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RESUMEN

Objetivo: Determinar actividad antibacteriana in vitro el extracto etanólico de

semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) sobre cepas de Escherichia coli ATCC

25922.

Materiales y métodos: de tipo cuantitativo, experimental, transversal; población 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 biológica usada fueron de 10 placas Petri inoculadas

con Escherichia coli ATCC 25922. El procedimiento fitoquímico fue la marcha

fitoquímica y el método microbiológico usado fue la difusión 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 azúcares reductores. Por otro lado, en el análisis estadístico mediante la

prueba de ANOVA (p<0,05) y Tukey, evidenció 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 estadísticamente

significativas que poseen actividad antibacteriana, no obstante, no superaron al

fármaco de referencia Ciprofloxacino 5ug.

Conclusión: El extracto etanólico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi)

presentó 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 etanólico.
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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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I. INTRODUCCIÓN

Las infecciones gastrointestinales son una amplia gama de patologías que son

ocasionadas por virus, parásitos y bacterias, estas se transmiten a través del

consumo de alimentos y/o fuentes de agua contaminados, así 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 infección intestinal. (2)

En cuanto a las bacterias que ocasionan este tipo de infecciones entre las más

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 última especie se relaciona con la

manifestación de enfermedades diarreicas, la cual ha sido responsable de

ocasionar 51 186 muertes en personas de todas las edades, pero en la población

pediátrica ha provocado el deceso del 4, 2 % de estos. (4)

En estudios epidemiológicos se ha registrado que el 16, 5 % de la población mundial

ha presentado algún tipo de infección por esta bacteria (5). En el medio oriente

países como Arabia Saudita han reportado que la cepa predominante en ese país

es E. coli productora de β -lactamasa de espectro extendido, la cual presenta

resistencia a antibióticos betalactámicos (6); por otro lado en Irán se halló que el 26

% de pacientes con cuadros diarreicos tienen a esta bacteria según las respectivas

muestras analizadas (7), mientras que en Nepal la cifra fue del 44, 5 % pero además

se detectó que las cepas aisladas presentaban resistencia a por los menos dos

antibióticos (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 países con mayor desarrollo como Rumania se halló que el 79 % de pacientes

pediátricos con diarrea presentaban esta infección a causa de una de las toxinas

de esta bacteria (10). Esta bacteria no solo representa un peligro latente debido al

daño que produce en el organismo sino también porque se halla en la naturaleza,

tal como lo demostró un estudio realizado en Estados Unidos en donde el 99, 3 %

de muestras de aguas destinadas al consumo humanos tenían la presencia de esta

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

rurales, lo cual facilita su propagación a toda la población. (12)

El ministerio de Salud del Perú, notifico que en el año 2019 que existían alrededor

de 1204136 episodios de diarrea aguda, siendo la población afectada en mayor

medida los niños mayores de 5 años y a su vez en ese mismo año se produjo el

mayor número de fallecimientos a causa de esta infección con una prevalencia

mayor del 65 % en esa misma población. (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 pública que toman las autoridades pertinentes.

(14)

La resistencia bacteriana ha sido clasificada como uno de los principales peligros

que amenaza la salud mundial, este fenómeno se produce cuando los antibióticos

ya no son efectivos para controlar el crecimiento de bacterias patógenos, lo cual

produce el aumento de casos de mortalidad en pacientes que han adquirido alguna

bacteria resistente. Según datos de algunos medios de salud se ha reportado 25

000 casos de fallecimientos por estas circunstancias por lo que la Organización

Mundial de la Salud ha pronosticado que en el año 2050 esta cifra oscilara entre

los 700 000 y 10 millones por año, en diferentes partes del mundo. (15)

Tal como se mencionó anteriormente Escherichia coli, es una de las bacterias más
resistentes que existe, ya que ha ido adquiriendo métodos que le permiten inactivar

a las moléculas antibióticas, como por ejemplo la síntesis de enzimas que producen

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

Escherichia coli es una bacteria gramnegativa con forma de bastón 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 vía fecal-mano-oral, por lo que

se le asocia con enfermedades intestinales, urinarias y en entornos hospitalarios

(18).

El mecanismo de acción de Escherichia coli se caracteriza debido a que sus toxinas
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termolábiles ejercen su efecto secretor estimulando el adenilato ciclasa de la

mucosa intestinal. Esta estimulación resulta de la transferencia catalizada por la

subunidad A1 de adenosina difosfato ribosa de ADN a una guanosina trifosfatasa

unida a la membrana, inhibiendo así 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 fármaco de referencia del presente estudio es el ciprofloxacino el

cual presenta como mecanismo de acción que actúa sobre la topoisomerasa II
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bacteriana (ADN girasa) y la topoisomerasa IV. La focalización del ciprofloxacino

en las subunidades alfa de la ADN girasa evita que super enrolle el ADN bacteriano,

lo que impide la replicación del ADN y de esta manera evitar su proliferación (20).

Lupinus mutabilis Sweet es una especie vegetal que tiene como nombre vulgar

“Tarwi” o “chocho”, esta una planta que crece a una altitud entre los 2000 a 3000

metros sobre el nivel del mar, principalmente en países de Latinoamérica como

Perú, Bolivia, Argentina y Chile; en nuestro país se puede hallar en los

departamentos de Cajamarca, La libertad, Cusco, Puno, etc. (21) En cuanto a su

taxonomía 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 aminoácido 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 están los

polifenoles, fitoesteroles, carotenoides, tocoferoles y alcaloides tales como la

lupina, lupanina y espartina, estas sustancias químicas le proveen de beneficios a

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

Entre los antecedentes internacionales están los estudios de:

Buszewski B, et al. (2019), su objetivo principal fue evaluar las propiedades

biológicas del extracto de semillas de Lupinus luteus, mediante la técnica fluido

supercrítico con CO2, además realizaron un análisis fitoquímico cuantitativo,

obteniendo como resultados de compuestos fenólicos, mientras que al evaluar su

capacidad antibacteriano hallaron que inhibió el crecimiento de bacterias patógenas

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 utilizó la técnica de cromatografía de gases acoplada a espectrómetro

de masas, en la cual identificaron una cantidad total de 30 alcaloides, los cuales

fueron efectivos contra las cepas de Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas
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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 biológica y

sus metabolitos secundarios del aceite esencial de las semillas del chocho dulce y

amargo, para ello se usó el método de ultrasonido y se empleó como disolvente

éter de petróleo. 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 están 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

difusión en agar. Como resultados hallaron que la concentración al 40 % produjo

un halo de 20, 56 mm seguido de las concentraciones al 30 y 20 %. Tenido como

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

Álvarez 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 preparó un

extracto acuoso a base de la droga vegetal mencionada y para el ensayo

microbiológico se utilizó la técnica de difusión en agar. Como resultados hallaron

que el extracto a la concentración de 40 % produjo el halo con mayor promedio.

Obteniendo como conclusión 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 utilizó la técnica de Kirby-Bauer y se

compara con un estándar de eritromicina. Como resultados obtuvo que la

concentración 100 % obtuvo un halo de 9, 27 mm. Concluyendo que las semillas

de Tarwi presentan efecto antibacteriano. (30)

La justificación del estudio se basa es la búsqueda 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 antibióticos ni otros fármacos que impiden el avance del patógeno, por

lo que el uso de antimicrobianos es considerado como una segunda línea de

tratamiento en el Perú (31). Por otro lado, se busca brindar mayor información 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 país, una gran parte de la población ignora sus propiedades (32), por lo

tanto, es importante y urgente difundir toda la información etnobotánica de esta

especie vegetal. Una posible aplicación de esta investigación es promover el uso

de los productos naturales para el tratamiento antibacteriano en patógenos

resistentes, ya que estos pueden afectar seriamente a la población y sobre todo a

aquellos que no cuenta con un adecuado acceso a la atención primaria ni a

medicamentos básicos, es por ello que esta planta podría convertirse en un

candidato medicinal de bajo costo y amplio acceso. Finalmente, para obtener los

resultados esperados se utilizarán técnicas empleadas en investigaciones previas

que han presentado buenos resultados.

Como objetivo se presenta lo siguiente: Determinar actividad antibacteriana in vitro

el extracto etanólico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) sobre cepas

de Escherichia coli ATCC 25922.

La hipótesis de la investigación se detalla a continuación: El extracto etanólico de

semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) presenta actividad antibacteriana

significativamente favorable sobre cepas de Escherichia coli ATCC 25922.
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II. MATERIALES Y MÉTODOS

II.1. Enfoque y diseño de la investigación.

El presente estudio fue de enfoque cuantitativo, debido a que se utilizó

métodos analíticos y numéricos para interpretar los resultados; de diseño

experimental, ya que los investigadores manipularon la variable independiente

(extracto etanólico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet -Tarwi), explicativo

y transversal. (33–35)

II.2. Población, muestra y muestreo.
La población microbiológica fue 8 kg de semillas de plantas de Lupinus

mutabilis Sweet (Tarwi) que se recolectó en la Comunidad Campesina de

Uñas, distrito de Huancayo, provincia de Huancayo, ubicada en el

departamento de Junín a 3540 m s. n. m. y coordenadas de 12° 1' 29.2" S,

75° 11' 3.5" W

La población microbiológica fueron cepas de Escherichia coli ATCC 25922.

La muestra fue de 5 Kg de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi).

Criterios de inclusión:

ü Semillas con buen estado físico.
ü Semillas que no tengan señales de germinación.

Criterios de exclusión:

ü Semillas en descomposición.

ü Semillas aplastadas o rupturas en su estructura.

ü Semillas contaminadas (insectos, microrganismos, etc.)

El tipo de muestreo fue probabilístico por conveniencia.

II.3. Variables de investigación.

Variable Independiente: Extracto etanólico de semillas de Lupinus mutabilis

Sweet (Tarwi)

Definición conceptual: Fracción liquida obtenida de la maceración etanólica

de semillas de Lupinus mutabilis Sweet. (36)
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Definición operacional: Técnica de maceración de semillas de Lupinus

mutabilis Sweet.

Variable Dependiente: Actividad antibacteriana in vitro frente a Escherichia

coli ATCC 25922

Definición conceptual: Capacidad de inhabilitar la diseminación de un grupo
de microrganismos.

Definición operacional: Se empleó la técnica de difusión en agar para hallar

las medidas de los halos de inhibición producido por los discos de

experimentación.

II.4. Técnicas e instrumentos de recolección de datos.
La técnica usada fue la observación. En cuanto a los procedimientos

fitoquímicos se realizó un tamizaje preliminar y en el ensayo microbiológico se

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

El instrumento fue la ficha de observación el cual sirvió para la recolección de

datos de los análisis fitoquímicos y microbiológicos. (37)

II.5. Plan de recolección de datos.
II.5.1. Autorización y recolección de la especie vegetal.
Las semillas de Tarwi se recolectaron en el transcurso de la mañana, en la

Comunidad Campesina de Uñas, distrito y provincia de Huancayo, en el

departamento de Junín, esto se realizó una vez completada la maduración y

cuando las vainas adquirieron una coloración amarillenta y al mover las

plantas se escuche el sonido del grano dentro de las vainas, como lo indica

el Instituto Nacional de Innovación Agraria – INIA.

II.5.2. Identificación de la especie vegetal.
El reconocimiento taxonómico de la especie vegetal de interés se llevó a

cabo por un especialista en la identificación taxonómica de especies

vegetales, en donde brindó un certificado botánico validando la identidad de

la especie Lupinus mutabilis Sweet.
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II.5.3. Preparación de la droga vegetal.

La limpieza de las semillas se realizó 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 agregó agua destilada hasta cubrir por

completo toda la droga vegetal. (28)

Finalmente se colocó 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 realizó la molienda de las semillas secas para realizar el

proceso de maceración. (38)

II.5.4. Preparación del extracto etanólico.

Para la maceración de las semillas de Tarwi se requirió de un frasco color

ámbar con capacidad de 1 L y alcohol etílico al 96 %, el cual actuó como

disolvente para remover los metabolitos primarios y secundarios. La técnica

fue por maceración dinámica por 5 días. Al finalizar el macerado, el extracto

fue filtrado y se llevó al rotavapor bajo presión reducida para eliminar el

disolvente, paso seguido se almacenó 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 realización de las pruebas posteriores. (38)

Prueba de solubilidad
Para esta prueba se utilizó 0,5 g del extracto seco y 1 mL de los siguientes

disolventes: Éter de petróleo, diclorometano, cloroformo, butanol, etanol de

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

Marcha fitoquímica del extracto
El tamizaje fitoquímico preliminar se realizó según la técnica de Olga Lock,
para ello se utilizó 12 tubos de ensayo con 1ml del extracto fluido y los

siguientes reactivos: Baljet (Lactonas α, β insaturadas), Dragendorff

(Alcaloides), Gelatina-sal (Taninos), NaOH 10 % (Antocianinas), Cloruro

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



10

Burchard (Triterpenos y esteroides), Gelatina (Taninos), Wagner

(Alcaloides), Índice Afro simétrico (Saponinas), Borntrager (Quinonas) y

Mayer (Alcaloides) (40)

II.5.5. Ensayo microbiológico.

Activación de las cepas de E. coli ATCC 25922: Este proceso se llevó a

cabo utilizando Kwik-stik, el procedimiento consistió en presionar la ampolla

ubicada en la parte superior del contenedor y dejar salir el líquido hidratante

hacia la parte inferior. Al finalizar este proceso se tomó una muestra de la

solución obtenida y se traspasará en 5 mL de caldo soya tripticasa. (41)

Activación de las cepas: Para ello se preparó una suspensión directa de la

cepa y se ajustó la turbidez de este según la escala 0,5 de McFarland (1,5 x

108 UFC/mL). (42)

Inoculación de las Placas: Se realizó en placas con agar Mueller-Hinton, el

cual se preparó según las indicaciones del fabricante. La cepa se sembró

con el uso de un asa de siembra debidamente esterilizada mediante la

técnica de estrías cruzadas para garantizar un sembrado más uniforme por

el medio de cultivo. (39)

Preparación de los discos: Estos se prepararon a partir de papel Whatman

N° 1 con un diámetro de 9 mm los cuales estuvieron esterilizados, finalmente

estos se empaparon con las siguientes sustancias para realizar la técnica de

Difusión en agar. (39)

ü Grupo extracto etanólico de semillas de L. mutabilis Sweet al 25 %

ü Grupo extracto etanólico de semillas de L. mutabilis Sweet al 50 %.

ü Grupo extracto etanólico de semillas de L. mutabilis Sweet al 75 %

ü Grupo control: Discos de ciprofloxacino 5 µg

ü Grupo control: Discos embebidos con alcohol al 96°
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Luego se llevó 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)

II.6. Métodos de análisis estadísticos

Los resultados obtenidos en la prueba de Kirby-Bauer se procesaron con el

uso de dos programas informáticos como Excel y el paquete estadístico en

(SPSS) versión 27, en este último se realizaron las pruebas de análisis de

varianza (ANOVA) y test de Tukey.

II.7. Aspectos éticos
El presente estudio tomó en cuenta criterios de bioseguridad en el

tratamiento de la muestra, asimismo usando procedimientos de buenas

prácticas de laboratorio.
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III. RESULTADOS

III.1 Prueba de solubilidad

Tabla 1. Prueba solubilidad del extracto etanólico de semillas de Lupinus

mutabilis Sweet (Tarwi)

TUBO SOLVENTE RESULTADOS
1 Éter de petróleo +
2 Diclorometano +
3 Cloroformo +
4 Butanol +
5 Etanol 96 +++
6 Etanol 70 +
7 Metanol ++
8 Agua destilada +
9 Dimetilsulfoxido +++

Leyenda:

· Insoluble: (-)

· Poco soluble: (+)

· Medianamente soluble: (++)

· Muy soluble: (+++)

En la tabla 1, mediante el análisis de solubilidad del extracto etanólico de semillas

de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi), el resultado indicó que la mayor solubilidad

(+++) corresponde al solvente Etanol 96 y Dimetilsulfoxido; seguido de Metanol (++)

con mediana solubilidad, por último, Éter de petróleo, Diclorometano, Cloroformo,

Butanol, Etanol 70 y Agua destilada evidenciaron ser poco solubles (+) en la

muestra en investigación.

III.2 Marcha fitoquímica
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Tabla 2. Tamizaje fitoquímico del extracto etanólico de semillas de Lupinus

mutabilis Sweet (Tarwi)

TUBO ENSAYOS METABOLITO RESULTADO

1 Borntrager. Antraquinonas -
2 Cloruro férrico. Compuestos fenólicos +
3 Liebermann-Burchard. Terpenos y esteroides -
4 Dragendorff. Alcaloides +++
5 Mayer. Alcaloides +++
6 Wagner. Alcaloides +++
7 Baljet. Lactonas α, β-insaturadas +
8 Gelatina. Taninos +++
9 Gelatina-sal. Taninos +++
10 NaOH 10%. Antocianinas -
11 Espuma. Saponinas -
12 Shinoda. Flavonoides +

Leyenda:
· (-) Ausente

· (+) Escaso

· (++) Leve

· (+++) Moderado

En la tabla 2, a través de la marcha fitoquímica del extracto etanólico de semillas

de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi), se realizó el análisis mediante pruebas de

coloración y precipitación.

Se evidenció 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 fenólicos, lactonas α, β-insaturadas y flavonoides

mediante los reactivos: Cloruro férrico, Baljet y Shinoda; Ausencia (-) de

antraquinonas, terpenos y esteroides, antocianinas, saponinas.
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III.3 Ensayo microbiológico

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

etanólico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi)

Diámetros de inhibición en mm

Microorganismo
Control

negativo
(Etanol 96%)

25% 50% 75%
Control positivo
(Ciprofloxacino

5ug)
6 7.86 8.90 10.65 39.89
6 7.87 8.95 10.64 39.88
6 7.81 8.91 10.61 39.90
6 7.86 8.96 10.64 39.91

Escherichia coli
ATCC 25922

6 7.84 8.93 10.62 39.90
6 7.79 8.95 10.60 39.87
6 7.80 8.91 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 según Duraffourd y Lapraz (1983) considera como (-) Nula:

al diámetro (< 8 mm), (+) Sensible bajo: diámetro (8 - 14 mm), (++) Medio (muy

sensible): diámetro (14 - 20 mm) y (+++) Sumamente sensible: cuando el diámetro

(> 20 mm)
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Figura 1. Efecto antibacteriano del extracto etanólico de semillas de Lupinus mutabilis

Sweet (Tarwi)

En la tabla 3 y figura 1 se evidenciaron los promedios de halos de inhibición (mm)

del ensayo antibacteriano del extracto etanólico de semillas de Lupinus mutabilis

Sweet (Tarwi).

Según la escala interpretativa en mención, la cepa Escherichia coli ATCC 25922,

tanto para el control negativo (Etanol 96%) como en la concentración 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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III.4 Contrastación de hipótesis

Para realizar el estudio sobre la determinación de la actividad antibacteriana in vitro

del extracto etanólico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) al 25%, 50%

y 75% frente Escherichia coli ATCC 25922, además 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.

III.4.1. Contrastación de hipótesis general

H0: El extracto etanólico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) no

presenta actividad antibacteriana significativamente favorable sobre cepas de

Escherichia coli ATCC 25922.

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

actividad antibacteriana significativamente favorable sobre cepas de Escherichia

coli ATCC 25922

Para contrastar la hipótesis presente, se realizó los análisis estadísticos

descriptivos para cada grupo de investigación con la cepa bacteriana, se evidenció

que todos los resultados obtenidos se encuentran dentro de los límites de

confianza.

En la tabla 4, se observó 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 observó que la concentración

del extracto etanólico 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; además, la cepa es sumamente sensible

para el control positivo Ciprofloxacino 5ug (39,9060 ± 0,02503 mm).

Decisión: El extracto etanólico 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. Estadísticos descriptivos de la actividad antibacteriana del extracto etanólico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet

(Tarwi) frente a cepas de Escherichia coli ATCC 25922

95% de intervalo de confianza para la media

N Media
Desviación

estándar
Error

estándar
Límite
inferior

Límite
superior Mínimo Máximo

Control negativo

(Etanol 96%)
10 6,0000 0,00000 ,00000 6,0000 6,0000 6,00 6,00

Escherichia
coli

ATCC 25922

Ext. 25% 10 7,8390 ,03281 ,01038 7,8155 7,8625 7,79 7,89

Ext. 50% 10 8,9330 ,02214 ,00700 8,9172 8,9488 8,90 8,96

Ext. 75% 10 10,6430 ,02983 ,00943 10,6217 10,6643 10,60 10,69

Control positivo

(Ciprofloxacino 5ug)
10 39,9060 ,02503 ,00792 39,8881 39,9239 39,87 39,95
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III.4.2. Contrastación de hipótesis especifica

- Hipótesis específica 1:

H0: El extracto etanólico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) no

presenta metabolitos secundarios activos

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

presenta metabolitos secundarios activos

Para contrastar la presente hipótesis, se realizó la Marcha Fitoquímica siguiendo el

Método de Olga Lock, se determinó en base al fundamento de coloración y

precipitación en los tubos de ensayo, en relación a la presencia y ausencia de

metabolitos en la especie vegetal, se identificó los metabolitos secundarios con

actividad antibacteriana, en la Tabla 2, se evidenció el cambio evidente de color

que corresponde a los alcaloides según el reactivo Dragendorff (+++), seguido de

otros metabolitos como los Taninos (+++).

La presencia de estos metabolitos secundarios guarda relación con la actividad

biológica antibacteriana del extracto etanólico de semillas de Lupinus mutabilis

Sweet (Tarwi).

Decisión: Se rechazó la hipótesis nula (H0) que indica que el extracto etanólico de

semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) no posee metabolitos secundarios con

actividad antibacteriana.
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III.4.2. Contrastación de hipótesis especifica 2

H0: El extracto etanólico 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 etanólico 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 hipótesis especifica 2, se utilizó el estadístico de ANOVA para

comparar las varianzas entre las medias de los diferentes grupos en estudio el cual

comprende al extracto etanólico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) al

25%, 50% y 75% control positivo (Ciprofloxacino 5ug) y control negativo (Etanol

96%), asimismo un estadístico para comparaciones múltiples denominado la

prueba de Tukey con la cual se eligió 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

cuadrados
gl Media

cuadrática
F Sig.

Entre
grupos 8078,169 4 2019,542 3274933,325 0,000

Escherichia
coli

ATCC 25922
Dentro
de
grupos

0,028 45 0,001

Total 8078,197 49

La prueba de ANOVA permitió analizar diferencias entre los grupos en investigación

respecto a sus promedios. Al observar el resultado p<0.05 (sig) en la tabla 5, se

evidenció que existen diferencias significativas entre los tratamientos aplicados, por

lo tanto, para determinar qué medias son estadísticamente diferentes se aplicó

pruebas POST HOC, como la prueba de Tukey.

La prueba de Tukey permitió realizar comparaciones múltiples, la tabla 6 evidenció

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 múltiples de los halos de inhibición de Escherichia coli

ATCC 25922 – Prueba de TUKEY.

Comparaciones múltiples

Diferencia de
medias (I-J)

Desv.
Error Sig.

Intervalo de confianza al 95%
(I) Grupo (J) Grupo

Límite inferior Límite
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

5ug 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

Etanol 96% 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 asintótica bilateral son

menores al 0.05 en las comparaciones entre el control negativo (Etanol 96%) y los

grupos experimentales en el ensayo microbiológico con la cepa bacteriana

Escherichia coli ATCC 25922. Esto es evidencia de que existen diferencias

estadísticamente significativas entre el grupo 25 %, 50% y 75 % de experimentación

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 Tukeya

Grupo N
 Subconjunto para alfa = 0.05

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 tamaño de la muestra de la media armónica = 10,000.

En la tabla 7, se evidenció que los promedios de los diferentes grupos fueron

heterogéneos, asimismo se observó mayor inhibición a concentraciones mayores.

Las concentraciones de 50 % y 75% poseen mayores diámetros aceptables según

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 la hipótesis

nula (H0).

Decisión: El extracto etanólico 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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- Hipótesis específica 3:

H0: La actividad antibacteriana del extracto etanólico de semillas de Lupinus

mutabilis Sweet (Tarwi) no es mayor comparado con fármaco de referencia sobre

cepas de Escherichia coli ATCC 25922.

H1: La actividad antibacteriana del extracto etanólico de semillas de Lupinus

mutabilis Sweet (Tarwi) es mayor comparado con fármaco de referencia sobre

cepas de Escherichia coli ATCC 25922

En la Tabla 7, se evidenció para la cepa Escherichia coli ATCC 25922, que las

medias de los diámetros a diferentes concentraciones son inferiores a los obtenidos

por el control positivo y/o fármaco de referencia (Ciprofloxacino 5ug), ello indica que

el bactericida utilizado como control positivo tienen mayor diámetro de inhibición.

Por lo tanto, no se rechaza la Hipótesis nula (H0).

Decisión: La susceptibilidad antibacteriana de cepas de Escherichia coli ATCC

25922 frente al extracto etanólico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) al

25%, 50% y 75% no presentan mayor inhibición comparado con el fármaco de

referencia (Ciprofloxacino 5ug).
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IV. DISCUSIÓN

IV.1 Discusión de resultados

La enfermedad diarreica e infección del tracto urinario siguen siendo preocupantes

en todo el mundo, así 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, así como el poder farmacológico de estas.

En relación con esto, la presente investigación tuvo por objetivo determinar la

actividad antibacteriana in vitro el extracto etanólico de semillas de Lupinus

mutabilis Sweet (Tarwi) sobre cepas de Escherichia coli ATCC 25922.

En la primera hipótesis específica, respecto al ensayo del tamizaje fitoquímico

fueron los alcaloides y taninos los principales metabolitos con mayor presencia y

menor presencia para compuestos fenólicos y flavonoides, estos resultados

guardan relación con el estudio de Al-Amrousi E, et al. (2022), quienes identificaron

la presencia de compuestos fenólicos en las semillas del Tarwi, no obstante, a pesar

de encontrar similitud en los resultados, hubieron diferencias en relación al solvente

usado en la extracción el cual comprende de etanol de 96° para el presente estudio y

de éter de petróleo para el estudio de Al-Amrousi E, et al. presentando un potencial

agente biológico (27).

De igual importancia, guarda relación con el estudio realizado por Castillejo E y

Trujillo C (2020) quienes evidenciaron la presencia de alcaloides, compuestos

fenólicos, azúcares 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 Perú

como Huánuco 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).



27

En la segunda hipótesis específica, en el ensayo microbiológico se evidenció que

las concentraciones al 25%, 50% y 75% del extracto evidenciaron halos de

inhibición de 7.83; 8.93 y 10.64 mm respectivamente, estos resultados presentaron

diferencias estadísticamente significativas (p<0.05) en los grupos experimentales

25%, 50% y 75% según la prueba de Tukey, sin embargo, realizando la

contrastación según la escala interpretativa de Duraffourd y Lapraz (1983), se

considera nula el diámetro del halo de inhibición menor de 8 mm, sensible bajo si

es de 8 - 14 mm, muy sensible de 14 - 20 mm y sumamente sensible si el diámetro

es mayor de 20 mm, por lo que se evidenció sensibilidad nula al grupo experimental

25%, dado que el halo fue de 7.83 mm el cual no supera el halo mínimo 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 mínimo

aceptable, por lo tanto los grupos con actividad antibacteriana in vitro del extracto

etanólico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi) frente cepas de

Escherichia coli ATCC 25922, fueron al 50% y 75%. El mismo que guarda relación

con el estudio de Buszewski B, et al. (2019), quienes al evaluar la capacidad

antibacteriana de Tarwi, hallaron que inhibió el crecimiento de bacterias patógenas

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 maceración, el cual corresponde etanol de 70°, no obstante, estas

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

Otra investigación 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 cromatografía de

gases acoplada a espectrómetro de masas, esta actividad biológica 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 hipótesis específica en el ensayo microbiológico se evidenció que las

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

inhibición de 7.83; 8.93; 10.64 mm respectivamente frente al 39,90 que posee el

Ciprofloxacino 5ug, asimismo estos resultados presentaron diferencias

estadísticamente significativas (p<0.05) en los grupos experimentales 25%, 50% y

75% según la prueba de Tukey, el cual fue a favor del grupo control positivo

denominado como Ciprofloxacino 5ug, evidenciando que ninguno de los halos de

inhibición presentes, superaron el efecto inhibidor del fármaco de referencia

Ciprofloxacino 5ug. Esto se debería 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 Álvarez 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 fármaco de referencia y/o control positivo

usado Ciprofloxacino 150 mg/mL (29).

Así mismo guarda relación con la investigación realizada por Pauro, J (2020)

quienes 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 fármaco empleado como referencia

(Eritromicina), no obstante, a pesar de que los resultados guardan relación, existe

diferencias en relación con los extractos empleados y con el fármaco positivo de

referencia. (29).

El Tarwi conocido en la región andina como parte de la alimentación, no solo

presenta bondades nutricionales, sino que, debido a los resultados en la presente

investigación 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 población.
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IV.2 Conclusiones

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

· Los metabolitos secundarios que se identificaron mediante la marcha

fitoquímica del extracto etanólico de semillas de Lupinus mutabilis Sweet

(Tarwi) fueron los alcaloides y taninos, estos serían los responsables de la
actividad antibacteriana frente a cepas de Escherichia coliATCC 25922.

· La concentración del extracto etanólico de semillas de Lupinus mutabilis

Sweet (Tarwi) que posee efecto antibacteriano fueron del 50% y 75%.

· El extracto etanólico 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 pública.

· Iniciar estudios farmacológicos 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 fitoquímica de Lupinus mutabilis

Sweet (Tarwi), empleando conocimientos cromatográficos logrando de esta
manera aislar metabolitos secundarios con potenciales efectos biológicos.

· Realizar comparaciones del efecto antimicrobiano de Lupinus mutabilis

Sweet (Tarwi ) procedentes de diferentes regiones del Perú, 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 recolección de datos

ENSAYO MICROBIOLÓGICO

N°

Frente a E. coli ATCC 25922

Control
Ciprofloxacino

5 µg
Ext 25 % Ext 50 % Ext 75 %

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10
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Tabla B: Prueba de Tamizaje Fitoquímico

IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Metabolitos
secundarios

Reactivos Resultado

Quinonas Borntrager

Compuestos fenólicos FeCl3

Flavonoides Shinoda

Antocianinas NaOH 10%

Taninos Gelatina

Taninos Gelatina Sal

Alcaloides Dragendorff

Alcaloides Wagner

Alcaloides Mayer

Triterpenos y Esteroides Liebermann Burchard

Lactonas α, β insaturadas Baljet

Saponinas Espuma

Leyenda:
(-) Ausente
(+) Escaso
(++) Leve
(+++) Moderado
(++++) Abundante
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Tabla C: Ensayo de Solubilidad

TUBO SOLVENTES RESULTADOS

N° 1 Éter de petróleo

N° 2 Diclorometano

N° 3 Cloroformo

N° 4 Butanol

N° 5 Etanol de 70°

N° 6 Metanol

N° 7 Agua destilada

N° 8 Dimetilsulfóxido

Leyenda:

Insoluble: (-)

Poco soluble: (+)

Medianamente soluble: (++)

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

Formulación del problema Objetivos Hipótesis
Problema General Objetivo General Hipótesis General
¿Presentará actividad antibacteriana in vitro el
extracto etanólico de semillas de Lupinus
mutabilis Sweet (Tarwi) sobre cepas de
Escherichia coli ATCC 25922?

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

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

Problemas Específicos Objetivos Específicos Hipótesis Específicas
¿Qué metabolitos secundarios activos se
encontrarán en el extracto etanólico de
semillas de Lupinus mutabilis Sweet (Tarwi)?

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

El extracto etanólico de semillas de Lupinus
mutabilis Sweet (Tarwi) presenta metabolitos
secundarios activos

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

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

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

¿Cuál es la actividad antibacteriana in vitro del
extracto etanólico de semillas de Lupinus
mutabilis Sweet (Tarwi) comparado con
fármaco de referencia sobre cepas de
Escherichia coli ATCC 25922?

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

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

VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES
ESCALA

DE
MEDICIÓN

VALOR

VARIABLE
INDEPENDIENTE
Extracto etanólico de
semillas de Lupinus
mutabilis Sweet (Tarwi)

Ensayo
fitoquímico

Marcha fitoquímica Ordinal
(-) Ausente
(+) Leve
(++) Moderado
(+++) Abundante

VARIABLE
DEPENDIENTE
Actividad antibacteriana in
vitro frente a Escherichia
coli ATCC 25922

Ensayo
microbiológico Medición de diámetro

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

TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

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

Figura 3. Selección 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. Preparación del macerado del extracto etanólico
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Figura 8. Procedimiento de filtración del macerado del extracto etanólico

Figura 9. Obtención de extracto seco
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PRUEBA DE SOLUBILIDAD

Figura 10. Añadiendo extracto seco al tubo de

ensayo para prueba de solubilidad

Figura 11. Agitación en el vortex

Figura 12. Resultado de prueba de solubilidad
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MARCHA FITOQUÍMICA

Figura 13. Adición de extracto a los tubos de ensayo

Figura 14. Adición del reactivo en la marcha fitoquímica

Figura 15. Resultado de la marcha fitoquímica
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ENSAYO MICROBIOLÓGICO

Figura 16. Pesando del Agar

Figura 18. Autoclave para el uso en la prueba
microbiológica

Figura 17. Agar Mueller Hinton
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Figura 19. Placas preparadas

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

Figura 21. Comparación de turbidez mediante el reactivo de Mc. Farland
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Figura 22. Rotulado de placas

Figura 23. Sembrado de la cepa biológica en las placas

Figura 24. Inoculación de la cepa biológica
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Figura 25. Adición de la sustancia experimental en la placa Petri

Figura 26. Adición de discos previamente preparados
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Figura 27. Incubación

Figura 28. Placas Petri con halos de inhibición

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

Fuente: Efecto de los extractos secos clorofórmico y de diclorometano

de Tropaeolum tuberosum (Ruiz & Pavón) mashua sobre los

parámetros seminales y toxicidad aguda

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

Extracción por maceración

Pf= 20.1 gr extracto seco obtenido

Pi = 900 gr. muestra molida


