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RESUMEN

Hay bacterias que han desarrollado facilmente resistencia a muchos
medicamentos entre ellos a los antibacterianos; resultando casos dificiles de
tratar. A nivel mundial la resistencia bacteriana es un problema de salud que
alarga el tratamiento y costos tanto econémicos como para el bienestar de los
afectados que no tienen capacidad de afrontar; esto genera la necesidad de
utilizar recursos vegetales medicinales que contengan fuentes de compuestos
importantes como efecto antibacteriano, para considerarlo como alternativa
farmacéutica y asi poder reducir la resistencia bactericida. Objetivo: Evaluar el
efecto antibacteriano in vitro el extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Ranunculus praemorsus Kunth ex DC (centella) frente a cepas de
Staphylococcus aureus ATCC: 25923. Metodologia: La susceptibilidad in vitro
de Staphylococcus aureus frente al extracto hidroalcohdlico con actividad
antibacteriana, fue evaluada mediante el método de Difusién en disco — Kirby
Bauer, en concentraciones de 20 %, 40 %, 60 % del extracto, comparado con
discos embebidos de Gentamicina de 10 pg como positivo y discos embebidos
con alcohol de 70°. El extracto se realiz6 basandose en la consistencia del
producto a una concentracion efectiva inhibitoria del extracto. Luego se evalu6
los halos de inhibicion bacteriana comparado con los controles positivo y
negativo para ver el efecto. Resultados: Los resultados evidenciaron que no
presenta efecto antibacteriano el extracto hidroalcohdlico de Ranunculus
praemorsus Kunth ex DC (centella) frente a cepas de Staphylococcus aureus
ATCC: 25923, no evidenciandose halos de inhibicion. Conclusion: El extracto
hidroalcohdlico de Ranunculus praemorsus Kunth ex DC (centella) no tiene

efecto antibacteriano frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC: 25923.

Palabras clave: Ranunculus praemorsus, Staphylococcus aureus,

halos de inhibicién, antibacteriano.
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ABSTRACT

There are bacteria that have easily developed resistance to many drugs,
including antibacterials; resulting in difficult cases to treat. At a global level,
bacterial resistance is a health problem that lengthens treatment and costs both
economically and for the well-being of those affected who do not have the
capacity to cope; This generates the need to use medicinal plant resources that
contain sources of important compounds as an antibacterial effect, to consider it
as a pharmaceutical alternative and thus be able to reduce bactericidal
resistance. Objective: To evaluate the antibacterial effect in vitro of the
hydroalcoholic extract of the leaves of Ranunculus praemorsus Kunth ex DC
(centella) against strains of Staphylococcus aureus ATCC: 25923. Methodology:
The in vitro susceptibility of Staphylococcus aureus against the hydroalcoholic
extract with antibacterial activity, It was evaluated by means of the disk Diffusion
method - Kirby Bauer, in concentrations of 20 %, 40 %, 60 % of the extract,
compared with 10 pg Gentamicin soaked disks as positive and 70 ° alcohol
soaked disks. The extract was made based on the consistency of the product at
an inhibitory effective concentration of the extract. The halos of bacterial inhibition
were then evaluated compared to the positive and negative controls to see the
effect. Results: The results showed that the hydroalcoholic extract of Ranunculus
praemorsus Kunth ex DC (centella) does not present antibacterial effect against
strains of Staphylococcus aureus ATCC: 25923, with no evidence of inhibition
halos. Conclusion: The hydroalcoholic extract of Ranunculus praemorsus Kunth
ex DC (centella) has no antibacterial effect against strains of Staphylococcus
aureus ATCC: 25923.

Key words: Ranunculus praemorsus, Staphylococcus aureus, inhibition halos,

antibacterial.



l. INTRODUCCION

Muchas infecciones bacterianas son la causa de patologias, con importantes
costos tanto econdmicos como para el bienestar de los afectados, el valor del
control y prevencion de las infecciones bacterianas multirresistentes se debe a
que genera dificultades en el ambito de la salud en todo el mundo debido al

abuso de los antibidticos?.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud la cepa bacteriana son los principales
patogenos involucrados en infecciones sistémicas con alta morbilidad y segun
una reciente publicacion del Centro Europeo para la Prevencion y Control de las
Enfermedades, Staphylococcus aureus ocupa segundo lugar como agente
bacteriano en la infeccion nosocomial después de Escherichia coli con un 15,9
% de los casos; el primer caso de resistencia fue a la meticilina lo cual se publico
en inicios de los sesenta del siglo pretérito; después de 20 afios, el agente
etiologico de SARM se expandi6 volviendose una de las primordiales causas de

las infecciones intrahospitalarias?.

En Peru, se reportaron varios casos de infeccion producidos por Staphylococcus
aureus los primeros casos de resistencia comunitaria a la meticilina, estas cepas
por lo tanto estarian rodeando la sociedad mediante el asentamiento nasal. De
acuerdo a informes de infecciones graves por AC-SARM producidos en paises
cercanos, se esta volviendo prioridad monitorear los reservorios de esta cepa

bacteriana3.

Desde el afio 2006 al 2014 en el Hospital Nacional Hipdlito Unanue se demostro
1037 casos y fueron separados para tratamiento de MRSA y 76 de VRE, las
cuales van de forma creciente por afio, la colonizacion continua de
Staphylococcus aureus y Enterococcus siguen siendo resistentes a meticilina
(MRSA) y vancomicina (VRE), por lo general se presentod en los departamentos

de cuidados intensivos e intermedios. Lima, Pert 2006-20144.

Desde tiempos ancestrales la fitoterapia ha sido parte del tratamiento de
enfermedades crénicas y leves, las plantas medicinales tienen un gran aporte

fitoquimico para el organismo, confiriendo a la medicina andina un caracter



fundamentalmente fitoterapéutica; la manufactura farmacéutica en la actualidad
se esta basado en este conocimiento para la sintesis y elaboracion de farmacos,
verificando cientificamente estas tradiciones y descubriendo nuevas

aplicaciones para la salud®.

En nuestro pais disponemos diversas riquezas naturales medicinales, presentes
en raices, tallos, hojas entre otros; Origanum vulgare (orégano), Tagetes elliptica
(chincho) tiene efecto antimicrobiano que se comparé con Clorhexidina al 0,12
% y Colgate Plax contra agentes etioldgicos de Lactobacillus acidophilus ATCC
43121 asi mismo de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277; Tagetes minuta
(huacatay) también posee efecto antimicrobianao®.

En nuestro Peru se realizO un estudio del recurso vegetal de Anacardium
occidentale Linn. (casho), usando el procedimiento del antibiograma de discos;
encontrandose efectos antibacterianos comparados con Gentamicina 10
microgramos, mostrando indices de 17.5 mm, 8.0 mm, 6.7 mm y 6.0 mm en la
zona de inhibicibn, donde la cepa bacteriana de experimentacién fue

Staphylococcus aureus’.

Las bacterias como Staphylococcus aureus colonizan e infectan a pacientes con

o0 sin anomalias inmunolégicas y hospitalizados®.

Staphylococcus aureus esta manifestando gradualmente resistencia a casi todos
los bactericidas y bacteriostaticos disponibles para tratar infecciones que la
producen. Hay 3 formas de resistencia frente antibiéticos contra betalactamasas
de S. aureus, mediados por catalizador (penicilinasas o B-lactamasas) que

inactivan al antibiotico®.

Staphylococcus aureus es caracterizada por ser una principal causa de
bacteriemia nosocomial a nivel mundial, por su patogenicidad, virulencia y la
expresion grandes variedad de proteinas pertenecientes a las moléculas de su
matriz adhesiva (MSCRAMM), formando una biopelicula y sobreviviendo a los

factores antimicrobianos?.

El género Ranunculus se halla en América del Sur principalmente en Ecuador,

Colombia, Venezuela, Peru y Bolivia extendiéndose por las cadenas montafiosas
2



del Sur, Centro de la selva Paranaense de Argentina y al Norte por las
septentrionales selvas de México (Lourteig, 1956)!!. La especie de Ranunculus
praemorsus se distribuye en nuestro pais por las regiones de la sierra central de
Ancash, Cusco, Apurimac, Puno, Junin y Cajamarca; distribuyendose
geograficamente desde Colombia hasta Bolivia (Weberbauer, 1945; Roersch,
1994)2,

Los usos tradicionales de la especie vegetal que se conocen son:

e Su preparacion es de cocimiento y al estado fresco®?.

e Alas hojas y tallo se le atribuye su propiedad medicinal'?.

e Se usa molido en forma de pasta tépica aplicando sobre la piel, que se
usa para tratar los hongos de las uias, heridas, quemaduras, alergias,
tratamiento de los abscesos y dolores reumaticos. (Soukup, 1965,
Roersch, 1994, Garcia, 1992)%3,

e Actla como antibacteriano a nivel de la piel*3.

e No debe usarse internamente, se considera toxico, en dosis adecuadas y

usado externamente es medicinal (Pérez, 1990)%,

El recurso vegetal en investigacion contiene Antraquinonas, flavonoides,
alcaloides, triterpenos y esteroides, Lactonas alfa- beta insaturadas, cumarinas,

antocianinas, azUcares reductores, saponinas, compuestos fendlicos*s.

Entre los antecedentes al desarrollo del trabajo de investigacion se dispone de

los siguientes:

Condori L. (2018), Demostro que el extracto hidroalcohdlico de Ranunculus
praemorsus H.B.K ex DC, tiene efecto cicatrizante. En el estudio fitoquimico
preliminar del extracto de las raices secas determino que presenta metabolitos
secundarios como son los alcaloides, flavonoides. Y en condiciones
experimentales del extracto hidroalcohdlico al 20 % demostr6 actividad

cicatrizante a dosis de 200 mg/kg'?3?

Dejhima A, et al (2021), Caracterizaron la composicion de los extractos de

acetato de etilo y n -butanol de Ranunculus macrophyllus Desf. asi como
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dilucidar y comparar su efecto frente a la inflamacion aguda de la piel. Ademas,
también se estudi6 la actividad antioxidante y la toxicidad aguda de los extractos
de plantas. La fraccion de acetato de etilo mostré las mayores cantidades de
compuestos fendlicos totales y Triterpenoides, ademas una capacidad

antioxidantel432,

Madhulika, et al (2020), Determinaron mediante analisis de espectroscopia y
cromatografia la presencia de fitoconstituyentes en Ranunculus sceleratus Linn.
Revelando la presencia de flavonoides y fenoles que pueden ayudar con fines

medicinales y comerciales®34,

Atci H, et al (2018), Determinaron la actividad antimicrobiana de Ranunculus
cericeus Banks & Sol frente a Staphylococcus aureus y la actividad antifungica
contra hongos de tipo Alternaria sp. Los resultados indicaron que las fracciones
de acetona y metanol tiene una actividad antibacteriana y antifungica

moderadal®-35,

Nolasco A, et al (2020), determinaron la efectividad antimicrobiana en el
experimento de la solucion que contiene un extracto hidroalcohdlico del recurso
vegetal de Passiflora ligularis Juss. “Granadilla” contra cepas certificadas de
Staphylococcus aureus. La prueba de control en el que se basé fue el farmaco
Amoxicilina, usando la prueba de analisis de varianza (ANOVA) hubo una
desigualdad importante de tratamientos con una estimacion de p<0,05. Por
altimo, el preparado que contiene la solucion hidroalcohdlica tuvo efectos

antibacterianos contra Staphylococcus aureus ATCC 2592317,

Pérez S, et al (2019), determinaron la actividad antimicrobiana de los principios
activos de Aspergillus fumigatus sobre cepas clinicas de Staphylococcus aureus.
Finalmente concluyeron lo siguiente, el extracto de Aspergillus fumigatus tiene
alcaloides, esteroles y terpenos; que contiene accion antibacteriana en agentes
etiol6gicos de Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus aureus sensibles y

resistentes?!®,



Aranguri D, et al (2017), determinaron que Gentianella bicolor "campanilla
morada" en estudio in vitro que las propiedades fisicas y quimicas de la planta
tiene inhibicion antibacteriana contra Escherichia coli y Staphylococcus aureus?®®.
Se identificaron antocianidinas, alcaloides, azUcares reductores, saponinas,
aminoacidos, Triterpenoides y / 0 esteroides cualitativos, lipidos, flavonoides y
taninos. Finalmente concluyeron que presenta efecto antibacteriano contra

Staphylococcus aureus!®?L,

La justificacion del estudio fue debido al incremento de enfermedades por
infecciones bacterianas, entre ellas Staphylococcus aureus que presentan
resistencia a meticilina, que con frecuencia se dio en personas que acudieron al
Hospital "Dr. Gustavo Aldereguia Lima", 55,0 %, ocasionando especialmente
contagios en la epidermis y mucosas 50,6 %. Quedando evidencia de la pérdida
del efecto farmacoldgico a macrélidos de segunda generacion como azitromicina
y eritromicina, mostrandose en pacientes que estaban en proceso de
recuperacion como en personas que se atendieron por consulta externa?’. Razén
por lo cual se estudia nuevas alternativas farmacologicas para combatir a
patdgenos oportunistas con recursos naturales medicinales, la especie
Ranunculus praemorsus Kunth ex DC (centella), las hojas machacadas se
aplican contra la micosis de las ufas, heridas, quemaduras, alergias y
tratamiento de obsesos como también para dolores reumaticos; el cocimiento es

empirico y tradicional.

El objetivo general del estudio fue evaluar el efecto antibacteriano in vitro del
extracto hidroalcoholico de las hojas de Ranunculus praemorsus Kunth ex DC

(centella) frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC: 25923.

La hipotesis general del estudio se describié como:

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Ranunculus praemorsus Kunth ex DC
(centella) presenta efecto antibacteriano frente a cepas de Staphylococcus
aureus ATCC: 25923



Il. MATERIALES Y METODOS

II.1. Enfoque y disefio de la investigacién

Enfoque: Cuantitativo.

Experimental: Ya que se vieron manipuladas las variables en condiciones
altamente controladas.

Analitico: Porque fue un estudio que evalu6 la igualdad entre las variables de
correlaciéon o causalidad.

Descriptivo: Se tratd de una investigacion que se limita a medir la presencia,
distribucion o caracteristicas de un fendmeno en una poblacion durante un
periodo de tiempo corto; una determinada enfermedad, mortalidad en la
poblacién entre otras.

Explicativo: Porque se busco interpretar la ocurrencia de un fenémeno.

Correlacional: Fueron procedimientos investigados en los cuales se trata de
determinar la relacion existente entre dos o mas variables de estudio,

manipulandolas especificamente.

[I.2. Poblacién, muestray muestreo

La poblacién vegetal: Fue constituida por 8 kilos de tallos y hojas de
Ranunculus praemorsus Kunth ex DC (centella) procedentes del caserio
Matarita, distrito de Matara, provincia de Cajamarca, a una altitud de 2819
m.s.n.m, en las coordenadas UTM: E: 803376.9 y N: 96773.7.

La poblacion Microbioldgica: Fue constituida por cepas de Staphylococcus
aureus ATCC: 25923, facilitadas por el Laboratorio Santa Rosa.

La muestra: Estuvo constituida por 317.4 gramos de hojas secas.

El muestreo: Fue no aleatorio considerando la zona de cultivo. Los 8 kilos de
hojas fue recolectadas en el caserio de Matarita, Distrito Matara, provincia

Cajamarca.



Muestra:

e Hojas de Ranunculus praemorsus Kunth ex DC (centella)

1. Recepcion de muestra
e Fecha 1 15-11-21

e Cantidad recibida :1582.69g

2. Tratamiento y extraccion de la droga vegetal
2.1 Tratamiento de la droga vegetal

Con el fin de adecuar la muestra para el posterior proceso de preparacion
del extracto hidroalcoholico, se realizaron las siguientes operaciones

previas:

] Selecciony Limpieza

Se elimind cuidadosamente los tallos y la tierra que pudiera estar
adherida sobre la superficie de las hojas, asi como aquellas que
estuvieran en mal estado o con signos de contaminacion microbiana o

por insectos.

e Cantidad de muestra :1582.6 g
e Cantidad hojas selecta: 1501.4 g
e Cantidad de residuos: :81.2g

[l Lavado

Con este proceso se eliminod todos los vestigios de tierra que pudieran
haber quedado sobre las hojas aplicando un flujo continuo de agua
potable a temperatura ambiente, posteriormente se desinfecto
empleando una solucién de hipoclorito de sodio, se enjuagdé con agua
destilada y se dejo a escurrir.

[l Secado

Este proceso consiste en eliminar gran parte del agua de la especie. Esto

debido a que la presencia de agua es el principal responsable de la
7



alteracion de la planta recolectada. Al descender la cantidad de agua, las
enzimas detienen su actividad, quedan inhibidas y la planta se conserva.

Asi mismo facilita el proceso de extraccion.

En este caso la muestra fue distribuida sobre bandejas de papel kraft y
secada por 72 horas empleando una estufa con aire recirculante a una

temperatura de 40 °C.

e Tiempo de secado: 72 horas
e Temperatura de secado: 40 °C

e Peso obtenido luego de proceso: 317.4 g

[l Molienda

La muestra una vez seca fue sometida a trituracion mecanica empleando
un mortero y pilén de porcelana, con la finalidad de reducir el tamafio de
particulas y aumentar el nUmero de las mismas para de esta manera hacer
mas eficiente el proceso de extraccion al incrementar la superficie de

contacto.

e Peso obtenido luego de la molienda: 316.8 g
] Extraccion

Macerado

El proceso de extraccion se realizO macerando, dentro de un frasco
ambar, el material obtenido luego de la molienda con etanol de 70°. El
proceso de maceracion se realizO durante 7 dias, sometiéndose a

agitacion mecanica cada 8 horas.

Cantidad de muestra a macerar: 200 g

Solvente: etanol 70 °

Cantidad de solvente: 1500 mL

e Dias de macerado: 7 dias

[l Filtrado



El liquido resultante del proceso de maceracion fue filtrado empleando

papel de filtro whatman N°1 y un embudo de vidrio.

e Cantidad liquido filtrado: 1250 ml

[ Obtencion extracto seco

Para facilitar la evaporacion del disolvente, el liquido filtrado fue vertido
sobre placas petri de vidrio y fue llevado a estufa de aire recirculante a

una temperatura de 40 °C hasta sequedad.

e Cantidad liquido a secar: 1250 ml
e Temperatura: 40 °C
e Tiempo de secado: 72 horas

e Cantidad extracto obtenido: 27.8 g

[1.3. Variables de investigacién

Variable independiente: Extracto hidroalcohdlico de las hojas de Ranunculus

praemorsus Kunth ex DC (centella).

Variable dependiente: Efecto antibacteriano frente a cepas de Staphylococcus

aureus.

I1.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Ficha ad doc. de obtencion de datos para la accion farmacoldgica:

e Prueba de solubilidad
e Marcha fitoquimica

e Actividad antibacteriana

[I.5. Plan metodoldgico pararecoleccion de datos

Los datos se expresaron como la media * la desviacion estandar de la media

(DS) del grupo problema y del grupo control.

[1.5.1 Andlisis previo del extracto hidroalcohdélico



a. indice afrosimétrico (IA): Colocamos 1.0 g de melcocha en una
probeta, luego adicionamos 10 ml de agua desionizada. Se agité por un
tiempo de 2 minutos donde se evidencié espuma. Lo que indica la
existencia de saponinas??.

b. Determinacion de pH a 25 °C: En un tubo de ensayo, se adicioné
0,5 g de extracto fluido de la muestra en 5 ml de etanol al 70 %, se agita
constantemente hasta disolucion a 25 °C. obteniendo 6.5 de pH.

Se analizo el pH con un equipo para medir denominado pHmetro marca

Hanna.

C. Prueba de solubilidad: En diferentes tubos de ensayo se agregé
0,5 gramos de extracto seco (melcocha) y 5 ml de solventes Eter de
petréleo, cloroformo, Diclometano, Butanol, etanol 96, etanol de 70,
Metanol y agua destilada, lo cual presento solubilidad en la escala polar

ligeramente alcohdlica.

[1.5.2. Marcha fitoquimica

El screening fitoquimico es una de las etapas iniciales de la investigacion
fitoquimica, que permite determinar cualitativamente los principales grupos
quimicos presentes en una planta y a partir de alli, se orientara la extraccion y/o
fraccionamiento de los extractos para el aislamiento de los grupos de
mayor interés, siguiendo los lineamientos de Olga Look de Ugaz?3.

En el siguiente estudio fotoquimico inicial se encontréo la presencia de
compuestos fendlicos, taninos, flavonoides, alcaloides, triterpenoides vy

glicésidos cardiotonicos?*.

[1.5.3. Actividad antibacteriana por el método Kirby Bauer

Método

Método: Difusion en disco - Kirby Bauer

Consistid en depositar sobre la superficie de una placa de petri con agar

previamente inoculada con el microorganismo, discos de papel secante
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impregnados con diferentes sustancias antibidticas.

a) Preparacion de Medio de Cultivo

e Agar Mueller Hinton

El medio de cultivo fue preparado partiendo de la base deshidratada y

siguiendo las indicaciones proporcionadas por el fabricante.

v Se pesé 7.6 de Agar Mueller Hinton deshidratado y se adicioné 200
ml de agua destilada, posteriormente se procedi6 a calentar con
agitacion constante hasta lograr la disolucion total del medio de cultivo,
por ultimo, se esteriliz6 empleando una autoclave sometiendo al medio
de cultivo a 15 libras de presion (121 °C) durante 15 minutos.

v Una vez finalizado el proceso en la autoclave se dejo enfriar hasta
gue el medio de cultivo alcanz6 una temperatura entre 45 °C — 50 °C y

se distribuyo6 en placas petri estériles de 90 x 15 mm.

b) Activacion de la cepa antibacteriana: Kwik-stik microbiologics -
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Para preparar el indculo se empled el producto Kwik-stik microbiologics®

gue contiene a las cepas de Staphylococcus aureus en un pellet.

e El Kwik-stik tiene en la parte superior una ampolla con liquido
hidratante, el cual fue liberado al apretar una sola vez la mencionada
ampolla que se encuentra en la tapa. Luego de realizar esta operacion
el Kwik-stik se mantuvo en posicion vertical para facilitar el flujo del
liqguido por el mango hasta la parte inferior de la unidad, que contiene
el granulo.

e Por ultimo, se presiono la parte inferior de la unidad para lograr una
suspension homogénea.

e De inmediato se procedi6 a saturar el hisopo, que contiene el producto,
con el material hidratado y se transfirio a una placa con agar TSA, la

cual fue incubada a 35 + 2 °C. durante 16-18 horas.
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c)

d)

f)

Preparacion de los extractos a ensayar: fue preparada a diferentes
concentraciones con etanol al 70 %, (20 %, 40 %, 60 %) para

posteriormente usarlos en pruebas microbioldgicas 2°.

Reactivaciéon de la cepa: Después de obtener la cepa de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 liofilizada, ésta fue inoculada usando agar tripticasa

soja (TSA) y se incubé a 35 °C. por 24 a 48 horas como se indica?®.

Preparacién del in6culo: Usando probetas con caldo nutritivo, se usé un
asa de Kolle a un diametro de diez centimetros de un mechero para
siembra del in6culo en placas de laboratorio que contengan agar Mueller-
Hinton, seguidamente las placas inoculadas se colocardn en una
incubadora a 37 °C por 24 horas, que sera adaptada a turbidez de 0,5
escala de McFarland (1,0 x 108 UFC/mI)?’,

Se realiz6 la suspension directa, en solucion salina (cloruro de sodio 0.9
%), de colonias obtenidas de cada una de las placas anteriormente
incubadas durante 24 horas?.

Inoculacion de placas: Los inéculos bacterianos ya estandarizados se
depositaron sobre la superficie del medio de cultivo sélido, con ayuda de
un hisopo esterilizado y siguiendo tres direcciones de siembra. Se lograra
una buena disgregacion del in6culo.

1 Dentro de los 15 minutos posteriores al ajuste de la turbidez del
in6culo, se procedid a sumergir un hisopo estéril en la suspension
obtenida; el hisopo se frotd varias veces presionando firmemente
sobre la pared interior del tubo y por encima del nivel del liquido,
esto con la finalidad de remover el exceso de inéculo.

1 Posteriormente se inocul6 sobre la superficie seca del agar Muller
Hinton, para esto se realizaron estrias en tres direcciones
diferentes rotando la placa 60° cada vez, esto con la finalidad de
asegurar una distribucion uniforme del indculo.

1 Previamente todas las placas fueron marcadas para

posteriormente colocar los discos.
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g) Grupos a ensayar:

Para la preparacion de los discos se emplearon discos de papel whatman
N° 1 de 6 mm de didmetro previamente esteriles. Cada uno de los discos

fue embebido con 10 uL de muestra de la siguiente manera:

e Discos emb ebidos con extracto de hojas de centella 60 %
e Discos embebidos con extracto de hojas de centella 40 %
e Discos embebidos con extracto de hojas de centella 20 %
e Discos embebidos con alcohol de 70 °

e Discos de gentamicina de 10 ug.

Posteriormente los discos fueron puestos sobre la superficie del medio
de cultivo sélido previamente inoculado con las cepas de Staphylococcus
aureus ATCC: 25923.

h) Incubacién:

Las placas se incubaron durante 16- 18 horas en posicion invertida a 35 *

2 °C dentro de los 15 minutos siguientes a la aplicacion de los discos.

i) Interpretacion de resultados: La lectura de los halos de inhibicion se

realizd con ayuda de un vernier.
[1.6. Procesamiento del analisis estadistico

Estos antecedentes se analizaron utilizando un software estadistico SPSS
version 25, y las estadisticas descriptivas de los conjuntos de datos se obtuvieron
con un 95 % de confianza. Confirmado una vez esto, se realizaron las pruebas
de ANOVA y Tukey usando un alfa de 0,05.

[1.7. Aspectos éticos

La presente propuesta de estudio se bas6 en estdndares éticos durante su
desarrollo, ya que se respeta normas de bioseguridad en laboratorios y respeto
al medio ambiente, disponiendo del manejo adecuado de los residuos sélidos y
biocontaminados, aplicando la normativa de bioseguridad y lineamientos de

Helsinki3O.
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1. RESULTADOS

[ll.1. Analisis de pH

En la tabla 1 se muestran los resultados del andlisis de pH del extracto

hidroalcohdlico de las hojas de Ranunculus praemorsus Kunth ex DC (centella).

Tabla 1. Resultados del ensayo de pH

N° | ANALISIS | RESULTADO
1 pH 6.5

Fuente: Elaboracién propia

Los resultados de pH muestran 6.5 para el extracto hidroalcohdlico de las hojas

de Ranunculus praemorsus Kunth ex DC (Centella).

3.1. Prueba de Solubilidad

Tabla 2. Resultados del ensayo de solubilidad

N° SOLVENTE RESULTADOS
1 | Eter de petréleo -

2 | Diclorometano -

3 | Cloroformo +

4 | Butanol -

5 | Etanol 96 +

6 | Etanol 70 +++

7 | Metanol ++

8 | Agua destilada ++

Dénde: (-) Insoluble (+) Poco soluble (++) Soluble (+++) Muy soluble

En la tabla 2 se puede apreciar que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Ranunculus praemorsus Kunth ex DC (Centella) fue muy soluble en etanol de
70°, soluble en metanol y agua, poco soluble en etanol de 96° y Cloroformo. A

diferencia de los solventes organicos que fue insoluble.
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[1l.2. Tamizaje fitoquimico

Tabla 3. Resultados del ensayo fitoquimico

N° ENSAYOS METABOLITO RESULTADO
1 Borntrager Antraquinonas ++
2 Cloruro férrico Compuestos fendlicos +++
3 | Liebermann-Burchard Terpenos y esteroides +
4 Dragendorff Alcaloides +++
5 Mayer Alcaloides +
6 Wagner Alcaloides +
7 Baljet Lactonas a, B-insaturadas +++
8 Gelatina Taninos -
9 Gelatina-sal Taninos +
10 NaOH 10 % Antocianinas ++
11 Benedict Azulcares reductores ++
12 Fehling Ay B Azulcares reductores +++
13 Espuma Saponinas +
14 Shinoda Flavonoides -
15 Ninhidrina Aminoécidos libres -

Dénde: (-) Ausencia (+) Leve (++) Moderado (+++) Abundante

En la tabla 3 del tamizaje fotoquimico en las pruebas de Cloruro férrico,
Dragendorff, Baljet, Fehling Ay B las identificaciones fueron abundantes para
Compuestos fendlicos, Alcaloides, Lactonas a, [B-insaturadas y Azucares
reductores. Con las pruebas de Dragendorff, NaOH 10 %, Benedict,
Liebermann-Burchard, Mayer, Wagner, Gelatina-sal, Espuma dieron leve a
moderado para Antraquinonas, Antocianinas, Azucares reductores, Terpenos y
esteroides, Alcaloides, Taninos y Saponinas. Cabe resaltar que no se logro

identificar flavonoides y aminoacidos libres.
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[11.3. Ensayo microbioldgico

Tabla 4. Halos de inhibicion del ensayo microbiologico en Staphylococcus aureus ATCC 25923

Diametros de inhibicion en mm

Microorganismo 20 % 40 % 60 % Gentamicina Etanol 70°

10 ug
25,09
25,04
25,15
24,96

25,05
24,98
25,14
25,00
25,04
25,03

25,05

Staphylococcus

aureus

ATCC 25923

Media

D[ OOOOOOO|O| OO0 O
D [ OOOOOO|O| OO O
D [ OOOOOO|OO| OO O
D [ OOOOOO|O| OO O

*Tamanfno de discos: 6 mm, por lo que al reportarse 6 mm es indicativo que no existe formacion halo de inhibicién.
*Concentracién del inéculo: 1.5 x 108 UFC/mL

En la tabla 4 se muestran los resultados del ensayo microbioldgico in vitro. Esto hace evidencia que el mayor halo de inhibicion medio
lo obtuvo el grupo Gentamicina 10 ug con 25,05 mm frente a Staphylococcus aureus ATCC: 25923. Sin embargo, los grupos

experimentales 20, 40 y 60 % evidenciaron un halo inhibicion medio de 6,00 mm.
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Tabla 5. Estadisticos descriptivos de los resultados del ensayo microbiolégico

Descriptivos

Estadistico
Media 9,8096
Limite
95 % de intervalo de | = 7,6223
. inferior
confianza para la :
) Limite
media . 11,9969
superior
Media recortada al 5 % 9,1699
Staphylococcus | Mediana 6,0000
aureus Varianza 59,238
ATCC 25923 Desv. Desviacion 7,69660
Minimo 6,00
Maximo 25,15
Rango 19,15
Rango intercuartil ,00
Asimetria 1,547
Curtosis ,407

En la tabla 5 se muestran los datos que corresponden a la estadistica descriptiva

con 95 % de intervalo de confianza para las medidas de tendencia central

(media, mediana) y medidas de dispersion (rango, desviacion estandar)

correspondientemente.

Para determinar la docimasia de las hipétesis planteadas es indispensable saber

si la distribucién de los resultados del ensayo microbioldgico in vitro es normal o

no, para esto se uso la prueba estadistica de Shapiro-Wilk ubicada en la tabla 6.
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Tabla 6. Prueba de normalidad por la prueba de Shapiro-Wilk

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk

Estadistico gl Sig. | Estadistico gl Sig.

Staphylococcus
aureus ,490 50 | ,000 ,491 50 | ,000
ATCC 25923

a. Correccion de significacion de Lilliefors

La tabla 6 muestra que el valor de la significancia asintética bilateral es menor al
0.05 (p<0,05) segun la prueba de Shapiro-Wilk para los resultados del ensayo
microbioldgico in vitro. Esto es evidencia de que no existe distribucion normal en

los resultados.

Tabla 7. Comparacion de medias por ANOVA.

ANOVA
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 2902,610 4 725,653 913153,450 ,000
Dentro de ,036 45 ,001
grupos
Total 2902,646 49

Ya que no se evidencio distribucion normal de los resultados, se ejecutd un
estadistico inferencial para determinar diferencia de medias a través del analisis
de varianzas (ANOVA). La tabla 7 muestra un valor de significancia asintética
bilateral menor al 0.05 para los resultados del ensayo microbiolégico in vitro con
la cepa bacteriana Staphylococcus aureus ATCC: 25923. Esto es evidencia de
que existe diferencia estadisticamente significativa entre los halos de inhibicién

medio entre los grupos del ensayo microbioldgico segun el estadistico ANOVA.

Para determinar si existen diferencias entre los halos de inhibicion medio entre

los grupos mediante multiples comparaciones se utilizo el estadistico de Tukey.
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La tabla 8 muestra que los valores de significancia asintotica bilateral son
mayores al 0.05 en las comparaciones entre los grupos al 20, 40 y 60 % frente
al grupo control (Etanol 70 °) en el ensayo microbiolégico con la cepa bacteriana
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Esto es evidencia de que no existe
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos experimentales y el
control. Sin embargo, se evidencia una diferencia estadisticamente significativa
entre el grupo Gentamicina 10 ug y los grupos experimentales que favorece al
grupo Gentamicina. Esto es evidencia de que los grupos experimentales al 20,
40 y 60 % no presentan efecto inhibidor del crecimiento de la cepa

Staphylococcus aureus.
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Tabla 8. Comparaciones multiples por la prueba de Tukey

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Staphylococcus aureus ATCC 25923

HSD Tukey
(1) Grupo (J) Grupo Diferencia de Desv. Sig. Intervalo de confianza al 95%

medias (I-J) Error Limite inferior | Limite superior
Control (Etanol 70 °) 19,04800" | ,01261 ,000 19,0122 19,0838
Gentamicina 10 ug Ext. 20 % 19,04800: ,01261 ,000 19,0122 19,0838
Ext. 40 % 19,04800 ,01261 ,000 19,0122 19,0838
Ext. 60 % 19,04800" | ,01261 ,000 19,0122 19,0838
Gentamicina 10 ug -19,04800" | ,01261 ,000 -19,0838 -19,0122
Control (Etanol 70°) Ext. 20 % ,00000 | ,01261 1,000 -,0358 ,0358
Ext. 40 % ,00000 | ,01261 1,000 -,0358 ,0358
Ext. 60 % ,00000 | ,01261 1,000 -,0358 ,0358
Gentamicina 10 ug -19,04800" | ,01261 ,000 -19,0838 -19,0122
Ext. 20 % Control (Etanol 70 °) ,00000 | ,01261 1,000 -,0358 ,0358
' Ext. 40 % ,00000 | ,01261 1,000 -,0358 ,0358
Ext. 60 % ,00000 | ,01261 1,000 -,0358 ,0358
Gentamicina 10 ug -19,04800" | ,01261 ,000 -19,0838 -19,0122
Ext. 40 % Control (Etanol 70 ©) ,00000 | ,01261 1,000 -,0358 ,0358
' Ext. 20 % ,00000 | ,01261 1,000 -,0358 ,0358
Ext. 60 % ,00000 | ,01261 1,000 -,0358 ,0358
Gentamicina 10 ug -19,04800" | ,01261 ,000 -19,0838 -19,0122
Ext. 60 % Control (Etanol 70 °) ,00000 | ,01261 1,000 -,0358 ,0358
' Ext. 20 % ,00000 | ,01261 1,000 -,0358 ,0358
Ext. 40 % ,00000 | ,01261 1,000 -,0358 ,0358

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

IV.1. Discusién de resultados

En el presente estudio del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Ranunculus
praemorsus Kunth ex DC (Centella) frente a cepas de Staphylococcus aureus
ATCC 25923, el primer ensayo fue la prueba de solubilidad, en la que los resultados
mostraron que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Ranunculus praemorsus
Kunth ex DC (Centella), fue muy soluble en etanol 70 °, soluble en metanol y agua
destilada, poco soluble en Etanol de 96 y Cloroformo e insolubles en otros
disolventes organicos apolares como el diclorometano, éter de petréleo y Butanol.
Esto es evidencia de la afinidad que posee el extracto hidroalcohdloco de las hojas
de Ranunculus praemorsus Kunth ex DC (Centella) por el solvente alcohdlico al 70
°; y en cuanto al ensayo de la marcha fitoquimica fueron identificados las
antraguinonas, compuestos fendlicos, terpenos y esteroides, alcaloides, lactonas
a, B-insaturadas, antocianinas, azlcares reductores, Taninos y saponinas. Cabe
resaltar que no se logré identificar flavonoides y aminoacidos libres; empleando el
método segun los lineamientos de Olga Lock de Ugaz?®, esto determina de las
posibles evidencias antimicrobianas que podria tener esta planta frente a cepas

antimicéticas y/o antibacterianas.

Los resultados del estudio fitoquimico de la presente investigacion coinciden con el
de Condori L. (2018) que en su estudio farmacoldgico realiz6 la marcha fitoquimica
identificando alcaloides, triterpenos, esteroides, compuestos fendlicos, taninos y
flavonoides. Sin embargo, a pesar de ser provenientes de diferentes lugares como
del sector Matarita, distrito de Matara, provincia de Cajamarca y departamento del
mismo nombre, este coincide con la muestra proveniente de Condori L.; el cual es
originario del anexo de Huayrapampa, Distrito de Lambrama ubicado entre los
3,500 y 4000 m. s. n. m de la Provincia de Abancay y Departamento de Apurimac.
Cabe resaltar que el presente estudio fue con las hojas y el estudio de Condori L.

con las raices?3!

De igual importancia coincide con algunos metabolitos del estudio de Deghima et
al (2021) quienes caracterizaron los extractos de acetato de etilo y n-butanol de

Ranunculus macrophyllus Desf. identificando un alto contenido tanto de
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compuestos fendlicos como de triterpenoides, apoyando el uso generalizado de
esta planta tradicional en algunos trastornos de la piel*#3?

Por otro lado, los informes de Chang (2018) sugieren que el Ranunculus Hiperbdreo
puede contener compuestos similares que estan vinculados con varias
bioactividades. Por otro lado, se sugirié que la bioactividad de la fraccion etandlico
ocurre a través de sustancias que tienen diferentes estructuras quimicas,
posiblemente péptidos y azucares, a diferencia de los compuestos antioxidantes

comunes33

Finalmente, el estudio de Madhulika (2020) mediante el analisis de espectroscopia
y cromatografia revel6 la presencia de flavonoides, fenoles y varios otros
fitoconstituyentes en Ranunculus sceleratus Linn. La validacion por espectroscopia
y cromatografia puede ayudar con fines medicinales y comerciales®*. Los estudios
realizados con Ranunculus coinciden en su mayoria sobre la composicion
fitoquimica de los metabolitos secundarios, a pesar de tener origenes diferentes,
por otro lado, se asemejan en su composicion fitoquimica en los ensayos realizados
en hoja y raiz. Considerando la falta de investigacién sobre el potencial de
bioactividad de Ranunculus praemorsus Kunth ex DC (Centella), este promete un

gran potencial biolégico.

Por otro lado, el ensayo microbiolégico in vitro para determinar la actividad
antibacteriana del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Ranunculus praemorsus
Kunth ex DC (Centella) a las concentraciones de 20 %, 40 % y 60 % frente a cepas
de Staphylococcus aureus ATCC 25923, evidencio que el extracto al 20 %, 40 % y
60 % generaron un halo de inhibicion medio de 6,00 mm. Ademas, se evidencio
que los 3 grupos experimentales no presentaron diferencias estadisticamente
significativas (p>0.05) frente al control (Etanol 70 °) a través de las pruebas
estadisticas de ANOVA y Tukey. Por lo tanto, segun la escala de Duraffourd esta

cepa bacteriana tiene una sensibilidad nula para los 3 extractos.

De igual importancia difiere del estudio de Khan et al (2016) quienes determinaron
las actividades antimicrobianas y antifungicas del extracto crudo y las fracciones
del extracto de Ranunculus muricatus mediante el método de difusion en agar. Se
observdé una zona de inhibicion contra Micrococcus luteus. Sin embargo, las

actividades antimicoticas fueron altas para los extractos crudos contra Candida
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albican. Los hallazgos de este estudio muestran que Ranunculus muricatus tiene

un buen impacto medicinalt>2*

De la misma manera coincide con el estudio de Atci y Karagdz (2018) quienes en
su estudio determinaron la actividad antimicrobiana de Ranunculus sericeus Banks
& Sol frente a Staphylococcus aureus A: fraccion de acetona (11 + 0,6), M: fraccién
de metanol (14 + 0,6) y la actividad antifungica contra hongos de tipo Alternaria sp.
A: fraccion de acetona (16.11), M: fraccion de metanol (14.44) y Fusarium sp. A:
fraccion de acetona (15,56), M: fraccion de metanol (6,00), los resultados indican
que las fracciones de acetona y metanol tienen una actividad antibacteriana y

antifingica moderada'®-36

Finalmente coincide con el estudio de Balemuay (2020) quien determino la actividad
antimicrobiana de Ranunculus bulbosus, las actividades antibacterianas y
antifingicas de la planta bajo investigacion se llevaron a cabo utilizando extracto
crudo mediante la aplicacion de disolventes n-hexano, cloroformo, acetato de etilo
y metanol. Los extractos crudos se probaron contra Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Citrobacter, Klebsiella neumoniae y
Salmonella typhi y tres patdgenos fungicos (Candida, Caspa y Tinea versicolor)
utilizando difusion de pocillos de agar a 100 mg, los resultados indicaron que el
extracto de acetato de etilo era potente y tenia efectos inhibidores y bactericidas /
fungicidas significativos para la mayoria de los organismos probados en
comparacién con otros extractos. Esta puede ser la posible alternativa para dar
respuesta a los problemas de farmacorresistencia que existen actualmente. Otros
estudios pueden considerar esta planta como una de las mejores candidatas para

los descubrimientos de un potente compuesto antimicrobiano3’

A pesar de que existen multiples estudios a nivel mundial sobre la actividad
antibacteriana y antifungica del género Ranunculus; existen minimos estudios
microbiolégicos sobre la especie Ranunculus praemorsus Kunth ex DC (Centella)
en el Perl. Se evalué el efecto antibacteriano sinérgico de rifamicina en propoleo
sobre bacterias grampositivas. Los autores presentaron la siguiente conclusion,
que la combinacion de rifamicina al 1 % unida al propoleo al 40 % presenta una
mayor actividad antibacteriana in vitro sobre bacterias grampositivas debido a su

efecto sinérgico®.
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IV.2. Conclusiones

Los estudios realizados en el presente trabajo nos permiten llegar a las siguientes

conclusiones:

1. El extracto hidroalcoholico de las hojas de Ranunculus praemorsus Kunth ex DC
(Centella) no presenta actividad antibacteriana frente a cepas de Staphylococcus
aureus ATCC 25923.

2. Los metabolitos secundarios que se identificaron en la prueba de la marcha
fitoquimica del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Ranunculus praemorsus
Kunth ex DC (Centella) fueron antraquinonas, compuestos fendlicos, Terpenos y
esteroides, alcaloides, lactonas a, [-insaturadas, antocianinas, azUcares

reductores, Taninos y saponinas.

3. El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Ranunculus praemorsus Kunth ex DC
(Centella) al 20, 40 y 60 % no poseen efecto antibacteriano in vitro frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

4. El extracto hidroalcohdélico de las hojas de Ranunculus praemorsus Kunth ex DC

(Centella) al 20, 40 y 60 % no superan el efecto inhibidor de la gentamicina 10 ug
frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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IV.3.

Recomendaciones

Realizar investigaciones con el extracto endlico de las hojas, raiz y flores
de Ranunculus praemorsus Kunth ex DC (Centella) frente a bacterias
diferentes a Staphylococcus aureus que ocasionan infecciones.

Efectuar andlisis con el extracto etanodlico de las hojas, raiz y flores de
Ranunculus praemorsus Kunth ex DC (Centella) frente a hongos que

ocasionan diferentes infecciones.

Iniciar investigaciones microbioldgicas con diferentes solventes (metanol,
cloroformo, diclorometano) de las hojas, raiz y flores de Ranunculus
praemorsus Kunth ex DC (Centella) frente a hongos y bacterias que

ocasionan diferentes infecciones.

Caracterizar la composicion fitoquimica de Ranunculus praemorsus Kunth
ex DC (Centella) a través de andlisis instrumentales como HPLC, IR,
RAMAN, NMR, etc.

Realizar analisis farmacoldgicos in vivo del extracto etandlico de las hojas,

raiz y flores de Ranunculus praemorsus Kunth ex DC (Centella)

Realizar analisis farmacoldgicos in vitro del extracto etandlico de las hojas,

raiz y flores de Ranunculus praemorsus Kunth ex DC (Centella)
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ANEXO A. Instrumentos de recoleccién de datos

MARCHA FITOQUIMICA DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LA
ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO

CONSTITUYENTES QUIMICOS ENSAYO REACCION
Carbohidratos Rvo. Molish
Azlcares reductores Rvo. Fehling
Compuestos fendlicos Rvo. FeCls 5 %
Taninos catéquicos Rvo. Gelatina 1 %
Flavonoides Rvo. Shinoda
Esteroides y triterpenoides Rvo. Liebermann Burchard
Cardendlidos Rvo. Baljet
. Rvo. Dragendorff
Alcaloides
Rvo. Mayer
Antraquinonas Rvo. Borntranger
CEPAS Escherichia ....... | Staphylococcus ......
Concentracion del Halos de inhibicion (mm)
extracto
hidroalcoholico N N
(%) X X
11213 1 2 3
100
75
50
25
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ANEXO B: Matriz de consistencia

Formulacion del problema

Objetivos

Hipotesis

Problema General

Objetivo General

Hipotesis General

¢Presentard efecto antibacteriano in vitro el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Ranunculus praemorsus
Kunth ex DC (centella) frente a cepas de
Staphylococcus aureus ATCC: 259237

Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Ranunculus praemorsus
Kunth  ex DC (centella) frente a cepas de
Staphylococcus aureus ATCC: 25923.

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Ranunculus
praemorsus Kunth ex DC (centella) presenta efecto
antibacteriano frente a cepas de Staphylococcus
aureus ATCC: 25923

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipotesis Especificas

cTendrda metabolitos secundarios el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Ranunculus praemorsus
Kunth ex DC (centella)?

Identificar los metabolitos secundarios en el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Ranunculus praemorsus
Kunth ex DC (centella) mediante analisis fitoquimico
cualitativo

El extracto hidroalcohdélico de las hojas de Ranunculus
praemorsus Kunth ex DC (centella) tiene metabolitos
secundarios

¢, Cual sera la concentracion del extracto hidroalcohélico
de las hojas de Ranunculus praemorsus Kunth ex DC
(centella) que posee efecto antibacteriano in vitro frente
a cepas de Staphylococcus aureus ATCC: 259237

Precisar la concentracion del extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Ranunculus praemorsus Kunth ex DC
(centella) que posee efecto antibacteriano in vitro frente
a cepas de Staphylococcus aureus ATCC:25923

Existe una concentracién del extracto hidroalcohdlico
de las hojas de Ranunculus praemorsus Kunth ex DC
(centella) que posee efecto antibacteriano in vitro
frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC:
25923.

¢,Cudl serd la actividad antibacteriana in vitro del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Ranunculus
praemorsus Kunth ex DC (centella) en comparacion con
Gentamicina de 10 pg frente a cepas de Staphylococcus
aureus ATCC: 25923?

Comparar la actividad antibacteriana in vitro del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Ranunculus praemorsus
Kunth ex DC (centella) con Gentamicina 10 ug
contenido del disco frente a cepas de Staphylococcus
aureus ATCC: 25923.

El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Ranunculus
praemorsus Kunth ex DC (centella) tiene actividad
antibacteriana in vitro en comparacion con
Gentamicina de 10 pg frente a cepas de
Staphylococcus aureus ATCC: 25923.
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. DEFINICION | DEFINICION N°
VARIABLES Tlp_o de CONCEPTU | OPERACION DIMENSION INDICADORES | ITE VALOR CRITERIOS
variable ES FINAL
AL AL M
Extracto
hidroalcohdlic
Se usa o es la forma
VARIABLE alcohcf)l de practica de
70°y concentrar y ++++
INDEPENDIEN
vegetales, obtener los Abundan
TE T 5 Rango de
gue puede principios , te .
: Presencia de presencia o
presentar activos que metabolitos e ausencia
Cualitativo efecto sintetizan los Tamizaje secundarios Moderad
antibacterian | vegetales. El fitoquimico o]
y o, extracto ++
Extracto Longitudin . : .
. : antiinflamator | hidroalcohdlic Leve
hidroalcohdlico al .
. io de acuerdo | o favorece la + ,
de las hojas de g Concentraci
al vegetal, el | extraccion de Escaso .
Ranunculus . I on final
alcohol sustancias Diluciones :
praemorsus Concentracion despues de
extrae las que del extracto e 60 % o
Kunth ex DC . ~ ) .. | es especificas 3 la dilucion
propiedades | desempefan | hidroalcohdlic 40 %
(centella) B
presentes en | algun tipo de o] 20 %
los actividad en
vegetales. nuestro
organismo

ANEXO C: Operacionalizacion de las variables
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. DEFINICION | DEFINICION Ne°
VARIABLES Tlp_o de CONCEPTUA | OPERACION DIMENSIONE | INDICADORE ITE VALOR CRITERIO
variable S S FINAL S
L AL M
La actividad
antibacteriana
Método Kirby
Bauer o
VARIABLE antibiograma
DEPENDIENTE nos ayudara a
S evaluar la
_ Conjunto de gctlwda_d Inhibicion . Evidencia
Cuantitativ antibacteriana del Crecimient
oy compuestos del extracto crecimiento _Hz_alq (_:Ie o] . _d_e .
2o que eliminan . o . inhibicion 2 X inhibicién
Longitudin hidroalcohdlico | bacteriano Sin
Efecto al 0 red_uc_en el de las hojas de (mm) crecimient c_je_
antibacteriano crecimiento Ranunculus o) crecimient
f microbiano 0]
rente a cepas praemorsus
de Kunth ex DC
Staphylococcus (centella)
aureus frente a cepas
de
Staphylococcu
S aureus.
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ANEXO D:

Clasificacién taxonémica
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ANEXO E: Certificado de andlisis de laboratorio

' Santa Rosatih.

BO TORIO BIOLOGICO Y ANALISIS CLINICO

“Afodel Bicentenariodel Peri: 200 afos de Independencia™

Informe de Resultados

Solicitado por: MUNOZ MENDO, JHAN CARLOS JOEL

IDROGO HUAMAN, GUIDO
Muestra: Extracto de hojas de Ranunculus praemorsus Kunth ex DC (Centella).
Cantidad: 27.8 gr

Fecha de ensayo: 03-12-2021

Diametros de inhibiciéon en mm

Microorganismo 60% 40% 20% Gentl::)micinn
ug
25,09
25,04
25,15
24,96
25,05
24,98
25,14
25,00
25,04
25,03

Etanol 70°

Staphylococcus
aureus

ATCC 25923

QA XXX
QAN
QA D
QAN

*Tamano de discos: 6mm, por lo que al reportarse 6mm es indicativo que no
existe formacion halo de inhibicion
*Concentracion del inoculo: 1.5 x 10*¥ UFC/mL

S

“ Lic. .M. Walter A. Siri/Rodriguez

CTMP. 10808

Jr. Comercio N° 597 Pachacamac Telf: 2311053 Cel. 941708196- 993446913
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ANEXO F: Certificado de la cepa

Microbiolo%ics i

Certificate of Analysis: Lyophlllzed Microorganism Specification and Performance Upon Rel

Specifications

Microorganism Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus
Catalog Number: 0360

Lot Number: 360-486**

Reference Number: ATCC® 25923 ™*

Passage from Reference: 3

Expiration Date: 2022/5/31

Release Information:

Quality Control Technologist: Alexandra D Quevi
Release Date: 2020/7/2

Performance
Macroscopic Features:

smooth, opaque, beta hemolytic
Microscopic Features:
Gram positive cocci occurring singly, in pairs and in irregular clusters

Medium:

Medium to large, convex, elnhre edge, both white and pale white colonies, SBAP

Method:
Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF (1)

See attached ID System results document.

Other Features/ Challenges: Results

(1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): positive

(1) Coagulase (rabbit plasma - tube): positive

(1) Beta Lactamase (Cefinase Disk): negative

(1) Ampicillin (10 mcg - Disk Susceptibility): 27 - 35 mm
(1) Penicillin (10 units - Disk Susceptibility): 26 - 37 mm
(1) Oxacillin (1 mcg - Disk Susceptibility): 18 - 24 mm

qlMM«L/L/v/f%

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

"Disda‘mef:Thelastdv’t(s&*dbemWMmmmwwmmwnmﬂyammWﬁmmwwonlhs

of the card, bi

d with the short incubation period, may

certfficate is the actual base

Mot 0 VIS 0 R LSS e e
4\ Refer to the enclosed product insert for i e sl fety
Individ ',. di are ble to a gr d culture collecti

ACCREDITED

REFERENCE MATERTAL PRODUCER
CERT #2035.02

ATCC Licensed '
\ Derwative )

(1) These tests are accredited to ISONEC 17025.

ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01

EaSemaris o ATEE RiCiohgen, 1h0 S Eotnsed b 00e WeSe TRlma oy s SOf s IS SR Rm A 28
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ANEXO G: Evidencias fotograficas del trabajo de campo

Hojas frescas sobre bandejas de papel
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Proceso de filtracion
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Marcha fitoquimica
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ANALISIS MICROBIOLOGICO

Staphylococcus aureus
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Siembra de placas con S. aureus
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