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RESUMEN

Objetivo: Determinar la actividad antibacteriana del aceite esencial de hojas y tallos

de Bidens pilosa L. (Chipaca) frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Metodología: El estudio se basó en un enfoque cuantitativo de diseño experimental

transversal, la población estuvo conformada por Staphylococcus aureus y

Escherichia coli y la especie vegetal de Bidens pilosa L. (Chipaca), el aceite esencial

se obtuvo por arrastre de vapor, se preparó el aceite a las concentraciones del 25%,

50%, 75% y 100% y se aplicó el método modificado de pozos de agares, se llevó a

cabo dos procesos: preparativo del inoculo y los ensayos del efecto antibacteriano

para el control de la actividad antibacteriana se llevó a cabo  la medición de los

halos.

Resultados: La extracción de hojas y tallos de Bidens pilosa L.  frente  a

Staphylococcus aureus consiguió los halos de inhibición promedio 6.60mm + 0.06,

10.40mm + 0.06, 12.45mm + 0.06 y 14.60mm + 0.06 para las concentraciones del

25%, 50%,75% y 100% y Escherichia coli consiguió halos de inhibición promedios

de 6.00mm + 0.06, 10.75mm + 0.06, 13.45mm + 0.06 y 15.45 + 0.06 para las

concentraciones del 25%, 50%,75% y 100%.

Conclusiones: Se demostró que el aceite esencial de hojas y tallos de Bidens pilosa

L. Frente a Staphylococcus aureus a la concentración del 25% es resistente, a la

concentración del 50% presentó resistencia un 80% y un nivel intermedio de 20%,

a la concentración del 75% presentó resistencia un 5% y sensibilidad intermedia un

95%, a la concentración del 100% presentó sensibilidad intermedia 70% y

sensibilidad un 30%. Se demostró que el aceite esencial de hojas y tallos de Bidens

pilosa L. frente a Escherichia coli presentó resistencia en su totalidad a las

concentraciones del 25%,50%,75% y 100%.

Palabras claves: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, aceite esencial, Bidens

pilosa L.
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ABSTRACT

Objective: To determine the antibacterial activity of the essential oil of leaves and

stems of Bidens pilosa L. (Chipaca) against Staphylococcus aureus and Escherichia

coli.

Methodology: The study was based on a quantitative approach of cross-sectional

experimental design, the population was made up of Staphylococcus aureus and

Escherichia coli and the plant species of Bidens pilosa L. (Chipaca), the essential oil

was obtained by steam dragging, it was prepared the oil at concentrations of 25%,

50%, 75% and 100% and the modified method of agar wells was applied, two

processes were carried out: preparation of the inoculum and tests of the antibacterial

effect for the control of the activity antibacterial measurement of the halos was

carried out.

Results: The extraction of leaves and stems of Bidens pilosa L. against

Staphylococcus aureus achieved average inhibition halos of 6.60mm + 0.06,

10.40mm + 0.06, 12.45mm + 0.06 and 14.60mm + 0.06 for concentrations of 25%,

50 %.

Conclusions: It was shown that the essential oil of leaves and stems of Bidens pilosa

L. Against Staphylococcus aureus at a concentration of 25% is resistant, at a

concentration of 50% it presented resistance 80% and an intermediate level of 20%,

at the 75% concentration presented 5% resistance and 95% intermediate sensitivity,

at the 100% concentration it presented 70% intermediate sensitivity and 30%

sensitivity. It was shown that the essential oil of leaves and stems of Bidens pilosa

L. against Escherichia coli presented resistance in its entirety at concentrations of

25%, 50%, 75% and 100%.

Key words: Staphylococcus aureus, Escherichia coli, essential oil, Bidens pilosa L.
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I INTRODUCCIÓN

En la actualidad se viene identificando una gran variedad de plantas medicinales

que acompañan al ser humano a través de la historia, obteniendo de ellas la energía

necesaria para controlar sus desequilibrios orgánicos y mentales; las plantas

medicinales son una alternativa de conservación de la salud data de épocas

remotas en la historia de la humanidad (1).

 A ellas se le atribuye características terapéuticas gracias a la naturaleza de sus

principios activos, que a su vez realizan una función de gran interés para la misma,

pues estas mixturas alargan su vida, ya sea que participan en la prevención contra

microorganismos, hongos y animales evitando así su devastación (2).

Las propiedades de las plantas medicinales están basadas en su uso desde los

tiempos remotos en la investigación. Este saber es transmitido de generación en

generación y enriquecido por la integración cultural de la población nativa y migrante

y que en nuestro tiempo la medicina mira como una alternativa eficaz, con el fin de

ayudar a resolver en parte, las dificultades de salud de la población menos

favorecida y más alejada de la actualidad, cuyas posibilidades de curarse son,

actualmente limitadas por la falta de difusión e investigación y también por la

oposición de la industria mercantil (3).

En este argumento, se plantea la medicina mixta entre la medicina tradicional y

convencional (occidental) a través de la investigación etnobotánica y el estudio de

los principios activos, dan validación de la actividad terapéutica de las plantas

medicinales, permitiendo disponer de recursos naturales para el tratamiento de las

enfermedades que afectan comúnmente a la población (3).

Sin embargo, debido a las múltiples circunstancias en que los antibióticos típicos se

tornan improductivos ya sea por la aparición de cepas resistentes o dados por el

abuso y uso incorrecto de los fármacos y la aparición de nuevas enfermedades (4).

En el tema de Bidens pilosa L., es también conocida como amor seco, chipaca. La

investigación se ejecutó con el objetivo de saber el efecto antibacteriano por medio
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del procedimiento de arrastre de vapor para obtener el aceite esencial de Bidens

pilosa L., lo cual se utilizó las hojas y tallo de Bidens Pilosa L. para la obtención del

aceite (5).

Bidens pilosa L. perteneciente a la familia Asteraceae, originaria de Sudamérica con

distribución cosmopolita de hojas opuestas o alternas, en la parte superior

pecioladas, de características pubescentes, 30 a 100 cm de altura y ramificada (4).

Las acciones farmacológicas de Bidens pilosa L., se basan en la diversidad de

principios activos que la misma planta tiene. Tenemos la posibilidad de ver dos

grupos principales de constituyentes; los poliacetilenos que inhiben los organismos

patógenos, y los flavonoides, que son activos frente a la hinchazón. Los

poliacetilenos además expresan acción antiinflamatoria, por un diferente

mecanismo de los flavonoides; además, muestran triterpenos y aceites esenciales,

que tienen la posibilidad de contribuir a sus efectos terapéuticos (4).

Por medio a sus diferentes principios activos. Es utilizada cada parte de la planta

medicinal para tratar diferentes malestares. Como por ejemplo Las hojas son

utilizadas en infusión o decocción en problemas relacionados con amigdalitis, aftas

bucales, afecciones renales, úlceras gastroduodenales, otras veces como sustancia

medicamentosa con apariencia de pasta blanca de esta forma aplicarlo en lesiones,

para dolencias abdominales y cólicos, así como el reumatismo (4).

Por otra parte, los Staphylococcus aureus son bacterias gram positivas, cuyo

diámetro es 0.5 y 1.5 micras. Es reconocida porque se dividen en agrupaciones que

son similares a racimos de uva. Hasta el momento, se reportó 35 especies

conocidas con 17 subespecies en el género Staphylococcus. Este género tiene la

capacidad de adaptación, lo cual tiende afectar a todas las especies de mamíferos,

gracias a su fácil propagación obtienen transmitirse de una especie a otra o entre

individuos de una misma especie (6).
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La Escherichia coli es una clase recurrente del tracto gastrointestinal de las

personas y animales, esto se descarta por las heces. Comúnmente está en el medio

ambiente puesto que sigue con vida algunos días en el agua y de igual modo en los

comestibles, de esta forma su aislamiento es un indicio de contaminación fecal

reciente. Hay cepas de Escherichia coli que son comensales inofensivos del tracto

intestinal y otros que son patógenos destacable de las personas y animales. La cepa

de Escherichia coli se contribuye con las cepas que causa la patología en el tracto

gastrointestinal y otros capaces de infectar a otros sitios anatómicos del cuerpo

humano (5).

Con la finalidad de investigar la utilidad de las hojas y tallos de Bidens pilosa L.

como fuente natural para tratar afecciones producidas por Staphylococcus aureus y

Escherichia coli planteamos la siguiente interrogante: ¿Presentará efecto

antibacteriano el aceite esencial de hojas y tallos de Bidens pilosa L. (Chipaca)

frente a Staphylococcus y aureus Escherichia coli?

Fitoterapia deriva de los vocablos griegos Phytos, 'planta', 'vegetal' y therapeia,

'terapia', es decir el arte facultativo que se vale de las plantas para combatir las

enfermedades y restaurar el equilibrio de la salud. En otros países a este arte se le

denomina herbalismo (7).

Plantas Medicinales especies vegetales que producen sustancias farmacológicas,

beneficiosas o perjudiciales, en nuestro organismo. Teniendo como fin principal o

específico usar esto como droga o medicamento que alivie la enfermedad y

restablezca la salud de la persona (8).

Droga vegetal son los principios activos de origen vegetal encerrados en los

diferentes órganos de los vegetales tales como las raíces, cortezas, hojas, flores,

frutos, los cuales tiene aplicaciones en el campo de la medicina, industria, tales

como atropina, digitoxina, morfina, galantamina etc. (9).
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Principio activo son sustancias o productos orgánicos derivado de la biosíntesis de

la planta y puede ser una sustancia simple o compleja sujeto del trayecto metabólico

que haya dado su resultado a partir de la fotosíntesis. Lo cual es localizada en las

distintas partes de la planta u órganos de las plantas y que pueden ser alteradas o

modifican el funcionamiento de órganos y sistemas del cuerpo humano y animal

(10).

Los aceites esenciales son concentraciones de materia prima vegetal, son

porciones líquidas volátiles, se puede obtener mediante arrastre de vapor de agua,

ya que son responsables de la esencia o aroma de las plantas ya que es importantes

en la industria cosmética (perfumes y aromatizantes), de alimentos (condimentos y

saborizantes) y farmacéutica (saborizantes).

Estos aceites esenciales tienen composiciones complejas más de 100 componentes

que pueden ser:

 . Compuestos alifáticos de bajo peso molecular (alcanos, alcoholes, aldehídos,

cetonas, ésteres y ácidos),

· Monoterpenos,

· Sesquiterpenos y Fenilpropanos.

La mayoría son de olor agradable, y algunos de olor desagradable como por ejemplo

los del ajo y la cebolla, ya que contienen compuestos azufrados (11).

Bidens pilosa L. es una hierba nativa de América tropical, con la capacidad de

irrumpir una extensa selección de lugares donde habitan que van desde suelo

húmedo, arena, suelo seco e infértil (12).

Prospera en superficies, luz del sol alta y suelos equilibradamente secos, pero se

conoce que ocupa praderas, brezales, claros de bosques, humedales, plantaciones,

bordes de caminos, pastos, superficies costeras y superficies agrícolas, es con la

capacidad de subsistir sequías severas (13).
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Taxonomía: (13)

Reino: Plantae

      División: Magnoliidae N.

           Clase: Equisetopsida C.

               Orden: Asterales L.

                   Familia: Asteraceae.

                         Género: Bidens L.

                               Especie: Bidens pilosa L.

                                           Nombres recurrentes cadillo, Chipaca, amor seco, hierba

amarilla, romerillo blanco.

Fitotomía Bidens pilosa L. hierba periódica, de hojas pecioladas, peciolos de 1-5 cm

de largo, las superiores organizadas por 3-5 foliolos lanceolados, aovados (13).

Usos medicinales de Bidens pilosa L. se usa en mates elaborados con todas las

partes de la hierba así aliviar el reumatismo, afecciones de los riñones y la cefalea.

El mate de las hojas se usa como remedio herbal en los malestares estomacales,

Las hojas molidas y el extracto son aplicados en escaldaduras y heridas sangrantes

(13).

Staphylococcus aureus la bacteria de la flora intestinal de la mucosa y de la piel, es

transmitida de igual modo por medio del consumo de alimentos contaminados con

la bacteria o sus toxinas, el contacto de las lesiones con las superficies

contaminadas es causantes de muchas infecciones, esto ocasiona casos de

patologías conocidas. Esta bacteria produce y secreta exotoxinas como: Las

enterotoxinas estafilocócicas A, B, C, D, E, G, H, I, que tienen la posibilidad de

provocar intoxicaciones alimentarias; esta toxina del trastorno del shock tóxico

(TSST-1), patología multisistémica aguda se caracterizada por fiebre elevada,

hipotensión arterial, diarrea acuosa, erupción roja generalizada; y las toxinas

exfoliativas (ETA y ETB), causantes del trastorno de la piel escaldada (14).
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Escherichia coli es una bacteria habitual del tracto gastrointestinal así sea de las

personas y animales, se descarta comúnmente por las heces. Se halla en la

naturaleza del medio ambiente puesto que sigue con vida algunos días en el agua y

los comestibles, de este modo, su aislamiento es un indicio de contaminación fecal

reciente. Hay cepas de esta bacteria que son comensales inofensivos del tracto

intestinal y otros que son patógenos indispensables de las personas y animales (15).

Escherichia coli enterotoxígenica (ECET), Son bacterias que con continuidad

causan la deshidratación por diarrea en niños inferiores de dos años y es la

primordial causante de la diarrea del viajero. Estos indicios por lo general son leves,

con diarrea acuosa, puede estar acompañado con una fiebre elevada, escalofríos y

vómitos. La enterotoxina estimula la secreción fuerte de líquido por las células

mucosas. Las infecciones del tracto respiratorio tienden a ser oportunistas (16).

Alonso E. (2019) Para lograr Corroborar su efecto antibacteriano in vitro del extracto

acuoso de hojas de Bidens pilosa L. (cadillo) frente a Staphylococcus aureus. La

muestra de hoja de la planta fue recolectada en el centro poblado Huancaquito Bajo,

Provincia de Virú, para así conseguir el extracto acuoso esto fue ejecutado por

medio del procedimiento de decocción, de esta forma poder elaborar

concentraciones al 10% y 20% p/v. Esta actividad antimicrobiana fue ejecutada por

medio del procedimiento de Kirby-Bauer. entonces se trabajó con 20 placas Petri lo

divididas en 4 grupos conteniendo cultivos de Staphylococcus aureus. llamado al

grupo control, con los discos de solución salina, grupo control estándar, con discos

de Doxiciclina 30 μg, g (17).

Camus E., De La Cruz N. (2019) Hoy en día, el aceite esencial está siendo muy

usado tanto como usos farmacológicos, terapéuticos e industriales por este motivo

el método de extracción y caracterización deben tener parámetros que nos puedan

asegurar la calidad, inocuidad y eficacia. La investigación tuvo como finalidad

obtener el aceite esencial de hierba luisa (Cymbopogon citratus), por medio de

arrastre de vapor teniendo en cuenta el volumen y el peso de partícula y

paralelamente saber por cromatografía de gases acoplada a espectrometría de

masas (GC-MS) Con el aceite esencial obtenido por medio del arrastre de vapor por
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lo que se realizó las características fisicoquímicas los cuales dieron como resultado

una densidad relativa igual a 0.8829, pH 5 (18).

Arroyo J., Bonilla P. Bidens (2010) Bidens pilosa L. popular en el Perú como amor

seco y cadillo. Tiene un efecto antiinflamatorio, diurético y hepatoprotector.

Establece el efecto quimioprotector del compuesto fenol y flavonoides extraídos de

la hierba entera de Bidens pilosa L. sobre el cáncer de mama inducido en ratas con

7,12-dimetilbenz antraceno (DMBA). La detención del desarrollo de adenocarcinoma

y disminución de marcadores de estrés oxidativo. Se logró los compuestos fenólicos

y flavonoides por cromatografía en columna rápida, con solventes de polaridad

creciente. Mediante cromatografía en capa fina y reactiva de desplazamiento, se

aisló cuatro compuestos fenólicos (19).

Reisancho L. (2019) Los aceites esenciales son metabolitos secundarios de todas

las plantas, presentemente tienen actividad farmacológica, lo cual tienden a llevar a

cabo investigaciones fundamentadas en entendimientos de nuestros ancestros del

uso medicinal de las diferentes especies de esta forma como la situación de Bidens

pilosa L., popular en Ecuador como amor seco. Este estudio se llevó a cabo por

medio de la extracción del aceite esencial de Bidens pilosa L. frente a la actividad

antimicrobiana, para lo cual se consiguió aceites esenciales de hojas de Bidens

pilosa L. (5).

Coy C., Eunice G. (2013-2018) En el estudio de la composición química por

cromatografía gaseosa espectrometría de masa de tres aceites esenciales extraídos

del romero, tomillo y cúrcuma, estas plantas son muy utilizadas en Colombia para la

industria alimentaria, en especial como Especia. Esto se evaluó de los aceites

obtenidos frente a dos cepas grampositivas y dos cepas gramnegativas. Determinar

la composición química y física (densidad e índice de refacción) del aceite esencial

de romero, tomillo y cúrcuma durante los 3 meses diferentes del año, para evaluar la

actividad antibacteriana de cada uno frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538 y

Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella

tiphymurium ATCC 14028s. El aceite esencial se obtuvo del material vegetal fresco,

en un equipo de destilación por arrastre con vapor (20).
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William O. (2019) Esta investigación tuvo como finalidad determinar la actividad

antibacteriana de los aceites esenciales de la Chilca y el Cilantro frente a una

bacteria Xanthomona sp., por medio de la actividad inhibitoria de la bacteria. Se

llevó a cabo pruebas físicas y químicas para saber el desempeño y calidad de los

aceites esenciales, además de cromatografía de gases para obtener los elementos

con mayor porcentaje. Ahora se llevó a cabo la prueba de caja Petri invertida, lo

cual se obtuvo halos de inhibición de hasta 20 mm y 17 mm, al usar el aceite esencial

de Cilantro en concentraciones de 100% y 50%. Se ejecutó la prueba de dilución en

agar por medio de la cual se buscó determinar la capacidad bacteriostática de los

aceites esenciales logrando la inhibición de la bacteria Xanthomona sp., en una

concentración de 20% en Cilantro y 60% en Chilca (21).

En la actualidad todo el mundo cerca del 80% todavía depende de la medicina

herbolaria para bajar las dolencias de algunas patologías. En nuestro país la

situación es semejante, dado que tiene una enorme diversidad en su flora, donde

hay un aproximado de 80 mil especies vegetales (20 % de las que ya están en la

tierra), y de las cuales únicamente 2,000 son usados con objetivos curativos. Siendo

primordial considerar las características medicinales de estas plantas (3).

Los aceites esenciales, se obtiene de diferentes partes de la planta para conseguir

los líquidos aromáticos y estos son usados extensamente en la industria alimentaria,

como condimentos y saborizantes; tanto en la industria farmacéutica y cosmética,

como perfumes y esencias. Las indagaciones descubrieron que algunos aceites

tienen actividad antibacteriana, antifúngicas y antiviral, insecticida, antitóxica y

antioxidante. obligando una nueva búsqueda de fuentes, encontrándose en los

aceites esenciales (4).

Dentro de este contexto, las zonas del Perú tiene distintas variedades de flora

destacándose el género de la Bidens pilosa L., esta clase vegetal se desarrolla

sobre los 3800 m.s.n.m. en llanuras y quebradas de las zonas de Apurímac,

Ayacucho, Arequipa, Huancavelica, Huánuco, Cusco y Puno, es usada en la

medicina clásica como un analgésico que calma dolencias estomacales tanto de

personas como de animales, mal de altura o puna, anti flatulento, para inconvenientes
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cardiovasculares, tos, resfrío, regularización de ciclos menstruales. Con la

extracción del aceite esencial da un valor agregado y constituir de esta manera el

tratamiento alternativo y uso antibacteriano y antifúngico, a futuro, (5).

De acuerdo al planteamiento del problema al objetivo que queremos llegar,

Determinar la acción de la actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de

hojas y tallos de Bidens pilosa L.(Chipaca) frente a Staphylococcus aureus y

Escherichia coli.
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II MATERIALES Y MÉTODOS

2.1 ENFOQUE Y DISEÑO DE LA INVESTIGACIÓN

El presente trabajo de investigación fue de tipo experimental, transversal, de

enfoque cuantitativo. Aplicando el método de disco de difusión o Kirby-bauer, para

la prueba de sensibilidad antibacteriana. (22)

2.2 POBLACIÓN Y MUESTRA

POBLACIÓN

Microorganismos:

- Staphylococcus aureus

- Escherichia coli.

MUESTRA

Se recolectó 20 Kg de la planta Bidens pilosa L. (Chipaca) fresca, entre las 8:00

a.m. y 11 a.m. en el mes de junio y julio, en el centro poblado de Yanamayo, Distrito

San Juan Del Oro, Provincia Sandia, Departamento de Puno

CRITERIOS DE INCLUSIÓN Y EXCLUSIÓN

Criterios de Inclusión

De la Planta

Se utilizó las hojas y tallos de Bidens Pilosa L.(chipaca) libre de agentes que logren

modificar la muestra.

Criterios de Exclusión

De la Planta

No fueron incluidas partes aéreas de la planta que están perjudicas y/o malogradas,

marchitas u hojas secas, ni tampoco las contaminadas con hongos.



11

VARIABLES DE INVESTIGACIÓN

VARIABLE INDEPENDIENTE: Extracción del aceite esencial de Bidens pilosa L.

Determinar la concentración del aceite esencial de Bidens pilosa L.(Chipaca) frente

a Staphylococcus aureus y Escherichia coli en concentraciones del 25%,50%,75%y

100%.

VARIABLE DEPENDIENTE: Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana se evalúo mediante el Método de dilución de discos en

agar, formando los halos de inhibición de Staphylococcus aureus y Escherichia coli

2.3 TÉCNICA E INSTRUMENTOS DE RECOLECCIÓN DE DATOS

MATERIALES

Muestra Botánica

Se utilizará 2000 gr de hojas y tallos de Bidens pilosa L. (Chipaca)

TAXONOMÍA
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Material biológico

Aceite esencial de hojas y tallos de Bidens pilosa L.(Chipaca).

Material microbiológico
Son: Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Materiales de laboratorio
Ø Equipos:

- Autoclave.

- Incubadora.

- Balanza.

- Mechero.

- Micropipeta (capacidad 10-100 μL)

- Cocinillas eléctricas.

Ø Material de vidrio
- Tubo de ensayo.

- Tubo de ensayo con tapa.

- Probetas.

- Pipetas.

- Matraces.

- Fiolas.

- Termómetro.

- Vasos precipitados de 50 y 250ml.

- Placas Petri.

- Pera de decantación.

Ø Medios y reactivos
- Agar Dextrose Saboraud.

- Agar Muller Hinton .

- Agar Mac Conkey.

- Caldo Infusión Cerebro Corazón (BHI).
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- Dimetil sulfóxido (DMSO)

- Agua destilada.

- Alcohol 96º.

- Hipoclorito de sodio.

- Suero fisiológico al 0.9‰.

- Ácido sulfúrico.

- Cloruro de bario.

Otros materiales:
- Gradillas.

- Propipeta (bomba de succión).

- Picetas.

- Placas petri desechables 20x90mm estériles.

- Pinzas.

- Papel Kraft.

- Mascarilla.

- Gorro.

- Guantes quirúrgicos.

- Guardapolvo.

- Jeringa de 5ml.

- Algodón.

- Pabilo.

- Gasa estéril.
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MÉTODOS

EXTRACCIÓN DEL ACEITE ESENCIAL DE HOJAS Y TALLOS DE Bidens
pilosa L. (Chipaca)

Método: Extracción por arrastre con vapor de agua.

Es uno de los métodos más manejados. Se ubica la materia prima vegetal (fresca y

antes cortada) en una cámara inerte. Cuando la carga se encuentre dentro de la

cámara, se somete a una corriente de vapor de agua sobrecalentada. El vapor

caliente que desprende rompe las cámaras de alojamiento de la esencia en la carga

y la etapa gaseosa arrastra esa esencia (debido a la volatilidad) hacia la parte de

arriba del envase. Este vapor se extrae por la parte superior del recipiente

(destilador).

Se junta el condensado, que después es sometido a una división por densidad entre

la esencia y el hidrolato, ya que los aceites esenciales son menos densos que el

agua y flotará sobre la misma (23).

Método: Método modificado de pozos en agar.

Aplicación de discos de sensibilidad y aceite esencial a diferentes

concentraciones.

INSTRUMENTOS DE MEDICIÓN

Para poder hacer la medición de la actividad antibacteriana se ejecutó por medio de

la medición de dicho halo de inhibición en concordancia al crecimiento de

Staphylococcus aureus y Escherichia coli, con estos datos se procesaron por medio

de las técnicas estadísticas.
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2.4 PLAN DE RECOLECCIÓN DE DATOS.
2.5.1 Recolección de la Muestra Botánica

Se recolectó 20 Kg de la planta Bidens pilosa L. (Chipaca) fresca, entre las 8:00

a.m. y 11 a.m. en el mes de junio y julio, en el centro poblado de Yanamayo, Distrito

San Juan Del Oro, Provincia Sandia, Departamento de Puno.

§ Lugar de recolección: Centro Poblado de Yanamayo.

§ Tipo de clima: Día despejado.

§ Altitud: 1320 m.s.n.m

§ Edad: hojas jóvenes con tallos.

§ Estación: invierno.

Transporte

La muestra botánica se transportó en las bolsas de papel kraft tanto del lugar de

recolección hasta el lugar de almacenamiento.

Secado

El secado se ejecutó en tendales en forma de anaqueles con base de papel con el

objetivo de hacer más simple el desarrollo de secado en un ambiente sombreado y

ventilado, esto con el fin de evadirla falta de principios activos y por lo tanto

propiedades curativas.

El lapso de secado fue de 7 – 10 días, hasta que las hojas y tallos jóvenes se

hallaron frágiles.

Selección de la Muestra
Se eligió las hojas y tallos jóvenes de la clase en estudio (2000 gr), se apartaron las

hojas y tallos partidas, marchitas o secas, malogradas, hojas y ramas que tengan la

existencia de bichos, hongos, o algunas plagas que logren evidenciarse.

La selección fue realizada después del secado ya que eran más sencillas de

seleccionar cuando estaban frescas así no es maltrató en el momento del secado.
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Análisis previo del extracto del aceite esencial de hojas y tallos de Bidens
Pilosa L.(chipaca)

Extracción del aceite esencial

La extracción fue realizada por arrastre de vapor de agua.

Fundamento:

La temperatura del vapor fue de (90 ºC) durante ese tiempo, el tejido vegetal se

desgarra liberando el aceite esencial, el cual mostró en estos contextos una presión

de vapor: PT = Pv + Pa.

Procedimiento:

Luego de ser secado 9 días, la muestra de hojas y tallos de Bidens Pilosa L. fue

transportada en bolsas de papel kraft al Laboratorio de operaciones y procesos

unitarios de la Facultad de Ingeniería Química de la Universidad Nacional del

Altiplano – Puno.

Se llevó a pesar consiguiendo un total de 2000g de muestra vegetal.

El equipo tenía los siguientes elementos: Generador de vapor, extractor,

condensador y separador.

Se insertó la muestra de (2000g) al equipo que tiene un fondo falso conformado por

una lámina perforada de acero inoxidable, ya puesta la muestra se ubicó la tapa

cónica en el extractor y se ajustó con los pernos y mariposas localizadas en el borde

del conjunto extractor, además se cerró la válvula de purga y limpieza localizada en

la parte de abajo del extractor, evitando fugas de vapor.  La tapa está conectada al

condensador a través de un tubo.

Inmediatamente se preparó el caldero, esté fue rellenado con 13 litros de agua

destilada por medio de un medidor de nivel, al momento de abrir la válvula de salida

de vapor, de manera rápida se prendió la resistencia eléctrica de esta forma el agua

comienza a calentar hasta llegar al punto de ebullición (en nuestro medio 85º C).
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En un tiempo preciso de (30min aprox.), transcurso en el cual es sistema consiguió

su equilibrio térmico dentro del conjunto, en ese momento empezó el desarrollo de

la extracción del aceite esencial, el vapor es destituido por medio del distribuidor,

pasó por el tamiz y traspasó por la materia vegetal arrastrando el aceite esencial

incluido en las plantas. La mezcla del aceite esencial y asimismo el vapor fue

conducido hacia la parte de arriba del equipo y fue desalojado por la tapa cónica,

acarreándolo hasta el intercambiador de calor, donde la mezcla se condenso por

acción de la refrigerante (agua) y se llevó hasta el vaso separador, donde el aceite

esencial se dividió del agua por la diferencia de densidad.

Una vez caída la primera gota al vaso separador, es considerado el empiezo de la

extracción y culminó hasta que la proporción de aceite esencial de la muestra sea

mínima, el tiempo de extracción fue de 2-3 horas. Para la división del aceite esencial

y el agua, es fundamental la pera de decantación estéril que por diferencia de

densidad se separan, distinguiendo un estado difásico se decantó el agua y quedó

el aceite esencial, se utilizó para la medición una probeta y luego vacío en un frasco

acaramelado estéril para la conservación del aceite.

Determinación de la actividad del aceite esencial de hojas y tallos de Bidens

pilosa L.

Son sustancias que se consiguen desde un desarrollo bioquímico llevado a cabo

por las plantas y que se desarrolla de manera directa desde sus glándulas

secretoras. Hablamos de extractos concentrados de la esencia misma de la planta.

La extracción tiende a tener las moléculas aromáticas que tienen la planta, así como

diferentes moléculas no aromáticas que tienen otras propiedades que consiguen ser

aprovechadas por el ser humano y la industria. Son las fracciones líquidas volátiles

que, en la mayoría de los casos, tienen la posibilidad de ser destiladas por medio

de arrastre vapor de agua. Estos aceites tienen dentro sustancias causantes de

proveer el perfume de las plantas, siendo de suma consideración en la industria

cosmética (perfumes y aromatizantes), la industria de alimentos (condimentos y

saborizantes) y la industria farmacéutica (saborizantes) (23).
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Proceso

Recolección de las cepas

Fueron usadas dos bacterias, una Gram negativa Staphylococcus aureus y  otra

Gran positiva Escherichia coli.

Antibiograma

El antibiograma evalúa la sensibilidad de un patógeno frente a un fármaco. Los

resultados se expresan en las categorías sensibles, intermedio o resistente (24).

El procedimiento de Kirby Bauer, el microorganismo fue inoculado en la superficie

de una placa de agar, sobre el cual se pusieron discos impregnados con una

concentración conocida del antibiótico. Las placas fueron incubadas por un tiempo

de16-18 horas a una temperatura de 35- 37°C. A lo largo de la incubación, el

antibiótico difunde radialmente desde el disco por medio del agar, por lo cual su

concentración va disminuyendo mientras se divide del disco. En un punto preciso,

la concentración del antibiótico en el medio es incapaz de inhibir al germen en

estudio (25).

Preparación del inoculo

Se tomó con un asa de kolle, numerosas colonias de apariencia semejante

desarrolladas en el medio de cultivo tanto para Staphylococcus aureus y Escherichia

coli, por separado, que se transfirieron a un tubo que tiene dentro 10 ml de caldo

Infusión Cerebro Corazón (BHI). La incubación estuvo hasta que la turbidez

coincidió con el estándar de 0.5 de la escala de Mc Farland (1,5 x 108

microorganismos/ml). Esto se pudo, por lo general es de 2 a 4 horas.

Para preparar dicho estándar se agregó 0,5 ml de BaCl2 a 99,5 ml de H2SO4, luego

se verifico la densidad correcta del estándar usando un espectrofotómetro. La

absorbancia a 625 nm debe ser 0,08nm a 0,10nm, para el estándar 0,5 de Mc

Farland.
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Control Positivo:

En el control positivo de Escherichia coli se utilizó discos de sensibilidad de

ceftriaxona (30µg), en caso del Staphylococcus aureus se preparó una solución de

1 mg/ml de gentamicina (150mg), se disolverá en dimetilsulfoxido (DMSO) entonces

en cada control positivo se tomó 20 µL de esa solución para cada réplica.

Elaboración del medio de cultivo para la prueba de sensibilidad:

La prueba de difusión de agar se utiliza de rutina en muchos laboratorios clínicos

para la determinación de la sensibilidad a los antimicrobianos de bacterias de

comunes de desarrollo rápido y también para algunas bacterias con requerimientos

nutricionales especiales (26).

Se empleó el Agar Mueller Hinton para ambas cepas.

Inoculación de las placas:

Pasado el tiempo de incubación del inoculo, y preparado el Agar Mueller Hinton se

suspendió el inoculo en el agar tanto para Staphylococcus aureus y Escherichia coli

por separado, luego se dejó solidificar durante 10 a 15 minutos a temperatura

ambiente.

Posteriormente se hicieron pozos sobre la superficie de los agares con favor de un

sacabocado estéril de 6mm de diámetro, cada pozo fue distribuido uniformemente,

de modo que estén a una distancia considerable. Siempre realizando cada pasó con

estricta esterilidad.

Aplicación de discos y aceite esencial a diferentes concentraciones:

Se prosiguió a usar las diluciones (v/v) del aceite esencial lo cual fue preparada de

la siguiente forma:

25%           0.25µl aceite + 0.75µl DMSO = 100µl.

50%           0.50µl aceite + 0.50µl DMSO = 100µl.

75% 0.75µl aceite + 0.25µl DMSO = 100µl.

100%            100µl aceite.
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Para el Staphylococcus aureus en la superficie del agar se colocó un disco de

sensibilidad de ceftriaxona siendo manipulada por una pinza estéril, presionando

gradualmente sobre cada disco para garantizar su contacto con el agar inoculado.

Y después se procede a verter 25ul de cada dilución en los pozos, en uno de los

posos que sobran se añade agrega 25ul de agua destilada como control negativo.

En caso de la Escherichia coli, se procedió de la misma forma tanto para las

diluciones y el control negativo, se utilizó medicamento diluido y esta se añade 25µl

a uno del pozo para el control positivo.

Incubación

Las placas son incubadas a 35±2ºC a lo largo de 24 horas para Staphylococcus

aureus y 48 horas para Escherichia coli, para verificar los halos de inhibición.

Lectura

Luego del tiempo de incubación, se midieron los halos de inhibición de crecimiento

con un bernier en unidades de milímetros. La lectura se ejecutó midiendo los halos

de inhibición incluyendo el de los controles positivos. El diámetro de esta zona de

inhibición fue de manera directa proporcional a la actividad antibacteriana del aceite

esencial sobre los microorganismos estudiados.

2.5 MÉTODOS DE ANÁLISIS ESTADÍSTICO.

Para el análisis y tabulación de datos recolectados se utilizó el programa Excel 2019

los cuales fueron procesados a través del paquete estadístico IBM-SPSS versión

25. Se determinó el análisis descriptivo para calcular los indicadores descriptivos y

el análisis inferencial, primeramente, se sometió a los datos al análisis de

normalidad aplicando el estadístico Shapiro-Wilk, luego de haber encontrado que

los datos no de distribuyen normalmente, aplicamos el test de Kruskal Wallis para

la comparación de varios grupos (nivel de significación 0.05) para saber la presencia

de diferentes concentraciones respecto a la inhibición causada en Staphylococcus

aureus y el Escherichia coli, por el efecto del aceite esencial de Bidens pilosa L.
(chipaca), de igual modo se llevó a cabo la prueba de U de Mann Whitney (post hoc)
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para hacer la prueba de comparación de medias entre pares de tratamientos. La

prueba de hipótesis se llevó a cabo usando el siguiente procedimiento:

· Formular la hipótesis:
H0: Las muestras provienen de poblaciones idénticas

H1: Las muestras provienen de poblaciones diferentes

· Nivel de significancia: = 5 % = 0,05

· Estadístico de prueba: H de Kruskal-Wallis

· Decisión: si p= 0,000 < = 5 % = 0,05, entonces se acepta H1 (las pruebas

son significativas)

· Conclusión.

Pruebas Post Hoc: Método de comparación Mann Whitney para la comparación

post hoc, entre cada dos grupos con corrección de significancia.

Las pruebas de rango post hoc permiten determinar qué medias difieren. La prueba

de rango post hoc identifica subconjuntos homogéneos de medias que no se

diferencian entre sí (27).

Shapiro will: En el desarrollo estadístico se piensa que la hipótesis nula es cierta y

sólo la objetamos cuando existan evidencias estadísticas para eso, cuando

observamos en la muestra tenga una posibilidad muy pequeña de ocurrir de ser

dicha hipótesis. Por esto, en cualquier contraste debemos fijar un nivel de

significación (es decir, que la más grande posibilidad de solucionar que la hipótesis

es falsa cuando verdaderamente es cierta).

En la práctica se acostumbra a fijar un nivel de significación del 5% (α= 0.05)

Cuando observamos un estadístico le asignamos su significación o P-valor

(posibilidad de que el estadístico tome un valor alto que lo encontrado en la

muestra). Si ésta es menor que 0.05 decidimos negar la hipótesis nula. (28)

2.6 ASPECTO ÉTICO
No hubo ningún conflicto de interés
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III RESULTADOS

3.1 Análisis de resultados
Se realizó 20 ensayos válidos para toda la concentración del aceite esencial de

hojas y tallos de Bidens pilosa L. (Chipaca), tanto para el Staphylococcus aureus

como para el Escherichia coli, donde se consigue la medición en dicha ficha se

registra, se recolecta los datos obtenidos de los halos de inhibición, que se observan

en la tabla 1 y tabla 8 respectivamente.

3.2 Análisis estadístico de la actividad antibacteriana del aceite esencial de
hojas y tallos de Bidens pilosa L. (Chipaca) frente Staphylococcus aureus

Tabla N°  1 Mediciones de los halos de inhibición

Concentración del Aceite esencial de
hojas y tallos de Bidens pilosa L.

(Chipaca)

Gentamicina
mm

Halo de
inhibición
en (mm)

Placa Nº 25% 50% 75% 100%
1 6 10 12 14 18
2 6 10 12 14 18
3 6 10 11 14 18
4 8 12 14 16 18
5 8 12 14 16 18
6 6 10 13 16 18
7 6 10 12 14 18
8 6 10 12 14 18
9 6 10 12 14 18
10 8 12 14 16 18
11 6 10 12 14 18
12 8 10 12 14 18
13 6 10 12 14 18
14 6 10 12 14 18
15 6 10 12 14 18
16 6 10 12 14 18
17 6 10 12 14 18
18 8 12 14 16 18
19 6 10 13 16 18
20 8 10 12 14 18
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Para analizar estadísticamente las diferencias observadas se procedió con el

análisis de la siguiente manera:

Prueba de normalidad de los datos:

La prueba de Shapiro Wilk para una muestra es un procedimiento de "bondad de

ajuste", que permite medir el grado de concordancia existente entre la distribución

de un conjunto de datos y una distribución teórica específica. Su objetivo es señalar

si los datos provienen de una población que tiene la distribución teórica especificada,

es decir, contrasta si las observaciones podrían razonablemente proceder de la

distribución especificada.

· Formular la hipótesis:
Ho: La variable concentración de aceite esencial de hojas y tallos de Bidens

Pilosa L. al 25, 50, 75 y 100% en la población tiene distribución normal.

H1: La variable concentración de aceite esencial de hojas y tallos de Bidens

Pilosa L. al 25, 50, 75 y 100% en la población es distinta a la distribución

normal.

· Nivel de significancia: = 5 % = 0,05

· Estadístico de prueba: Shapiro Wilk

· Decisión: si p= 0,000 < = 5 % = 0,05, entonces se acepta H1

Tabla N°  2 Pruebas de normalidad de los halos de inhibición

Concentración
de aceite

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk

Estadístico Gl Sig. Estadístico gl Sig.

25% 0.438 20 0.000 0.580 20 0.000

50% 0.487 20 0.000 0.495 20 0.000

75% 0.394 20 0.000 0.726 20 0.000

100% 0.438 20 0.000 0.580 20 0.000
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· Conclusión:

Se ejecutó la prueba de normalidad (tabla 2) para los halos de inhibición de todas

las concentraciones con la intención de mostrar que estos tienen una organización

habitual (P ≥ 0.05) al 95% de nivel de seguridad. Se descubrió que el aceite esencial

de hojas y tallos de Bidens pilosa L. (Chipaca) en concentraciones de 25, 50, 75 y

100% no muestran distribución normal (P ≤ 0.05).

3.2.1 Actividad antibacteriana del aceite esencial de hojas y tallos de Bidens
pilosa L. (Chipaca) frente a Staphylococcus aureus

Tabla N°  3 Halo de inhibición promedio según diferentes concentraciones del
aceite

Concentración
de aceite Nº Media Mediana Desv.

Est.

95% de intervalo de
confianza para la media

Límite
inferior

Límite
superior

25% 20 6.60 6.00 0.94 6.16 7.04
50% 20 10.40 10.00 0.82 10.02 10.78
75% 20 12.45 12.00 0.89 12.03 12.87
100% 20 14.60 14.00 0.94 14.16 15.04

Figura N°  1 Halo de inhibición promedio según diferentes concentraciones del
aceite

Los halos inhibitorios que tiene mayor diámetro se muestra en la concentración del

aceite al 100%, con un promedio de 14.60 mm y mediana de 14 mm; continúa la

concentración del aceite al 75%, con halos de inhibitorios cuyo promedio es de

12.45 mm y mediana de 12.00 mm; seguido de la concentración de aceite al 50%
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que presenta halos de inhibición con promedio de 10.40 mm con una mediana de

10.00 mm; finalmente, la concentración del aceite al 25% muestra  halos de inferior

tamaño, con un promedio de 6.60 mm y mediana de 6.00 mm. Ver tabla 3 y Fig. 1.

3.2.2. Concentración mínima inhibitoria del aceite esencial de hojas y tallos de
Bidens pilosa L. (Chipaca) frente a Staphylococcus aureus

Tabla N°  4 Efecto de las diferentes concentraciones del aceite de hojas y tallos
de Bidens pilosa L. (Chipaca) frente al Staphylococcus aureus

Concentración
de aceite

Grado de sensibilidad Total
Resistente
entre < 12 mm

Intermedio
entre 13 - 14 mm

Sensible
entre > 15 mm

N % N % N %
25% 20 100 0 0 20
50% 16 80 4 20 0 20
75% 1 5 19 95 0 20
100% 0 14 70 6 30 20

Figura N°  2 Efecto de las diferentes concentraciones del aceite de hojas y tallos

de Bidens pilosa L. (Chipaca) frente al Staphylococcus aureus
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En la tabla 4 y Figura 2, se establece el grado de sensibilidad acorde a las medias

de los halos de inhibición según la escala. Demostrando que en concentraciones de

aceite esencial al 25% el grado de sensibilidad son inferiores a 12 mm es decir

resistente, a concentraciones de aceite esencial de 50%, el grado de sensibilidad

esta entre 12 a 14 mm es decir entre resistente e intermedio, finalmente a

concentraciones de aceite esencial de 70% y 100%, el grado de sensibilidad esta

entre 13 a 15 mm es decir entre intermedio y sensible.

3.2.3. Comparación del efecto del aceite esencial de hojas y tallos de Bidens
pilosa L. (Chipaca) en diferentes concentraciones sobre el Staphylococcus
aureus

Ya que todas las concentraciones del aceite no reflejan distribución normal, se usó

la prueba de Kruskall Wallis para diferenciación de más de dos medianas.

· Formular la hipótesis:
H0: Las muestras provienen de poblaciones idénticas

H1: Las muestras provienen de poblaciones diferentes

· Nivel de significancia: = 5 % = 0,05

· Estadístico de prueba: H de Kruskal-Wallis

· Decisión: si p= 0,000 < = 5 % = 0,05, entonces se acepta H1

   Tabla N°  5 Estadísticas de prueba

N total 80
Estadístico de contraste H de Kruskal-Wallis 72.475
Grados de libertad 3
Sig. Asintótica (prueba bilateral) 0.000

Conclusión: se ha concluido que consta diferentes significativas tanto en los

promedios de tratamientos, puesto que = 0,05 tiene mayor significancia 0,000 por

lo tanto, se rechaza la hipótesis nula con un nivel de confianza del 95 %, es decir

de la tabla 5, podemos concluir que, el nivel de efectividad del aceite esencial de

hojas y tallos de Bidens pilosa L. (Chipaca) frente al Staphylococcus aureus, difiere

entre los niveles de concentración del 25, 50, 75 y 100%.
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Figura N°  3 Distribución de los halos de inhibición según concentraciones de
aceite esencial de hojas y tallos de Bidens pilosa L. (Chipaca).

El Figura 3, nos muestra la distribución de los halos de inhibición en cada una las

concentraciones de aceite esencial de hojas y tallos de Bidens pilosa L. (Chipaca),

observamos que, los halos de inhibición en una concentración de aceite esencial del

100% tiene una puntuación mediana y distribución con puntuaciones un poco

superiores a las concentraciones del 25, 50 y 75% de aceite esencial.

Pruebas Post Hoc

El test de Kruskal Wallis resultó representativo, esto implica que al menos dos grupos

de entre los comparados son significativamente desiguales, pero como no nos indica

cuales. Entonces para conocerlo es incondicional diferenciarlos todos entre ellos. Esto

implica realizar una corrección del nivel de significancia para evitar incrementar el error

del tipo I. Para ello utilizaremos el método de comparación post hoc para un test de

Kruskal Wallis, esto es el test de Mann-Whitney entre cada par de grupos con corrección

de significancia.
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Figura  N°   4 Gráfica de nodos de la comparación entre parejas de las
concentraciones de aceite esencial de hojas y tallos de Bidens pilosa L.
(Chipaca).

Los contrastes se grafican en la gráfica 4, cada uno de los nodos representa un

grado de concentración de aceite esencial (25%, 50%, 75% y 100%), en donde cada

una de las líneas representa el contraste realizado, en donde las líneas amarillas

representan contrastes significativos y las líneas negras no significativas, por otro

lado, los valores 10.50, 50.40, 32.00 y 59.10 se corresponden con los rangos

promedio de los halos de aceite esencial de hojas y tallos de Bidens pilosa L.

(Chipaca). De los datos podemos concluir que en la concentración de aceite

esencial de hojas y tallos de Bidens pilosa L. (Chipaca) al 100% se presenta una

potencia de superior frente al Staphylococcus aureus.

Tabla N°  6 Valores exactos de los rangos promedio de concentraciones del
aceite de hojas y tallos de Bidens pilosa L. (Chipaca)

Concentración
de aceite

N Rango
promedio

25% 20 10.50

50% 20 32.00

75% 20 50.40

100% 20 69.10

Total 80
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Tabla N°  7 Valores exactos de los contrastes entre pares de concentraciones del

aceite de hojas y tallos de Bidens pilosa L. (Chipaca)

En la tabla 7 se muestra la comparación de los halos de inhibición a una

concentración de aceite 25% y 50%, la estadística chi cuadrado es -21.5 y el valor

de la significación es de 0.017, por lo que este contraste es significativo ya que el

p-valor es inferior al nivel de significación del 5%, es decir que existe diferencias

significativas entre las medianas en los halos de inhibición en concentraciones 25%

y 50% de aceite, es decir corroboramos que en los halos de inhibición en

concentraciones de aceite esencial al 50% son mayores a los correspondientes del

25%. Por lo que la potencia del halo de inhibición en concentraciones de aceite

esencial de hojas y tallos de Bidens pilosa L. (Chipaca) al 50% tienen mayor

potencia antibacteriana frente al Staphylococcus aureus.

En las parejas de concentración de aceite 25% - 75%, 25% -100% y 50% -100%,

tenemos un estadístico de prueba chi cuadrado de -39.9, -58.6 y -37.1

respectivamente y las significaciones P-valor son 0.000 en los tres casos, por lo

tanto, sí que existen diferencias significativas en los tres casos, entre: 25% - 75%
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favorables a la concentración del 75% ya que el rango del halo de inhibición (50.40)

es superior al de 25% de concentración (10.50); por otro lado, en el par de

concentración 25% -100%, las diferencias son favorables a la concentración del

100% ya que el rango del halo de inhibición (69.10) es superior al rango de 25%

(10.50), además, para el par 50% - 100%, se encontró que es favorable a la

concentración del 100% puesto que su rango del halo de inhibición (69.10) es

superior al de la concentración de 50% (32.0).

Finalmente, la comparación de halos de inhibición del aceite esencial de hojas y

tallos de Bidens pilosa L. (Chipaca) entre las parejas de concentración 50%-75% y

75% -100%, resultan ser no significativos ya que los p-valores son 0.065 y 0.057

que son superiores al nivel de significación del 0.05, por lo que podemos manifestar

que no existen diferencias significativas entre las medianas de estos pares de

grupos, es decir que, los halos de inhibición del aceite esencial de hojas y tallos  de

Bidens pilosa L. (Chipaca) a dichas concentraciones no son significativamente

diferentes.
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3.3. Análisis estadístico de la actividad antibacteriana del aceite esencial de
hojas y tallos de Bidens pilosa L. (Chipaca) frente a Escherichia coli

Tabla N°  8 Mediciones de los halos de inhibición

Concentración del Aceite Esencial de
hojas y tallos de Bidens pilosa L.

(Chipaca)

Ceftriaxona
Mm

Halo de
inhibición
en (mm)

Placa Nº 25% 50% 75% 100%

1 6 11 14 16 25
2 6 11 14 16 25
3 6 11 13 15 25
4 6 11 13 16 25
5 6 11 14 16 25
6 6 11 14 15 25
7 6 10 13 15 25
8 6 10 13 15 25
9 6 10 13 15 25

10 6 11 13 16 25
11 6 11 14 15 25
12 6 11 14 15 25
13 6 11 13 16 25
14 6 11 13 16 25
15 6 10 13 15 25
16 6 11 14 16 25
17 6 11 14 16 25
18 6 11 14 15 25
19 6 10 13 15 25
20 6 11 13 16 25

Probando normalidad de los datos:

· Formular la hipótesis:

Ho: La variable concentración de aceite esencial de hojas y tallos de Bidens
Pilosa L. al 25, 50, 75 y 100% en la población tiene distribución normal.

H1: La variable concentración de aceite esencial de hojas y tallos de Bidens

Pilosa L. al 25, 50, 75 y 100% en la población es distinta a la distribución

normal.

· Nivel de significancia: = 5 % = 0,05

· Estadístico de prueba: Shapiro Wilk

· Decisión: si p= 0,000 < = 5 % = 0,05, entonces se acepta H1
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Tabla N°  9 Pruebas de normalidad de los halos de inhibición

Concentración de aceite
esencial

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk

Estadístico Gl Sig. Estadístico Gl Sig.
Halos de
inhibición

25% 20 20

50% 0.463 20 0.000 0.544 20 0.000

75% 0.361 20 0.000 0.637 20 0.000

100% 0.335 20 0.000 0.641 20 0.000

Conclusión: Se elaboró el examen de normalidad (tabla 9) para dichos halos de

inhibición de todas las concentraciones con el propósito de demostrar que estos

tienen una repartición normal (P ≥ 0.05) al 95% de nivel de confianza. Se halló que

los halos de inhibición en el aceite esencial de hojas y tallos de Bidens pilosa L.

(Chipaca) en concentraciones de 50, 75 y 100% no muestran distribución normal (P

≤ 0.05).

3.3.1. Actividad antibacteriana del aceite esencial de hojas y tallos de Bidens
pilosa L. (Chipaca) frente a Escherichia coli

Tabla N°  10 Halo de inhibición promedio según diferentes concentraciones
del aceite

Concentración
de aceite Nº Media Mediana Desv.

Est.

95% de intervalo de
confianza para la media
Límite
inferior

Límite
superior

25% 20 6.00 6.00 0.00 6.00 6.00
50% 20 10.75 11.00 0.44 10.54 10.95
75% 20 13.45 13.00 0.51 13.21 13.68

100% 20 15.50 15.50 0.51 15.25 15.75
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Figura N°  5 Halo de inhibición promedio según diferentes concentraciones del
aceite

Los halos de inhibición de más grande diámetro se muestran en la concentración

del aceite al 100%, con un promedio de 15.50 mm y mediana de 15.50 mm; le sigue

los halos de inhibición en concentración del aceite al 75%, con un promedio de 13.45

mm y mediana de 13.00 mm; seguido de halos de inhibición en concentración de

aceite al 50% que presenta un promedio de 10.75 mm con una mediana de 11.00

mm; finalmente, los halos de inhibición en concentración del aceite al 25% que

presentan de menor tamaño, con una media de 6.00 mm y mediana de 6.00 mm,

Ver tabla 10 y Figura 5.

3.3.2. Concentración mínima inhibitoria del aceite esencial de hojas y tallos de
Bidens pilosa L. (Chipaca) frente a Escherichia coli

Tabla N°  11 Efecto de las diferentes concentraciones del aceite de hojas y
tallos de Bidens pilosa L. (Chipaca) Frente a Escherichia coli

Concentración
de aceite

Grado de sensibilidad Total
Resistente
entre < 13 mm

Intermedio
entre 14 - 20 mm

Sensible
entre > 21 mm

N % N % N %
25% 20 100 0 0 0 0 20
50% 20 100 0 0 0 0 20
75% 0 0 20 100 0 0 20

100% 0 0 20 100 0 0 20
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Figura N°  6 Efecto de las diferentes concentraciones del aceite de hojas y
tallos Bidens pilosa L. (Chipaca) frente al Escherichia coli

En la tabla 11 y Figura 6, se establece el nivel de sensibilidad según a los promedios

de los halos de inhibición de acuerdo con la escala. Observando que en

concentraciones de aceite esencial al 25% y 50% el grado de sensibilidad son inferiores

a 13 mm es decir resistente, a concentraciones de aceite esencial de 75% y 100%, el

grado de sensibilidad esta entre 14 a 22 mm es decir intermedio.

3.3.3. Comparación del efecto del aceite esencial de hojas y tallos de Bidens
pilosa L. (Chipaca) en diferentes concentraciones sobre el Escherichia coli

· Formular la hipótesis:
H0: Las muestras provienen de poblaciones idénticas

H1: Las muestras provienen de poblaciones diferentes

· Nivel de significancia: = 5 % = 0,05

· Estadístico de prueba: H de Kruskal-Wallis

· Decisión: si p= 0,000 < = 5 % = 0,05, entonces se acepta H1

Tabla N°  12 Estadísticas de prueba

N total 80
Estadístico de contraste H de Kruskal-Wallis 76.384
Grados de libertad 3
Sig. Asintótica (prueba bilateral) 0.000

1. Las estadísticas de prueba se ajustan para empates.

100% 100%

0% 0%0% 0%

100% 100%

0%

20%

40%

60%

80%

100%

120%

25% 50% 75% 100%

%
de

ln
úm

er
o

de
pl

ac
as

Concentrasión del aceite

Resistente

Intermedio



35

Conclusión: se concluye que hay diferencias importantes entre los promedios de

tratamientos, ya que = 0,05 es más grande que la significación 0,000 entonces, se

rechaza la hipótesis nula con un nivel de confianza del 95 %, es decir de la tabla 5,

tenemos la posibilidad de deducir que, el nivel de eficiencia del aceite esencial de

hojas y tallos de Bidens pilosa L. (chipaca) frente al Staphylococcus aureus, difiere

entre los niveles de concentración del 25, 50, 75 y 100%.

Figura N°  7 Distribución de los halos de inhibición según concentraciones de
aceite esencial de hojas y tallos de Bidens pilosa L. (Chipaca).

El Figura 7, nos muestra la distribución de los halos de inhibición en cada una las

concentraciones de aceite esencial de hojas y tallos de Bidens pilosa L. (Chipaca),

observamos que, los halos de inhibición en una concentración de aceite esencial

del 100% tiene una puntuación mediana y distribución con puntuaciones un poco

superiores a las concentraciones del 25, 50 y 75% de aceite esencial.
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Pruebas Post Hoc

Figura  N°   8 Gráfica de nodos de la comparación entre parejas de las
concentraciones de aceite esencial de hojas y tallos de Bidens pilosa L.
(Chipaca).

Los contrastes se grafican en la gráfica 8, cada uno de los nodos representa un

grado de concentración de aceite esencial (25%, 50%, 75% y 100%), en donde cada

una de las líneas representa el contraste realizado, en donde las líneas amarillas

representan contrastes significativos, podemos notar que todas son significativas,

por otro lado, los valores 10.50, 30.50, 50.50 y 70.50 se corresponden con los

rangos promedio de las muestras de concentración de aceite esencial de hojas y

tallos  de Bidens pilosa L. (Chipaca).

Tabla N°  13 Valores exactos de los rangos promedio de concentraciones del
aceite de hojas y tallos de Bidens pilosa L. (Chipaca)

Concetración_de_aceite_esencial N
Rango

promedio
Halos_de_inhibición 25% 20 10.50

50% 20 30.50

75% 20 50.50

100% 20 70.50

Total 80
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Tabla N°  14 Valores exactos de los contrastes entre pares de concentraciones
del aceite de hojas y tallos de Bidens pilosa L. (chipaca)

En todas las parejas de concentración de aceite 25% -50%, 25% - 75%, 25% -100%,

50% - 75%, 50% -100% y 75% - 100%, tenemos un estadístico de prueba chi

cuadrado de -20.00, -40.00, -60.00, -20.00, -40.00 y -20.00 respectivamente y las

significaciones P-valor son inferiores al nivel de significación 0.05, por lo tanto, sí

que existen diferencias significativas en todos los casos, así, entre: 25% - 50%

favorables a la concentración del 50% ya que el rango de éste (30.50) es superior

al de 25% de concentración (10.50); entre: 25% -75% favorables a la concentración

del 75% ya que el rango de éste (50.50) es superior al de 25% de concentración

(10.50); entre: 25% - 100% favorables a la concentración del 100% ya que el rango

de éste (70.50) es superior al de 25% de concentración (10.50); entre: 50% - 75%

favorables a la concentración del 75% ya que el rango de éste (50.50) es superior

al de 50% de concentración (30.50); entre: 50% - 100% favorables a la

concentración del 100% ya que el rango de éste (70.50) es superior al de 50% de

concentración (30.50); entre: 75% - 100% favorables a la concentración del 100%

ya que el rango de éste (70.50) es superior al de 50% de concentración (30.50).
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IV DISCUSIÓN

4.1 DISCUSIÓN DE RESULTADO
Se evaluaron 20 ensayos válidos para todas las concentraciones del aceite esencial

de hojas y tallos de Bidens pilosa L. (Chipaca), tanto para el Staphylococcus aureus

como para el Escherichia coli, al instante de la medición de los halos de inhibición

se registrará en la ficha de recolección de datos, que se observan en la tabla 1 y

tabla 8 respectivamente.

Se ejecutó la prueba de normalidad (tabla 2) para los halos de inhibición todas las

concentraciones con el propósito de demostrar que estos tienen una distribución

normal (P ≥ 0.05) al 95% de nivel de confianza. Se descubrió que el aceite esencial

de hojas y tallos de Bidens pilosa L. (chipaca) en concentraciones de 25, 50, 75 y

100% no muestra distribución normal (P ≤ 0.05).

Los halos de inhibición de más grande diámetro se exponen en la concentración del

aceite al 100%, con un promedio de 14.60 mm y mediana de 14 mm; le sigue la

concentración del aceite al 75%, con halos de inhibición cuya media es de 12.45

mm y mediana de 12.00 mm; seguido de la concentración de aceite al 50% que

presenta halos de inhibición con promedio de 10.40 mm con una mediana de 10.00

mm; por último, la concentración del aceite al 25% presenta los halos de inhibición

de menor tamaño, con una media de 6.60 mm y mediana de 6.00 mm. Ver tabla 3

y Figura 1.

En la tabla 14 y Figura 2, se comprueba el grado de sensibilidad de acuerdo a los

promedios de los halos de inhibición según la escala. Observando que en

concentraciones de aceite esencial al 25% el grado de sensibilidad son inferiores a

12 mm es decir resistente, a concentraciones de aceite esencial de 50%, el grado

de sensibilidad esta entre 12 a 14 mm es decir entre resistente e intermedio,

finalmente a concentraciones de aceite esencial de 70% y 100%, el grado de

sensibilidad esta entre 13 a 15 mm es decir entre intermedio y sensible.

Se concluye que existe diferencias significativas entre los promedios de

tratamientos, puesto que = 0,05 es mayor que la significación 0,000 por lo tanto, se
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rechaza la hipótesis nula con un nivel de confianza del 95 %, es decir de la tabla 5,

podemos concluir que, el nivel de efectividad del aceite esencial de hojas y tallos de

Bidens pilosa L. (Chipaca) frente al Staphylococcus aureus, difiere entre los niveles

de concentración del 25, 50, 75 y 100%.

Los halos de inhibición de mayor diámetro se demuestran en la concentración del

aceite al 100%, con una media de 15.50 mm y mediana de 15.50 mm; le sigue los

halos de inhibición en concentración del aceite al 75%, con una media de 13.45 mm

y mediana de 13.00 mm; seguido de halos de inhibición en concentración de aceite

al 50% que presenta un promedio de 10.75 mm con una mediana de 11.00 mm; por

último, los halos de inhibición en concentración del aceite al 25% que presentan de

menor tamaño, con una media de 6.00 mm y mediana de 6.00 mm, Ver tabla 10 y

Figura 5.

En la tabla 11 y Figura 6, se establece el grado de sensibilidad de acuerdo a los

promedios de los halos de inhibición según la escala. Observando que en

concentraciones de aceite esencial al 25% y 50% el grado de sensibilidad son

inferiores a 13 mm es decir resistente, a concentraciones de aceite esencial de 75%

y 100%, el grado de sensibilidad esta entre 14 a 22 mm es decir intermedio.

Se rechaza la hipótesis nula con un nivel de confianza del 95 %, es decir de la tabla

5, podemos concluir que, el nivel de efectividad del aceite esencial de hojas y tallos

de Bidens pilosa L. (Chipaca) frente al Staphylococcus aureus, difiere entre los

niveles de concentración del 25, 50, 75 y 100%.

El Figura 7, nos muestra la distribución de los halos de inhibición en cada una las

concentraciones de aceite esencial de hojas y tallos de Bidens pilosa L. (Chipaca),

observamos que, los halos de inhibición en una concentración de aceite esencial

del 100% tiene una puntuación mediana y distribución con puntuaciones un poco

superiores a las concentraciones del 25, 50 y 75% de aceite esencial.

En todas las parejas de concentración de aceite 25% -50%, 25% - 75%, 25% -100%,

50% - 75%, 50% -100% y 75% - 100%, tenemos un estadístico de prueba chi

cuadrado de -20.00, -40.00, -60.00, -20.00, -40.00 y -20.00 respectivamente y las
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significaciones P-valor son inferiores al nivel de significación 0.05, por lo tanto, sí

que existen diferencias significativas en todos los casos, así, entre: 25% - 50%

favorables a la concentración del 50% ya que el rango de éste (30.50) es superior

al de 25% de concentración (10.50); entre: 25% -75% favorables a la concentración

del 75% ya que el rango de éste (50.50) es superior al de 25% de concentración

(10.50); entre: 25% - 100% favorables a la concentración del 100% ya que el rango

de éste (70.50) es superior al de 25% de concentración (10.50); entre: 50% - 75%

favorables a la concentración del 75% ya que el rango de éste (50.50) es superior

al de 50% de concentración (30.50); entre: 50% - 100% favorables a la

concentración del 100% ya que el rango de éste (70.50) es superior al de 50% de

concentración (30.50); entre: 75% - 100% favorables a la concentración del 100%

ya que el rango de éste (70.50) es superior al de 50% de concentración (30.50).

4.2 CONCLUSIONES

El estudio realizado en el presente trabajo nos permite llegar a las siguientes

conclusiones:

Se determinó que en las concentraciones 25%,50% y 75 % frente a Staphylococcus

aureus no presento efectividad como lo demuestra en la tabla N°4 en cambio en la

concentración del 100% si presento efectividad antibacteriana sin embargo en

Escherichia coli en las concentraciones del 25%,50%,75%, y 100% no presenta

efectividad antibacteriana como lo demuestra la tabla N° 11
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4.3 RECOMENDACIÓN
Se recomienda a los nuevos investigadores buscar y demostrar las ventajas

farmacológicas de las plantas medicinales en la búsqueda de alternativa de solución

de enfermedades.

Se recomienda a la población el empleo de plantas medicinales como tratamiento

inicial de sus males con el objeto de reducir riesgos de automedicación y de

resistencia bacteriana.

Se recomienda a las universidades motivar la investigación en plantas medicinales

para determinar nuevas alternativas de tratamiento que eviten las consecuencias

que conllevan el uso inapropiado de los medicamentos.

Se recomienda a los nuevos investigadores realizar la caracterización de Bidens

pilosa L. (chipaca)
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ANEXOS

Anexo 1 OPERALIZACIÓN DE VARIABLES

VARIABLES DIMENSIONES TIPO ESCALA INDICADORES

UNIDAD DE
MEDIDA

PUNTO DE
CORTE

VARIABLE
INDEPENDIENTE

1. Bidens pilosa L.

(Chipaca)

1.1.

Determinación

concentración.
Cualitativo Ordinal

Dilución a: 25%

Porcentaje
Dilución a: 50%

Dilución a: 75%

  Dilución a:100%

VARIABLE
DEPENDIENTE

2.Actividad

antibacteriana

2.1 Halos de

inhibición para

Staphylococcus

aureus,

Escherichia

coli.

Cualitativo Ordinal

Sensible

Intermedio

Resistente

- Gentamicina

> a 15mm

13 - 14mm

< a 12mm

Sensible

Intermedio

Resistente

- Ceftriaxona

> a 21mm

14 - 20mm

< a 13mm
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Anexo 2 INSTRUMENTO DE RECOLECCIÓN DE DATOS
Aceite
esencial

HALOS DE INHIBICIÓN Promedi
o final de
halos
(mm)

Placa
1

Placa
2

Placa
3

Placa
4

Placa
5

Placa
6

Placa
7

Placa
8

Placa
9

Placa
10

Placa
11

Placa
12

Placa
13

Placa
14

Placa
15

Placa
16

Placa
17

Placa
18

Placa
19

Placa
20

[ ]% Halo
s
(mm)

Halo
s
(mm)

Halo
s
(mm)

Halo
s
(mm)

Halo
s
(mm)

Halo
s
(mm)

Halo
s
(mm)

Halo
s
(mm)

Halo
s
(mm)

Halo
s
(mm)

Halo
s
(mm)

Halo
s
(mm

Halo
s
(mm

Halo
s
(mm

Halo
s
(mm

Halo
s
(mm

Halo
s
(mm

Halo
s
(mm

Halo
s
(mm

Halo
s
(mm

25%

50%

75%

100%

Ceftriaxon

a

Genta-

micina
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Anexo 3 CONSTANCIA DE IDENTIFICACIÓN TAXONOMICA
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Anexo 4 CONSTANCIA DE EXTRACCIÓN DEL ACEITE ESENCIAL
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Anexo 5 CERTIFICADO DE LABORATORIO DE BIOLOGÍA PARA DETERMINAR
EL HALO DE INHIBICIÓN
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Anexo 3 EVIDENCIA FOTOGRÁFICA DE TRABAJO DE CAMPO

Análisis botánico de la extracción

Figura N 1 Recolección, y secado de la muestra botánica
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Figura N 2 Extracción del aceite esencial en un equipo por arrastre de vapor
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Figura N 3 Obtención Aceite esencial
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Análisis microbiológico de Staphylococcus aureus y Echerichia coli

Figura N 4 Preparación del inóculo, sembrado en placa e incubación
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Figura N 5 Aplicación de aceite esencial Bidens pilosa L.
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Figura N 6 Aplicación de discos de sensibilidad
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Figura N 7 medición de los halos de inhibición
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Anexo 4 RESULTADOS DE LA SENSIBILIDAD BACTERIANA

Tabla N°  15 Efecto de las diferentes concentraciones del aceite de hojas y
tallos de  Bidens pilosa L. (Chipaca) frente al Staphylococcus aureus

Concentración
de aceite

Grado de sensibilidad Total
Resistente
entre < 12 mm

Intermedio
entre 13 - 14 mm

Sensible
entre > 15 mm

N % N % N %
25% 20 100 0 0 20
50% 16 80 4 20 0 20
75% 1 5 19 95 0 20
100% 0 14 70 6 30 20

Figura N°  9 Efecto de las diferentes concentraciones del aceite de hojas y tallos

de Bidens pilosa L. (Chipaca) frente al Staphylococcus aureus
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Tabla N°  16 Efecto de las diferentes concentraciones del aceite de hojas y
tallos de Bidens pilosa L.(Chipaca) Frente a Escherichia coli

Concentración
de aceite

Grado de sensibilidad Total
Resistente
entre < 13 mm

Intermedio
entre 14 - 20 mm

Sensible
entre > 21 mm

N % N % N %
25% 20 100 0 0 0 0 20
50% 20 100 0 0 0 0 20
75% 0 0 20 100 0 0 20

100% 0 0 20 100 0 0 20

Figura N°  10 Efecto de las diferentes concentraciones del aceite de hojas y
tallos de Bidens pilosa L. (chipaca) frente al Escherichia coli
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