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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la actividad antibacteriana del extracto etanodlico al 25%, 50%,
75% y 100% de “Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh” frente a cepas
de Escherichia coli ATCC 25922.

Materiales y métodos: Enfoque cuantitativo, disefio experimental y corte
transversal, teniendo como muestra los frutos de Prunus serotina subsp. capuli
(Cav.) McVaugh cuyo extracto etanolico se evaporé mediante bafio maria
evaluandose después la actividad antibacteriana de las diferentes

concentraciones mediante la prueba de Kirby Bauer y siembra superficial.

Resultado: El extracto seco mostro diversos grados de solubilidad con diferentes
solventes. El tamizaje fitoquimico evidencid metabolitos secundarios como
flavonoides y compuestos fendlicos, alcaloides, cumarinas y quinonas. Los halos
de inhibicién a concentraciones de 25%,50%,75% y 100% fueron de 6 mm =+
0,00mm , 6,17 = 0,05mm, 6,42 = 0,41 mm y 11,07 £ 0,36 mm y los controles
negativo y positivo de 6 mm + 0.00 mm y 31,08 £ 0,15mm..

Conclusiones: Se demostro que el extracto etandlico al 100 % tenia actividad
antibacteriana frente a Escherichia coli ATCC 25922; sin embargo, el diametro de

su halo de inhibicién fue menor al del control positivo.

Palabras claves: Efecto antibacteriano, Prunus serotina subsp. capuli (Cav.)

McVaugh, Escherichia coli, extracto etandlico



ABSTRACT

Objective: Objective: To evaluate the antibacterial activity of the 25%, 50%, 75%
and 100% ethanolic extract of "Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh"
against strains of Escherichia coli ATCC 25922

Materials and methods: Quantitative approach, experimental design and
transversal cut. The samples were the fruits of Prunus serotina subsp. capuli
(Cav.) McVaugh. The ethanolic extract was evaporated in a water bath and then
the antibacterial activity of the different concentrations was evaluated using the
Kirby Bauer test and surface seeding.

Results: The dry extract showed varying degrees of solubility with different
solvents. Phytochemical screening showed secondary metabolites such as
flavonoids and phenolic compounds, alkaloids, coumarins and quinones. The
inhibition halos at concentrations of 25%, 50%,75% and 100% were 6 mm *
0.00mm , 6.17 £ 0.05mm, 6.42 = 0.41 mm and 11.07 £ 0.36 mm and for the
negative and positive controls were 6 mm = 0,00 mm and 31.08 + 0.15mm. extract

had antibacterial activity against Escherichia coli ATCC 25922.

Conclusions: The 100% ethanolic extract was found to have antibacterial activity
against Escherichia coli ATCC 25922; however, the diameter of its inhibition halo

was smaller than that of the positive control.

Key words: Antibacterial effect, Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh,
Escherichia coli ATCC 25922, ethanolic extract.



I. INTRODUCCION

Las enfermedades diarreicas agudas ocupan el octavo puesto en el indice de
mortalidad en el mundo y es el segundo motivo del fallecimiento de nifios menores
a 5 afos, sobre todo, en zonas pobres de bajos recursos. En el 2017, segun el
informe de Carga Global de Enfermedades (GBD), la bacteria que da lugar a esta
ocasiond 533 768 decesos. Entre los factores que contribuyen a la resistencia
bacteriana a los farmacos estan su inadecuada dosificacion y el tiempo de
administracion. Por otro lado, en la mayoria de los casos, se tiene una practica
empirica para determinar al microorganismo causante de la infeccién y no ha
involucrado el estudio alguno del paciente. Respecto a los aspectos que
contribuyen a esta problematica, esta la facilidad para adquirir antibiéticos sin
receta médica los que, incluso, se emplean en infecciones virales y donde el

farmaco no tendra ningun efecto (1).

En la mayoria de los casos, estas afecciones son causadas por bacterias y su
tratamiento es mediante antibidticos, sin embargo, una vez que estas son
expuestas a los antimicrobianos se vuelven resistentes perdiendo los
medicamentos su eficacia persistiendo la infeccion; esto sucede no solo por sus
caracteristicas de adaptacion; se afiaden, ademas las malas practicas por su uso
excesivo (2). Asi las “superbacterias”, son muy resistentes a una diversidad de

familias de farmacos (3).

Desde los afios 40, los antibiéticos han sido la medicacién empleada para tratar
las infecciones bacterianas reduciendo la morbilidad y mortalidad de diversas
dolencias infecciosas. No obstante, a poco de su descubrimiento, se comenzo a
emitir informes acerca de su resistencia a estos farmacos (4). Por la resistencia
gue muestran ante los antibidticos, las bacterias se clasifican en
multidrogorresistentes (MDR), extremadamente resistentes (XDR) y las
denominadas pan resistentes (PDR); Estas dltimas, no son posibles de ser

tratadas incluso con una mezcla de terapias (5).



En los ultimos tiempos por la posibilidad de tomar medidas preventivas, la atencion
esta en identificar las causas que pueden provocar la diarrea infecciosa atribuible
al Escherichia coli, la de mayor abundancia en la flora intestinal, el Vibrio cholerae,
y algunas especies de Salmonella y rotavirus (6). La E. coli enterotoxigénica es la
mas virulenta y se le atribuye un 7% de la mortalidad, le sigue la E. coli
enteropatdgena con un 0.6% (7). Por ello, se buscan alternativas de tratamiento
en base a la medicina tradicional y que, segun la OMS, se incrementaron
considerablemente por la biodiversidad de flora del planeta en las ultimas dos
décadas (8).

En el Peru la enfermedad diarreica aguda es una problematica latente, pero la
mortalidad es baja. En el 2019, se reportd 183 754 pacientes y 8 defunciones (9);
sin embargo, estos datos no consideran aquellos casos que no fueron atendidas

en un establecimiento de salud al no contar con los medios econdmicos.

El Peru posee variedad de flora silvestre y domésticas utilizadas en el tratamiento
de las enfermedades y los principios activos que estos contienen pueden
contribuir al desarrollo de medicinas naturales. Se estima que en el Per( se ha
estudiado el 60% de la flora habiéndose descrito 1 400 especies de uso medicinal;
entre ellos “Prunus serotina”, o capuli que posee compuestos bioactivos como
azucares reductores, fenoles, aminoacidos, flavonoides y antocianinas que
cuentan con diversas propiedades beneficiosas para la salud (10). Es un recurso
biol6gico con caracteristicas relevantes para la alimentacion, medicina, industria
y se asocia a servicios ambientales. Su potencial en la medicina se debe a su
contenido nutricional y sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas por los

compuestos bioactivos que posee (11).

Desde épocas remotas, el Prunus serotina esta vinculado a la alimentacion y la
medicina natural (12); en especial, la cascara del fruto concentra el 66,0% de la
cianidina 3-glucido (13). Investigaciones farmacoldgicas evidencian sus
propiedades antiinflamatorias, antibacterianas y antioxidantes debido a las
concentraciones de glucosidos, cianogénicos, compuestos fendlicos y tocoferoles
de su contenido. Respecto a su consumo, se sugiere hacerlo cuando el fruto toma
un color purpura; es alli cuando el fruto tiene el mas alto contenido de flavonoides

gue estan vinculados al estado de maduracién (14).



La planta tiene su origen en América del Norte y fue introducida en Sudamérica
en paises como Ecuador, Colombia, Pera y Bolivia (15). Sus frutos contienen
antocianinas que son pigmentos naturales que tienen la capacidad de actuar en
la prevencion de varias enfermedades por su efectos tanto terapéuticos,
antitumorales, antiinflamatorios, antidiabéticos y el tratamiento de infecciones

microbianas (16)

En el Perl el capuli es conocido también como guinda o cerezo negro y florece
en los meses de diciembre a marzo (17). En el mercado es conocido por su fruto,
hojas y semillas; sin embargo, la accién farmacol6gica del Prunus serotina subsp.

capuli (Cav.) McVaugh sigue siendo aun poco estudiada (18).

Prunus serotina ha sido usada desde tiempos remotos y es una planta resistente
a climas extremos como las sequias (19). Su altura es de aproximadamente de
15 metros (20). La medicina tradicional utiliza la corteza y hojas como infusion,
expectorante y sedante para tratar la diarrea. El polvo de la corteza es usado como

desinflamante (21).

La investigacion de Jiménez M. (2011), refiere que el extracto etandlico de capuli,
tiene un alto nivel antioxidante y la mayor actividad antimicrobiana es tanto en las
gram negativas y positivas como el Escherichia coli y el Staphylococcus aureus,
enfatizando que podria ser usado como aditivo alimenticio (22). Dentro de sus
propiedades y usos medicinales se dice que la corteza del capuli Prunus serotina
subsp. capuli (Cav.) McVaugh se usa para combatir las enfermedades diarreicas,

problemas de disenteria y tiene un efecto febrifugo (23).

Ruiz et al. (2018), mediante el método de pH, estudiaron las antocianinas
obteniendo 10,71 mg de cianidina-3-glucosido/g. El analisis fitoquimico evidencio
azucares reductores, fenoles, flavonoides y aminoéacidos (24).

La actividad antibacteriana de un compuesto se asociada con su suficiencia para
inhibir el crecimiento de la poblacién bacteriana. Su medicion y expresion
cuantitativa se determinan con pruebas in vitro. El de Kirby Bauer es de los
métodos mas usados. Los halos de inhibicién, son el resultado del enfrentamiento

de un microorganismo ante un compuesto en un medio de cultivo que promueva
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su crecimiento siendo la capacidad de inhibicién proporcional al diametro del halo
(25).

Los concentrados de extractos vegetales poseen tanto los principios activos e
inertes y provienen de la planta, las hojas, raiz, fruto, entre otros. Su obtencion es
mediante extraccién con etanol, metanol, agua y éter (26). A fin de demostrar la
actividad antibacteriana del extracto etanolico del capuli “Prunus serotina subsp.
capuli (Cav.) McVaugh”, se elaboraron diferentes concentraciones para
determinar la mas adecuada en inhibir el crecimiento de la bacteria mediante un

plaqueo de cultivos.

Diversos estudios han demostrado que las hojas cocidas del “Prunus serotina
subsp. capuli (Cav.) McVaugh” contribuyen a disminuir la fiebre ocasionada por la
malaria pues, las hojas contienen diversos principios activos como compuestos

fendlicos, taninos y antocianinas (27).

El Escherichia coli tiene como habitat los intestinos de personas y animales
endotérmicos. En su mayoria son inofensivos, sin embargo, la Escherichia coli
gue produce la toxina Shiga puede ocasionar enfermedades graves debido al
consumo de alimentos contaminados, poco cocidos, leche sin pasteurizar o

verduras sin coccién (28).

Nuestro problema de investigacion queda formulado como:

> ¢Los extractos etandlicos de “Prunus serotina subsp capuli” (Cav.)
McVaugh” a concentraciones del 25%, 50%, 75% y 100% mostraran

actividad antibacteriana ante las cepas de Escherichia coli ATCC 259227
Asimismo, nuestros problemas especificos fueron los siguientes:

> ¢Cudles son los metabolitos secundarios del extracto etandlico “Prunus
serotina subsp capuli” (Cav.) McVaugh” que muestran actividad

antibacteriana?
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> ¢ Cual sera la concentracion del extracto etandlico “Prunus serotina subsp
capuli" (Cav.) McVaugh” que muestra actividad antibacteriana ante las
cepas de Escherichia coli ATCC 259227

> ¢Cudl es la susceptibilidad de los extractos etandlicos “Prunus serotina
subsp capuli” (Cav) McVaugh” al 25%, 50%, 75% y 100% comparados con

la clindamicina ante las cepas de Escherichia coli ATCC 259227

Respecto a los antecedentes internacionales, el estudio de Aguayo J, et al (2022)
evalué los fitoquimicos y las propiedades nutracéuticas del Prunus persica L.
mediante la determinacion del contenido fendlico y de carotenoides asi como las
propiedades antimicrobiana, antihipertensiva y antioxidante. Los extractos
metanolicos evaluaron la capacidad antimicrobiana mediante la prueba de Kirby
Bauer de las cepas del S. typhimurium, E coli, L. monocytogenes y S. aureus
teniéendose como control la ampicilina. La actividad antihipertensiva se evalu6
mediante los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA)
teniendo como sustrato el Hipuril-L-Histidil-L-Leucina y control positivo el enalapril.
La actividad antioxidante se determind mediante técnicas asociadas con los
radicales libres DPPH (2,2-difenil-1-picril hidrazilo) y (acido 2,2 -azino-bis(3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfénico) (ABTS). Los contenidos de flavonoides y taninos
estuvieron en el orden de 247 y 410 mg equivalentes de catequina/100 g (bs). Los
valores de los fendlicos totales y carotenoides fueron 452 mg equivalentes de
acido galico/100 g (bs) y 195 ug equivalentes de B-caroteno/100 g (bs). Los
valores de los ensayos DPPH y ABTS para la capacidad oxidante fueron de 3858
y 6215 pmol equivalentes de Trolox/100 g (bs). Se evidencioé la actividad
antimicrobiana del extracto en la totalidad de las cepas bacterianas Gram positivas

y negativas utilizadas (29).

Silvan J, et al (2018), emplearon extractos de Prunus doméstica “ciruela” como
ingredientes para mejorar la salud gastrointestinal. Evaluaron la actividad
antibacteriana de extractos de zumo obtenidos mediante liofilizacion, secado a
vacio y la atomizacion. La actividad antibacteriana evidencié una inhibicion del

57% en el crecimiento ante patdégenos como el C. jejuni, E. coli y S. aureus)

12



considerandola con potencial para la provision de compuestos bioactivos de uso

gastrointestinal (30).

Reyes Y, et al (2019), evaluando los extractos de Prunus salicifolia “capuli” y

Vaccinium floribundum “Mortifo” su actividad antibacteriana en pruebas in vitro
ante cepas de Streptococcus Mutans teniéndose como control el gluconato de
clorhexidina al 0.12%, no encontraron diferencias estadisticamente significativas
respecto al efecto antibacteriano entre las 24 y 48 horas para los extractos y el
control. Se evidencié la accion antibacteriana en las cepas del estudio muy

similares a los de la clorhexidina al 0.12% utilizada como control (31).

Entre los antecedentes nacionales, la investigacion de Cancho K. refiere que el
uso medicinal de las hojas de Prunus serotina Ehrh “guinda”, tiene larga data en
el tratamiento de cuadros respiratorios y diarreicos al reconocerle propiedades
antibacterianas y antioxidantes por su contenido de compuestos fendlicos,

flavonoides y taninos (32).

Huertas, M (2015), evalud los efectos antibacterianos y citotéxicos del extracto
metandlico de la Physalis peruviana en cultivos de S. mutans y S. Sanguinis
teniéendose como muestra de control la clorhexidina. Los halos de inhibicion
alcanzaron los 19.15 mm y 18.56 mm. Para las muestras control estas alcanzaron
los 25.78 mm y 22.92 mm. La citotoxicidad fue evaluada mediante la linea celular
Jurkat y el metil tiazol tetrazolio. Se demostro el efecto antibacteriano no siendo
citotoxico para linea celular Jurkat (33).

Infante R, et al (2019) determind la accién antibacteriana del extracto seco de
hojas de Prunus serotina en cultivos de Escherichia coli. Los halos de inhibicion
de las pruebas de sensibilidad de los diferentes cultivos de las fracciones del
extracto seco del ensayo fueron de 6 mm. Para el grupo patron (alcohol 96°), los
halos tuvieron 12 mm, en promedio. No se evidencid efecto antibacteriano del
extracto ante el E. coli, en comparacion con la muestra patron. El analisis ANOVA,
evidencio diferencias estadisticamente significativas, donde el valor p = 0.0000
fue menor a 0,05 (p < 0,05) (34).
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Como obijetivo general se propuso: Evaluar la actividad antibacteriana in vitro del

extracto etandlico del “Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh” al 25%,
50%, 75% y 100% frente a cepas de Escherichia coli ATCC 25922

Se propuso como objetivos especificos los siguientes:

>

Identificar los metabolitos secundarios del extracto etandlico “Prunus

serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh” con actividad antibacteriana.

Determinar la concentracion del extracto etandlico “Prunus serotina subsp.
capuli (Cav.) McVaugh” con mayor actividad antibacteriana ante cepas de
Escherichia coli ATCC 25922

Evaluar la actividad antibacteriana de las concentraciones del extracto
etandlico “Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh” al 25%, 50%,
75% y 100% ante cepas de Escherichia coli ATCC 25922 comparados con

clindamicina

La hipotesis general fue: Los extractos etanolico “Prunus serotina subsp. capuli
(Cav.) McVaugh” al 25%, 50%, 75% y 100% presentan actividad antibacteriana
frente a cepas de Escherichia coli ATCC 25922

Las hipotesis especificas fueron:

>

>

El extracto etandlico “Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh”

contiene metabolitos secundarios con actividad antibacteriana.

A mayor concentracion del extracto etandlico “Prunus serotina subsp.
capuli (Cav.) McVaugh” la actividad antibacteriana es superior ante cepas
de Escherichia coli ATCC 25922

Los extractos etanolicos “Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh” al
25%, 50%, 75% y 100% presentan actividad antibacteriana superior ante

la cepa Escherichia coli ATCC 25922 comparada con clindamicina.
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ll. MATERIALES Y METODOS

II.L1. Enfoquey disefio de la investigacion

De enfoque cuantitativo; con informacion numérica recolectada utilizada para
contrastar las hipétesis (35). El analisis estadistico de los halos de inhibicion de
los extractos del Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh confirmé la

actividad antibacteriana del extracto etandlico al 100% ante cepas de E. coli.

Disefio experimental pues se manipulé la variable independiente, extracto
etandlico, en condiciones controladas (36), para evidenciar el efecto

antibacteriano sobre las cepas del E. coli.

Corte, transversal pues los datos acerca de la actividad antibacteriana de la
muestra se recolectaron en un solo momento y tipo explicativa pues se busco

explicar el porqué del efecto antibacteriano ante las cepas del E. Coli (37).
[1.2. Poblacion, muestray muestreo

Bayas de “capuli” provenientes del distrito de Molinos en Jauja, Departamento de

Junin colectadas por la tarde.

Las bayas fueron seleccionadas teniendo en cuenta como criterios de inclusion
las condiciones optimas por su morfologia y caracteristicas organolépticas y
excluyéndose aquellas bayas dafiadas o malogradas obteniéndose una muestra
de 2 Kg.

Respecto a la poblacion y muestra microbioldgica estas fueron cepas de E. coli
ATCC 25922 estandarizadas, siendo los criterios de exclusién aquellos cultivos
gue se hubiesen contaminado con cualquier microorganismo. Respecto al

muestreo este fue aleatorio.
[1.3. Variables de investigacion

Variable independiente: El extracto etandlico Prunus serotina subsp. capuli

(Cav.) McVaugh “capuli”
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Definicién conceptual: Producto proveniente del macerado con alcohol de 96°de

partes vegetales durante 7 dias. Posteriormente, el solvente se evapora mediante
Bafio Maria a 40°C. Para la conservacion y almacenamiento se hara uso de

recipiente de vidrio color &mbar.

Definicién operacional: Concentracion de 25%, 50%, 75% y 100% del extracto

etandlico del “capuli”: Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh

Variable dependiente: Efecto antibacteriano sobre los cultivos del E. coli ATCC
25922.

Definicién conceptual: Capacidad para inhibir el crecimiento y propagacion de la

bacteria en estudio por la sustancia.

Definicidon operacional: Sensibilidad bacteriana al extracto etandlico del “capuli”,

por la medicién de los didmetros de los halos de inhibicion.
II.4. Técnicas e instrumentos para la recoleccion de datos

Fichas de registro para los resultados de la actividad microbiolégica, pruebas de

solubilidad asi como el tamizaje fitoquimico.

II.5. Plan metodoldgico para larecoleccion de datos

- Recoleccion de muestra vegetal

Se seleccionaron las mejores bayas teniendo como referencia los criterios de

inclusion senalados en el numeral 1l 2.
- Identificacién de la muestra vegetal

Efectuada en el Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor

de San Marcos.
- Preparacion de la muestra

Seleccionada la muestra, se eliminaron los residuos de suciedad de las bayas
mediante lavado con agua destilada estéril para luego ponerlas a secar al aire

libre. Posteriormente, el secado durante 24 horas, se efectudé en una estufa a
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60°C. Finalmente, las bayas secas, se trituraron en un mortero obteniéndose
612 g de muestra (38)

- Obtencién del extracto

La muestra obtenida se dispuso en un recipiente de vidrio de 4 litros color
ambar de boca ancha afiadiendo alcohol de 96° hasta cubrirla por completo
dejandola reposar por una semana. Durante ese periodo, la preparacion fue
agitada con frecuencia por 15 minutos 3 veces al dia. Culminado el periodo de
maceracion, la preparacion fue filtrada utilizando papel filtro y algodén para
luego evaporarse el alcohol mediante bafio maria. El extracto de la muestra
seca que contenia el principio activo fue almacenado en un frasco oscuro de
vidrio. Finalmente, al diluir el extracto, se obtuvieron concentraciones de 25%,
50%, 75% y 100% (39).

-  Pruebade Solubilidad

Para el estudio se emplearon 6 tubos de ensayo con 1 ml de diferentes
solventes a los que se agregaron 2 ml del extracto etandlico a fin evaluar la

solubilidad (39). Los solventes empleados fueron::

- Tubo 1: Ciclohexano

- Tubo 2: Etanol

- Tubo 3: Cloroformo

- Tubo 4: Metanol

- Tubo 5: Eter de petréleo
- Tubo 6: Agua destilada

- Marcha fitoquimica

Se hicieron pruebas con diversos reactivos para observar las reacciones que
evidenciaron la presencia de los principios activos de la solucién del extracto

etandlico de Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh,

- Reaccién Dragendorff: Se verti6 10 gotas de muestra a un tubo de

ensayo afadiendo 5 gotas de HCI al 10% asi como 3 gotas del reactivo
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Dragendorff. El precipitado naranja evidencidé reaccion positiva para
alcaloides (39).

Reaccion Mayer: Al tubo con 10 gotas de muestra se afiadieron 3 gotas
del reactivo de Mayer. La coloracion blanca fue el indicativo positivo para
alcaloides (39).

Reaccion Fehling: A 10 gotas de muestra se afiadieron 3 gotas de los
reactivos Fehling Ay Fehling B. Producto del bafio maria, la coloracion rojo
amarillo del tubo de ensayo evidencié azucares reductores (39).

Reaccion de Tricloruro Férrico: A 10 gotas de la muestra se afiadieron 3
gotas de reactivo. El verde azulado del tubo de ensayo era el indicio de
taninos (39).

Reaccion de Gelatina: De forma similar se pusieron 10 gotas de la muestra
y 3 gotas de gelatina en un tubo de ensayo. El precipitado denso blanco
fue indicativo de la presencia de taninos (39).

Reaccion con Wagner: La coloracion roja oscura al verterse 10 gotas de
la muestra y 3 gotas de reactivo Wagner en el tubo de ensayo evidencio la
presencia de alcaloides (39).

Reaccion de Ninhidrina: Se calentaron 10 gotas de la muestra y 3 gotas
de reactivo entre 5 a 10 minutos en un tubo de ensayo. El color violaceo
evidenci6 presencia de en pruebas in vitro en aminoacidos libres (39).
Reaccion Molish: A 1 mL de muestra, se afadié 1 mL del reactivo A (a-
naftol + etanol al 5%) y 2 gotas de H2SO4 concentrado en un tubo de
ensayo. El anillo violeta reveld presencia de azucares (39).

Reaccion Shinoda: A 1 mL de muestra se agregoé limaduras de magnesio
y 3 gotas de HCI concentrado. La coloracion rosa o rojo del tubo era
evidencia de flavonoides. Al oxidarse el magnesio metalico por accion del
HCI concentrado se libera H2 como gas. Los complejos de flavonoides

debido al MgCl2 se evidenciaron por sus coloraciones caracteristicas (39).

Enfrentamiento microbioldgico

Teniendo como medio de cultivo el agar Mueller Hinton fueron utilizadas 12 placas

Petri. La preparacién sigui6 lo sefialado por el fabricante. Se sembraron las placas

con cepas de E. coli ATCC 25922 incubandolas, en posicion invertida, a 35 °C
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durante 18 horas. La verificacién y medicidn se hizo con el vernier. Los registros
de los resultados las concentraciones del extracto etandlico de la investigacion se

discutieron con los antecedentes de investigaciones previas (39).

Tabla 1. Enfrentamiento Microbiolégico

Sembrado Recoéec;uon de
Grupos SN Elln Tratamiento o
Escherichia coli 24 h 48 h
Grupo 1 X - ° °
Grupo 2 Extracto etandlico de
X Prunus serotina o .
subsp. capuli (Cav.)
McVaugh al 25%
Grupo 3 Extracto etandlico de
X Prunus serotina o .
subsp. capuli (Cav.)
McVaugh al 50%
Grupo 4 Extracto etandlico de
X Prunus serotina o .
subsp. capuli (Cav.)
McVaugh al 75%
Grupo 5 Extracto etandlico de
X Prunus serotina . .
subsp. capuli (Cav.)
McVaugh al 100%
Grupo 6 Control con
X . .. ° °
Clindamicina 2 ug

Fuente: Elaboracion propia

a) Al grupo 1 no se le administré farmaco alguno, fue la muestra blanco (39).
b) Las placas del grupo 1 al 6 fueron sembradas con cepas de E. coli (39).

c) Para los grupos 2,3,4,5 usamos monodiscos con extracto etanodlico de
Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh a diferentes
concentraciones al 25%, 50%, 75% y 100% (39).

d) En el Grupo 6 se utilizé el control positivo elegido, en este caso
Clindamicina (antibiotico) (39).
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e) Después de ser incubadas entre 24 a 48 horas, se realizaron las lecturas

de los halos para proceder luego a la discusion (39).

f) El método de disco difusion por siembra en superficie midié la actividad

antimicrobiana (39).
Obtencidn del microorganismo

Las cepas microbianas de Escherichia coli ATCC 25922 empleadas provinieron
de GENLAB PERU representante de MICROBIOLOGICS, las que estan

diseflada para estudios in vitro.
Preparacion del medio de cultivo Mueller-Hinton

Se pes6 10.88 gr de agar disolviéndose en 320 mL de agua destilada con solucién
pH de 7.2 - 7.4 con disolucion de NaOH 0,1N. Fue esterilizada a 121°C durante
15 minutos enfriAndose a una temperatura entre 48 - 50°C. Luego, en una placa
Petri de 15 x 100 mL, se distribuy6 una capa de 4 mm de espesor del medio que
correspondia a 20 mL de la preparacion. Se dej6 solidificar el medio por 30 minutos
(39).

Discos de sensibilidad

Se elaboraron con papel Whatman N°4 de 6 mm de diametro siendo luego
esterilizados. Después, se empaparon los discos con 20 pl del extracto etandlico
de Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh. de concentraciones: 25%, 50%,
75% y 100 % Posteriormente, una pinza estéril, se coloc6 sobre la superficie del
agar posibilitando asi una presion suave en los discos y asegurar el contacto con
toda esta superficie teniéndose como distancia minima entre los discos 25 mm. Al
hacer contacto los discos con la superficie del agar no se removieron para evitar

su dispersion (39).

Preparacion del inoculo
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El patron fue el tubo N° 0,5 de la escala Mc Farland. El asa de siembra tocé la
superficie de cada colonia de E. coli siendo, luego, transferida al tubo con 3,5 a5
mL de caldo nutritivo. Las turbideces de los inéculos se ajustaron con el caldo
nutritivo considerando el tubo patrén haciendo la comparacién de las dos
suspensiones en forma visual. Para la preparacion se requirié de una adecuada

iluminacion de fondo blanco y lineas negras como contraste (39).
Siembra de las cepas de Escherichia coli ATCC 25922

Se sigui6 la metodologia de Kirby-Bauer la cual determina la sensibilidad de un
agente antibacteriano ante un antibiético. La toma de la muestra se hizo con un
hisopo estéril, no mas de 15 minutos después de haber obtenido el indculo. Se
sumergio rotandolo y haciendo presion en las paredes del tubo a fin de eliminar el
exceso de muestra que podia tener el hisopo. La siembra se hizo mediante estrias
con el hisopo en tres direcciones opuestas entre si garantizando asi una uniforme
distribucion del in6culo. Las placas con la siembra fueron secadas a temperatura
ambiente por 15 minutos para absorber el exceso de humedad superficial

procediéndose luego a colocar los discos (40).
Incubacion

Por 18 horas a una temperatura de 37 °C habiendo dispuesto las placas en
posicion invertida. Al finalizar el periodo de incubacion se midié el diametro de la

zona de inhibicion en cada disco (40).
Medicion de halos de Inhibicion

Se colocaron las placas contra una superficie oscura bajo iluminacién reflejada.
Para medir los discos se tomé en cuenta su diametro (6 mm). El vernier fue el
instrumento utilizado, pero, sin retirar la tapa de la placa. La medida de 6 mm
indicaba que no se tenia inhibicion. En la lectura de los halos se consider6
solamente el area que no evidencio crecimiento detectado visualmente. No se

incluyeron velos de crecimiento muy pequefios detectados facilmente (40).

11.6. Procesamiento del analisis estadistico
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La data fue evaluada utilizando el software SPSS version 25, siendo materia de
evaluacion tanto la media, el promedio y la desviacién estandar de los grupos de

estudio. Asi mismo, se empled el analisis ANOVA para contrastar las hipotesis.
I1.7. Aspectos éticos

El proyecto es su desarrollo evitd la contaminacion bacteriana de personas, asi
como del medio ambiente. Para evitar esto, se emplearon las medidas de
proteccion adecuadas especificamente para trabajar con material microbioldgico,
el uso de implementos asi como medidas de bioseguridad durante la
manipulacién, transporte, uso, descontaminacion, seguridad del personal y al

eliminarse, de forma adecuada,os los desechos para proteger el medio ambiente.
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II.RESULTADOS

Las pruebas de solubilidad y tamizaje fitoquimico del extracto etandlico (EE) del
“Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh” (capuli) frente a Escherichia coli

mostraron lo siguiente:
[l1.1. Pruebade solubilidad

Tabla 2. Ensayo de solubilidad del extracto etanélico Prunus serotina

subsp. capuli (Cav.) McVaugh” (capuli)

TUBO SOLVENTE RESULTADOS
No 1 Agua destilada (+)
No 2 etanol 70% (+)
No 3 etanol 96% (+++)
No 4 Metanol (++)
No 5 alcohol etilico absoluto (+++)
No 6 diclorometano (+)
No 7 n-Butanol )
No 8 Acetato de etilo O]
No 9 Eter dietilico )

Leyenda:
e Muy soluble = (+++)
e Moderadamente soluble = (++)
e Poco soluble = (+)

e Insoluble = (-)

La tabla 2 muestra los resultados de solubilidad con solventes de diferente
polaridad. La mayor solubilidad (+++) corresponde al etanol al 96 % y el alcohol
etilico absoluto; moderadamente soluble (++) para el metanol, poco soluble (+) para
el agua destilada, el etanol al 70% y el diclorometano e insoluble (-) para el n-

Butanol, el Acetato de etilo y Eter dietilico.
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[1.2.

Resultados del Tamizaje fitoquimico

Tabla 3. Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico (EE), “Prunus serotina
subsp. capuli (Cav.) McVaugh” (capuli)

REACTIVO DE METABOLITOS Reaccion
IDENTIFICACION PRIMARIOS Positiva RSSO
Molish Formacion de anillo (+)
Glucésidos violaceo
Fehling Ay Precipitado rojo +)
Fehling B ladrillo
Ninhidrina Aminoacidos Color_aclon color (++)
violaceo
REACTIVO DE METABOLITOS Reaccion
IDENTIFICACION SECUNDARIOS Positiva RESULTADOS
Lieberman Esteroides y Color verde, color )
Burchard Triterpenoides azul, oscuro
Tricloruro férrico | Compuestos fendlicos Color V:Zrﬂf’ color (++)
Shinoda Flavonoides Coloracién a rojo (+++)
Gelatina Taninos Precipitado blanco )
Dragendorff Precipitado rojo (++)
Alcaloides naranja
Mayer Precipitado blanco (++)
Hidroxido de sodio cumarinas Colora_lcic')n amarillo (++)
10 % Intenso
Bortranger Quinonas Coloracién a rojo (++)
Baljet Sesquiterpenlactonas Coloracion rojo (+)
naranja
Agua destilada Saponinas Formacion de ()
espuma

Leyenda:

(-) La coloracion o precipitado no se evidencia

(+) La coloracion o precipitado se evidencia poco

(++) La coloracién o precipitado se evidencia moderadamente

(+++) La coloracién o precipitado se evidencia notablemente

Los resultados de la tabla 3 corresponden al tamizaje fitoquimico del extracto

etandlico. Para los metabolitos primarios, como los aminoacidos ante el reactivo

de Ninhidrina, la coloracién formada fue moderada (++) y para los glucésidos ante
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los reactivos de Molish y Fehling Ay B la formacién de precipitados fue escasa

(+).

Respecto a los metabolitos secundarios la presencia de flavonoides se

evidencié mediante el reactivo Shinoda por una notable coloracién hacia el rojo

(+++). Para los compuestos fenélicos ante el Tricloruro férrico, los alcaloides ante

los reactivos de Dragendorff y Mayer, las Cumarinas ante el Hidroxido de sodio al

10 % y las quinonas ante el reactivo Bortranger, la coloracion o precipitado

formada se evidencié moderadamente (++). Respecto a las Sesquiterpenlactonas

ante el reactivo de Baljet la evidencia de coloracion o precipitado fue escasa (+) y

en cuanto a los taninos y saponinas no se observo la formacion de precipitado o

coloracién alguna (-).

[11.3. Ensayo microbioldgico

Tabla 4. Mediciones de los halos de inhibicion (mm) del ensayo

microbioldgico del extracto etandlico de Prunus serotina subsp. capuli
(Cav.) McVaugh

Cepa NP Extracto | Extracto Extracto Extracto Control CIirc1: doz;]r:i(z:lin a
bacteriana 25% 50% 75% 100% Etanol 96% 2 ug
1 6 6.17 6.21 11.22 6 30.52
2 6 6.14 6.24 11.16 6 30.68
3 6 6.12 6.28 11.37 6 31.26
4 6 6.17 6.91 10.42 6 30.22
Escherichia 5 6 6.12 6.31 10.75 6 31.14
coliATCC. | 6 6 6.29 6.45 11.25 6 31.26
25922 7 6 6.23 6.37 11.31 6 31.77
8 6 6.11 6.78 11.24 6 31.69
9 6 6.17 6.37 11.39 6 30.64
10 6 6.18 6.39 10.34 6 30.75
11 6 6.13 6.39 11.06 6 31.84
12 6 6.21 6.44 11.36 6 31.23
PROMEDIO 6.00 6.17 6.43 11.07 6.00 31.08
D;:'[\gl’ellg:’:ﬁ’n 0.00 0.05 0.21 0.37 0.00 0.53

Escala interpretativa Duraffourd y Lapraz (1983)

>
>
>
>

(-) Nula: Diametro (< 8 mm)

(+) Sensible bajo: Diametro (9 - 14 mm)

(++) Muy sensible: Diametro (15 - 19 mm)

(+++) Sumamente sensible: Didmetro (> 20 mm)
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Halos de inhibicién promedio de los grupos experimentales

35.0

31.08

30.0

250

20.0

Media (mm)

15.0
11.07

10.0

0.0

Extracto 25% Extracto 50% Extracto 75%  Extracto 100%;  Control Etanol Control
96% Clindamicina 2 ug

o

Figura 1. Efecto antibacteriano del extracto extracto etanélico de Prunus serotina
subsp. Capuli (Cav.) McVaugh

La tabla 4 y figura 1 detallan la actividad antibacteriana por el método de Kirby
Bauer difusion en papeles estériles en concentraciones del extracto etandlico al
25%, 50%, 75% y 100% siendo la Clindamicina 2 ug y el etanol al 96% los grupos
de control para efectos de comparacion. La media del grupo de control positivo
fue de 31.08 mm y para los halos de inhibicion de los extractos al 25%, 50%, 75%
y 100% de 6.00 mm, 6.17mm, 6.43mm y 11.07 mm respectivamente. Los
resultados de las mediciones se compararon con la escala de Duraffourd y Lapraz

de la tabla 5 y corresponde al detalle siguiente:

De la comparacion de las dimensiones de los halos de inhibicion del extracto
etandlico de la tabla 4 en su sensibilidad y efecto antibacteriano con la escala de
Duraffourd y Lapraz se tiene que la cepa de E. coli ATCC 25922, no mostraba
sensibilidad ante las concentraciones de los extractos al 25%, 50% y 75% pues
sus halos tenian valores menores a 8 mm siendo sensible solo los halos de
concentracion al 100 % cuyo promedio fue 11.07 mm. Para el control positivo,
Clindamicina 2 ug, la cepa de E. Coli fue altamente sensible pues el promedio de
los halos de inhibicion fue de 31.08 + 0.53 mm. Esto no se evidencio para el
Control negativo (Etanol 96%) pues este promedio fue de 6.00 + 0.00 mm.
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CONTRASTACION DE LAS HIPOTESIS

Pruebas estadisticas paramétricas procesaron los resultados segun las hipotesis
propuestas evaluando la actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de
Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh frente a cultivos de Escherichia coli
ATCC 25922 para concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% teniendo como
controles positivo y negativo la Clindamicina y el etanol al 96%. Los resultados se

interpretaron comparandolos con la escala de Duraffourd y Lapraz.
HIPOTESIS GENERAL

H1 Los extractos etandlico “Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh” al 25%,
50%, 75% y 100% presentan actividad antibacteriana frente a cepas de
Escherichia coli ATCC 25922

Ho Los extractos etandlico de “Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh” al
25%, 50%, 75% y 100% no presentan actividad antibacteriana frente a cepas de
Escherichia coli ATCC 25922

En la contrastacion de la hipotesis general, se analizé estadisticamente los halos
obtenidos como producto de la actividad antibacteriana del extracto etandlico de
Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh. La tabla 5 resume los valores para
la media, desviacion estandar, limites de confianza y los minimos y maximos para
cada grupo de estudio frente a las cepas de Escherichia coli ATCC 25922. Los
resultados obtenidos se encuentran dentro de los limites de confianza, las medias
de los diametros de los halos de inhibicion fueron evaluadas mediante la escala

de sensibilidad de Duraffourd y Lapraz.
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Tabla 5 Estadisticos descriptivos de la actividad antibacteriana del extracto
etandlico de Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh. frente a cepas
de E. coli ATCC 25922.

Diametro de Intervalo de 95% de
inhibicién del N Media confianzz_para la Desviacion Error Minimo Maximo
halo en mm. media Estandar Estandar
Limite Limite
inferior superior
Control 12 6,00 6,00 6,00 0,00 0,00 6,00 6,00
Extracto 25% 12 6,00 6,00 6,00 0,00 0,00 6,00 6,00
Extracto 50% 12 6,17 6,13 6,20 0,05 0,01 6,11 6,29
Extracto 75% 12 6,42 6,30 6,56 0,21 0,06 6,21 6,91
Extracto
100% 12 11,07 10,83 11,31 0,36 0,10 10,34 11,39
Clindamicina
2 ug 12 31,08 30,75 31,42 0,52 0,15 30,22 31,84

De los resultados de la tabla 5, para la cepa de Escherichia coli ATCC 25922, al
tener el halo de inhibicion de la concentracion al 25% del extracto etandlico de
Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh una media de 6.00 + 00 mm su
sensibilidad fue nula (-) comparada con la escala de Duraffourd y Lapraz. De forma
similar para las concentraciones al 50% y 75 % al ser las medias 6.17 = 0.05 mm
y 6.42 + 0.21 mm respectivamente, las sensibilidades fueron nulas (-). Unicamente
el extracto al 100%, con una media de 11.07 £ 0.36 mm mostré una sensibilidad
catalogada como baja (+). Por otro lado, el error estandar, nos muestra el maximo
error que se puede aceptar para cada uno de los diametro de inhibicion del halo
evidenciado asi la variabilidad de la muestra por lo que los resultados obtenidos
permitieron corroborar el rechazo de la hipétesis nula (HO) y se acepta la hipétesis
alterna (H1).

Conclusion: El extracto etandlico de Prunus serotina subsp. capuli (Cav.)
McVaugh al 100% posee actividad antibacteriana frente a cepas de Escherichia
coli ATCC 25922.

HIPOTESIS ESPECIFICA 1

H. El extracto etandlico de capuli “Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh

contiene metabolitos secundarios responsables de la actividad antibacteriana.
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Ho El extracto etandlico de capuli “Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh”

no contiene metabolitos secundarios responsables de la actividad antibacteriana.

Los hallazgos del tamizaje Fitoquimico por el Método de Olga Lock permitieron
determinar mediante pruebas cualitativas de coloracion y precipitacion en funciéon
a los grupos quimicos presentes en el capuli, metabolitos secundarios con
actividad antibacteriana los cuales contribuyeron a la contrastacion de esta
hipétesis. Asi, la Tabla N° 3, evidencia el cambio notable de color para los
Flavonoides ante el reactivo Shinoda (+++). En el caso de otros metabolitos como
los flavonoides, alcaloides, cumarinas y quinonas la coloracién o precipitado se
evidenci6 de forma moderada (++). Por lo tanto, se rechaza la hipétesis nula (HO)
y se acepta la hipétesis alterna (H1).

Conclusion: El extracto etandlico de capuli “Prunus serotina subsp. capuli (Cav.)
McVaugh” contiene metabolitos secundarios responsables de la actividad

antibacteriana.
HIPOTESIS ESPECIFICA 2

> Hi A mayor concentracion del extracto etanélico “Prunus serotina subsp. capuli
(Cav.) McVaugh” la actividad antibacteriana es superior ante cepas de
Escherichia coli ATCC 25922

> Ho A mayor concentracion del extracto etandlico de “Prunus serotina subsp.
capuli (Cav.) McVaugh” la actividad antibacteriana no es superior ante cepas
de Escherichia coli ATCC 25922

En la eleccion de la prueba estadistica, se verificd pueda cumplirse los supuestos
de normalidad. Al ser la muestra menor a 30 unidades se eligi6 el estadigrafo de
Shapiro-Wilk Los valores de la significancia (sig) de la Tabla 6 muestran que son
mayores a 0.05 para el tratamiento con extracto etandlico al 50% y Control
Clindamicina 2 ug, por lo que estas presentan una distribucién normal. Por otro
lado, los extractos etandlicos al 75% y 100% tiene un valor (sig) menor al 0.05,
por lo que estos presentan una distribucion diferente a la normal. En conclusion,

al tener algunos tratamientos que no cumplen el supuesto de normalidad, se
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concluye que la distribucion de datos es diferente a la normal, lo que motivé una

prueba de diferencias de medianas, y para ello se utilizé la prueba Kruskal Wallis.

Tabla 6. Prueba de Normalidad de los halos de inhibicion extracto etandlico

de capuli “Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh”

: Kolmogorov-Smirnov?@ Shapiro-Wilk
Tratamiento
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Extracto 50% 0,175 12 0,200° 0,905 12 | 0,183
Extracto 75% 0,292 12 0,006 0,807 12 | 0,011
Extracto 100% 0,261 12 0,024 0,790 12 | 0,007
girétrol Clindamicina 0,154 12 0,200° 0,943 12 | 0,536

Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccion de significacion de Lilliefors

Tabla 7. Andlisis descriptivos de los halos de inhibicion extracto etandlico

de capuli “Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh”

Tratamiento N Rango promedio
Control Etanol 96% 12 12,50
Extracto 25% 12 12,50
Extracto 50% 12 30,88
Extracto 75% 12 42,13
Extracto 100% 12 54,50
Control Clindamicina 2 pg 12 66,50
Total 72

De la tabla 7 tenemos que el grupo con el rango promedio mas alto es el
tratamiento con el extracto etandlico al 100%, observandose que hay, al menos,
una diferencia entre grupos.
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Tabla 8. Andalisis de la mediana de los halos de inhibicién extracto etandlico

de capuli “Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh”

Tratamiento Mediana
Control Etanol 96% 6,00
Extracto 25% 6,00
Extracto 50% 6,17
Extracto 75% 6,38
Extracto 100% 11,23
Control Clindamicina 2 ug 31,18
Total 6,23

De acuerdo con lo que muestra la tabla 8, el extracto etandlico de Prunus serotina
subsp. capuli (Cav.) McVaugh al 100% presenta la mediana mas alta (Md =
11,23), seguida de los extractos etandlicos al 75% (Md = 6,38) y al 50% (Md=6.17),

teniendo el extracto etandlico al 25% la mediana mas baja (Md = 6,00).

Tabla 9. Prueba de Kruskal-Wallis de los halos obtenidos del extracto
etandlico de “Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh” (capuli)

Valor
Chi-cuadrado 69,406
Gl 5
Sig. asintot. 0,000

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacion: Tratamiento

Tomando como referencia el valor chi cuadrado de la tabla 9, se observaron
diferencias en los halos de inhibicién del extracto etandlico de capuli “Prunus
serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh” (X? = 69,406, p < 0.05). Por otro lado, al
ser la significancia menor o igual a 0.05 se rechaza la hipétesis nula; en este caso,

siendo la significancia 0.000, que es menor a 0.05; entonces se rechaza la
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hipotesis nula aceptandose la hipétesis alterna, concluyendo que a mayor
concentracion del extracto etanolico “Prunus serotina subsp. capuli (Cav.)
McVaugh” la actividad antibacteriana es superior ante cepas de Escherichia coli
ATCC 25922.

HIPOTESIS ESPECIFICA 3

Hi: Los extractos etanolico “Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh” al
25%, 50%, 75% y 100% presentan valores superiores de la actividad
antibacteriana ante la cepa de Escherichia coli ATCC 25922 comparada con

clindamicina.

Ho: Los extractos etandlico “Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh” al
25%, 50%, 75% y 100% presentan valores inferiores de la actividad antibacteriana

ante la cepa de Escherichia coli ATCC 25922 comparada con clindamicina.

La Tabla 7 evidencia que los valores de la mediana para la cepa de Escherichia
coli ATCC 25922 son inferiores para todas las concentraciones respecto a los del
control de clindamicina. En esa medida, el antibidtico utilizado como control
positivo tiene mayor diametro de inhibicién. Por lo tanto, se puede concluir que no

hay evidencia estadistica para rechazar la Hipotesis nula (Ho).

Conclusion: La susceptibilidad antibacteriana de las cepas de Escherichia coli
ATCC 25922 frente al extracto etandlico “Prunus serotina subsp. capuli (Cav.)
McVaugh” al 25%, 50%, 75% y 100% no muestra mayor inhibicién comparada con

la clindamicina.

IV. DISCUSION
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IV.1. Discusion de resultados

Se sabe acerca de los peligros que causan en la salud las infecciones bacterianas
y la resistencia que estos desarrollan ante los antibiéticos y desde hace tiempo, la
medicina casera utiliza plantas con propiedades curativas. Investigaciones
diversas han buscado demostrar las propiedades terapéuticas de los principios
activos de diversas plantas y frutos. Ello lo corroboran, investigaciones como la de
Rosella C, Ulloa G, Medina D, Caballero S, Mayta F Del Valle J (41), o revisiones
sistematicas como la de Pardo K, Pareja M, Guillen A, Ureta J (42) sobre la
actividad antibacteriana in vitro del camu camu o la desarrollad Quiroz S,

Rodriguez S (43), entre otros estudios en temas afines.

Con relacion a la hipétesis general, el andlisis estadistico de las medias de los
diametros de halos de inhibicion de las diferentes diluciones efectuadas
comparadas con la escala de Duraffourd y Lapraz mostraron que solo los halos
del extracto etandlico al 100% con una media de 11.07 + 0.36 mm tenian
sensibilidad antibacteriana catalogada como baja (+) frente a cepas de
Escherichia coli; sin embargo, las diluciones al 25%, 50 y 75% no mostraron
actividad antibacteriana alguna. Los resultados se relacionan con los obtenidos
por Infante G y Teran S (34) quienes demostraron que la sensibilidad
antibacteriana de las diluciones del extracto hidroalcohdlico al 10%, 50%, 75% de
las hojas de Prunus serotina mediante el método de Kirby Bauer, era nula frente
a las cepas de Escherichia coli, mostrando halos de inhibicién de 6 mm, esto nos
lleva a inferir que, para el caso del Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh
solo a concentraciones altas (100%) muestran actividad antibacteriana frente a
cepas de Escherichia coli. Estimandose que ello sucede, probablemente, por el
menor contenido de compuestos en los extractos de baja concentracion. Por otro
lado, como lo sefiala Kchaou et al. (47), los microorganismos Gram negativos
muestran una menor susceptibilidad a la accion de los antibacterianos pues la
membrana externa que rodea la pared celular restringe la difusion de compuestos

hidrofébicos a través de los lipopolisacaridos que la cubren.

Respecto a la hipotesis referida a la identificacion de metabolitos secundarios con

actividad antibacteriana en el extracto etandlico de Prunus serotina subsp. capuli
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(Cav.) McVaugh, el tamizaje fitoquimico evidencié una moderada presencia de
flavonoides (++) y presencia abundante (+++) para compuestos fendlicos, Estos
hallazgos se relacionan con los obtenidos por Aguayo J, et al. (29) quienes en la
investigacion referida a las propiedades nutracéuticas del extracto metandlico
Prunus persica L identificaron y cuantificaron los contenidos fitoquimicos en el
orden de 247 mg equivalentes de catequina/100 g de muestra en base seca (bs)
para los flavonoides, y 452 mg equivalentes de acido galico/100 g (bs) para los
fendlicos totales, otorgandole la actividad antibacteriana a la accion de los
flavonoides como flavonas, flavonoles, flavanonas, antocianidinas y flavanos
sobre la inhibicion de la sintesis de la pared celular, inhibiendo la enzima D-
alanina-D-alanina ligasa. Cushnie & Lamb, (51), Respecto a otro compuesto
fendlico encontrado en el extracto de durazno se han reportado hallazgos de
taninos confirmandose su efecto antimicrobiano, siendo su mecanismo de accion
su interaccion con la membrana celular inhibiendo las proteasas, en el transporte
celular a través de la membrana y su adhesion con proteinas induciendo cambios

morfologicos en las bacterias Kchaou et al (47).

Por otro lado, tanto las investigaciones de Zarai et al (46), quienes evaluaron las
propiedades antibacterianas, antifungicas y citotoxicas del aceite esencial de
Marrubium vulgare en bacterias Gram positivas (+) como el Staphylococcus
aureus 1327, Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus, Enterococcus
faecalis, Enterobacter cloacae, Staphylococcus aureus 25923, Bacillus subtilis
Bacillus cereus, y bacterias Gram negativas (-) como las Pseudomonas
aeruginosa 27853, Klebsiella pneumoniae WHO 24 y Escherichia coli 25922 y la
gue llevaron a cabo Kchaou, et al (47) acerca del perfil fendlico, propiedades
antibacterianas y citotoxicas del extracto de datiles (Phoenix dactylifera L.) en
bacterias Gram (+) Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Enterococcus faecalis, y Micrococcus luteus y bacterias Gram (-) como el
Escherichia coli, Klebsiella, y Salmonella. Estas dos investigaciones encontraron
gue era razonable considerar que la actividad antimicrobiana se podria relacionar
a la abundancia de compuestos fendlicos que presentan una mezcla compleja de
diferentes componentes quimicos, por lo que es muy dificil reducir el efecto
antibacteriano a unos pocos principios activos y que, en el caso de las bacterias

Gram (-), estas presentan una mayor resistencia la que podria atribuirse a la
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presencia de su membrana externa, que rodea la pared celular y restringe la
difusion de compuestos hidréfobos a través de su cubierta de lipopolisacaridos.
Para las bacterias Gram (+), la ausencia de esta pared celular permite el contacto
directo de los componentes hidréfobos del aceite esencial con la bicapa de
fosfolipidos de la membrana celular provocando un aumento de la permeabilidad
a los iones asi como la fuga de componentes intracelulares vitales o la alteracion

de los sistemas enziméaticos bacterianos (46).

Por otro lado, se ha evidenciado el efecto antibacteriano de los flavonoides como
la catequina, quercetina y apigenina o en bacterias Gram (+) y Gram (-) y su accién
se evidencia por tres mecanismos: Segun precisa Arakawa, et al (48), la
perforacion de la membrana citoplasmatica da lugar a la formacion de H202, (2)
Para GradiSar et al (49), al reducirse la fluidez de la membrana que inhibe la
sintesis de acidos nucleicos como la topoisomerasa y el dihidrofolato reductasa
produciéndose la inhibicion del metabolismo energético, inhibiendo la enzima ATP
sintasa .

Otro compuesto fendlico encontrado en el extracto de durazno con efecto
antimicrobiano confirmados son los taninos. Para Kchaou et al. (47) , esto es
producto de la interaccion con la membrana celular inhibiendo las proteasas en el
transporte celular a través de la membrana y su adhesion con proteinas
induciendo cambios morfoldgicos en las bacterias, También Cushnie & Lamb
(51), demostraron el efecto de los flavonoides en la inhibicion de la sintesis de la
pared celular inhibiendo la enzima D-alanina-D-alanina ligasa y el de la membrana
celular inhibiendo las enzimas FabG, Fabl, FabZ, Rv0636 y KAS Ill. Para Kchaou
et al. (47), los flavonoides causantes de este dafo son las flavonas, flavonoles,
flavanonas, antocianidinas y flavonas. Finalmente, Cufio Gallardo (52) en la
investigacién de la actividad antibacteriana y otras propiedades bioactivas de la
ciruela (Prunus domestica) frente al Escherichia coli, sefiala que el método de
preparacion y la temperatura de secado de los extractos influyen
significativamente en su composicion fendlica determinando también las

propiedades antibacterianas de estos.

Con relacién a la segunda hipétesis especifica referida a la concentracion del

extracto etanolico con mayor actividad antibacteriana, solamente los halos de
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inhibicion de 11.07 + 0.37 mm del extracto etanolico al 100% de Prunus serotina
subsp.capuli (Cav.) McVaugh mostraron sensibilidad al compararla con la escala
de Duraffourd y Lapraz. Estos resultados se relacionan con los obtenidos por
(Aguayo (29), en prueba con cepas de Salmonella typhimurium ATCC 14028,
Escherichia coli ATCC 25922, Listeria monocytogenes ATCC 7644 vy
Staphylococcus aureus ATCC 25923 quien encontré que los halos de inhibicidon
de 9.97+ 0.34 mm que corresponden al extracto metandlico del Prunus pérsica al

99.5% mostraron mayor actividad frente a cepas de Escherichia coli.

Por otro lado, Cufio, G (52) evaluando la actividad antibacteriana y otras
propiedades bioactivas del Prunus domestica frente al Escherichia coli, en
muestras de concentraciones de 20 mg/mL en suero fisioldgico provenientes de
tres extractos de zumos obtenidos por liofilizacion: 100 mL de zumo secado al
vacio a 40 °C y 60°C, 50 mL de zumo secado al vacio a 80° C y 100 mL de
zumo secado por atomizacion. Los resultados evidenciaron una actividad
antibacteriana significativa respecto al control de crecimiento en el extracto
obtenido mediante secado al vacio a una temperatura de 80 °C; sin embargo, para
los otros extractos esta actividad no fue significativa. El extracto de mayor
actividad antibacteriana logro inhibir el 46 % del crecimiento de E. coli; ello parece
indicar que los compuestos con mayor actividad antibacteriana frente a este
patégeno no son especialmente termolabiles y se extraen, preferentemente, a

temperaturas mas elevadas.

La tercera hipétesis, referida a la actividad antibacteriana de extractos etandlicos
al 25%, 50%, 75% y 100% frente a la clindamicina; evidenciaron que los halos de
inhibicién de 6.00 = 0.00 mm (extracto al 25%), 7 + 0.05 mm (50%), 6.43 + 0.21
mm (75%) y 11.07 £ 0.37 mm (100 %) mostraban que este Ultimo era sensible
ante la cepa de Escherichia Coli al compararlos con la escala de Duraffourd y
Lapraz; sin embargo, el halo del control positivo de clindamicina, fue de 31.08 +
0.53 mm, teniéndose una alta sensibilidad antibacteriana ante la cepa de E. Coli.
Estos hallazgos se relacionan con los hallazgos de Cancho y Remon (32) quienes
en su investigacion sobre el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de
Prunus serotina Ehrh en concentraciones de 100%, 75%, 50%, 25%, 10% y 5%

frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, obtuvieron que solo las
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concentraciones al 75% (14.6 mm) y 100% (18.00 mm) mostraron sensibilidad;
sin embargo, para la clindamicina utilizada también como control, los halos fueron
de 30 mm en promedio, evidenciando que a mayor concentracién del extracto
mayor sensibilidad atribuyéndole a los compuestos metabdlico secundarios como
flavonoides, leucoantocianidinas y antocianinas identificados en la marcha
fitoquimica actividad antibacteriana y guardan correlato con los hallazgos de
Oyetano, m., & Bada, O. (53) en su estudio con extractos de concentraciones de
50 mg/mL, 100 mg/mL y 200 mg/mL de la corteza de la hoja y del tallo de la cereza
Prunus avium  evidenciando constituyentes biolégicamente activos, como
saponinas, alcaloides, taninos, flavonoides y fenoles como responsables de la
actividad antibacteriana observada contra algunos patdgenos seleccionados
como el Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli,
Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, y la Salmonella typhi. Ademas, la
diferencia en el patron de susceptibilidad de las bacterias Gram positivas y Gram
negativas podria atribuirse a las diferencias en las estructuras de sus paredes
celulares, pues la pared celular de los Gram positivos es mas gruesa respecto a
la de los Gram negativas y son rigidas debido al refuerzo peptidoglicano (un
polimero estructural de la envoltura de células bacterianas formada por azUcares
y aminoacidos responsable de la determinacion de la forma y la integridad celular
bajo estrés osmotico en casi todas las bacterias), aunque esto no se ha traducido
en resistencia a los antibiéticos. Ademas, la susceptibilidad antibacteriana de los
extractos de P. avium evidenciada en el tiempo minimo de exposiciéon (15
minutos), en el caso del E, coli, para lograr la inhibicion completa del crecimiento
sugiere que la planta de cereza puede contener nuevos agentes antimicrobianos

para estos patdégenos que eluden a los antibiéticos conocidos.

De forma complementaria, Hanbaliy Bou (54), quienes en investigaciones previas
habian evaluado la actividad antimicrobiana de los extractos de cereza dulce
(Prunus avium L) en diversas bacterias gram positivas y gram negativas y el
hongo Candida albicans se propusieron comprender de mejor forma el efecto
antibacteriano en el crecimiento de bacterias y hongos de una variedad de los
extractos de cerezas acidas (Prunus cerasus L.), de los extractos metandlicos
del zumo de las cerezas acidas, del extracto proveniente de las cascaras siendo

el solvente agua destilada (ddH20O) y el del extracto metanolico de las cascaras.
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Las bacterias y los hongos se cultivaron en agar Mueller-Hinton evaluandose con
el método de difusibn en disco. Los resultados mostraron una inhibicion
sobresaliente para el extracto del zumo de cerezas acidas en el Staphylococcus
aureus, Citrobacter koseri, Enterobacter cloacae, y Klebsiella pneumoniae siendo
menor la atenuacion frente al Bacillus subtilis, Escherichia coli ESBL, Proteus
vulgaris, y C. albicans. Ademas, en el caso del extracto metandlico proveniente
de las céascaras de la cereza se observO una sustancial inhibicion con el
Enterococcus Grupo D, el S. aureus, Streptococcus del grupo A, Streptococcus
del grupo B (GBS), E. cloacae, E. coli, E. coli ESBL y K. pneumoniae siendo esta
atenuacion menor para el B. subtilis, P. vulgaris y C. albicans. Asi mismo, se
observé un importante efecto inhibidor del extracto acuoso de las cascaras con el
Enterococcus Grupo D, S. aureus del grupo A, C. koseri, K. pneumoniae y P.
vulgaris, siendo menor el efecto con el E. cloacae, E. coli, E. coli ESBL y C.
albicans; ademas, el extracto proveniente del metanol mostré una inhibicién
sustancial del Enterococcus Grupo D. Se concluy6 confirmando a través de los
resultados obtenidos que las  concentraciones inhibitorias minimas de los
extractos de P. cerasus a las 24 horas de inoculacion eran mensurables tanto
sobre la resistencia/sensibilidad diferencial de las bacterias gram positivasy gram

negativas y el C. albicans en cultivos de caldo Mueller-Hinton.

IV.2. Conclusiones:

> El extracto etandlico de “Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh” al

100% de concentraciobn mostré sensibilidad antibacteriana ante el
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Escherichia coli ATCC 25922, en tanto que para las concentraciones al
25%, 50% y 75% esta sensibilidad fue nula.

> Se evidencid en el extracto etandlico metabolitos secundarios como

compuestos fendlicos y flavonoides con actividad antibacteriana

> A mayor concentracion del extracto etandlico la actividad antibacteriana fue
superior ante las cepas de Escherichia coli ATCC 25922.

» Se demostro la alta sensibilidad bacteriana de la clindamicina (+++),
respecto a las concentraciones del extracto etandlico etandlico Prunus
serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh.al 25%, 50%, 75% y 100% del

extracto

IV.3. Recomendaciones

> Realizar este tipo de investigacion con estudios in vivo; los cuales pueden
ser mediante pruebas con animales de laboratorio o ensayos clinicos en
personas, que permitan validar la actividad antibacteriana del Prunus
serotina dado que su relevancia clinica no ha sido estudiada

fehacientemente.

> Realizar estudios comparativos respecto a la sensibilidad entre la prueba
de Kirky Bauers técnicas de difusién en disco, diluciones en placa y caldo
y la Prueba Epsilon (E test) a fin de identificar la correlacion respecto a la
concentracion inhibitoria minima y evaluar los mecanismos de resistencia

gue pudieran estar presentes.

> Se recomienda a fin de lograr una mejor caracterizacion y cuantificacion de
los contenidos fendlicos totales el empleo de técnicas como la
cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de masas.

> Desarrollar investigaciones referidas a ensayos antibacterianos utilizando
diversos farmacos como controles positivos con el objetivo de validar y

sacar conclusiones sobre su efectividad haciendo la extraccion de
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metabolitos secundarios con diversos solventes organicos y determinar el

gue ofrece mayor rendimiento de extraccion.
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INSTITUTO DE INVESTIGACION TRASLACIONAL Y BIOTRANSVERSAL AYRU

INFORME DE ANALISIS AYRU N° 129-2023

Emitido en Huaraz, el 31 de marzo del 2023

Orden de Trabajo :109-2023
Numero de servicio :116-2023-AYRU
Nombre del Solicitante : Bach. vanea Olenka Cerpa Plasencia
Direccién :Llima
Servicio solicitado : Tamizaje fitoquimico y solubilidad del extracto etandlico de capuli
“Prunus Serotina”
Producto para evaluar : Frutos del Prunus Serotina (Capuli)
Cantidad de muestra : Dos kilogramos
Identificacion D
Presentacion : Bolsa de polietileno
Lugar y fecha de recepcion : Laboratorio de Analisis, 02 de marzo de 2023
Caracteristicas de entrega : Muestra proporcionada por el solicitante en bolsa de polietileno
Condiciones de recepcién : En aparente buen estado a temperatura ambiente
Muestra de dirimencia : No proporcionada por el solicitante
Fecha de inicio de ensayo : 06 de marzo del 2023
Fecha de término de ensayo : 30 de marzo del 2023
ENSAYOS
DETERMINACIONES EXTRACTO RESULTADOS
*  Glucésidos (+), Compuestos
Tamizaje fitoquimico del extracto EH. De los anc:\lijos (), flavono@es (),
etanolico (EH) frutos @ c.a oides _ (++), cu.!marmas (+)
quinonas (++), sesquiterpenlactonas
(+)
** Agua (+), etanol 70% (+), etanol
Prueba de solubilidad del extracto E.H. de los frutos 96% (+++), metanol .(++)' alcohol
etilico absoluto (+++), diclorometano
(+)

*Los resultados son cualitativos y determinan una probabilidad de la presencia de metabolitos en la muestra.

* (+++) = Abundante; (++) = Moderado;

(+) = Escaso; (-) = Ausencia

** (+++) = Muy soluble; (++) = Moderadamente soluble; (+) = Poco soluble; (-) = Insoluble

Marieny Fler Capcha Siccha

FARMACEUTICO

COFP 28776

TABLA 1: Prueba de solubilidad del extracto etanélico de Prunus serotina
subsp. capuli (Cav.) McVaugh
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SOLVENTES RESULTADOS
Agua destilada (+)
etanol 70% (+)
etanol 96% (+++)
metanol (++)
alcohol etilico absoluto (+++4)

diclorometano

n-Butanol

Acetato de etilo

Eter dietilico

Fuente: Elaboracion propia

Leyenda:

Insoluble (-)

Poco soluble (+)

Mediana o moderadamente soluble (++)

Completamente soluble (+++)
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TABLA 2: Marcha fitoquimica del extracto etandlico de Prunus serotina

subsp. capuli (Cav.) McVaugh

Metabolitos secundarios

Reactivo de
Identificacion

Resultado

Comentario

(Taninos y flavonoides)

Mayer
Alcaloides Wagner
Dragendorff
Compuestos fendlicos Shinoda

Tricloruro Férrico

Gelatina
Aminoacidos Ninhidrina
Fehling Ay B
AzUcares
Molish

Leyenda:

(-) La coloracion o precipitado no se evidencia

(+) La coloracion o precipitado se evidencia poco

(++) La coloracion o precipitado se evidencia moderadamente

(+++) La coloracion o precipitado se evidencia notablemente
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TABLA 3: Resultados promedio de las mediciones de los halos de inhibicion
(mm) del extracto etandlico de Prunus serotina subsp. capuli (Cav.)

McVaugh
Cepa N° | Conc. | Conc. | Conc. | Conc. | Clindamicina
bacteriana 25 % 50% 75% | 100%
1
E. 2
coli ATCC
25922 3
4
5

LEYENDA: Escala interpretativa Duraffourd y Lapraz (1983)

(-) Nula: Diametro (< 8 mm)

(+) Sensible bajo: Diametro (8 - 14 mm)

(++) Medio (muy sensible): Diametro (14 - 20 mm)

(+++) Sumamente sensible: Diametro (> 20 mm)

Controles positivos:

Control 1 (C1): Clindamicina

53



ANEXO B: Matriz de consistencia

Formulacion del problema

Objetivos

Hipotesis

Problema General

Objetivo General

Hipotesis General

¢ Los extractos etandlicos del “Prunus serotina
subsp. capuli (Cav.) McVaugh” al 25%, 50%,
75% y 100% mostraran actividad antibacteriana
ante las cepas de Escherichia coli ATCC 259227

Evaluar la actividad antibacteriana in vitro del
extracto etandlico de “Prunus serotina subsp.
capuli (Cav.) McVaugh” al 25%, 50%, 75% y
100% frente a cepas de Escherichia coli ATCC
25922

Los extractos etandlico de “Prunus serotina subsp.
capuli (Cav.) McVaugh” al 25%, 50%, 75% y 100%
presentan actividad antibacteriana frente a cepas de
Escherichia coli ATCC 25922

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipotesis Especificas

¢ Cudles son los metabolitos secundarios del
extracto etandlico Prunus serotina subsp. capuli

Identificar los metabolitos secundarios del
extracto etanélico “Prunus serotina subsp. capuli

El extracto etandlico de “Prunus serotina subsp.
capuli (Cav.) McVaugh” contiene metabolitos

v.) McV h” m tran tivi V. McVaugh” n m r tivi ) . . )

(Cq ) icvaug que uestra actividad (C? ) vcvaug co ayo actividad secundarios con actividad antibacteriana.
antibacteriana ? antibacteriana

) . . ., Determinar la concentracion del extracto ., .
¢Cual sera la concentracion del extracto A mayor concentracion del extracto etanélico de

etandlico “Prunus serotina subsp. capuli (Cav.)
McVaugh” que muestra actividad antibacteriana
ante las cepas de Escherichia coli ATCC 259227

etanolico de capuli “Prunus serotina subsp.
capuli (Cav.) McVaugh” con mayor actividad
antibacteriana frente a cepas de Escherichia coli
ATCC 25922

“Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh” es
superior la actividad antibacteriana ante cepas de
Escherichia coli ATCC 25922

¢, Cudl es la susceptibilidad del extracto etandlico
“Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh”
al 25%, 50%, 75% y 100% comparados con la
clindamicina ante las cepas de Escherichia coli
ATCC 259227

Evaluar la actividad antibacteriana de las
concentraciones del extracto etandlico “Prunus
serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh” al 25%,
50%, 75% y 100% ante cepas de Escherichia coli
ATCC 25922 comparados con clindamicina.

Los extractos etandlicos de “Prunus serotina subsp.
capuli (Cav.) McVaugh” al 25%, 50%, 75% y 100%
presentan mayor actividad antibacteriana ante
cepas de Escherichia coli ATCC 25922 en
comparacion con clindamicina.
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ANEXO C: Operacionalizacién de las variables

- - ESCALA
DEFINICION DEFINICION N° DE
VARIABLES DIMENSIONES | INDICADORES DE : VALOR
CONCEPTUAL OPERACIONAL 2 ITEMS
MEDICION
Preparado obtenido
por la maceracion de Concentracion
Extracto etandlico 1600 gr de la muef, tra Extraccion de los extractos (+++) Abundante
Ca con etanol de 96° y . . (++) Moderado
de capuli “Prunus - mediante D1: 25% Marcha
. concentracion de o i . P . (++) Escaso
serotina subsp. . técnica de D2:60% Fitoquimica ordinal 13 .
; 10% durante 7 dias a o ) (-) Ausencia
capuli (Cav.) temperatura ambiente maceracion D3: 75%
McVaugh” ypque posee los en alcohol D4: 100%
metabolitos
secundarios.
L Capacidad para

anﬁggg{gﬁgna inhibir el Sensibilidad < 8mm ()

ante cepas de crecimiento y Tamario del halo Bacteriana de los Diametro en mm intervalo 4 8mm-14mm (+)

Eschericﬁia coli expansion de las inhibitorio halos de > 14 mm-20 mm (++)

ATCC 25929 cepas de inhibiciéon >20mm : (+++)
bacterias.
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ANEXO D: Documentos obtenidos para desarrollo de lainvestigacion

i e _' UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS gy
/ \ [ . - 4,
g Ay ‘ {Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA) Yo o *"
k chsnnscwm.w BE MUSEO DE HISTORIA NATURAL J‘ Unp 4

st %
i, IVESTIGACEN ¥ POBGRADD e o ‘»
Al =

“Afio de la umdad, la paz y el desarrollo™

CONSTANCIA N® 025-USM-MHN-2023

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSED DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (frutos) recibida de Erasmo Calixto Aspilcueta, estudiante de pregrado de la
Facultad de la Farmacia de Bioguimica de la Universidad Maria Auxiliadora ha sido estudiada v
clasificada como: Prunus serotinag subsp. capuli (Cav) McVaugh y tiene la siguiente posicidn
taxondmica, segin el Sistema de Clasificacidn APG [V (2016).

ORDEN : Rosales
FAMILLA : ROSACEAE
GENERO : Prunus

ESPECIE : Prunus seroting subsp. capuli (Cav.) McVaugh

MNombre vulgar: “Guinda”
Procedencia- jauja
Determinado por: MSe. Hamilton Beltrin Santiago.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que estime

conveniente.
Lima, 22 de febrero de 2023
P T
P W'D?J-, 5“9".}; ,
PGt A
[/ & [y ‘;I L
\ ) el { )
R 2 o e =)
1 b Z
Dira. Joaguina A.ﬂ:l\ﬁn Castifl T :;' S/
Ry ) ' =Ly
JEFA DEL HERBARID 5AN MAR E_ﬁﬂ_{m _‘r',ff‘,“?f
Av Arenales 1256, Jesis Marka Telfs, (S11ATI-0117, 470-4471 e-mail: herbariousmi@unmsm. edu pe
Apdo. 14-034, Lima 14, Perl 2635-6819, 619-T000 anexo 5703 hittps-muses hn unmsmeoedu pe
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ANEXO E: Evidencias fotograficas del trabajo de campo

PRUEBA DE SOLUBILIDAD

Figura 1. Tubos de ensayo para la prueba de Solubilidad

Figura 2. Resultados de la prueba de Solubilidad
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TAMIZAJE FITOQUIMICO

Figura 3. Preparacion de tubos de ensayo para el Tamizaje Fitoquimico

Figura 4. Tubos de ensayos listos para iniciar el ensayo de Tamizaje Fitoquimico
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Figura 5. Adicion de Reactivos para el Tamizaje Fitoquimico.

Figura 6. Resultados del Tamizaje Fitoquimico
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ELABORACION DEL EXTRACTO

Figura 7. Muestra vegetal “Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh”

Figura 8. Extracto etandlico “Prunus serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh”
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Figura 9. Preparacion de las diferentes concentraciones del extracto etandlico

Figura 10. Concentraciones del extracto etandlico para realizar los ensayos
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ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Figura 11. Agar Muller Hilton

Figura 12. Preparacion del Agar Muller Hilton
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Figura 13. Resultado final de la preparacion del Agar Muller Hilton

Figura 14. Discos de Sensibilidad de los Controles Positivos.
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Figura 15. Cepa de Escherichia Coli ATCC 25922

Figura 16. Sembrado de las Placas Petri
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Figura 17. Halos de inhibicién obtenidos del extracto etandlico de “Prunus
serotina subsp. capuli (Cav.) McVaugh” al 25%, 50%, 75% y 100% frente a
cepas de Escherichia coli ATCC 25922
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