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RESUMEN

Objetivo: Determinar actividad antibacteriana in vitro el extracto etandlico de
semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) sobre cepas de Escherichia coli ATCC
25922.

Materiales y métodos: de tipo cuantitativo, experimental, transversal; poblacion 8
kg de semillas de plantas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) y cepa de Escherichia
coli ATCC 25922; la muestra estuvo constituida por 5 Kg de semillas de Lupinus
mutabilis Sweet y la muestra biolégica usada fueron de 10 placas Petri inoculadas
con Escherichia coli ATCC 25922. El procedimiento fitoquimico fue la marcha
fitoquimica y el método microbioldgico usado fue la difusién en agar en pozos o
Kirby Bauer modificado con 10 repeticiones y estuvo constituida por grupos al 25

%, 50 % y 75 % frente al grupo control (Ciprofloxacino 5ug).

Resultados: Los metabolitos secundarios que se detectaron fueron los alcaloides,
taninos y azucares reductores. Por otro lado, en el analisis estadistico mediante la
prueba de ANOVA (p<0,05) y Tukey, evidencié como resultado que solo las
concentraciones al 50%y 75% con halos de 8,9330 +£0,02214 y 10,6430 + 0,02983
mm respectivamente frente a cepas de Escherichia coli ATCC 25922, tuvieron
sensibilidad baja, los cuales presentaron diferencias estadisticamente
significativas que poseen actividad antibacteriana, no obstante, no superaron al

farmaco de referencia Ciprofloxacino 5ug.

Conclusién: El extracto etanodlico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi)
presento actividad antibacteriana en las concentraciones del 50% y 75% frente a
cepas de Escherichia coli ATCC 25922.

Palabras clave: Actividad antibacteriano, Lupinus mutabilis Sweet y Escherichia

coli, extracto etandlico.
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ABSTRACT

Objective: To determine in vitro antibacterial activity of the ethanolic extract of
Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) seeds on Escherichia coli ATCC 25922 strains.

Materials and methods: quantitative, experimental, cross-sectional; population 8 kg
of seeds of Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) plants and strain of Escherichia coli
ATCC 25922; The sample consisted of 5 kg of Lupinus mutabilis Sweet seeds and
the biological sample used was 10 Petri dishes inoculated with Escherichia coli
ATCC 25922. The phytochemical procedure was the phytochemical march and the
microbiological method used was diffusion in agar in wells or Kirby. Bauer modified
with 10 repetitions and consisted of groups at 25%, 50% and 75% compared to the
control group (Ciprofloxacin 5ug).

Results: The secondary metabolites that were detected were alkaloids, tannins and
reducing sugars. On the other hand, in the statistical analysis using the ANOVA test
(p<0.05) and Tukey, the result showed that only the concentrations at 50% and 75%
with halos of 8.9330 £ 0.02214 and 10.6430 + 0.02983 mm respectively against
Escherichia coli ATCC 25922 strains, had low sensitivity, which presented
statistically significant differences that have antibacterial activity, however they did
not exceed the reference drug Ciprofloxacin 5ug.

Conclusion: The ethanolic extract of seeds of Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi)
presents antibacterial activity in concentrations of 50% and 75% against strains of
Escherichia coli ATCC 25922.

Keywords: Antibacterial activity, Lupinus mutabilis Sweet and Escherichia coli,

ethanolic extract.
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INTRODUCCION

Las infecciones gastrointestinales son una amplia gama de patologias que son
ocasionadas por virus, parasitos y bacterias, estas se transmiten a través del
consumo de alimentos y/o fuentes de agua contaminados, asi como el contacto
cercano con animales que son reservorios o portadores de estos microorganismos
(1), solo en el Reino Unido se ha reportado que el 25 % de habitantes ha sufrido de
alguna de infeccidn intestinal. (2)

En cuanto a las bacterias que ocasionan este tipo de infecciones entre las mas
peligrosas, debido a la resistencia que han ido adquiriendo contra la
antibioticoterapia, se encuentran Helicobacter pylori, Clostridioides difficile,
Campylobacter jejuni y Escherichia coli (3), esta ultima especie se relaciona con la
manifestacion de enfermedades diarreicas, la cual ha sido responsable de
ocasionar 51 186 muertes en personas de todas las edades, pero en la poblacion
pediatrica ha provocado el deceso del 4, 2 % de estos. (4)

En estudios epidemiolégicos se ha registrado que el 16, 5 % de la poblacion mundial
ha presentado algun tipo de infeccion por esta bacteria (5). En el medio oriente
paises como Arabia Saudita han reportado que la cepa predominante en ese pais
es E. coli productora de B -lactamasa de espectro extendido, la cual presenta
resistencia a antibiéticos betalactamicos (6); por otro lado en Iran se hall6é que el 26
% de pacientes con cuadros diarreicos tienen a esta bacteria segun las respectivas
muestras analizadas (7), mientras que en Nepal la cifra fue del 44, 5 % pero ademas
se detecté que las cepas aisladas presentaban resistencia a por los menos dos
antibioticos (8) y finalmente en Etiopia la cifra obtenida fue del 15, 3 % y la causa
principal de la enfermedad fue por el consumo alimentos bajo ninguna medida de
higiene. (9)

En paises con mayor desarrollo como Rumania se hallé que el 79 % de pacientes
pediatricos con diarrea presentaban esta infeccion a causa de una de las toxinas
de esta bacteria (10). Esta bacteria no solo representa un peligro latente debido al
dafio que produce en el organismo sino también porque se halla en la naturaleza,
tal como lo demostré un estudio realizado en Estados Unidos en donde el 99, 3 %
de muestras de aguas destinadas al consumo humanos tenian la presencia de esta

bacteria (11) asimismo también se ha hallado a este microrganismo en productos
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carnicos, lacteos, frutas y vegetales, que provienen principalmente de mercados

rurales, lo cual facilita su propagacion a toda la poblacion. (12)

El ministerio de Salud del Peru, notifico que en el afio 2019 que existian alrededor
de 1204136 episodios de diarrea aguda, siendo la poblacion afectada en mayor
medida los nifios mayores de 5 afios y a su vez en ese mismo afo se produjo el
mayor numero de fallecimientos a causa de esta infeccion con una prevalencia
mayor del 65 % en esa misma poblacion. (13) Por otro lado un estudio reciente ha
demostrado que esta bacteria sigue latente en nuestro medio a causa de las pobres
medidas de salud ambiental y salud publica que toman las autoridades pertinentes.
(14)

La resistencia bacteriana ha sido clasificada como uno de los principales peligros
gue amenaza la salud mundial, este fendbmeno se produce cuando los antibiéticos
ya no son efectivos para controlar el crecimiento de bacterias patégenos, lo cual
produce el aumento de casos de mortalidad en pacientes que han adquirido alguna
bacteria resistente. Segun datos de algunos medios de salud se ha reportado 25
000 casos de fallecimientos por estas circunstancias por lo que la Organizacion
Mundial de la Salud ha pronosticado que en el afio 2050 esta cifra oscilara entre
los 700 000 y 10 millones por afio, en diferentes partes del mundo. (15)

Tal como se mencioné anteriormente Escherichia coli, es una de las bacterias mas
resistentes que existe, ya que ha ido adquiriendo métodos que le permiten inactivar
a las moléculas antibioticas, como por ejemplo la sintesis de enzimas que producen

la hidrolisis de las penicilinas, cefalosporinas y monobactamicos. (16)

Escherichia coli es una bacteria gramnegativa con forma de baston o bacilo y
pertenece a la familia Enterobacteriaceae, habita en el intestino del ser humano
formando parte del microbiota natural e incluso se puede hallar en la sangre de
algunos animales, a pesar de ser un comensal puede causar enfermedades como
la diarrea (17). Su patogenicidad se debe a las endotoxinas y fimbrias que presenta
en su estructura. Esta bacteria se puede adquirir por via fecal-mano-oral, por lo que
se le asocia con enfermedades intestinales, urinarias y en entornos hospitalarios
(18).

El mecanismo de accién de Escherichia coli se caracteriza debido a que sus toxinas



termolabiles ejercen su efecto secretor estimulando el adenilato ciclasa de la
mucosa intestinal. Esta estimulacién resulta de la transferencia catalizada por la
subunidad Al de adenosina difosfato ribosa de ADN a una guanosina trifosfatasa
unida a la membrana, inhibiendo asi la enzima, que normalmente reprime el
adenilato ciclasa. La enterotoxina de E. coli termoestable estimula el guanilato
ciclasa de la mucosa intestinal, que es la base de su enterotoxicidad (19).

Por otro lado, el farmaco de referencia del presente estudio es el ciprofloxacino el

cual presenta como mecanismo de accion que actia sobre la topoisomerasa Il



bacteriana (ADN girasa) y la topoisomerasa IV. La focalizacion del ciprofloxacino
en las subunidades alfa de la ADN girasa evita que super enrolle el ADN bacteriano,
lo que impide la replicacion del ADN y de esta manera evitar su proliferaciéon (20).

Lupinus mutabilis Sweet es una especie vegetal que tiene como nombre vulgar
“Tarwi” 0 “chocho”, esta una planta que crece a una altitud entre los 2000 a 3000
metros sobre el nivel del mar, principalmente en paises de Latinoamérica como
Peru, Bolivia, Argentina y Chile; en nuestro pais se puede hallar en los
departamentos de Cajamarca, La libertad, Cusco, Puno, etc. (21) En cuanto a su
taxonomia pertenece a la familia Fabaceae y al género Lupinus, esta especie se
caracteriza debido a que sus semillas son de un alto nivel alimentico por la
presencia de la lisina, el cual es un aminoacido que no se encuentra de manera
muy frecuente en los productos vegetales, es por ello que esta leguminosa presenta
propiedades nutricionales muy superiores a otros alimentos como la soya (22).
Entre los principales metabolitos secundarios que presentan las semillas estan los
polifenoles, fitoesteroles, carotenoides, tocoferoles y alcaloides tales como la
lupina, lupanina y espartina, estas sustancias quimicas le proveen de beneficios a

la salud como antioxidante, anticancerigeno, antimicrobiano y antidiabético. (23,24)

Entre los antecedentes internacionales estan los estudios de:

Buszewski B, et al. (2019), su objetivo principal fue evaluar las propiedades
biolégicas del extracto de semillas de Lupinus luteus, mediante la técnica fluido
supercritico con CO2, ademas realizaron un analisis fitoquimico cuantitativo,
obteniendo como resultados de compuestos fendlicos, mientras que al evaluar su
capacidad antibacteriano hallaron que inhibi6 el crecimiento de bacterias patdogenas

como Pseudomona aureginosa, concluyendo que presenta dicha actividad. (25)

Romeo F, et al. (2018), su objetivo principal fue determinar la actividad
antibacteriana de los alcaloides de las semillas de tres especies del género Lupinus,
para ello se utilizé la técnica de cromatografia de gases acoplada a espectrometro
de masas, en la cual identificaron una cantidad total de 30 alcaloides, los cuales

fueron efectivos contra las cepas de Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas



aeruginosa. Concluyendo que los alcaloides del género Lupines tienen capacidad
antibacteriana. (26)

Al-Amrousi E, et al. (2022), su objetivo principal fue evaluar la actividad biolégica y
sus metabolitos secundarios del aceite esencial de las semillas del chocho dulce y
amargo, para ello se us6 el método de ultrasonido y se emple6 como disolvente
éter de petréleo. Los principales metabolitos hallados fueron los fenoles mientras
que al evaluar su actividad antibacteriana mostro un efecto significativo,
concluyendo la veracidad de dicho efecto. (27)

En cuanto a los antecedentes nacionales estan los estudios de:

Castillejo E y Trujillo C (2020), su objetivo principal fue evaluar el efecto
antibacteriano del extracto acuoso de las semillas del chocho a las concentraciones
de 20, 30 y 40 % frente a las cepas de Escherichia coli, utilizando la técnica de
difusién en agar. Como resultados hallaron que la concentracion al 40 % produjo
un halo de 20, 56 mm seguido de las concentraciones al 30 y 20 %. Tenido como

conclusién que el extracto empleado si presenta el efecto deseado. (28)

Alvarez L y Bellido J (2022), su objetivo principal fue determinar el efecto
antibacteriano de las semillas de Tarwi frente a E. coli, para ello se preparé un
extracto acuoso a base de la droga vegetal mencionada y para el ensayo
microbiologico se utilizo la técnica de difusion en agar. Como resultados hallaron
gue el extracto a la concentracion de 40 % produjo el halo con mayor promedio.
Obteniendo como conclusién que las semillas de Tarwi presenta el efecto en
estudio. (29)

Pauro, J (2020), su objetivo principal fue evaluar el efecto antibacteriano de las
decocciones de las semillas de L. mutabilis a las concentraciones de 5, 10, 30, 50
y 100 % sobre Escherichia coli, para ello se utilizo la técnica de Kirby-Bauer y se
compara con un estandar de eritromicina. Como resultados obtuvo que la
concentracion 100 % obtuvo un halo de 9, 27 mm. Concluyendo que las semillas

de Tarwi presentan efecto antibacteriano. (30)

La justificacion del estudio se basa es la busqueda de nuevas alternativas

medicinales que puedan controlar las infecciones ocasionadas por Escherichia coli,
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ya que, debido a la resistencia bacteriana, durante las infecciones diarreicas no se
prescriben antibiéticos ni otros farmacos que impiden el avance del patégeno, por
lo que el uso de antimicrobianos es considerado como una segunda linea de
tratamiento en el Peru (31). Por otro lado, se busca brindar mayor informacion sobre
los beneficios nutricionales y sobre todo medicinales sobre las semillas de Lupinus
mutabilis Sweet, ya que a pesar que es una planta que crece en diferentes regiones
de nuestro pais, una gran parte de la poblacion ignora sus propiedades (32), por lo
tanto, es importante y urgente difundir toda la informacion etnobotanica de esta
especie vegetal. Una posible aplicacion de esta investigacion es promover el uso
de los productos naturales para el tratamiento antibacteriano en patdégenos
resistentes, ya que estos pueden afectar seriamente a la poblacion y sobre todo a
aquellos que no cuenta con un adecuado acceso a la atencion primaria ni a
medicamentos basicos, es por ello que esta planta podria convertirse en un
candidato medicinal de bajo costo y amplio acceso. Finalmente, para obtener los
resultados esperados se utilizaran técnicas empleadas en investigaciones previas

gue han presentado buenos resultados.

Como objetivo se presenta lo siguiente: Determinar actividad antibacteriana in vitro
el extracto etandlico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) sobre cepas
de Escherichia coli ATCC 25922.

La hipdtesis de la investigacion se detalla a continuacion: El extracto etandlico de
semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) presenta actividad antibacteriana

significativamente favorable sobre cepas de Escherichia coli ATCC 25922.



ll. MATERIALES Y METODOS

II.L1. Enfoquey disefio de lainvestigacion.

El presente estudio fue de enfoque cuantitativo, debido a que se utilizé
métodos analiticos y numéricos para interpretar los resultados; de disefio
experimental, ya que los investigadores manipularon la variable independiente
(extracto etandlico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet -Tarwi), explicativo

y transversal. (33-35)

II.2. Poblacion, muestray muestreo.
La poblacion microbiolégica fue 8 kg de semillas de plantas de Lupinus
mutabilis Sweet (Tarwi) que se recolectdé en la Comunidad Campesina de
Ufas, distrito de Huancayo, provincia de Huancayo, ubicada en el
departamento de Junin a 3540 m s. n. m. y coordenadas de 12° 1' 29.2" S,
75°11'3.5"W

La poblacién microbioldgica fueron cepas de Escherichia coli ATCC 25922.
La muestra fue de 5 Kg de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi).
Criterios de inclusion:

v' Semillas con buen estado fisico.
v' Semillas que no tengan sefiales de germinacion.

Criterios de exclusion:

v' Semillas en descomposicion.
v' Semillas aplastadas o rupturas en su estructura.

v' Semillas contaminadas (insectos, microrganismos, etc.)

El tipo de muestreo fue probabilistico por conveniencia.

I1.3. Variables de investigacion.

Variable Independiente: Extracto etandlico de semillas de Lupinus mutabilis
Sweet (Tarwi)
Definicién conceptual: Fraccion liquida obtenida de la maceracion etanodlica

de semillas de Lupinus mutabilis Sweet. (36)



Definicién operacional: Técnica de maceracion de semillas de Lupinus

mutabilis Sweet.

Variable Dependiente: Actividad antibacteriana in vitro frente a Escherichia
coli ATCC 25922

Definicion conceptual: Capacidad de inhabilitar la diseminacion de un grupo

de microrganismos.

Definicién operacional: Se empled la técnica de difusion en agar para hallar
las medidas de los halos de inhibicion producido por los discos de

experimentacion.

Il.4. Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos.
La técnica usada fue la observacion. En cuanto a los procedimientos
fitoquimicos se realizé un tamizaje preliminar y en el ensayo microbioldgico se

empled la técnica de Kirby-Bauer y Duraffourd. (37)

El instrumento fue la ficha de observacién el cual sirvié para la recolecciéon de

datos de los andlisis fitoquimicos y microbiolégicos. (37)

II.5. Plan de recoleccion de datos.

I1.5.1. Autorizacion y recoleccién de la especie vegetal.

Las semillas de Tarwi se recolectaron en el transcurso de la mafiana, en la
Comunidad Campesina de Ufas, distrito y provincia de Huancayo, en el
departamento de Junin, esto se realiz6 una vez completada la maduracion y
cuando las vainas adquirieron una coloracion amarillenta y al mover las
plantas se escuche el sonido del grano dentro de las vainas, como lo indica
el Instituto Nacional de Innovacion Agraria — INIA.

I1.5.2. Identificacion de la especie vegetal.

El reconocimiento taxondmico de la especie vegetal de interés se llevo a
cabo por un especialista en la identificacion taxonomica de especies
vegetales, en donde brind6 un certificado botanico validando la identidad de

la especie Lupinus mutabilis Sweet.



I1.L5.3. Preparacion de ladroga vegetal.

La limpieza de las semillas se realizdé con agua potable luego se expuso a

temperatura ambiente por un tiempo entre 15 a 20 minutos. (28)

Luego del tiempo propuesto las semillas se pasaron a un vaso de precipitado
con un volumen de 1 L y se le agregd agua destilada hasta cubrir por

completo toda la droga vegetal. (28)

Finalmente se coloco el vaso de precipitado con la droga vegetal en la estufa
a una temperatura de 40° C por un tiempo estimado de 6 horas. Luego de
este proceso se realizo la molienda de las semillas secas para realizar el

proceso de maceracion. (38)

[1.5.4. Preparacién del extracto etandlico.

Para la maceracion de las semillas de Tarwi se requirié de un frasco color
ambar con capacidad de 1 L y alcohol etilico al 96 %, el cual actu6 como
disolvente para remover los metabolitos primarios y secundarios. La técnica
fue por maceracion dinamica por 5 dias. Al finalizar el macerado, el extracto
fue filtrado y se llevé al rotavapor bajo presién reducida para eliminar el
disolvente, paso seguido se almacen6é nuevamente en la estufa a una
temperatura de 40°C por 48 horas con la finalidad de obtener el extracto

crudo o seco para la realizacién de las pruebas posteriores. (38)

Prueba de solubilidad
Para esta prueba se utilizo 0,5 g del extracto seco y 1 mL de los siguientes
disolventes: Eter de petrdleo, diclorometano, cloroformo, butanol, etanol de

70°, metanol, agua destilada y dimetilsulfoxido (39)

Marcha fitoquimica del extracto

El tamizaje fitoquimico preliminar se realiz6 segun la técnica de Olga Lock,
para ello se utilizé 12 tubos de ensayo con 1ml del extracto fluido y los
siguientes reactivos: Baljet (Lactonas a, [ insaturadas), Dragendorff
(Alcaloides), Gelatina-sal (Taninos), NaOH 10 % (Antocianinas), Cloruro

férrico (Compuestos fendlicos), Shinoda (Flavonoides), Liebermann-



Burchard (Triterpenos y esteroides), Gelatina (Taninos), Wagner
(Alcaloides), indice Afro simétrico (Saponinas), Borntrager (Quinonas) y
Mayer (Alcaloides) (40)

[1.5.5. Ensayo microbiolégico.

Activacién de las cepas de E. coli ATCC 25922: Este proceso se llevo a
cabo utilizando Kwik-stik, el procedimiento consistio en presionar la ampolla
ubicada en la parte superior del contenedor y dejar salir el liquido hidratante
hacia la parte inferior. Al finalizar este proceso se tomé una muestra de la

solucién obtenida y se traspasard en 5 mL de caldo soya tripticasa. (41)

Activacion de las cepas: Para ello se prepard una suspension directa de la
cepay se ajusto la turbidez de este segun la escala 0,5 de McFarland (1,5 x
108 UFC/mL). (42)

Inoculacion de las Placas: Se realizé en placas con agar Mueller-Hinton, el
cual se prepard segun las indicaciones del fabricante. La cepa se sembro
con el uso de un asa de siembra debidamente esterilizada mediante la
técnica de estrias cruzadas para garantizar un sembrado mas uniforme por

el medio de cultivo. (39)

Preparacién de los discos: Estos se prepararon a partir de papel Whatman
N° 1 con un diametro de 9 mm los cuales estuvieron esterilizados, finalmente
estos se empaparon con las siguientes sustancias para realizar la técnica de
Difusion en agar. (39)

v" Grupo extracto etandlico de semillas de L. mutabilis Sweet al 25 %

v" Grupo extracto etanolico de semillas de L. mutabilis Sweet al 50 %.

v" Grupo extracto etandlico de semillas de L. mutabilis Sweet al 75 %

v" Grupo control: Discos de ciprofloxacino 5 pg

v" Grupo control: Discos embebidos con alcohol al 96°
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Luego se llevo a incubar todas las placas, en la estufa a 37°C de 24 a 48
horas. Finalmente, estos resultados se evaluaron mediante la “Escala de
Duraffourd”. (43)

11.L6. Métodos de anéalisis estadisticos

Los resultados obtenidos en la prueba de Kirby-Bauer se procesaron con el
uso de dos programas informéticos como Excel y el paquete estadistico en
(SPSS) version 27, en este ultimo se realizaron las pruebas de analisis de
varianza (ANOVA) y test de Tukey.

Il.7. Aspectos éticos
El presente estudio tom6 en cuenta criterios de bioseguridad en el
tratamiento de la muestra, asimismo usando procedimientos de buenas

practicas de laboratorio.
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lll. RESULTADOS

[11.1 Prueba de solubilidad

Tabla 1. Prueba solubilidad del extracto etandlico de semillas de Lupinus
mutabilis Sweet (Tarwi)

TUBO SOLVENTE RESULTADOS

1 Eter de petrdleo +
2 Diclorometano +
3 Cloroformo +
4 Butanol +
5 Etanol 96 +++
6 Etanol 70 +
7 Metanol ++
8 Agua destilada +
9 Dimetilsulfoxido +++

Leyenda:

e Insoluble: (-)
e Poco soluble: (+)
e Medianamente soluble: (++)

e Muy soluble: (+++)

En la tabla 1, mediante el andlisis de solubilidad del extracto etandlico de semillas
de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi), el resultado indic6 que la mayor solubilidad
(+++) corresponde al solvente Etanol 96 y Dimetilsulfoxido; seguido de Metanol (++)
con mediana solubilidad, por Gltimo, Eter de petréleo, Diclorometano, Cloroformo,
Butanol, Etanol 70 y Agua destilada evidenciaron ser poco solubles (+) en la

muestra en investigacion.

l1l.2 Marcha fitoquimica
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Tabla 2. Tamizaje fitoquimico del extracto etanélico de semillas de Lupinus

mutabilis Sweet (Tarwi)

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

e (-) Ausente

e (+) Escaso

o (++) Leve

e (+++) Moderado
En la tabla 2, a través de la marcha fitoquimica del extracto etandlico de semillas
de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi), se realizd el andlisis mediante pruebas de

coloracion y precipitacion.

Se evidencid metabolitos secundarios como alcaloides, taninos, los cuales
manifestaron moderada presencia (+++), reconocidos mediante reactivos:
Dragendorff, Mayer, Wagner, Gelatina y Gelatina-sal respectivamente; escasa
presencia (+) en compuestos fendlicos, lactonas a, B-insaturadas y flavonoides
mediante los reactivos: Cloruro férrico, Baljet y Shinoda; Ausencia (-) de

antraquinonas, terpenos y esteroides, antocianinas, saponinas.
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[1.3 Ensayo microbiolégico

Tabla 3. Promedio de mediciones de los halos de inhibicion (mm) del extracto

etanolico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi)

Didmetros de inhibicién en mm

Control Control positivo
Microorganismo negativo 2504 50% 75% (Ciprofloxacino
(Etanol 96%) Sug)
6 7.86  8.90 10.65 39.89
6 7.87  8.95 10.64 39.88
6 781 891 10.61 39.90
6 7.86  8.96 10.64 39.91
Escherichia coli 6 7.84  8.93 10.62 39.90
ATCC 25922 6 7.79  8.95 10.60 39.87
6 7.80 891 10.67 39.92
6 7.82  8.92 10.63 39.90
6 7.85 8.94 10.68 39.94
6 7.89  8.96 10.69 39.95
Media 6 7.83  8.93 10.64 39.90

La escala interpretativa segun Duraffourd y Lapraz (1983) considera como (-) Nula:
al diametro (< 8 mm), (+) Sensible bajo: diametro (8 - 14 mm), (++) Medio (muy
sensible): diametro (14 - 20 mm) y (+++) Sumamente sensible: cuando el diametro
(> 20 mm)
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Figura 1. Efecto antibacteriano del extracto etandlico de semillas de Lupinus mutabilis

Sweet (Tarwi)

En la tabla 3 y figura 1 se evidenciaron los promedios de halos de inhibicion (mm)
del ensayo antibacteriano del extracto etandlico de semillas de Lupinus mutabilis
Sweet (Tarwi).

Segun la escala interpretativa en mencién, la cepa Escherichia coli ATCC 25922,
tanto para el control negativo (Etanol 96%) como en la concentracion del 25% se
muestran valores menores a 8mm, por lo que se entiende que no hay actividad
antibacteriana (nula), por otro lado, en las concentraciones del 50% y 75% la cepa
presenta una sensibilidad baja con 8.93 mm y 10.64 mm respectivamente. Por otro
lado, para el control positivo denominado como Ciprofloxacino 5ug, la cepa fue

sumamente sensible con un valor de 39.90 mm.
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l1l.4 Contrastacion de hipotesis

Para realizar el estudio sobre la determinacién de la actividad antibacteriana in vitro
del extracto etandlico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) al 25%, 50%
y 75% frente Escherichia coli ATCC 25922, ademas de ello se utilizaron controles
de tipo positivo como el Ciprofloxacino 5ug y control negativo, etanol 96%, cada
uno de ellos con 10 repeticiones por grupo.

l11.4.1. Contrastacién de hipo6tesis general

HO: El extracto etandlico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) no
presenta actividad antibacteriana significativamente favorable sobre cepas de
Escherichia coli ATCC 25922.

H1: El extracto etandlico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) presenta
actividad antibacteriana significativamente favorable sobre cepas de Escherichia
coli ATCC 25922

Para contrastar la hipétesis presente, se realizd los analisis estadisticos
descriptivos para cada grupo de investigacidon con la cepa bacteriana, se evidencié
gue todos los resultados obtenidos se encuentran dentro de los limites de

confianza.

En la tabla 4, se observo que para la cepa Escherichia coli ATCC 25922, el control
negativo (Etanol 96%) no tiene actividad antibacteriana, con una media de 6.00 £
0,00000. Considerando la escala de Duraffourd, se observé que la concentracion
del extracto etanolico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) al 25%, obtuvo
una sensibilidad nula con una medida de 7,8390 mm * 0,03281; por otro lado, al
50% y 75% se muestra una sensibilidad baja con una medida de 8,9330 = 0,02214
y 10,6430 + 0,02983 mm respectivamente; ademas, la cepa es sumamentesensible
para el control positivo Ciprofloxacino 5ug (39,9060 + 0,02503 mm).

Decision: El extracto etandlico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi)
posee actividad antibacteriana al 50% y 75% frente a la cepa Escherichia coli ATCC
25922
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Tabla 4. Estadisticos descriptivos de la actividad antibacteriana del extracto etanélico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet

(Tarwi) frente a cepas de Escherichia coli ATCC 25922

95% de intervalo de confianza para la media

Desviacion Error Limite Limite Minimo  Maximo
N Media estandar estandar inferior superior
Control negativo
6,0000 0,00000 ,00000 6,0000 6,0000 6,00 6,00
(Etanol 96%)
Escherichia  Ext. 25% 10  7,8390 ,03281 ,01038 7,8155 7,8625 7,79 7,89
coli Ext. 50% 10  8,9330 ,02214 ,00700 8,9172 8,9488 8,90 8,96
ATCC 25922  Ext. 75% 10 10,6430 ,02983 ,00943 10,6217 10,6643 10,60 10,69
Control positivo
10 39,9060 ,02503 ,00792 39,8881 39,9239 39,87 39,95

(Ciprofloxacino 5ug)
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l11.4.2. Contrastacion de hipotesis especifica
- Hipotesis especifica 1:

HO: El extracto etandlico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) no

presenta metabolitos secundarios activos

H1: El extracto etandlico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi)

presenta metabolitos secundarios activos

Para contrastar la presente hipotesis, se realizé la Marcha Fitoquimica siguiendo el
Método de Olga Lock, se determin6 en base al fundamento de coloracién y
precipitacion en los tubos de ensayo, en relacién a la presencia y ausencia de
metabolitos en la especie vegetal, se identificé los metabolitos secundarios con
actividad antibacteriana, en la Tabla 2, se evidencié el cambio evidente de color
gue corresponde a los alcaloides segun el reactivo Dragendorff (+++), seguido de

otros metabolitos como los Taninos (+++).

La presencia de estos metabolitos secundarios guarda relacién con la actividad
biolégica antibacteriana del extracto etandlico de semillas de Lupinus mutabilis

Sweet (Tarwi).

Decision: Se rechazo la hipétesis nula (HO) que indica que el extracto etandlico de
semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) no posee metabolitos secundarios con

actividad antibacteriana.
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[11.4.2. Contrastacién de hipoétesis especifica 2

HO: El extracto etandlico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) no
presenta actividad antibacteriana in vitro sobre cepas de Escherichia coli ATCC
25922 en concentraciones al 25%, 50% y 75%.

H1: El extracto etandlico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) presenta
actividad antibacteriana in vitro sobre cepas de Escherichia coli ATCC 25922 en

concentraciones al 25%, 50% y 75%.

Para contrastar la hip6tesis especifica 2, se utilizo el estadistico de ANOVA para
comparar las varianzas entre las medias de los diferentes grupos en estudio el cual
comprende al extracto etandlico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) al
25%, 50% y 75% control positivo (Ciprofloxacino 5ug) y control negativo (Etanol
96%), asimismo un estadistico para comparaciones mdultiples denominado la

prueba de Tukey con la cual se eligié el mejor tratamiento.
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Tabla 5. Pruebas de ANOVA de los halos obtenidos frente a la cepa de Escherichia
coli ATCC 25922

ANOVA
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre
8078,169 4 2019,542 3274933,325 0,000
Escherichia —qrupos
coli Dentro
ATCC 25922 de 0,028 45 0,001
grupos

Total 8078,197 49

La prueba de ANOVA permitié analizar diferencias entre los grupos en investigacion
respecto a sus promedios. Al observar el resultado p<0.05 (sig) en la tabla 5, se
evidencio que existen diferencias significativas entre los tratamientos aplicados, por
lo tanto, para determinar qué medias son estadisticamente diferentes se aplic

pruebas POST HOC, como la prueba de Tukey.

La prueba de Tukey permitio realizar comparaciones multiples, la tabla 6 evidenci6
p<0.05 en las comparaciones entre el control positivo (Ciprofloxacino 5ug)
favoreciendo al grupo Ciprofloxacino 5ug. Esto es evidencia de que los grupos 25
%, 50 % y 75 % no superaron el efecto inhibidor del Ciprofloxacino 5ug frente
Escherichia coli ATCC 25922.
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Tabla 6. Comparaciones multiples de los halos de inhibicién de Escherichia coli
ATCC 25922 — Prueba de TUKEY.

Comparaciones multiples

Intervalo de confianza al 95%

Diferenciade Desv.

(1) Grupo (9) Grupo medias (I-J) Error >i0. Limite inferior lelt.e
superior

Etanol 96% 33,90600° 0,01111 0,000 33,8744 33,9376

Ciprofloxacino 25 % 32,06700° 0,01111 0,000 32,0354 32,0986
Sug 50% 30,97300° 0,01111 0,000 30,9414 31,0046
75% 29,26300° 0,01111 0,000 29,2314 29,2946

Ciprofloxacino 5ug  -33,90600° 0,01111 0,000 -33,9376 -33,8744

25 % -1,83900° 0,01111 0,000 -1,8706 -1,8074

Franol 9% 50% -2,93300° 0,01111 0,000  -2,9646 -2,9014
75% -4,64300° 0,01111 0,000 -4,6746 -4,6114

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

Por otro lado, se muestra que los valores de significancia asintética bilateral son
menores al 0.05 en las comparaciones entre el control negativo (Etanol 96%) y los
grupos experimentales en el ensayo microbiolégico con la cepa bacteriana
Escherichia coli ATCC 25922. Esto es evidencia de que existen diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo 25 %, 50% y 75 % de experimentacion
y el control negativo (Etanol 96%).
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Tabla 7. Prueba de subconjuntos de Tukey para Escherichia coli ATCC 25922

Escherichia coli ATCC 25922

HSD Tukey?

Subconjunto para alfa = 0.05
Grupo N 1 2 3 4 5
Etanol 96% 10 6,0000
25 % 10 7,8390
50% 10 8,9330
75% 10 10,6430
Ciprofloxacino 5ug 10 39,9060
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

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

a. Utiliza el tamaiio de la muestra de la media armoénica = 10,000.

En la tabla 7, se evidencié que los promedios de los diferentes grupos fueron
heterogéneos, asimismo se observé mayor inhibicidon a concentraciones mayores.
Las concentraciones de 50 % y 75% poseen mayores diametros aceptables seguin
la escala de Duraffourd y Lapraz, evidenciando como resultados halos de 8,93 mm
y 10,64 mm (sensibilidad baja) respectivamente. Por lo tanto, se rechaza lahipotesis
nula (HO).

Decision: El extracto etandlico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) al 50

% y 75% poseen efecto inhibitorio frente a cepas de Escherichia coli ATCC 25922.
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- Hip6tesis especifica 3:

HO: La actividad antibacteriana del extracto etandlico de semillas de Lupinus
mutabilis Sweet (Tarwi) no es mayor comparado con farmaco de referencia sobre
cepas de Escherichia coli ATCC 25922.

H1: La actividad antibacteriana del extracto etandlico de semillas de Lupinus
mutabilis Sweet (Tarwi) es mayor comparado con farmaco de referencia sobre
cepas de Escherichia coli ATCC 25922

En la Tabla 7, se evidencié para la cepa Escherichia coli ATCC 25922, que las
medias de los didametros a diferentes concentraciones son inferiores a los obtenidos
por el control positivo y/o farmaco de referencia (Ciprofloxacino 5ug), ello indica que
el bactericida utilizado como control positivo tienen mayor diametro de inhibicion.

Por lo tanto, no se rechaza la Hipotesis nula (HO).

Decision: La susceptibilidad antibacteriana de cepas de Escherichia coli ATCC
25922 frente al extracto etandlico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) al
25%, 50% y 75% no presentan mayor inhibicibn comparado con el farmaco de
referencia (Ciprofloxacino 5ug).
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IV. DISCUSION

IV.1 Discusién de resultados

La enfermedad diarreica e infeccion del tracto urinario siguen siendo preocupantes
en todo el mundo, asi como para todas las personas de los diferentes géneros y
edades, con el pasar del tiempo se ha ido implementando nuevos manejos y
estrategias para mitigar esa enfermedad, siendo los tratamientos fitoterapéuticos o
herbolarios aceptados en los profesionales de la salud, quienes investigan distintas
plantas con propiedades en la medicina, asi como el poder farmacolégico de estas.
En relacién con esto, la presente investigacién tuvo por objetivo determinar la
actividad antibacteriana in vitro el extracto etandlico de semillas de Lupinus
mutabilis Sweet (Tarwi) sobre cepas de Escherichia coli ATCC 25922.

En la primera hipotesis especifica, respecto al ensayo del tamizaje fitoquimico
fueron los alcaloides y taninos los principales metabolitos con mayor presencia y
menor presencia para compuestos fendlicos y flavonoides, estos resultados
guardan relacién con el estudio de Al-Amrousi E, et al. (2022), quienes identificaron
la presencia de compuestos fendlicos en las semillas del Tarwi, no obstante, a pesar
de encontrar similitud en los resultados, hubieron diferencias en relacién al solvente
usado en la extraccion el cual comprende de etanol de 96° para el presenteestudio y
de éter de petréleo para el estudio de Al-Amrousi E, et al. presentando unpotencial

agente bioldgico (27).

De igual importancia, guarda relacion con el estudio realizado por Castillejo E y
Trujillo C (2020) quienes evidenciaron la presencia de alcaloides, compuestos
fendlicos, azlcares reductores en muestras del extracto acuoso de semillas de
Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi), los hallazgos encontrados confirman la presencia
de metabolitos activos el cual a pesar de ser muestras de diferentes partes del Peru
como Huénuco en el presente estudio y de Ancash el estudio de Castillejo y Trujillo,
esto no fue un indicador para que existan diferencias en los metabolitos

secundarios encontrados en ambos estudios (28).
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En la segunda hipoétesis especifica, en el ensayo microbiolégico se evidencio que
las concentraciones al 25%, 50% y 75% del extracto evidenciaron halos de
inhibicién de 7.83; 8.93 y 10.64 mm respectivamente, estos resultados presentaron
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en los grupos experimentales
25%, 50% y 75% segun la prueba de Tukey, sin embargo, realizando la
contrastacion segun la escala interpretativa de Duraffourd y Lapraz (1983), se
considera nula el diametro del halo de inhibicibn menor de 8 mm, sensible bajo si
es de 8 - 14 mm, muy sensible de 14 - 20 mm y sumamente sensible si el didmetro
es mayor de 20 mm, por lo que se evidencio sensibilidad nula al grupo experimental
25%, dado que el halo fue de 7.83 mm el cual no supera el halo minimo aceptable
que corresponde de 8.00 mm. Finalmente, los halos del 50% y 75% fueron
considerados con una sensibilidad baja debido a que superaron el valor minimo
aceptable, por lo tanto los grupos con actividad antibacteriana in vitro del extracto
etandlico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) frente cepas de
Escherichia coli ATCC 25922, fueron al 50% y 75%. El mismo que guarda relacién
con el estudio de Buszewski B, et al. (2019), quienes al evaluar la capacidad
antibacteriana de Tarwi, hallaron que inhibi6 el crecimiento de bacterias patégenas
como Pseudomona aureginosa evidenciando que presenta dicha actividad en el
extracto de semillas de Lupinus luteus, 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 70°, no obstante, estas

diferencias no alteraron en la existencia de la actividad antibacteriana (25).

Otra investigacion de gran importancia fue realizada por Romeo F, et al. (2018)
quienes evidenciaron actividad antibacteriana de los alcaloides aislados de semillas
de tres especies del género Lupinus, por medio de la técnica de cromatografia de
gases acoplada a espectrometro de masas, esta actividad biolégica fue efectiva
contra las cepas de Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa,
evidenciando que los alcaloides del género Lupines tienen actividad antibacteriana
(26).
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En la tercera hip6tesis especifica en el ensayo microbiolégico se evidenci6 que las
concentraciones al 25%, 50% y 75% del extracto etanélico mostraron halos de
inhibicién de 7.83; 8.93; 10.64 mm respectivamente frente al 39,90 que posee el
Ciprofloxacino 5ug, asimismo estos resultados presentaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) en los grupos experimentales 25%, 50% y
75% segun la prueba de Tukey, el cual fue a favor del grupo control positivo
denominado como Ciprofloxacino 5ug, evidenciando que ninguno de los halos de
inhibiciobn presentes, superaron el efecto inhibidor del farmaco de referencia
Ciprofloxacino 5ug. Esto se deberia a que el Ciprofloxacino 5ug se utiliza de manera
estandarizada y conocida para mitigar infecciones gastrointestinales y urinarias

causadas por bacterias como Escherichia coli.

Estos resultados son semejantes al estudio de Alvarez L y Bellido J (2022), quienes
analizaron el efecto antibacteriano de las semillas de Tarwi frente a Escherichia coli
al 20%, 30% y 40% evidenciando que las concentraciones experimentales no
superaron el efecto antibacteriano del farmaco de referencia y/o control positivo
usado Ciprofloxacino 150 mg/mL (29).

Asi mismo guarda relacién con la investigacion realizada por Pauro, J (2020)
guienes manifestaron que a pesar de que las decocciones de hojas, flores y
semillas de Tarwi (Lupinus mutabilis Sweet) poseen la capacidad de inhibir, estas
concentraciones, estas no superan al farmaco empleado como referencia
(Eritromicina), no obstante, a pesar de que los resultados guardan relacién, existe
diferencias en relacion con los extractos empleados y con el farmaco positivo de

referencia. (29).

El Tarwi conocido en la region andina como parte de la alimentacion, no solo
presenta bondades nutricionales, sino que, debido a los resultados en la presente
investigacion de tipo antimicrobiano, esto contribuye a ser considerado como un
superalimento que debe ser difundido a nivel nacional por parte de investigadores
y el estado el cual corresponde a uno de sus objetivos el de velar por la salud de

su poblacion.
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IV.2 Conclusiones

El extracto etandlico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) presenta
actividad antibacteriana frente a cepas de Escherichia coli ATCC 25922.

e Los metabolitos secundarios que se identificaron mediante la marcha
fitoquimica del extracto etandlico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet
(Tarwi) fueron los alcaloides y taninos, estos serian los responsables de la
actividad antibacteriana frente a cepas de Escherichia coliATCC 25922.

e La concentracion del extracto etandlico de semillas de Lupinus mutabilis
Sweet (Tarwi) que posee efecto antibacteriano fueron del 50% y 75%.

e El extracto etandlico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) a las
concentraciones del 25%, 50% y 75% no superaron el efecto inhibidor del
Ciprofloxacino 5ug frente cepas de Escherichia coliATCC 25922.
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IV.3 Recomendaciones

Realizar investigaciones para validar la efectividad del Lupinus mutabilis
Sweet (Tarwi), como potencial sustancia antibacteriana frente a otras cepas
de interés de salud publica.

Iniciar estudios farmacoldgicos para validar el grado de efectividad de
Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi), frente a diversos ensayos experimentales

y su implicancia de aporte en la farmacoterapia.

Realizar investigaciones sobre la estructura fitoquimica de Lupinus mutabilis
Sweet (Tarwi), empleando conocimientos cromatogréaficos logrando de esta
manera aislar metabolitos secundarios con potenciales efectos biolédgicos.

Realizar comparaciones del efecto antimicrobiano de Lupinus mutabilis
Sweet (Tarwi ) procedentes de diferentes regiones del Peru, puesto que los
factores ambientales juegan un rol de impacto en la presencia y actividad de

los metabolitos activos en las plantas.
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ANEXOS

ANEXO A: Instrumentos de recoleccién de datos

ENSAYO MICROBIOLOGICO

NO

Frente a E. coli ATCC 25922

Control

Ciprofloxacino
Ext 25 % | Ext 50 %

S Ug

Ext 75 %

10
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Tabla B:

Prueba de Tamizaje Fitoquimico

IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Metabolitos _

secundarios Reactivos Resultado
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
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Tabla C: Ensayo de Solubilidad

TUBO SOLVENTES RESULTADOS
N° 1 Eter de petroleo
N° 2 Diclorometano
N° 3 Cloroformo
N° 4 Butanol
N° 5 Etanol de 70°
N° 6 Metanol
N° 7 Agua destilada
N° 8 Dimetilsulfoxido

Leyenda:
Insoluble: (-)

Poco soluble: (+)

Medianamente soluble: (++)

Muy soluble: (+++)
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ANEXO B: Matriz de consistencia CIORREGIR

Formulaciéon del problema

Objetivos

Hipotesis

Problema General

Objetivo General

Hipotesis General

¢ Presentara actividad antibacteriana in vitro el
extracto etandlico de semillas de Lupinus
mutabilis Sweet (Tarwi) sobre cepas de
Escherichia coli ATCC 25922?

Determinar actividad antibacteriana in vitro el
extracto etanolico de semillas de Lupinus
mutabilis Sweet (Tarwi) sobre cepas de
Escherichia coli ATCC 25922.

El extracto etandlico de semillas de Lupinus
mutabilis Sweet (Tarwi) presenta actividad
antibacteriana significativamente favorable
sobre cepas de Escherichia coli ATCC
25922.

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipotesis Especificas

., Qué metabolitos secundarios activos se
encontraran en el extracto etandlico de
semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi)?

Identificar los metabolitos secundarios activos
gue se encuentran en el extracto etandlico de
semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi)

El extracto etandlico de semillas de Lupinus
mutabilis Sweet (Tarwi) presentametabolitos
secundarios activos

¢ El extracto etandlico de semillas de Lupinus
mutabilis Sweet (Tarwi) tendra actividad
antibacteriana in vitro sobre cepas de
Escherichia coli ATCC 25922 en la
concentracion del 25%, 50 y 75%

Evaluar la actividad antibacteriana in vitro del
extracto etanolico de semillas de Lupinus
mutabilis Sweet (Tarwi) sobre cepas de
Escherichia coli ATCC 25922 en la
concentracion del 25%, 50 y 75%

El extracto etandlico de semillas de Lupinus
mutabilis Sweet (Tarwi) presenta actividad
antibacteriana in vitro sobre cepas de
Escherichia coli ATCC 25922 en la
concentracion del 25%, 50 y 75%

¢,Cual es la actividad antibacteriana in vitro del
extracto etandlico de semillas de Lupinus
mutabilis Sweet (Tarwi) comparado con
farmaco de referencia sobre cepas de
Escherichia coli ATCC 25922?

Comparar la actividad antibacteriana in vitro
del extracto etandlico de semillas de Lupinus
mutabilis Sweet (Tarwi) con farmaco de
referencia sobre cepas de Escherichia coli
ATCC 25922

La actividad antibacteriana del extracto
etanolico de semillas de Lupinus mutabilis
Sweet (Tarwi) es mayor comparado con
farmaco de referencia sobre cepas de
Escherichia coli ATCC 25922
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Anexo C. Operacionalizacion de las variables

vitro frente a Escherichia
coli ATCC 25922

inhibicién (mm)

ESCALA
VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES DE ) VALOR
MEDICION
VARIABLE
INDEPENDIENTE E;))Al_‘éfgme
Extracto  etandlico de | Ensayo Marcha fitoquimica Ordinal (++) Moderado
semillas de Lupinus | fitoquimico
mutabilis Sweet (Tarwi) (+++) Abundante
VARIABLE Ensayo
. L <8 mm: nulo (-)
DEPENDIENTE microbiologico L, . ) :
Actividad antibacteriana. in Medicion de diametro Razén 8 — 14 mm: Sensible (+)

14 — 20 mm: Muy sensible (++)
>20 mm: Sumamente sensible (+++)
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ANEXO D. Certificado Taxondmico

H..
ULTDN H0TAN
B. 7. 3796
] A MM

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

IV RACARTH) CAMPITE OF LA CRILT. ARdL0GT COUEGADG. CBP 7756 - MECRITO EN L FESTAO O PRIFESMMALES OUF PEALTAN CERTIRCACINES
[ IDENTIFCACION TAXTSORICA f FRPECIMERES T PRODUCTES BF FLORK - PETE NN D0RFCTIRAL N0 B01-200- N - DO S- DEETs.

CERTIFICA:

e, las bachilleres ROJAS CALDERON, FIORELLA YOHANA v POMA ZANARRIA,
KARIMA. Tesistas de la Universidad Maria Auxiliadora. Facullad de Ciencias de la Salud. Es-
cucla Profesions]l de Farmacia y Bioguimica. Para desarmollar el proyecto de tesis titulado:
“EFECTO ANTIBACTERIANO in vitra DEL. EXTRACTO ETANOLICO DE SEMILLAS DE
Luprinus muatahilic (tarwi) FRENTE A Echierichia coli ATCC 25922, han solicitado la identifica-
cifin ¥ certificacion botdnica de unia planta procedents de la Comumdad Campesina de 1fias, dis-
trito de Huancavo, provincia de Huancayo, departamento de Jumin, donde es conocida con el
noamibee vilgar de *“tarwi™; s muoestra he sido identificada como Lupinis suntabilis Sweel, Se-
giin Ia hase de W Tropicos del Missouri Botanical Garden que sigue el sistema modemo de clasi-
ficavion de las anpicspermas (APG), la especie identificada se ubican en las sipuientes categorins
taxonamicas y cladios:
Reino: Plantae
Divizidn: Angiospermie
Clase, Equizetopsida
Subclase: Mognolidae
Superorden: Rosanse
Dhden: Fabales
Familia: Fabaceae
CrEneToy, Lupirmes
Espocie: Lupinus muialilis Sweel

MWombre vulgar: “1arm”
Se expide la presente centiticacion con fines de investigacion cientifica.

Lima, 21 de ociubre del 20022

# @ioL000
Y/ C.B.P. 3798
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ANEXO E. Informe de anélisis de laboratorio

Solicitado por:

'@ Santa Rosa:.

LABOHATORI) BICOLOGEO0 Y ANALISES CLINFCD

“Afan del Foetaieci mienta de la Soberania Madonal™.

Informe de Resultados

Rojas Calderin, Fiorella

Poma Fanabria, Karina

Muesira: Extracto de semillas de Lupinus mesabilis
Cantidad: 2001 gr
Fecha de ensayo:  03-11-2022
Didmetros de inkibicidn en mm
Mi i i ]
ICFOOrganisnn - 0% a0 Ciproffoxacing Ererol
Sng b
165 5.9 78 jnag fi
64 E.95 787 ELES fi
el 59r T8I ELNTH fi
{64 506 7.8, g fi
Escherichia coli ia2 593 A4 L fi
ATCC 25922 160 595 7.7e £l i
167 & TR0 .92 ]
163 £.92 782 ERA fi
{168 594 783 3904 fi
{169 5.9 789 3095 fi

*Tamafio de discos: dmm, por ko que al reportarse fmm e indicativo que no
cxiste formacion halo de inhibicion
*Concenteacion del moculo: 1.5 x 10° UFC/mL

Fr ik ) /
:fi’{ft’ﬂ:t ; -f?(\?/

7 Lic. .M. Walter A, SiriRodrigues

CTMP. 10808

Jr. Comercio N° 597 Pachacdmar Telf 2311053 Cel SI708186- 003446913
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ANEXO F. Certificado de Agar Mueller Hinton

m Uertified @ 150 SUDTZINS, IS00 LS4ES-D002 . WHID CYIF

HiMedin Lahorstories Private Linted

2%, Vadhisa Industral Ectae, LLBS. Miarg,

Nlumodai - JIHHEL | Website | waw Bsssdialabs com,
il @ aslodethimedia labs. coss

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code @ miTa Material Mame : Lot Ho - DODFISTEEY
Muallar Hinbon Agar

Report Mo, Das00B4305T Date of Relaase & Reporl | 2018-09.24 Expiry Dale : 202309

Appearances

Cream to yullow homogeneous Tnes Mowing powdar . Dtssarved : Light yolkow

Gelling
Firmn, comparnable with 1.7% agar gel.

Colour and Clarity of prepared mediem
Light ambsr coloured claar 1o sBght opalscent gal frams in Pairl plates.

Reaction
Risgezfioan of 3% wilv' aquious sodution at 257C.

pH

pH Range :7-20-7.40 Obsareed : 7.39

Cultural Response
Cultural chasactoristics obsersad aftar incubation at 30-35°C for 18 -24 hours for bacterial culures. For pesting 5. prissmaonads - The
medium was supplamantsd with 5% Bhaap bicnd and incubgled ot 35°C for 16-18 houwrs 31 5% COZ For eatng Hoinflusnaze @ Yeast
extract & 2 viads /1 of Haesnophilus Growth Supplanenl (FON1T comaining 15 gl of Henatin + 15 mg¥ of HAD) and ncubaiod o 25°C
Tor 20-24 hoiirs at 5% CO2

Antibiotie Sensitivity teat
Various discs waig wsied for siandard ATCC siraing and zong of Inhibdon word measured aNor an incubaton 30-35°C Tor 1B hours.
[As per B RSt CLEI Protoool MG & Standaends a& por tha cusmeet CLES MDD

Thymine/Thymidine Content
2 Thi zonas Tor thasa disct are ndicative of the TihyminaThyeneding conban ol ohe: msd .

Divalent Cation Content
* Thi 2onas Tor thase discs ane inedicatva of tha Divalent CaBon comant of tha madium

L irpanism I culum (UFLY faresih Jhsrrved Lot rm |vl-hi£ll: ‘o of inhiatzan
padaw (CFL} Mbsrrvndl
%Ia coli ATCC 25822
FaAl O ES Ilu:.u.lu.rﬂ 7 A% . -
Iy LWL 20 mog - - - - 13-24 1t inm
Impiciilin AL IO scg - - - - 1522 irashi Ilinim
il LY 30 weg - - - - I9-35 Minm
I:'l.'l'r.l.l.lllrl L 30 g - - - - 23-29 i m
Liphaloniin €00 Sy - - - - 15-21 fresa Dlvium
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HIMEDIA

Uertilfied @ 00 SUDTZIS, IS00 LSS D002, WHID VP

HiMedin Laharatories Private Linsited
23, Wadhasa Industral Eene, LS. Marg.
Nlumobal - JIHHHEG | Website | waw Bl ialabs com,

Esail @ aslodethimed i labs. coss

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code @ miT3 Material Mame : Lot Mo - DODIISTER
Muallar Hinbor &g
Report No.! Dasd0DB4305T Date of Release & Report | 2018-09-24 Expiry Dale : 202309
Ninrammsmcnd O30 soE - - - FU-27 o Tt
AproMaracin (AP Jeee - - '!l:l—lm le
rer s CrEN ey - - - |q'-\!|.l£ E'JEI
feraside SSF 300 Mo - - - IF"EE :ﬂl
M etmayeline T 5 acg ™ - = 13-25 msi Idmm
K o- Driwvarasads COH 23 seg 5 - - 33-29 i Hinm
mﬂn:mm pureus ATCC 25823
Tkt prdiiealiny Tk liidier iant i 14% - -
Imariciasy W0 20 s - - - e Se [ Ihimm
T cillin Sulbhactan A% - - - I9-37 i Manm
il T4 o
I:'JI.l'hl.I'ulﬁm R Tl - - - I:‘L.IT i
[ Iprofavecin CVF Sweg - - - 22-300 e
L rprivroinicie B TS sog - - - 230} s
Linesadid L 30 e g - - I:F- 2 i
Ji il {21 T - - - 15-14 ne
Prlinnoneicin AT L - - T1-28 i
Fetracyvelnge T 30 mcg * - - - I4-311 i
Vascomvcin L 30 mey - - - 17-21 i Tnimn
[ o-Triwaaols COT 2% mcg |- - - 24-32 et Ilinm
im0 30 g - - - - 13-19 frui Iinm
Paeudomonas aeruginosa ATCC 27853
FiT |'|'r|'.'r|||'|.lr.l\.'."rg' E3 Jiinisr it 71 5% . -
latibaacin AN 20 mog " - - H-\Jﬁ_rrl:l :"Ml
Azpvivnae AT Jncg - - - - 33-29 i :"ﬂn
Cpvanavime CTY 3 ficw - - - 13-27 s 2 lmm
Canitime LA 20 mog - - - - T2 i ITimim
g o i e L LI Secw - - 125-33 o Fimumn
ristdcin CrEN O weg " - - - 1621 17=3] EI
Ponipuracar JOW IO mog - - - J2H e Ilinm
Wiperacr i T 500 s - - - - 215-33 i 3 L
ET T e TR R | - - - T2 i T
proas T I'l'-h_ﬂ_l-'
[l oy 1A 1 mog - - 15-15 i Iimm
Escherichia coli ATCC 35218
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m Uertilfied @ DOy 90120 S, 1500 L3ES D002 | WHIDLMP

HiMedin Laharstories Private Linsited

2%, Vidhis Indusirial Ecese, L BS. Marg.

Miumiba) - JIHIEG . Website | www Bisssdialabs com,
il @ sslodshimedin labe. oo

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code @ M3 Material Name © Lot Mo - DODXISTER
Mulkad Hinbon Agar

Report No.! 04000843057 Date of Release & Report @ 2018-09-24 Expiry Dale : 2923.08

[ frcaake vkt g T3 s isng fil A5t - -
Ity S 20 wog - - - - |."-\J!£ Ilinm
I cliln AL T see - - - - h Siiti Fﬂ
Iampieiilin sulbhacnam LN - - - - 13-19 i 13imm
[ T8 g
II'.'E';I:Ill.lllJ M |'|1I|ﬂ:|i' - - - - 12-18 = 1&mum
paperaciliin T azobhaciam MIT |- - - - 24301 v Thnm
ML) i
[Fhcarcitie 11 73 weg - - - - |5 2aim ]
Mearerinie L maiuni: el - - - - 2125 o Timm
ree 730 e
Enterococcus laecalis ATCC 28212
rivda i Gedtling ird liikisriang 5E 3% - -
o= Trimeomale CON 23 mcg |- - - - £ 20 smini | Cless iim
-] | 73]
J'rlrlllfh!Eun TR 3wy 5 - - - - =M Ilinm
aramyein FA S0 sieg - - - - £ I7 sum Ilimm
mﬂm:n::u: auraus ATCC 43300
r‘i’r.'d..“'f.!’lll‘h’.l'.lls i [ITETTEvT T H_ﬁ’- - -
Huacttin LA T sy - - - - Wery Haay bo Mo N 2ome
fonis

9 5 I-
Meisseria gonorrhosas ATCC 43228 [Incubated w/S% COZ)
rocardl Gl i I Tl Ilu:.u.lu.rt 1 [k} | AN I I-
Haemaphilus influsnzase ATCC 49247 (Dn medium w' ¥ E_NAD & Hematin

sl pvnnaosling 4 |Lifsar ant TI A5 I I-

. ATCC is & registered irade mask of the Amsrican Typs Cullsre CollecSan
. HCTC and Hational CoBsction of Type Cullure are registered irade mark of the Heallh Profecsion Agency

Conorod Media :
. For Bacieria : Boyabaan Casain Digast Agar / Colsmbia Blood Agar bass endichod with 575% viv Shoap/Horss bicnd.
. For Yoast & Mokl | Babe-ouiraied Daxiross Agar.

. 43 1580 11133 : 204 E | condrod sbrains ara incloded in the Sualivy parsmatar
. HiMadia Laborstoris Pvi Lid is Cerified for ES0 9001 25016, 150 13485: 3012 , WHO GMP
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m Uertilfied @ U0 900 ZIH S, 1500 LESI902 |, WHO CGMVIF

HiMedin Labaratories Private Limited

25, Vadhis Indusiral Esee, LB.S. Marg,

Miusgbal - NG | Webkie | waw Besedialabs com,
Email : isfoihimedialabs. com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code @ M3 Material Mame : Lod Mo ! DDDIISTER
Mualiar Hinbom Agar

Report Mo ! 040000843057 Date of Release & Report : 2018.09.24 Expiry Date : 2023.09

. Informaton for BEETSE Rk Tha matsrial wes subjocted 1o pH <= 7.0 andior & mmgSfaiure in axceas of TE'C fod v less than 2
hoawrs during the manadaciuring process. The beving raw matesial for this prodisct was coliacted antirely from indian Drigen animals
in & Bensed based establshmant The animals are inspected under a Gowvl. approved volifinarian’s supersision and wers

apparently Pea from infoctioss and conligicus Msoasds. BSE [Bowina Spongileem Encaphalogasy) TSE (Transevissibla
Epongiterm Encephalonathy] and dioxing are ned known 1o exist in India. This matsrial doas ot contain, nor b derivad from bhe
specHlic risks mabsrial as dafined in The Maharashira Animal Pressrvation Act Govl. of Maharashim, india.

STATUS OF THE MATERIAL : APPFROVED

This is i cortify that this kot passes and it condims bo the above manioned B51s and specifications . Tha information ghhen here i
baliewad o b cormect and accurate, howaves, both the infemation and products e ofered without wasranty Tor any partsculars uss,

ntar than that specifiad in the urret HiMedia manial or product sheots. The results reponed wore obiained o1 tha dme of mlasa.
Thix desamueni bas bewm predeced chicgmnically sml = valid

e bkt farseesd_

Microtecsogist/e. Exacutive AssLIDYWOC Manager Dy 0 Managar
Microtioiogist

24.09.3018
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ANEXO G. Certificado de anélisis de Cepa Escherichia coli

Microbiologics
Certicate of Analysis: Ly_uE'nmzed Microorganism Specihication and Ferrrmance Lpon Release
Specifications Expiration Date: 2023/1/3
Microorganitsm Mame: Escherichia coll ﬁ?“ﬂ:ﬂfﬂm}?UMZ ’ B
Catal M ber (335 uality Control Technologist: Kalina £ Larsan
i Release Date: 2021/3/29
Reference Mumber: ATCOCM® 25022
Passage from Reference: 3
Performance
Macroscoplc Features: Medium:
2 colony , both are rag- & beta hemodytic: one b5 circular bo irregular, SBAP
m““ﬁ.‘%ﬁ“ ed smodath; other is langer, imegular, low :
Mizmacopic Features: Methad:
Gram nagative siraight rod Gram Stain (1)
10 System: MALDI-TOF (1) Other Features! Challenges: Results
See gtiached (D System resulls documeant. {1) Ciaciase (Kovacs) negative

Bete-gluciromndase (E. coll Broth wMUG): poaitive
{1 ) Ampicillin {10 meg - Ok Susceptibdity): 15 - 22 mm
H#“Gﬂn[ammn {10 mcg - Disk Suscepbibdity): 18 - 26

(1) SXT {1 2523 75 mcg - Disk Susceptibility): 23 - 20
mim

pcn b A e

Amanda Kuperus
Director of Quality Contral
AUTHORIZED SIGNATURE

"Disdaimer: Th last Sgi{s] of T ot number sppesarng on the poduct label and packing sip are mansly @ packaging swent mamber. Tha ot number displayed on Sis
crtificais is S actual hase bof number

& Rerfor 1o the @nciisad prodisct nsert for iInsructons, nfended uss and hazsmndsatety information.

Individual prodiucis ana fracoablo o 8 recogndead Cusltung CodlsctEnn.

M ELATE AT ALAL PR LU CDE
CENT & 2E%N, 82

ATEC Liconsed ] ik Eﬁr&'&ﬂ‘}ﬁ (Fih bt g ey A g g R B A R B

§1]  Treess iesis e soorsdid 1o ISONEC 17025

TESTING CERT 2265501

& #2012 Microbinlogica, Inc. Al Rights Reserved. 200 Gooper Avenue Morlh Saint Cloud, kMM 56305 Fagea 1of1 [HC 206
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

Meaning of Score Values

Range Interpretation Symbols Color
2,00 - 3.00 {+++) green
L o =
0.00 - 1.68 i) red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category Interpretation

A High conalstency: The beat match ks & high-confidence identification, The second-best match is (1) a high-

W mﬁ#ﬂenm |3&nﬁgauun in wiich the Ep'IEE:E'E :Ewru Lo e bast nﬁtgn. {2} a low-confidence et mal:}:n}m 'ﬂllﬁm
the species or genus i3 ientical to the best match, or {3) a8 non-sdentification.

(B} Low consistency: The requirermerts for high coensistency are not met. The best match Is & high- or low-confidence
idontifiaoten. The sooond bost matoh is {1)7a high or low confidonoe idontification in which gonuo is idontiond 1o the
biest match or (2) 2 non-identfication.

(] Mo consisency: The reguinsments for Nign Or oW CONSISTeNCcY 8re Not MeL

Run Creation DatedTimse: 2021-03-03T16:43:22 419 kel
Applied MSP Librangfies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous: Fungi Library

Sample Name Sample ID Drganism (best match) Score Value
B4 [+++) [A) 335-519 Eschenchia col

Comments:

chosely related to Shigella ! Escherichia fergusondl and not definitely distnguishable at the moment
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ANEXO H. Evidencias fotogréaficas

TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Figura 2. Muestra de tipo semillas de Lupinus mutabilis Sweet
(Tarwi)

Figura 3. Seleccion de la muestra Figura 4. Lavado de la muestra
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Figura 5. Procedimiento de secado de la muestra

Figura 6. Procedimiento de molienda de la muestra

Figura 7. Preparacion del macerado del extracto etanolico
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Figura 8. Procedimiento de filtracion del macerado del extracto etandlico

Figura 9. Obtencién de extracto seco
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PRUEBA DE SOLUBILIDAD

Figura 10. Afiadiendo extracto seco al tubo de

ensayo para prueba de solubilidad

Figura 11. Agitacion en el vortex

Figura 12. Resultado de prueba de solubilidad
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MARCHA FITOQUIMICA

Figura 14. Adicion del reactivo en la marcha fitoquimica

Figura 15. Resultado de la marcha fitoquimica
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ENSAYO MICROBIOLOGICO

Figura 18. Autoclave para el uso en la prueba
microbioldgica

Figura 17. Agar Mueller Hinton
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Figura 19. Placas preparadas

Figura 20. Cepa bioldgica de tipo: Escherichia coli ATCC 25922

Figura 21. Comparacion de turbidez mediante el reactivo de Mc. Farland
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Figura 24. Inoculacién de la cepa biolégica
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Figura 25. Adicién de la sustancia experimental en la placa Petri

Figura 26. Adicion de discos previamente preparados
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Figura 27. Incubacion

Figura 29. Lectura de resultados
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ANEXO I. Porcentaje de rendimiento

Determinacion del porcentaje de rendimiento
Tenemos la cantidad de producto obtenido en la extracciéon quimica.

%E = & x 100
Pi

Dénde: %E = porcentaje de rendimiento
Pf= peso final (extracto seco)

Pi = peso inicial (muestra molida)

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

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

Extraccidon por maceracion

wE = 2219 100 = 2.23%
= X = L.
*= = 900 .

g

Pf=20.1 gr extracto seco obtenido

Pi =900 gr. muestra molida
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