del Instituto Nacional de Salud.®*
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1. RESULTADOS
3.1. Pruebade solubilidad

TABLA 2:  Solubilidad

TUBO SOLVENTE RESULTADOS
1 Eter de petroleo -

2 Diclorometano +
3 Cloroformo -
4 Butanol ++
5 Etanol +++
6 Metanol +++
7 Agua destilada -

Fuente: Elaboracion propia

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

El extracto obtenido de las hojas de Muehlenbeckia volcanica (benth.) Endl.
(Mullaca) mostré una alta solubilidad en solventes alcohdlicos como metanol y

etanol.

3.2. Tamizaje fitoquimico

TABLA 3: Tamizaje fitoquimico

TUBO ENSAYOS METABOLITO RESULTADO
1 Borntrager Antraquinonas -
2 Cloruro férrico Compuestos fendlicos +++
3 Liebermann-Burchard Terpenos y esteroides +
4 Dragendorff Alcaloides ++
5 Mayer Alcaloides -
6 Wagner Alcaloides +++
7 Baljet Lactonas q, B-insaturadas +
8 Gelatina Taninos ++
9 Gelatina-sal Taninos -

10 NaOH 10% Antocianinas +
11 Espuma Saponinas +++
12 Shinoda Flavonoides +

Fuente: Elaboracion propia
Leyenda: (-): No se detecta; (+): poca presencia; (++): bastante presencia (+++): Abundante

presencia
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En la tabla 3 se evidencia la opulenta presencia de compuestos fendlicos,
alcaloides y saponinas. Por otro lado, la minima presencia de terpenos, lactonas q,

B-insaturadas, antocianinas, taninos y flavonoides.
3.3. Ensayo microbiolégico

TABLA 4: Halos de inhibicion de ensayo microbiolégico en Porphyromonas
gingivalis

Diametros de inhibicién en mm

Clorhexidina

Microorganismo 90% 50% 25% 0 1006 Etanol
96
15.21 1311  11.52 20.35 6
15.25 13.15  11.57 20.36 6
1520 13.10  11.50 20.32 6
Porphyromonas ~ 15.21  13.14  11.52 20.33 6
gingivalis 15.19 13.14  11.44 20.28 6
ATCC 33277 15.20 13.10 11.52 20.30 6
15.21  13.15  11.50 20.34 6
15.22 13.09  11.52 20.35 6
1520 13.14  11.50 20.30 6
15.23 13.15  11.54 20.32 6
Media 15.21 13.13 1151 20.32 6

Fuente: Elaboracion propia
Se observa que la Clorhexidina 0.12% obtuvo el mayor diametro de inhibicién

promedio con un valor de 20.32 mm frente a Porphyromonas gingivalis a
comparaciéon de los demas grupos en estudio.
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TABLA 5: Andlisis de varianza

ANOVA
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica

Entre 1094,988 4 273,747 512634,837 ,000

grupos
Porphyromonas  Dentro ,024 45 ,001
gingivalis de

grupos

Total 1095,012 49

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 5 se realiz6 el andlisis de la Varianza (ANOVA) el cual es una férmula
estadistica que se utiliza para comparar las varianzas entre las medias (o el
promedio) de diferentes grupos, distribuidos en el extracto etandlico de las hojas de
Muehlenbeckia volcanica (benth.) Endl. (Mullaca) al 25%, 50%, 90%, clorhexidina
0.12% y etanol 96°.

Ademas, los resultados del ensayo microbiolégico muestran un valor de
significancia bilateral asintética de p<0.05, que indica diferencias significativas entre

los 5 grupos de estudio.
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TABLA 6: Comparaciones multiples por la prueba de Tukey

HSD Tukey
Diferencia de Intervalo de confianza al 95%
() Grupo (J) Grupo . Desv. Error  Sig.
medias (I-J) Limite inferior Limite superior
Etanol 96° 14,32500" ,01033 ,000 14,2956 14,3544
Clorhexidina 25 % 8,81200" ,01033 ,000 8,7826 8,8414
0.12% 50% 7,19800° ,01033 ,000 7,1686 7,2274
Porphyromonas 90% 5,11300° ,01033 ,000 5,0836 5,1424
gingivalis Clorhexidina 0.12%  -14,32500" 01033 ,000 -14,3544 -14,2956
Etanol 96° 25 % -5,51300" ,01033 ,000 -5,5424 -5,4836
50% -7,12700° ,01033 ,000 -7,1564 -7,0976
90% -9,21200° ,01033 ,000 -9,2414 -9,1826

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

Fuente: Elaboracién propia.

Los resultados indican que hay una diferencia estadisticamente significativa en el ensayo microbioldgico entre el grupo tratado

con Clorhexidina y los otros grupos experimentales, favoreciendo al grupo tratado con Clorhexidina. Esto demuestra que los

grupos experimentales al 25%, 50% y 90% no tienen el mismo efecto inhibidor que la Clorhexidina contra la cepa bacteriana

Porphyromonas gingivalis. Ademas, se encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales y el grupo tratado

con Etanol 96°, mostrando que estos grupos experimentales tienen actividad antibacteriana contra Porphyromonas gingivalis.
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IV.DISCUSION

4.1. Discusion de resultados

El primer ensayo fue la prueba de solubilidad, los resultados demostraron que el
extracto etandlico de las hojas de Muehlenbeckia volcanica (benth.) Endl. (Mullaca)
fue muy soluble en etanol, metanol, moderadamente soluble en butanol y poco
soluble en diclorometano, el extracto presentdé mayor afinidad por el metanol y

etanol, los cuales son solventes muy apropiados para esta clase de agentes.

Segun el primer objetivo especifico, en el tamizaje fitoquimico se hall6 la presencia
de compuestos fendlicos, alcaloides y saponinas, probables responsables de la
actividad antibacteriana. Asi mismo, el presente estudio se ajusta con la
investigacion de Carrol, D et. al. (2020) evaluaron la actividad antibacteriana de
diferentes plantas medicinales frente a P. gingivalis, en la que realizaron el tamizaje
fitoquimico, se encontrd la presencia de taninos, alcaloides, flavonoides, triterpenos
y/o esteroides, quinonas y saponinas?:. Esto demuestra que, a pesar de provenir
de otros lugares de cosecha de la muestra, por pertenecer a la misma clase, poseen
una composicion fitoquimica similar, sirviendo estos resultados para asociar con los
usos medicinales que fomenta en la poblacién motivo de investigacion. Ademas,
los flavonoides obstruyen el movimiento del peptidoglicano transpeptidasa con el
objetivo de cambiar la disposicion de la pared celular. En consecuencia, la célula
bacteriana no puede soportar la tension osmaética interna de algun lugar en el rango
de 5y 20 atmosféricos, en la cual la tension es adecuada para romper las células
en el caso que las paredes celulares fuesen aniquiladas.

De igual manera concuerda con el estudio de Lagos D, y Quinto, R (2018), quienes
determinaron que Mullaca tiene efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus
ATCC 6538 a concentraciones de 25 %, 50% y 100%, hallando alcaloides,
aminodcidos, saponinas, taninos, quinonas y fenoles?®. Esto evidencia que en los
alcaloides, un conjunto de compuestos nitrogenados, reaccionaron con los
aminoacidos presentes en las paredes celulares y el ADN bacteriano. Los
alcaloides actuaron como agentes antibacterianos al dafar el componente de

peptidoglicano de las células, lo que resultd en la interrupcion de la formacion
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adecuada de la capa de la pared y la subsiguiente muerte de las bacterias. Ademas,
la mullaca posee propiedades antibacterianas que pueden ser utilizadas con fines

médicos.

Segun el segundo objetivo especifico, respecto al ensayo microbiolégico in vitro
para evaluar el impacto antibacteriano del extracto etandlico a las concentraciones
del 25 %, 50 %y 90 % frente a Porphyromonasgingivalis ATCC 33277, se evidenci6
gue la concentracién al 90 % presento mayor actividad antibacteriana al contar con
un valor promedio de inhibicion de 15,21 mm. Asimismo se hall6 mediante el uso
de técnicas estadisticas como ANOVA y el test de Tukey que las tres

concentraciones utilizadas presentaron diferencias significativas (p<0,05).

El mismo que coincide con la investigacion de Palpa, D y Fernandez, C (2020)
quienes determinaron la actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico de
hojas de Muehlenbeckia tamnifolia contra cepas de S. aureus y S. epidermidis 2°.
Hallando que el extracto etandlico de S. aureus presento actividad antibacteriana
en P. gingivalis, percibiéndose una relacion directamente proporcional entre el
volumen/concentracion y el efecto antibacteriano. Asi mismo concuerda con el
estudio de Melendez A, et al. (2016), quienes establecieron la actividad biolégica
del extracto metabdlicos de |. verum y extracto acuoso de C. verum sobre P.
gingivalis, obteniendo que el extracto de C. verum e |. verum inhibi6 el crecimiento
in vitro de P. gingivalis, puntualizando que el extracto de C. verum e I. verum tuvo
actividad biol6gica sobre P. gingivalis!. Estas reacciones provocaron cambios en
la estructura y composicion de los aminodacidos, lo que resulté en alteraciones en
el equilibrio genético en la cadena de ADN. Esto generd dafios en la célula y
promovio la lisis de las bacterias, llevando a su muerte. Los compuestos
antibacterianos presentes en los flavonoides inhibieron la sintesis de &cidos
nucleicos, asi como la funcién de la membrana citoplasmatica y el metabolismo
energético bacteriano. Los flavonoides demostraron capacidad para inhibir la
sintesis de acidos nucleicos bacterianos a través de grupos que se cree gue juegan
un papel en la estructura basica de estos acidos, inhibiendo asi la sintesis de ADN
0 ARN.

Finalmente concuerda con Ferchau, V et al (2021) Esta investigacion evaluo la

actividad antibacteriana en diferentes concentraciones, comparado con doxiciclina
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y fluconazol en diferentes bacterias, en diferentes horas, obteniendo que el aceite
esencial a la concentracion al 100 % presento una efectiva actividad antibacteriana
frente a P. gingivalis. Esto demuestra que los mecanismos inhibidores del
crecimiento por material antimicrobiano en forma de reaccion a la membrana o
pared celular de los microbios pueden causar la interrupcién de la retencion y el
transporte de suplementos por parte de los microorganismos, asi como la
interrupcion del metabolismo energético en las bacterias, especificamente en las
bacterias Gram-positivas que poseen una funcion simple, estructura de la vaina
celular; ademas los alcaloides poseen actividad antibacteriana puesto que el
compuesto se conoce como intercalante de ADN e inhibidor de la sintesis de ADN.
Los alcaloides son heterociclicos nitrogenados que contienen al menos una
particula de nitrogeno y se incorporan como base soluble. Esta reunion de bases
responde con mezclas &cidas en la célula bacteriana, como el ADN de la célula
bacteriana, que es el componente principal del nucleo celular. Por la alteracién del

ADN, la mezcla de proteinas y acidos nucleicos en la célula se vera modificada.

La Mullaca es una hierba natural proveniente de las regiones Andinas y
Amazoébnicas, la cual en el presente estudio se demostrd sus propiedades
antibacterianas, motivo por lo que se convierte en una alternativa natural la cual,
tomada en conocimiento, produce descongestion de las vias respiratorias como
propiedades antiinflamatorias y antialérgicas que son comunes en la poblacién

durante esta época del afio®.
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4.2. Conclusiones

e El extracto etandlico de las hojas de Muehlenbeckia volcanica (benth.) Endl.
(Mullaca) mostré actividad antibacteriana frente a cepas de Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277.

eEn el andlisis fitoquimico preliminar se detectaron diversos metabolitos
secundarios en la muestra, entre ellos compuestos fendlicos, alcaloides,
saponinas, taninos, lactonas a, B-insaturadas, antocianinas, flavonoides, terpenos

y esteroides.

eEl extracto etandlico de las hojas de Muehlenbeckia volcanica (benth.) Endl.
(Mullaca) al 25 %, 50 % y 90 % no excedieron el efecto inhibidor de la clorhexidina
0.12% frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

19



4.3. Recomendaciones

« Se sugiere que las autoridades nacionales de salud inviertan presupuesto para el

estudio de especies vegetales con capacidades biolbgicas.

« Utilizar otras cepas bacterianas y micoticas para seguir corroborando la actividad
microbioldgica de esta especie vegetal, asi como su espectro de accion.

« Emplear las hojas de esta especie vegetal para el preparado de formulaciones

magistrales.

e Fomentar el uso tradicional de las hojas de Muehlenbeckia volcanica (benth.)
Endl. (Mullaca)

e Realizar estudios microbiologicos con el tallo, flores, frutos y raices de
Muehlenbeckia volcanica (benth.) Endl. (Mullaca) para su utilidad en la salud
publica

e Realizar estudios farmacoldgicos para la aplicacién clinica en beneficio de la
poblacién.
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ANEXO A. Instrumento de recoleccién de datos.

Ensayo microbioldégico in vitro.

Investigadores: Bach. Basurto Laredo, Magaly Beatriz/ Bach. Ccahuana Loayza,
Lerroux Margot.

Muestra: Extracto etandlico de hojas de Muehlenbeckia volcéanica (benth.) Endl.
(mullaca).

Extracto | Extracto | Extracto | Clorhexidina | Etanol

Microorganismo
90% 50% 25% 0,12% 96°

Porphyromonas
gingivalis ATCC
33277

Fuente: Elaboracion propia.

Observaciones:
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ANEXO B. Operacionalizacién de variables.

Variable Definicion Definicion Dimensiones | Naturaleza | Escala Indicadores | Unidad de
Conceptual operacional de medida
medicion
Insoluble (-)
Extracto Es un macerado | Se realizara la Poco soluble (+)
etanolico  de | donde el solvente | prueba de | Fisicoquimica | Cualitativo | Nominal | Solubilidad | Soluble (++)
hojas de | es alcohol de 96°, | solubilidad con Muy soluble
Muehlenbeckia | que presenta | reactivos de Reacciones (+++)
volcanica metabolitos variada de
(benth.) Endl. | secundarios. polaridad y el | Fitoquimica | Cualitativo | Nominal | precipitacion | Ausencia (-)
(mullaca). analisis y coloracion | Leve (+)
fitoquimico. Moderado (++)
Abundante
(+++)
Es una aplicacién | La cepa de Inhibicién 0: nulo
terapéutica, tiene | Porphyromonas del
una determinada | gingivalis, se | Microbiologico | Cuantitativo | Razén crecimiento | 8-14mm:
sustancia  para | sembrard  en 0 Sensibilidad
Efecto causar lisis o |placas  Petri, eliminacion | limite.
antibacteriano | getener el | junto con poos de la
In vitro crecimiento de la | de gluconato de bacteria. 14-20mm:
bacteria clorhexidina Medio
(microorganismos | 0,12% vy la _
que causa | muestra a <2°”T‘m- Muy
sensible

infecciones).

experimentar.
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ANEXO C. Certificado Taxondmico

0SE R. CANPOS DE LA CRUZ
CONSULTOR BOTANICO
L. BH. P. M2 3795
el O1ASR52 RPM 9636800749
mai | jocamdeBamail . com

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

JEE RICARDED CAMPOS DE LA CRUZ, BIOLOGH COLEGIADO- %° 3% — [NSCRITO CON EL 5 3 EN EL REGISTRO DEF
FROFESIONALES QUE REALIZAN CERTIFICACION DE IDENTIFICACION TANONOMICA DE ESPECIMENES ¥ PRODUC-
TS DE FLORA - RESOLUCION DIRECTORAL N° 0311-2013- MINAGRL-DGFFS-DOEFFS.

CERTIFICA:

Que, MAGALY BASURTO LAREDD y LARROUX CCAHUANA LOPEZ, estudiantes de la
Universidad Maria Auxiliadora, Facultad de Ciencias de la Salud, Escuela Profesional de Farma-
cig y Biogquimica, con fines de investigacion han solicitado la identificacion v certificacion bota-
mica de muestras de una planta procedente de la provincia de Huanta, departamento A vacucho,
donde es conocida con el nombre vulgar de *mullaca”™, la muestra ha sido estudiada e ideniifi-
cadas como: Muehlenbeckia voleanica (Benth.) Endl. Segin la basc de Tropicos que sigue la
clasificacion de los grupos de filogenia de las angiospermas ( APG), sistema modemno de clasifi-
cacion de las angiospermas publicado en 1998 por el Grupo para la Filogenia de las Angiosper-
mas, revisado por APG 1T (2003), APG I (2009) v APG IV (2016), comparado con el Sistema
Integrado de Clasificacion de las Angiospermas de Arthur Cronguist. et al (1981, ocupa las
siguientes calegorias lxondmicas,

Categorias | Sistema APG-2016 Sistema de Cronguist 1981 j
Reino Plantae. | Plantag .
Division | Angiospermae -_ | Magnoliophyta |
Clase Equisetopsida : Magnoliopsida I
| Subclase | Magnoliidae | Caryophyllidac

Orden Caryophyllales | Polygonales

Familia | Polvgonaceae 3 Palygonaceae

Género Muchlenheckia g i1 ;ﬂhﬁﬁ:a'g.-uf;:egig':u -
Especie Muehienbeckia volcanica ( Benth. ) Iinﬂ ___.-'wahfrenfwc:k.r'a voleanice {Benth,) End]

MNombre vulgar: “mullaca™
Se expide la presente certificacion para los fines de investigacion cientifica.

Lima, 18 de marzo del 2021

e '-'.,.'# =
o MH. Li
5 BIOLOGO

o  C.B.P.3796

SR, SANCHEZ SILVA X [56- pivo 3, Urb, Sanfa Luzmile. Lima 87
Emarl, joricamposnyalios.es: jocamdedgmail con
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ANEXO D. Informe de andlisis de laboratorio

' Santa RosasiL

LABORATORIO BIOLOGICO Y ANALISIS CLINICO

Ao del Bicentenario del Peri: 200 afos de Independencia®

Informe de Resultados

Solicitado por:  Magaly Beatriz Basurto Laredo.

Lerroux Margot Ccahuana Loayza.
Muestra: Extracto de HOJAS DE MULLACA
Cantidad: 821 gr

Fecha de ensayo: 26-08-2022

Diametros de inhibicion en mm
. . Clorhexidina
Microorganismo 90% 50% 25% Etanol 96°
0.12%
15.21 13.11 11.52 20.35 6
15.25 13.15 11.57 20.36 6
15.20 13.10 11.50. 20.32 6
Porohuromonas 15.21 13.14 11.52 20.33 6
P r 15.19 13.14 11.44 20.28 6
gingivalis
Arer s 15.20 13.10 11.52 20.30 6
15.21 13.15 11.50 20.34 6
15.22 13.09 11.52 20.35 6
15.20 13.14 11.50 20.30 6
15.23 13.15 11.54 20.32 6

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

existe formacion halo de inhibicion
*Concentracién del inoculo: 1.5 x 10° UFC/ml]

“Lic. T.M. Walter A. Siry Rodriguez

CTMP. 10808

Jr. Comercio N° 397 Pachacamac Telf 2311053 Cel 941708196- 993446913
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ANEXO E. Certificado de Agar Mueller Hinton

R

m Certified : ISO 9001:2008, ISO 13485-2012 and WHO GMP

HiMedia Laboratories Private Limited
23, Vadhani Industrial 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 : 0000322697
Mueller Hinton Agar

Report No.: 040000779434 Date of Report : 22.12.2017 Expiry Date : Dec-2022
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 : 7.37

Cultural Response

Cuiltural characteristice 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 /| of Haemophilus GrowWth 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
Varlous 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
Organism linoealum (CFU) [Growth Observed Lot rzmwury Fundard Zome [Zone of inhibition
value (CFU) Observed
Escherichia coli ATCC 25922(WDCM 00013)
(Growth promoting 85 luxuriant 80 94% - -
ﬁmo&clav AMC 30 mcg - - - - 18-24 mm 23mm :
mpicillin AMP 10) mcg - - - - 16-22 mm 21mm
efotaxime CTX ::?0 mcg - - - - 29-35 mm 34mm
oxitin CX 30 mcg - - - - 23-29 min 27mm
‘ephalothin CEP 30mcg - - - - 15-21 mm 20mm
hloramphenicol C 30 mcg - - - - 21-27 mm 26mm
iprofloxacin CIP Smcg - - - - 30-40 mm 38mm
PAGE : 1/4
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Certified : ISO 9001:2008, ISO 13485-2012 and WHO GMP

HiMedia Laboratories Private Limited
23, Vadhani Industrial 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 :
Mueller Hinton Agar

Lot No

: 0000322697

Report No.: 040000779434

Date of Report : 22.12.2017

Expiry Date : Dec-2022

Gentamicin GEN 10 mcg - - - 19-26 mm 25mm
Sulphafurazole SF 300 mcg - - - 15-23 mm 21lmm
Tetracycline TE 30 meg * - - - 18-25 mm 24mm
Co-Trimoxazole COT 25 meg # - - 23-29 mm 28mm
|Staphylococcus aureus ATCC 25923 (WDCM 00034)
Growth promoting 86 luxuriant 79 91% -
Wmoxyclay AMC 30 mcg - - - 28-36 mm 35mm
Umpicillin/Sulbactam A/S - - - 29-37 mm 36mm
1 0/10 meg
Cephalothin CEP 3(imeg - - - 29-37 mm 35mm
Ciprofloxacin CIP Smcg - - - 22-30 mm 28mm
Ervthromyein E 15 meg - - - 22-30 mm 29mm
Linezolid LZ 30 meg - - - 25-32 mm 30mm
Oxacillin OX Imcg - - - 18-24 mm 23mm
Pristinomycin RP 15 meg - - - 21-28 mm 27mm
Tetracycline TE 30 meg * |- - - 24-30 mm 29mm
Vancomyein VA 30 meg - - - 17-21 mm 20mm
Co-Trimoxazole COT 25 mcg |- - - 24-32 mm 30mm
i
Cefoxitin CX 30 mcg - - - 23-29 mm 28mm
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (WDCM 00025)
Growth promoting 81 Juxuriant 78 96% -
Emikacin AK 30 meg * - - - 18-26 mm_ 25mm

treonam AT 3meg - - - 23-29 mm 28mm
ICephotaxime CTX 30 mecg - - - 18-22 mm 21mm
Cefiazidime CAZ 3() meg - - - 22-29 mm 28mm
Ciprofloxacin CIP Smcg - - - 25-33 mm 32mm
(Gentamicin GEN 10 mcg * - - - 16-21 mm 20mm
Umipenem IPM 10 mcg - - - 20-28 mm 27mm
Piperacillin PI 100 meg - - - 25-33 mm 32mm
Ticarcillin/Clavulanic acid - - . - 20-28 mm 26mm
TCC 75/10mcg
Tobramycin TOB 10 mcg * |- - - 19-25 mm 24mm
Escherichia coli ATCC 35218
Growth promoting 82 luxuriant 044 93% -
Wmoxyclav AMC 30 mcg - - - 17-22 mm 21mm
Wmpicillin AMP 10 meg - - - 6 mm 6mm
Hmpicillin/Sulbactam A/S - - - 13-19 mm 17mm
10/10 mcg

PAGE : 2/4
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Certified : ISO 9001:2008, ISO 13485-2012 and WHO GMP

HiMedia Laboratories Private Limited

23, Vadhani Industrial 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 :
Mueller Hinton Agar

Lot No : 0000322697

Report No.: 040000779434

Date of Report : 22.12.2017

Expiry Date : Dec-2022

PPiperacillin PI 100 meg - - - 12-18 mm 16mm
\Piperacillin/Tazobactam PIT |- - - 24-30 mm 28mm
\100/10 meg
Wicarcillin TI 75 mcg - - - 6 mm 6mm
[Ticarcillin/Clavulanic acid - - - 21-25 mm 23mm
\TCC 75/10meg
nterococcus faecalis ATCC 29212 (WDCM 0008
wih promoting 88 huxuriant 30 90% - -
o-Trimoxazole COT 25 meg |- - - # 20 mm (Clear 29mm
guu:)
Trimethoprim TR 5 mcg # - - - # 20 mm 27mm
Vancomycin VA 30 meg - = - #17 mm 23mm
%aghylocoocus aureus ATCC 43300 (MRSA) (WDCM 00211)
Growth promoling 86 luxuriant 85 - -
Oxacillin OX | meg - - - Very Hazy to NojNo zone
one

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

Growth promoting

[ luxuriant

76

% |- B

Neisseria gonorrhoeae ATCC 49226 (Incubated w/5% CO2)

Growth promoting

RS

luxuriant

80

4% |- |-

Haemophilus influenzae ATCC 49247 (On medium w/ Y.E.,NAD & Hematin)

Growth promoting

83

I luxuriant

78

93% |- l

. 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% viv Sheep/Horse blood.
. For Yeast & Mold : Sabouraud Dextrose Agar.

. All ISO 11133 : 2014( E ) control strains are included In the Quality parameter

. HiMedia Laboratories Pvt Ltd is certified for ISO 9001-2008, ISO 13485-2012 and WHO GMP.

)

. 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.

PAGE : 3/4
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R

m Certified : 1SO 9001:2008, ISO 13485-2012 and WHO GMP

HiMedia Laboratories Private Limited
23, Vadhani Industrial 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 ! 0000322697
Mueller Hinton Agar
Report No.: 040000779434 Date of Report : 22.12.2017 Expiry Date : Dec-2022

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 electronically and is valid

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

22.12.2017

PAGE : 4/4
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ANEXO F. Certificado de andlisis de Cepa Porphyromonas gingivalis

; s Ther mo Fisher Scientific
thermoscientific 12076 S B el
12230 Samea Pe Trail Drive

Lemesm, K5 aa215

RO T3

OO 44T AT

www Sermal sher.com

Certificate of Analysis

Product Name: P. gingivalis ATCC 33277 PE/S Product Number: R4609008
Lot Number: 481332 Expiration Date: 2023-10-31
VYV VMM DN

This prodisct has been manufactsred, procesed and packaged in accordance with Quality Systems Requlation, 21 CFR Pant 8X0.
Representative samples were tested per Remel Inc., a part of Thermao Fisher Scientific Quality Control specifications and woere found
to miset perfomiance crileria for this prodisc.

Purity:
Swndardized aliquots of the rehydrated product are inoculated ondo nonse lective media and examined for pure growth following the
approp iate incubation. Selective and Differential media are also tested where applicable.

Viability And Quantification:
Each organism is recovered from the preserved state within the required time frame and at an acceptable lkevel. Passage number &
stated a5 the current preserved state.

Macroscopic And Microscopic Morphology:
Colony morphology is consistent with documenied referenced description,
Traditional staining is performed.

Characterization:

Organism exhibits characteristic biochemical, enzymatic, genotypical andfor biochemical reactions, Auwtomated andfor comentional
testing was performed and resulis were within established limits. Antimicrobial testing performed where applicable. Resulis within
expectad ranges

CFUloop: =10{4) Passage; 3
Ciram Reaction; Gram Megative Rod Identification Profile; MicroS BQE or Viek®E 2
Appearance; Preserved Gel Matnix suspended in impculating loop
pH: Mia
\ . Ther mo Fisher Scientific
thermoscientific e
12107 Sarea Pe Trail Drve
12230 Saras Fe Trail Drive
Lemexa, K5 &&215
B A ATI0
04T AT fax
e B c o

Certificate of Analysis

Oneality Assurance Manager

The i:im'lE}- purity, and authentic ity of the Licensed Products are exclusively the responsibility of Reme] Inc. and not ATCC.
The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative Word mark, and the ATCOC Catalog Marks are trademarks

of ATCC,
ATCC Licensed J
Drerivative

Remel Inc. is licensed io use these trademarks and to sell products derived from ATCCH culre,
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ANEXO G. Carta emitida de la Universidad Maria Auxiliadora al jefe de
laboratorio.

UNIVERSIDAD MARIA AUXILIADORA

“Afo del Forfalecimiento de la Soberania Nacional”

San Juan de Lurigancho 18 de julio del 2022
CARTA N°138-2022/ EPFYB-UMA

Sr.
WALTER A. SIRI RODRIGUEZ
Jefe de Laboratorio Bioldégico y Andlisis Clinico “Santa Rosa E.LR.L.

Presente. -

De mi especial consideracion:

Es grato dirigrme a usted para saludario en nombre propio y de la Universidad
Maria Auxliodora, a quien represento en mi calidad de Director de la Escuela de
Farmacia y Bioquimica.
Siva lo presente para pedr su autorizacion a que los bachilleres: BASURTO LAREDO,
Magaly Beatriz, DNI 70778534 y CCAHUANA LOAYZA, Leroux Margot, DNI 46871052
puedan recopilor datos para su proyecto de tesis titulodo: “ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA
In Vitro DEL EXTRACTO ETANOLICO DE HOJAS DE Muehlenbeckia volcanica (benth.) En dl.
(mullaca) FRENTE A Porphyromonas gingivalis ATCC 33277".
Sin ofro parficular, hago propicio ka ocasion para expresarie los sentimientos de mi mas
alta consideracion y estima.,

Atentamente,

Av. Canto Bello 431, San Juan de Lurigancho
Telfs 389 1212
waww.umaperuedu. pe

LGC/jlr



ANEXO H. Constancia de aceptacion por el jefe del laboratorio Santa Rosa
E.LR.L

' Santa Rosati.

LABORATORIO BIOLOGICO Y ANALISIS CLINICO

“Aho del Fortalecimiento de la Soberania Nacional”

Constancia

El que suscribe Lic. T.M. Walter A. Siri Rodriguez encargado de supervisar el presente trabajo
de investigacion en el Laboratorio Biologico y Analisis Clinico Santa Rosa E.LR. L., hace constar

que:

Los bachilleres de la Escucla de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Maria Auxiliadora,
Basurto Laredo Magaly Beatriz y Ccahuana Loayza Lerroux Margot; realizaran ensayos
microbiologicos para el desarrollo de su Tesis “ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA In Vitro
DEL EXTRACTO ETANOLICO DE HOJAS DE Muehlenbeckia volcanica (benth.) En dl.
(mullaca) FRENTE A Porphyromonas gingivalis ATCC 33277" dentro de las instalaciones del

Laboratorio.

Seexpide la presente constancia a solicitud de los interesados, para los fines correspondientes.

Lima 22 de julio del 2022.

”~
Lic. .M. Walter A. Sird Rodriguez

CTMP. 10808
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ANEXO I. Evidencias fotogréficas

FIGURA 1. Ubicacion de la muestra

FIGURA 2. Recoleccion de la muestra
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FIGURA 3. Seleccion de la muestra

FIGURA 4. Procedimiento de lavado de la muestra

FIGURA 5. Procedimiento de secado de la muestra
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FIGURA 6. Procedimiento de molienda de la muestra

FIGURA 7. Procedimiento de filtracién del macerado del extracto etanélico

FIGURA 8. Obtencién del extracto seco
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FIGURA 9. Resultado del ensayo de solubilidad

FIGURA 10. Procedimiento del tamizaje fitoquimico

FIGURA 11. Preparacion de medio de cultivo
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FIGURA 14. Colocacién de discos
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FIGURA 15. Incubacion

FIGURA 16. Lectura de resultados
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