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RESUMEN

Objetivo: Conocer el efecto antibacteriano in vitro que presenta el extracto
hidroalcohdlico de la raiz de Paranephelius uniflorus poepp & Endl. (Chawi)

frente a cepas ATCC de Escherichia coli 25922 y Stafilococcus aureus 25923.

Métodos: Se realizd la extraccion mediante maceracién por 10 dias, luego se
realizaron las pruebas de solubilidad, tamizaje fitoquimico segun Olga Lock, asi
como la prueba de Kirby-bauer, a las concentraciones de 5%, 10%, 20 %,

40%,60%, 80% y 100 % frente a ciprofloxacino 5 ug (control positivo).

Resultados: En prueba de solubilidad el extracto se disolvi6 en solventes
polares y la prueba fitoquimica se identific6 a alcaloides y taninos como
metabolitos secundarios y finalmente el ensayo microbiolégico a
concentraciones de 20%,40%,60%,80% y 100% dieron un medida de halos de
inhibiciéon de 7.80 mm, 10 mm,13 mm,15 mm,16,50 mm para Escherichia coli
ATCC 25922y 7.80 mm, 10 mm,13 mm,15 mm,16,50 mm para Staphylococcus
aureus ATCC 25923.. Las estadisticas descriptivas revelaron diferencias
significativas entre cada grupo experimental, aunque ninguna fue superior al

control positivo.
Conclusiones: El extracto hidroalcohdlico de la raiz de Paranephelius uniflorus
Poepp & Endl presenta efecto antibacteriano in vitro frente a Escherichia coli y

Staphylococcus aureus.

Palabras claves: Paranephelius uniflorus, alcaloide, actividad antibacteriana.
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ABSTRACT

Objective: To know the in vitro antibacterial effect of the hydroalcoholic extract
of the root of Paranephelius uniflorus poepp & Endl. (Chawi) against ATCC

strains of Escherichia coli 25922, and Staphylococcus aureus 25923.

Methods: The extraction was carried out by maceration for 10 days, then the
solubility tests, phytochemical screening according to Olga Lock, as well as the
Kirby-bauer test, at concentrations of 5%, 10% 20%, 40% 80 % and 100% against

ciprofloxacin 5 ug (positive control).

Results: In the solubility test the extract was dissolved in polar solvents and the
phytochemical test was identified to alkaloids and tannins as secondary
metabolites and finally the microbiological assay at concentrations of
20%,40%,60%,80% and 100% gave a measurement of inhibition halos of 7.80
mm, 10 mm,13 mm,15 mm, 16.50 mm for Escherichia coli ATCC 25922 and 7.80
mm, 10 mm,13 mm,15 mm,16,50 mm for Staphylococcus aureus ATCC
25923. Descriptive statistics revealed significant differences between each

experimental group, although none were superior to the positive control.

Conclusions: The hydroalcoholic extract of the fruit of Paranephelius uniflorus
Poepp & Endl has an in vitro antibacterial effect against Escherichia coli and

Staphylococcus aureus.

Keywords: Paranephelius uniflorus, alkaloids, antibacterial activity.
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l. INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas han sido y siguen siendo un reto para la
humanidad, y a pesar de los avances cientificos muchas infecciones aun no
cuentan con tratamientos adecuados y efectivos, puesto que con el paso del
tiempo los microorganismos causantes de estas enfermedades han desarrollado
resistencia a los antibiodticos, esta situacion ha obligado al ser humano buscar
otras alternativas naturales de tratamiento y curacion, como lo son las plantas
medicinales, reduciendo su resistencia y patologias. Actualmente la presencia
de infecciones en la piel o tejidos epidérmico son comunmente provocado por
Staphylococcus aureus, y son las responsables del 90-96 % de las infecciones
provocadas por esta bacteria (1) (2). La Organizacion Panamericana de la Salud
afirma que entre grupos etarios mas afectados por Staphylococcus aureus estan
los nifios y ancianos, estos grupos encierran una tasa de mortalidad del 4 % de
nifios y ancianos; 10 % siendo los ancianos los que mas ayuda galénica
necesitan por la gravedad de sus cuadros clinicos y la presencia de
enfermedades concomitantes (3). Otro microorganismos denominado
Escherichia coli , tiene la capacidad de transmitir enfermedades graves a través
de sus cepas,las cuales pueden aparentar ser inofensivas, otras se vuelven
altamente virulentas al ser resistentes a innumerables tratamientos
farmacoldgicos, las personas infectadas por esta bacteria pueden presentar
vomitos, fiebre, célicos y diarreas; las personas con estos sintomas
generalmente se recuperan en diez dias, pero si no son tratados a tiempo existe
una gran probabilidad de muerte en las personas infectadas. Asimismo, la
trasmision de esta bacteria es a través de los alimentos contaminados, esto es
comun en paises de baja vigilancia sanitaria, pero en los ultimos afios, se han
evidenciado que Escherichia coli esta presente en aquellos paises con altos

estandares de reglamentacion en el manejo de alimentos (4).

La presencia de Escherichia coli como agente causal de enfermedades
diarreicas agudas (EDA) eleva las tasas de mortalidad de muerte entre 0,8 y 2
millones en nifios menores de 5 afos. La incidencia de EDA es alta en
Latinoamérica no es ajena a estos hechos, ya que por 100,000 habitantes se
presentan 110 infectados, con una tasa de mortalidad de 0.75 por cada 1000
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nifos menores a 5 afios (4% de mortalidad infantil) (5). En Peru, a travez de una
investigacion desarrollada por la Universidad Cayetano Heredia, demuestra que
este microorganismo es uno de los principales agentes causantes de diarrea en
nifos,debido a que son muy heterogéneos, encontrando E, coli enteropatogénica
(EPEC) en un 10,9% y E. coli enteroagregativa (EAEC) en un 9,9% fueron los

principales patdogenos (6).

Frente a la resistencia bacteriana y los efectos secundarios causados por los
antibioticos utilizados para controlar infecciones, se han utilizado desde mucho
tiempo las plantas medicinales como una fuente de atencion primaria,
predominantemente en comunidades donde los servicios de salud y la atencion
de un facultativo no llega y en las zonas donde las condiciones climatoldgicas y
tropicales favorecen la proliferacion de agentes patdégenos bacteriano (7). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) actualmente, estima que gran parte de
poblacion el 80 %, utiliza el conocimiento tradicional como medio de tratamiento
y curacién a sus dolencias, ya que estan conscientes de las propiedades
naturales que poseen estas plantas medicinales y su efectividad en el
tratamiento de enfermedades infecciosas (8). Bajo este contexto, se ha
demostrado que las plantas naturales poseen una alta capacidad de principios
activos, para su utilizacion en la fabricacién de nuevos farmacos que reaccionan
de manera positiva contra ciertas enfermedades infecciosas, gracias a sus

compuestos eficaces como agentes antimicrobianos (9).

Nuestro pais no es ajeno a esta problematica, la falta de prevencion del sistema
sanitario, la cada vez mas deteriorada infraestructura médica, la escasez de
profesionales, la falta de informacion sobre enfermedades, la escasez de agua,
y servicios basicos hace que sea vulnerable al ataque de patégenos, aunque se
vienen desarrollando esfuerzos como los del 2018 por los 15 hospitales mas
importantes del pais, aun el esfuerzo es insuficiente y cada afo el niumero de
pacientes por enfermedades bacterianas sigue en aumento con porcentaje

elevado de muertos y de resistencia a los antibi6ticos (10).

El Perd presenta una gran variedad y abundancia de plantas medicinales

autoctonas, que es uno de los pilares de la etnofarmacologia y la medicina
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tradicional desde la época Inca hasta la actualidad (11). Por lo que esta
investigacion pretende validar informacion etnobotanica reportada por las
comunidades locales, o proponer alternativas de uso de las especies vegetales

presentes en nuestra region andina.

Frente a esta problemética se formulé la siguiente pregunta principal de

investigacion.

¢, Cudl es el efecto antibacteriano in vitro que presenta el extracto hidroalcohélico
de la raiz de Paranephelius uniflorus poepp & Endl. (Chawi) frente a cepas ATCC

de Escherichia coli 25922 y Stafilococcus aureus 259237

Escherichia coli presenta un conjunto de cepas correspondientes a los bacilos
Gram negativos, anaerobios facultativos, de la familia Enterobacteriaceae,
pertenecientes a un grupo genéticamente heterogéneo, donde sus integrantes
se caracterizan por ser huéspedes en el tracto gastrointestinal de muchos
mamiferos, sin embargo, algunas cepas de esta especie han logrado causar
enfermedades intestinales y extraintestinales (12). Las cepas que producen
enfermedades entéricas, estos patdgenos representa una gran preocupacion a
la salud publica a nivel mundial, segun su capacidad virulenta y el mecanismo
por el cual causan la enfermedad estas cepas se agrupan segun la clasificacion
de Nataro y Keper en diarreogénicos y extraintestinales en el primer grupo se
encuentra: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.
coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli de
adherencia difusa (DAEC) y E. coli productora de toxina Shiga (STEC) (13).

Staphylococcus aureus considerado también un patégeno de gran importancia
implicado en una amplia gama de infecciones e intoxicaciones se caracteriza por
poseer multiples factores virulentos y por una alta capacidad de resistencia
contra los antibidticos, este agente patdgeno es considerado como una gran
amenaza para la salud publica, ya que es el principal causante de graves
infecciones transmitidas entre las comunidades y hospitales elevando los indices
de mortalidad y morbilidad (14). Este patdogeno grampositiva esférica de
aproximadamente 1um de diametro tiene la capacidad de multiplicarse para

formar racimos originando un analisis de catalasa positiva, en agar manitol
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salado forman una especie de colonias amarilladas doradas y pueden llegar a
ser betahemoliticas cuando son aplicadas en agar de sangre, asimismo tiene la

la capacidad de fermentacion, convirtiendo el manitol en acido lactico (14).

El Staphylococcus aureus esta implicado en dar lugar a varias enfermedades
gue suelen pasar por intoxicaciones alimentarias, endocarditis, osteomielitis, la
bacteriemia es un problema de salud publica emergente, siendo el estafilococo

uno de los patégenos mas variables (14).

La actividad antimicrobiana es la facultad que un compuesto presenta para lograr
inhibir el crecimiento de una poblacion bacteriana o para eliminarla y que puede
expresarse cuantitativamente mediante ensayos in vitro. Se puede medir en CIM
o en CBM, mediante la actividad antimicrobiana se puede comparar diferentes

compuestos y demostrar su eficiencia y eficacia. (15).

El extracto hidroalcohdlico es un proceso realizado a temperatura ambiente y
protegido de la luz, en el cual consiste en la extraccion de los metabolitos activos
gue se encuentran en las plantas, el procedimiento inicia con el material vegetal
fraccionado y sumergido en una solucién solvente formado por una mezcla de
agua y alcohol etc, hasta que este penetre y disuelva las fracciones solubles,
reposando por 2 a 14 dias con agitacién hasta el punto de disolucién de las
particulas solubles para posteriormente proceder al filtrado de dicha solucion, se
prensa el residuo y se recupera el solvente en evapor rotatorio y se obtiene el
extracto (15).

Los antecedentes internacionales revisados para el desarrollo de la investigacion

fueron:

Monica L, et al (2020), Evalud la actividad bactericida in vitro de las semillas de
chenopodium quinoa willd. y las hojas de Artemisea dracunculus L. Se prepar6
un extracto metandlico y se evalu6 en cepas de Staphylococcus aureus ATCC
6538 Y Escherichia coli ATCC 25922. Se emple6 el método de difusion en pozo
y la concentracion empleada fue 0.02 g/ml. Los resultados demostraron una
actividad bactericida de 30,67 mm para E. Coli y de 32 mm para S. aureus, el

extracto de C. quinoa (quinua) presento una actividad bactericida de 28.33 mm
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para S. aureus y de 30 mm para E. Coli. Ambas cepas registraron sensibilidad
alta frente a cepas de S. aureus y E. coli presentaron baja sensibilidad (16).
Vinod K, et al (2019), evaluaron la composicion quimica y la actividad
antibacteriana del aceite esencial de Senecio graciliflorus frente a Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Salmonella typhi, dando
como resultado que el aceite esencial de Senecio graciliflorus present6 un halo
de inhibicion de 8,6, 6,0, 4,2, y 3,3 mm frente a Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella typhi y Pseudomonas aeruginosa demostrando asi
actividad antibacteriana solo frente a una cepa (17).

Sabry S, et al (2021), Evaluo el efecto in vitro del extracto de partes vegetales
de Senecio glaucus frente a bacterias Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa, Se preparo los extractos metanodlicos para cada parte de la planta
vegetal como tallo, raiz y hoja, recolectados en diferentes zonas. Los resultados
mostraron que el extracto metandlico de la raiz, tallo y hoja presentan actividad
antibacteriana frente a Escherichia coli con halos de inhibicion de 25,15y 15 mm,
sin embargo frente a Pseudomonas aeruginosa demostré resultados negativos

de inhibicién (18).
Antecedentes nacionales (3)

Edwin S, et al (2022), Evalud la actividad antibacteriana in vitro del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Senecio canescens Humb. & Bonpl. Cuatrec.
(wila wila) frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia
coli ATCC 25922. Se determind la actividad antibacteriana in vitro mediante la
técnica de kirby Bauer a concentraciones de 100, 80, 60 y 40 % del extracto
hidroalcohdlico frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Escherichia coli ATCC 25922 utilizando como control positivo al antibiotico
ciprofloxacino de 5 ug. Los resultados demostraron que el extracto
hidroalcohdlico en concentracién de 100, 80, 60 y 40 % presentaron halo de
inhibicion promedio de 12,16, 9,23, 8,3 y 7,36 mm respectivamente frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923 las cuales fueron comparadas con
ciprofloxacino de 5 ug logrando un promedio de halo de inhibicién de 38 mm; sin

embargo, a la concentracion del 100 % se determiné halo de inhibicion promedio
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de 7,2 mm frente a Escherichia coli ATCC 25922 comparado con el control
positivo que alcanzd un promedio de halo de inhibicion de 50 mm (19).

Alonso E (2019), Evaluo el efecto antibacteriano in vitro del extracto acuoso de
hojas de Bidens pilosa (cadillo) frente a Staphylococcus aureus por el método de
meétodo de Kirby-Bauer. Los resultados evidenciaron que para el grupo control,
el tamafo de halo alcanzado fue de 6.0 mm, para el grupo estandar, el tamafio
del halo alcanz6 26.8 £ 1.46 mm, para el grupo experimental 1 el tamafio del halo
alcanzo 15.4 + 0.60 mm y para el grupo experimental 2 el tamafio de halo alcanz6
20.1 £ 1.10 mm (20).

Huillca L. et al (2020), Evalu6 el efecto antimicrobiano in vitro de los liposomas
que fueron preparados con el extracto hidroalcohdlico al 70 % de Senecio
rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”’, se determind la concentracion minima
inhibitoria del extracto frente a Pseudomonas aeruginosa con un valor de 0,125
mg y el halo maximo de 17,306 mm a una concentracion de 160 mg, luego se
procedido a la elaboracion de los liposomas utilizando componentes como
fosfatidilcolina, donde fueron sometidos a diferentes pruebas y controles
microbiolégicos donde se demostré la ausencia de microorganismos que puedan
alterar su composicion, seguidamente se evaluo la actividad antibacteriana in
vitro de los liposomas mediante el método de microdilucién en caldo y la turbidez
(lectura al espectrometro UV. Visible), donde se emplearon concentraciones de
12, 25, 50, 100 y 200 mg del extracto respectivamente. Se determina que en las
5 concentraciones del extracto hidroalcohdlico impidieron el desarrollo
microbiano de la cepa en estudio, pero a 200 mg (7 %) y a 100 mg (11 %)

obtuvieron un mejor efecto antibacteriano (22).

Luego de la siguiente revision de los antecedentes, se planteé el siguiente

objetivo principal:

Conocer el efecto antibacteriano in vitro que presenta el extracto hidroalcohdlico
de la raiz de Paranephelius uniflorus poepp & Endl. (Chawi) frente a cepas ATCC

de Escherichia coli 25922 y Stafilococcus aureus 25923.
La hipotesis principal es:

El extracto hidroalcohdlico de la raiz de Paranephelius uniflorus poepp & Endl.
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I.1.

.2.

(Chawi) presenta efecto antibacteriano in vitro frente a cepas ATCC de

Escherichia coli 25922 y Stafilococcus aureus 25923.

El presente trabajo de investigacion pretende proporcionar opciones terapéuticas
en el tratamiento de infecciones producidas por Escherichia coli 25922 y
Stafilococcus Aureus 25923, para contrarrestar los efectos nocivos que producen
estas bacterias en humanos, de esta manera reducir costos del tratamiento,

ademas de reducir la tasa de muertes en la poblacion.

MATERIALES Y METODOS

Enfoque y disefio de la investigacién

» Cuantitativo: Porque los datos recolectados y analizados fueron servidos
para presentar informacibn numérica que puedan probar la hipotesis
planteada con base en la medicion numérica y el andlisis estadistico de los
resultados (21).

» Transversal: Porque el estudio se realiz6 en un periodo determinado, la
medicion sera por Unica vez (22).

» Prospectivo: Porque una vez definido el inicio del estudio, se realizé un
seguimiento y se recogeran los datos en el tiempo que van sucediendo.

» Experimental: Porque se manipul6 intencionalmente la variable concentracién
del extracto etandlico de Chawi para demostrar la relacién causa efecto.

Poblacién, muestray muestreo

Poblacién: Estuvo conformada por 5 kg de raiz de Paranephelius uniflorus

poepp & Endl, el cual se recolect6 en el distrito de Sicuani, Provincia de Canchis,

departamento de Cuzco a una altura de 3550 m.s.n.m. y a una geolocalizacion

de 14°16'12.14" S; 71°13'63.67" W. Para la recoleccion de las raices de

Paranephelius uniflorus poepp & Endl (Chawi), se usé implementos de

bioseguridad, las raices recolectadas fueron colocadas sobre papel Kraft y se

acondiciono en cajas y fueron enviadas a la ciudad de Arequipa.

La identificacion de la especie vegetal fue confirmada por un profesional biélogo

con experiencia en identificacién taxonémica en la Universidad Nacional de San

Agustin (UNSA) que emiti6é un certificado en conformidad a la identificacién de la

especie vegetal.
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—— v Gococale

Figura 1: Lugar de recoleccion distrito de Sicuani, Provincia de Canchis,
departamento de Cuzco a una altura de 3550 m.s.n.m.

Muestra: Se empleé 300 gramos de raices seleccionadas y desecadas de
Paranephelius uniflorus Poepp & Endl. (Chawi), con los que se procedi6 a
realizar la extraccion.

Identificacion de la unidad de analisis

La unidad de estudios estuvo comprendida por las raices de Paranephelius
uniflorus Poepp & Endl. (Chawi), recolectadas en el distrito de Sicuani, la cual
esta geolocalizada por GPS: 14° 16' 9.98" Sur, 71° 13' 34" Oeste; se encuentra
a unos 3 550 msnm. Provincia de Canchis, regiéon Cusco.

Criterios de inclusion:

- Raices en buen estado, frescas y limpias de Paranephelius uniflorus
Poepp & Endl. (Chawi).

- Recolectadas en el distrito de Sicuani, Provincia Canchis, regién Cusco.

Criterios de exclusion:

- Raices deterioradas, no frescas y que tengan contaminacion por hongos

de Paranephelius uniflorus Poepp & Endl. (Chawi).

- Raices recolectadas de otros lugares que no sean de Sicuani.
El muestreo: A realizar fue no probabilistico por conveniencia, considerando la

facilidad de acceso y disponibilidad del lugar de recoleccion de la muestra.
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1.3.

11.4.

Variables de investigacion

Variable independiente: Extracto hidroalcohdlico de las raices de
Paranephelius uniflorus poepp & Endl. “Chawi”

Definicion Conceptual: Soluciéon hidroalcohdlico obtenidos por maceracion con
solvente polar el cual contiene las propiedades medicinales de la planta en
concentraciones al 5%, 10%, 20%, 40%, 80% y 100% de la raiz de
Paranephelius uniflorus poepp & Endl (Chawi).

Definicién operacional: Extracto elaborado de la raiz de Paranephelius
uniflorus poepp & Endl (Chawi) obtenida por maceracién con etanol 70 %.
Variable dependiente: Actividad antibacteriana sobre Sthaphylococcus aureus
y Escherichia coli.

Definicion conceptual: Disminucion o inhibicién del crecimiento bacteriano por
parte de la exposicion a una sustancia (26) (27).

Definicién operacional: Disminucién o inhibicidn del crecimiento bacteriano por
empleo del extracto hidroalcohdlico de las raices de Paranephelius uniflorus
poepp & Endl. “Chawi”.

Técnicas e instrumentos para la recoleccion de datos

La técnica empleada para la recopilacion de informacion se llevo a cabo a travées
del Método de Difusién en agar disco de Kirby Bauer, el cual es un método
estandarizado que permite analizar la actividad antimicrobiana mediante la
lectura de halos de inhibicién (28).

El instrumento correspondiente a las caracteristicas de este estudio fue de tipo
metrito digital, denominado vernier, el cual permitié6 analizar las diferentes
medidas de los halos de inhibicion.

» Ficha de recoleccién de datos para la actividad antimicrobiana del extracto
hidroalcohodlico de la raiz de Paranephelius uniflorus poepp & Endl.
“Chawi”.

Esta ficha fue elaborada siguiendo la informacion referencial citada por
Baez Alcida, la cual estd dividida en dos partes, ya que son 2
microorganismos empleados para la determinacion del efecto
antimicrobiano (29). Se considerara las concentraciones de extracto
hidroalcoholico en las concentraciones de 100%, 80%, 40%, 20%, 10% y
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1.5.

5%; se realizar6 por quintuplicado, y se logré medir los halos de inhibicién
de crecimiento expresados en milimetros. Adicionalmente se comparé
con disco de sensibilidad de ciprofloxacino 5 ug como control positivo y
un control negativo que fue el solvente elegido en la prueba de solubilidad.
» Ficha de recoleccion de datos de la marcha fitoquimica del extracto
etandlico de la raiz de Paranephelius uniflorus poepp & Endl. “chawi”.
Esta ficha fue elaborada siguiendo la informacién referencial citada por
Olga Lock, donde se recolectd los resultados cualitativos de los
metabolitos secundarios presentes en el extracto, evidenciados mediante
reactivos quimicos. La mediciébn es una reaccion positiva si existe
coloracion o precipitado caracteristico para cada ensayo; y es negativo Si
no presenta cambio en el ensayo realizado (29).
» Ficha de recopilacion de datos de prueba de solubilidad
Esta ficha fue elaborada siguiendo la informacién referencial citada por
sanchez edwin. el extracto hidroalcohdlico obtenido fue sometido a
diferentes solventes, estos datos fueron recogidos en esta ficha contiene
los solventes empleados y lo que se espera obtener es si el extracto es
soluble, mediante observacion (29).
Plan metodoldgico para la recoleccion de datos
[1.5.1 Elaboracién del extracto
El presente proyecto de investigacion se desarroll6 en las instalaciones del
laboratorio de control de calidad de Industrias Médicas y Farmacéuticas S.R.L.
ubicado en cerro colorado, Arequipa.
La técnica que se utilizd fue la maceracion, con la que se elabor6 el extracto
hidroalcoholico de Paranephelius uniflorus poepp & Endl (Chawi). Se recolect6
aproximadamente 5 kilos de raiz de Paranephelius uniflorus (Chawi), las
muestras estuvieron frescas, sin dafios y sin contaminacion por plagas; lavadas
con agua destilada y puestas a secar a temperatura ambiente para su secado,
asi mismo, se recolectd dos ejemplares y otras partes de la planta para el estudio
taxonémico.
Luego se tomaron 300 gramos de muestra seca y fueron pulverizadoss con un
molino eléctrico de cuchillas se agregd a cada muestra vegetal 500 mL de

solucion hidroalcohdlica al 70% p/v, donde se utilizé un alcoholimetro para medir
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el grado alcohdlico, se transferié a una botella de vidrio color ambar de 1 litro y
se dej6 macerar durante 10 dias, en agitacién constante con movimientos
circulares durante unos 5 minutos cada 12 horas (30). Transcurrido el tiempo, se
filtr6 en papel whatman, se recepcion6 en un vaso beacker de 500 ml, luego se
llevo a un el Rota vapor a 40°C, obteniendo el extracto hidroalcohdlico al 100%
(31).
[1.5.2 Prueba de solubilidad
Para la prueba de solubilidad se realizé segun el método propuesto por Sanchez
Edwin, en la cual una vez que se obtenga el extracto hidroalcohdlico de
Paranephelius uniflorus poepp & Endl (Chawi), se realizé la prueba de
solubilidad; para ello emplearemos 5 solventes diferentes en 5 tubos de ensayo,
se afladio 1 ml a cada solvente para cada tubo de ensayo, con 1 ml de muestra
donde se observé visualmente si es soluble o no con los siguientes solventes
(32):

» Tubo 1: cloroformo
Tubo 2: Etanol
Tuvo 3: Metanol

Tubo 4: Agua destilada

YV V VYV V

Tubo 5: N-Hexano

[1.5.3 Marcha fitoquimica

Para el desarrollo de la marcha fotoquimica se seguio el procedimiento de Olga
Lock, el cual se realiz6 para determinar los metabolitos presentes en el extracto
hidroalcohdlico de Paranephelius uniflorus poepp & Endl (Chawi), de forma
cualitativa, los cuales se evidenciaron de acuerdo a las reacciones quimicas
tanto por coloracion o precipitacion, las técnicas quimicas que se utilizardn son
las siguientes (33) :

» Alcaloides: Se empleo la reaccion con Dragendorff, donde en un tubo de
ensayo se agreg6é 0.5 mL gotas de la muestra (solucion extracto
hidroalcoholico de Paranephelius uniflorus poepp & Endl (Chawi) y
seguidamente se adicion6 0.5 mL de &cido clorhidrico a una concentracién
al 10% y se agrego 3 gotas de Dragendorff. Si la precipitacion es de color

naranja ladrillo entonces la reaccion es positiva.
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» Compuesto fenodlico: Se empled la Reaccion de Tricloruro Feérrico,
consiste en la mezcla de 0.5 mL de la muestra (solucién extracto
hidroalcohodlico de Paranephelius uniflorus poepp & Endl (Chawi.) y se
agrego 3 gotas de tricloruro férrico todo ello en un tubo de ensayo. Si la
coloracion resultante es verde azul evidencia la existencia de taninos.

» Compuesto fendlico: Se empleo la Reaccién de Gelatina, se agregé 0.5
mL del extracto hidroalcohodlico de Paranephelius uniflorus poepp & Endl
(chawi.) y se agrego 3 gotas de Gelatina, todo ello en tuyo de ensayo. Si
se llega a observar una coloracién blanca con un precipitado denso
evidencia la existencia de taninos.

» Compuestos fendlico: Se empleé la Reaccion con Shinoda, se agreg6 1
mL del extracto hidroalcohdlico de Paranephelius uniflorus poepp & Endl
(chawi.), se agrego6 limaduras de magnesio y 3 gotas de &cido clorhidrico
concentrado todo ello en tubo de ensayo. Si se observa una coloracion
rosa o rojo se confirma la existencia de flavonoides cuando el magnesio
es oxidado por el acido clorhidrico concentrado se forma H:z (eliminado en
forma de gas); el MgClz, crea complejos con los flavonoides dando
coloraciones caracteristicas.

» Aminoéacidos: Se emple6 la Reaccién de Ninhidrina, se agregd 0.5 mL de
extracto hidroalcoholico de Paranephelius uniflorus poepp & Endl (chawi.)
y se agregd 3 gotas de reactivo de Ninhidrina todo ello en un tubo de
ensayo y se llevé a bafio maria a 45°C por 10 minutos, luego se retiré y se
dej6 enfriar y la formacién de un color azul-violeta indica la presencia de
aminoacidos.

[1.5.4 Actividad antibacteriana

La evaluacion de la actividad antimicrobiana fue mediante el método de difusion
en agar con discos segun Kirby Bauer, este método permitio la determinacion de
la actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico de Paranephelius
uniflorus poepp & Endl (chawi) frente a cepas ATCC de Escherichia coli 25922 y
Stafilococcus aureus 25923. El ensayo para cada dilucion se realizé por

quintuplicado para cada concentracion (13).
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Las muestras de fotos e imagenes del laboratorio donde se desarroll6 la parte
experimental, fueron expuestas en los anexos, asi como el certificado otorgado
por el Gerente General de empresa y su responsable de Laboratorio.

La activacién de las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia
coli ATCC 25922 fueron reactivadas en medio de cultivo Agar Mueller Hinton a
35 °C de 2 a 8 horas,manteniendo las medidas de bioseguridad especificadas
por el provedor en la documentacion manual de bioseguridad técnica y de
laboratorio elaborado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (28) (29).
Luego se sembré en placas de Agar Mac Conkey y Agar Manitol Salado, los
cuales son medios selectivos para Escherichia coli y Estafilococo aureus
respectivamente (13).

Las preparaciones de los caldos de cultivo y los medios de cultivo (agares), se
elaboraron de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se esterilizé en
autoclave a 121°C por 15 minutos, luego de ello se colocara el medio cultivo
(agar) se coloco en placas petri estériles hasta su empleo de acuerdo a la
metodologia.

Preparacion de Caldo Peptonado: se suspendié 15 gramos del polvo dentro de
1 litro de agua purificada. Se mezclé calentando hasta hierva durante 1 minuto y
luego se distribuird en recipientes adecuados. Finalmente se llevara a esterilizar
en autoclave a una temperatura de 121°C durante 15 minutos (35).

Preparacion de Agar Mac Conkey: se suspendio 50 gramos del polvo dentro 1
litro de agua purificada. Para que durante 5 minutos repose, posteriormente
calentar y realizando una ligera pero frecuente agitacion y finalmente, llevarlo a
ebullicién durante 1 a 2 minutos hasta que la mezcla se disuelva por completo.
Se distribuira en recipientes apropiados y esterilizara en autoclave a una
temperatura de 121°C durante 15 minutos (35).

Preparacion de Agar Mueller Hinton: se suspendié 37 gramos del polvo dentro 1
litro de agua purificada y dejando en reposo por 10 a 15 minutos. Se calent6 con
ligera agitaciéon frecuentemente y llegar a hervir durante 1 minuto para disolverse
completamente. Se esteriliz6 a una temperatura de 121°C durante 15 minutos.
Se enfriara a una temperatura de 45° o 50°C para luego distribuirlas en volumen
adecuado en las placas de Petri estériles y asi llegar a un espesor de 4 mm en

superficie horizontal (25-30 ml en placas de 9 cm de diametro) (35).
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Preparacion de Agar Manitol Salado: Suspender 111 gramos del polvo dentro 1
litro de agua purificada. Dejando en reposo durante 5 minutos y calentar con
ligera agitacion frecuentemente y llevando a ebullicién durante 1 o 2 minutos
para que se disuelva por completo. Y distribuirlas en recipientes apropiados y
esterilizar en autoclave a una temperatura de 118 o 121°C durante 15 minutos.
Se dejara a que se enfrié para luego distribuirlas en placas de Petri estériles (35).
Los inéculos preparados con cepas de Escherichia coli y Estafilococo aureus se
sembraron por separado en placas de Agar Mueller Hinton, para ello sembrar el
inéculo uniformemente sobre la superficie del medio con el hisopo estéril o asa.
Al momento de hacer esta siembra se realizé en tres direcciones distintas. Evitar
in6culo muy concentrado o muy diluido. Permitir que la superficie del medio
sembrado se seque durante 5 a 20 minutos, manteniendo la placa petri con la
tapa cerrada. Se uso6 un dispensador o pinzas estériles para colocar el disco en
la superficie del agar, con estas presionar suavemente el disco contra el agar
para asegurar un contacto uniforme (28).
Se sembré 24 placas petri con agar Mueller Hinton para cada cepa empleada,
fueron colocadas en una incubadora a 37° C x 24 horas, luego de los cuales se
retir6 del equipo incubador, y se procedié a medir los halos de crecimiento
inhibido empleando una regla vernier, el cual expresa la medida en milimetros y
posteriormente se registro los datos en la ficha de recoleccion de datos para el
estudio microbioldgico.
El tamafio de halo de inhibiciébn se relacioné directamente con el efecto
antibacteriano del extracto hidroalcoholico de Paranephelius uniflorus (Chawi).
Para la preparacion de discos de sensibilidad se utilizd6 un perforador
convencional para obtener los discos de papel Whatman, con un didmetro de 6
mm y serdn esterilizados a 121 °C por un lapso de 30 minutos.Fueron embebidos
con cada concentracion a ensayar del extracto hidroalcohdlico de Chawi. Luego
se procedio a colocarlos sobre la superficie del medio inoculado previamente con
la cepa correspondiente (31).

» Grupo I: Discos embebidos con el solvente elegido.

» Grupo lI: Discos embebidos con extracto hidroalcoholico de la raiz de

chawi. Al 100%
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1.6.

1.7.

» Grupo llI: Discos embebidos con extracto hidroalcoholico de la raiz de
chawi. Al 80%
» Grupo IV: Discos embebidos con extracto hidroalcoholico de la raiz de
chawi. Al 40%
» Grupo V: Discos embebidos con extracto hidroalcoholico de la raiz de
chawi. Al 20%
» Grupo VI: Discos embebidos con extracto hidroalcoholico de la raiz de
chawi. Al 10%
» Grupo VII: Discos embebidos con extracto hidroalcoholico de la raiz de
chawi. Al 5%
» Grupo VIII: Discos embebidos con ciprofloxacino 5 ug.
Seguidamente se invierte las placas inoculadas y fueron colocadas en la
incubadora a 37 °C de temperatura por 24 horas. Cada ensayo se realizé por
quintuplicado (36).
Procesamiento del analisis estadistico
Los datos obtenidos de la parte experimental fueron evaluados utilizando la
version disponible del Statistical Package for Social Sciences (SPSS), programa
estadistico que permitira el analisis de la media y promedio de cada uno de los
datos obtenidos.
Aspectos Eticos
En la presente investigacion se tomd en cuenta los aspectos bioéticos de
anatomia, no maleficencia, beneficencia y justicia. Asimismo, los autores de este
proyecto son los Unicos responsables de la informacién brindada, asimismo se
someti6 por el programa de antiplagio-turnitin para ver la originalidad del trabajo
presentando, asimismo cumpliendo con todas las normas para el uso de
antecedentes y referencias para no usurpar el trabajo realizados por otros
investigadores y cumpliendo con las normas establecidas por la universidad

Maria Auxiliadora.
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[l. RESULTADOS

TABLA 1. Solubilidad del extracto hidroalcohélico de Paranephelius
uniflorus Poepp & Endl.

SOLVENTE SOLUBILIDAD
Etanol i
Metanol +++
Cloroformo -
Agua destilada +++
N- hexano -
LEYENDA:

Alta solubilidad
Mediana solubilidad
Baja solubilidad

Totalmente insoluble

TABLA 2. Determinacién de metabolitos secundarios en extracto
hidroalcohélico de Paranephelius uniflorus Poepp & Endl.

Metabolitos Ensayo Resultado
Secundarios
Alcaloides Reaccion de Drangenforff ++
Reaccion de Tricloruro férrico +
Compuestos Reaccion de Gelatina -
Fendlicos Y Reaccién con Shinoda -
Flavonoides

Aminoacidos

Reaccion Ninhidrina

LEYENDA
Ausente -
Escaso +
Leve ++

Moderado ++
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Tabla 3. Efecto del extracto hidroalcohdlico de Paranephelius uniflorus
Poepp & Endl. Frente a E. coli 25922.

Tratamiento n Mediana
(mm)
Ciprofloxacino 5 25,0
100% EH P.
uniflorus 5 16,5
80% EH P. uniflorus 5 15,0
60% EH P. uniflorus 5 13,0
40% EH P. uniflorus 5 10,0
20% EH P. uniflorus 5 7,8
10% EH P. uniflorus 5 6,0
5% EH P. uniflorus 5 6,0
Blanco 5 6,0

K=43,723 p=6,419 x10”/

Como se observa en la Tabla 3 y Figura 1 con una confiabilidad del 95%
podemos concluir que existen diferencias estadisticas entre cada uno de los
tratamientos evaluados (K=43,723; p=6,419x10") correspondiendo al 100% de
extracto hidroalcohdlico de P. uniflorus el tratamiento de interés con mayor halo

de sensibilidad cercano a Ciprofloxacino.
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Figura 1. Comparacion del efecto de extracto hidroalcohdlico de
Paranephelius uniflorus Poepp & Endl. Frente a E. coli 25922.

Tabla 4. Prueba de Comparaciones multiples de Bonferroni para el extracto
hidroalcohélico de Paranephelius uniflorus Poepp & Endl. Frente a E. coli
25922,

Tratamiento Mediana Significancia
Ciprofloxacino 25,0 a
100% EH P. uniflorus 16,5 ab
80% EH P. uniflorus 15,0 abc
60% EH P. uniflorus 13,0 abcd
40% EH P. uniflorus 10,0 abcde
20% EH P. uniflorus 7,8 abcdef
10% EH P. uniflorus 6,0 cdefg
5% EH P. uniflorus 6,0 cdefgh
Blanco 6,0 cdefghi

Significancia=Las letras de significancia
estadistica (p<0,05) estan ordenadas

alfabéticamente en orden de importancia
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En la Tabla 4 y Figura 2 se puede observar a través del analisis de
comparaciones multiples de Bonferroni que el tratamiento de 100, 80, 60, 40 y
20% de extracto hidroalcoholico de P. uniflorus tienen un efecto significativo

similar sobre el crecimiento de E. coli 25922 parecido a Ciprofloxacino.
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Comparaciones entre parejas de Tratamiento

Cada nodo muestra el rango promedia d= muestras de T

Muestra 1Muestrag  Estadistico  Error Desv. Bstadistico g, gig gjust,

5%-Ciprofloxacino 35000 8148 -4,208 000 001
10%-Ciprofloxacino -35,000 8,144 -4,298 000 001
Blanco-Ciprofloxacino 35000  B144 4,208 000 001
5%-100% 30000 8144 -3684 000 008
10%-100% 30,000 8144 -3684 000 008
Blanco-100% 0000 8144 3,604 000 008
5%80% 25000 8144 -3,070 002 077
10%-80% 25000 8144 -3,070 002 077
20%Ciprofloxacino 25000 8144 -3.070 002 077
Blanco 80% 25000 8144 3,070 002 077
5%60% 20000 8144 -2,456 014 506
10%-60% 20000 8148 -2,456 014 506
20%-100% 20000 8148 -2,456 014 506
40% Ciprofloxacino 20000 8148 -2456 014 506
Blanco 60% 20000  B144 2,456 014 506
5%-10% 000 8144 000 1,000 1,000
5%20% 10,000 8148 -1,228 29 1,000
5%-40% 15000 8148 1,842 066 1,000
10%-20% 410000 8144 -1,228 219 1,000
10%-40% 15000 8144 -1,842 066 1,000
20%40% 5000 8144 -614 539 1,000
20%-60% 10,000 8144 -1,228 29 1,000
20%80% 15000 8144 1,842 066 1,000
40%60% 5000 8144 -614 539 1,000
5%-Blanco 000 814a 000 1,000 1,000
40%80% 0000 8148 122 219 1,000
10%-Blanco 000 8144 000 1,000 1,000
40%-100% 15000 8144 1,842 066 1,000
60%-80% 5000 8144 - 614 539 1,000
Blanco-20% 10000 8144 1,228 219 1,000
60%-100% 410000 8148 -1228 219 1,000
Blanco40% 15000 8144 1,842 066 1,000
60%-Ciprofloxacino 15000 8144 -1842 066 1,000
80%-100% 5000 8144 - B4 539 1,000
80% Ciprofloxacino 410000 8144 -1,228 219 1,000
100%-Ciprofloxacino 5000 8144 -614 539 1,000

Cada fila prusba la hipétesis nula ds qus las distribucionss ds |a Musstra 1 y la Musstra 2 son
a5 mismas

Se muestran las signi éticas (prusbas bilateralss), El nivel ds si 6n 55 05
Los valores da signacion 5@ han ajustado mediants I corrsccion ds Banferoni para varias
pruskas

Figura 2. Comparaciones multiples por parejas del efecto de extracto
hidroalcohélico de Paranephelius uniflorus Poepp & Endl. Frente a E. coli
25922.
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Tabla 5. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria del extracto
hidroalcohélico de Paranephelius uniflorus Poepp & Endl. Frente a E. coli
25922.

Tratamiento (% CMI

EH P. uniflorus) (Cruces)

0,0 +++
0,16 +++
0,31 +++
0,63 +++
1,25 ++
2,5 ++
50 +
10,0 -
20,0 -
40,0 -
80,0 -

p=-0,951 p=6,911 x 10©

Como se observa en la Tabla 5, existe una excelente relacion inversa entre la
concentracion de extracto hidroalcohdlico de P. wuniflorus y la de
microorganismos (p=-0,951; p=6,911 x 10 siendo 5 % de extracto
hidroalcohdlico de P. uniflorus la minima concentracion que permite crecimiento

de E. coli.
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Tabla 6. Determinacion de la concentracion minima bactericida del extracto
hidroalcohélico de Paranephelius uniflorus Poepp & Endl. Frente a E. coli
25922.

Tratamiento

(% EH P. CMB
_ (UFC/ml)

uniflorus)
0,0 12
0,16 11
0,31 11
0,63 10
1,25 8
2,5 8
5,0 2
10,0 0
20,0 0
40,0 0
80,0 0

p=-0,972 p=5,472x10""

Como se observa en la Tabla 6, existe una excelente relacion inversa entre la
concentracion de extracto hidroalcohdlico de P. wuniflorus y la de
microorganismos (p=-0,972; p=5,472 x 107) siendo 10 % la minima
concentracion de extracto hidroalcohdlico de P. uniflorus que no permite el

crecimiento de E. coli 25922.
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Tabla 7. Efecto del extracto hidroalcohdlico de Paranephelius uniflorus
Poepp & Endl. Frente a S. aureus 25923.

Tratamiento n Mediana

(mm)

Ciprofloxacino 5 25,0

100% EH P.

uniflorus 5 16,5

80% EH P.

uniflorus 5 15,0

60% EH P.

uniflorus 5 13,0

40% EH P.

uniflorus 5 10,0

20% EH P.

uniflorus 5 7,8

10% EH P.

uniflorus 5 6,0

5% EH P. uniflorus 5 6,0

Blanco 5 6,0

K=43,714 p=6,443 x10”/

Como se observa en la Tabla 7 y Figura 3 con una confiabilidad del 95%
podemos concluir que existen diferencias estadisticas entre cada uno de los
tratamientos evaluados (K=43,714; p=6,443 x 10°) correspondiendo a 100 % de
extracto hidroalcohdlico de P. uniflorus el tratamiento con mayor halo de

sensibilidad cercano a Ciprofloxacino.
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Figura 3. Comparacion del efecto del extracto hidroalcohdlico de
Paranephelius uniflorus Poepp & Endl. Frente a S. aureus 25923.

Tabla 8. Prueba de Comparaciones multiples de Bonferroni para el extracto
hidroalcohélico de Paranephelius uniflorus Poepp & Endl. Frente a S.

aureus 25923.

Tratamiento Mediana Significancia
Ciprofloxacino 250 a

100% EH P.

uniflorus 16,5 ab

80% EH P. uniflorus 150 abc
60% EH P. uniflorus 130 abcd
40% EH P. uniflorus 10,0 abcde
20% EH P. uniflorus 7,8 abcdef

10% EH P. uniflorus 6,0 cdefg
5% EH P. uniflorus 6,0 cdefgh

cdefgh
Blanco 6,0 i

37



Significancia=Las letras de significancia
estadistica (p<0,05) estdn ordenadas

alfabéticamente en orden de importancia

En la Tabla 8 y Figura 4 se puede observar a través del andlisis de
comparaciones multiples de Bonferroni que el tratamiento de 100, 80, 60, 40 y
20% de extracto hidroalcohdlico de P. uniflorus tienen un efecto significativo

similar sobre el crecimiento de S. aureus 25923 parecido a Ciprofloxacino.
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Comparaciones entre parejas de Tratamiento

profloxacine|

100%

&37‘90

Cada nodo musstra el rango promedic ds musstras de Tratamiento

Muestra 1Muostra2  Cstadistico  Eror  Desv. Betadistico ;o gjq gjust,

5%-Ciprofloxacino -35,000 8,142 -4,299 000 001
10%-Ciprofloxacino -35,000 B.142 -4,299 000 001
Blanco-Ciprofloxacino 35000 8,142 4299 000 001
5%-100% -29,900 8,142 -3,672 000 ,009
10%-100% -29,900 8142 -3,672 000 009
Blanco-100% 29,900 8,142 3,672 000 ,009
5%-80% -25100 8142 -3,083 002 074
10% 80% -25,100 8,142 -3,083 002 074
Blanco-80% 25100 8142 3,083 002 074
20%-Ciprofloxacino -25,000 8,142 -3,070 002 077
5% 60% -20,000 8142 -2,456 014 605
10% 60% -20,000 8142 -2,456 014 505
40%-Ciprofloxacino -20,000 8,142 -1,456 014 505
Blanco60% 20,000 8142 2,456 014 505
20%-100% -18,800 8,142 -2,444 015 523
5%-10% 000 8,142 000 1,000 1,000
5%-20% -10,000 8142 -1,228 218 1,000
5%40% -15,000 8,142 -1,842 085 1,000
10%-20% 0000 8142 228 219 1,000
10%40% -15,000 8,142 -1,842 065 1,000
20%40% -5,000 8142 - 614 538 1,000
20%60% -10,000 8,142 -1,228 219 1,000
20%80% -15100 8142 1,866 064 1,000
40%60% 5000 8142 614 539 1,000
5%-Blanco ,000 8,142 000 1,000 1,000
40%80% -10,100 8142 -1,240 218 1,000
10%-Blanco 000 8142 000 1,000 1,000
40%-100% -14,900 8142 -1,830 087 1,000
60% 80% -5,100 8,142 - 626 531 1,000
Blanco-20% 10,000 8142 1,228 218 1,000
60%-100% -9,800 8,142 -1,216 224 1,000
Blanco40% 15,000 8,142 1,842 085 1,000
60%-Ciprofloxacino -15,000 8142 -1.842 065 1,000
80%-100% -4,800 8,142 -,590 556 1,000
80%.Ciprofloxacino -6,900 8142 -1.216 224 1,000
100%-Ciprofloxacino 5100 8142 - 626 531 1,000

Cada fila prueba |a hipdtesis nula de gue |as distribuciones de |a Mugstra 1 y la Muestra 2 son
mismas.

Se mussiran las éticas (prusbas El nivel de es |
Los valores de significacion sz han ajustada mediants la correccién de Bonferroni para varias
prughas

Figura 4. Comparaciones multiples por parejas del extracto hidroalcohélico
de Paranephelius uniflorus Poepp & Endl. Frente a S. aureus 25923.
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Tabla 9. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria del extracto
hidroalcohélico de Paranephelius uniflorus Poepp & Endl. Frente a S.
aureus 25923.

Tratamiento (% CMI
EH P. uniflorus) (Cruces)

0,0 +++
0,16 +++
0,31 +++
0,63 +++
1,25 +++
2,5 ++
5,0 +
10,0 -
20,0 -
40,0 -
80,0 -

p=-0,929 p=3,505 x 10°

Como se observa en la Tabla 9, existe una excelente relacion inversa entre la
concentracion de extracto hidroalcohdlico de P. wuniflorus y la de
microorganismos (p=-0,929; p=3,505 x 10°) siendo 5% de extracto
hidroalcohdlico de P. uniflorus la minima concentracion que permite crecimiento
de S. aureus 25923.
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Tabla 10. Determinacion de la concentracion minima bactericida del
extracto hidroalcoholico de Paranephelius uniflorus Poepp & Endl. Frente
a S. aureus 25923.

Tratamiento

(% EH P. CMB
_ (UFC/ml)

uniflorus)
0,0 12
0,16 12
0,31 12
0,63 10
1,25 9
2,5 9
5,0 2
10,0 0
20,0 0
40,0 0
80,0 0

p=-0,965 p=1,502x10°

Como se observa en la Tabla 10, existe una excelente relacion inversa entre
concentracion de extracto hidroalcohdlico de P. wuniflorus y la de
microorganismos (p=-0,965; p=1,502 x 10°) siendo 10% de extracto
hidroalcohdlico de P. uniflorus la minima concentracion que no permite el

crecimiento de S. aureus 25923.

41



IV. DISCUSION

IV.1. Discusion de resultados

En la presente investigacion se evalud el efecto antimicrobiana que posee el
extracto hidroalcohdlico de la raiz de Paranephelius uniflorus poepp & Endl
(Chawi). Frente a cultivos de en placa Petri de Escherichia coli. ATTC 25922 y
Staphylococcus aureus. ATCC 25923 empleando el método de difusion en disco
para poder determinar mediante la medicion de halos de inhibicion el efecto
inhibitorio encontrado por parte de esta planta, comparando con los grupos

control, los resultados encontrados en esta investigacion.

Asi mismo, en la investigacion se tuvo como primer objetivo especifico
Determinar el efecto antibacteriano in vitro que presenta el extracto
hidroalcohdlico de la raiz de Paranephelius uniflorus poepp & Endl (Chawi) frente
a Escherichia coli ATTC 25922 donde se pudo encontrar que existen diferencias
estadisticas entre cada uno de los tratamientos evaluados (K=43,723;
p=6,419x10"") correspondiendo al 100% de extracto hidroalcohdlico de P.
uniflorus poepp & Endl (Chawi) el tratamiento de interés con mayor halo de

sensibilidad cercano a Ciprofloxacino, la confiabilidad fue de un 95%.

Frente a este objetivo la investigacion de Alonso (2019), evalu6 el efecto
antibacteriano in vitro del extracto acuoso de hojas de Bidens pilosa (cadillo)
frente a Staphylococcus aureus ATTC 25922 por el método de método de Kirby-
Bauer. Los resultados evidenciaron que para el grupo control, el tamafio de halo
alcanzado fue de 6.0 mm, para el grupo estandar, el tamafio del halo alcanzé
26.8 £ 1.46 mm, para el grupo experimental 1 el tamafio del halo alcanzo 15.4 +
0.60 mm y para el grupo experimental 2 el tamafio de halo alcanzé 20.1 + 1.10
mm.(20).

Tenemos también que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) actualmente,
estima que gran parte de poblacion el 80 %, utiliza el conocimiento tradicional
como medio de tratamiento y curacion a sus dolencias, ya que estan conscientes
de las propiedades naturales que poseen estas plantas medicinales y su

efectividad en el tratamiento de enfermedades infecciosas.
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Como segundo objetivo especifico tuvimos Determinar el efecto antibacteriano
in vitro que presenta el extracto hidroalcohdlico de la raiz de Paranephelius
uniflorus poepp & Endl. (Chawi) frente a Stafilococcus aureus ATTC 25922
donde se pudo encontrar que existen diferencias estadisticas entre cada uno de
los tratamientos evaluados (K=43,714; p=6,443 x 10-7) correspondiendo a 100
% de extracto hidroalcohdlico de P. uniflorus poepp & Endl el tratamiento con
mayor halo de sensibilidad cercano a Ciprofloxacino con una confiablidad de
95%.

Frente a este objetivo tenemos a Sabry S, et al (2021), Evalud el efecto in vitro
del extracto de partes vegetales de Senecio glaucus frente a bacterias
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa, Se prepar6 los extractos
metandlicos para cada parte de la planta vegetal como tallo, raiz y hoja,
recolectados en diferentes zonas. Los resultados mostraron que el extracto
metandlico de la raiz, tallo y hoja presentan actividad antibacteriana frente a
Escherichia coli con halos de inhibicion de 25,15 y 15 mm, sin embargo frente a
Pseudomonas aeruginosa demostro resultados negativos de inhibicion (18).

El tercer objetivo especifico tenemos Conocer el efecto antibacteriano in vitro
que presenta el extracto hidroalcohélico de la raiz de Paranephelius uniflorus
poepp & Endl. (Chawi) en Escherichia coli ATTC 25922 y Stafilococcus aureus
ATTC 25922 en comparacion con la ciprofloxacina donde obtuvimos existe una
excelente relacion inversa entre la concentracion de extracto hidroalcohdlico de
P. uniflorus poepp & Endl. y la de microorganismos ([1=-0,951; p=6,911 x 10-6)
siendo 5 % de extracto hidroalcohdlico de P. uniflorus poepp & Endl. La minima

concentracion que permite crecimiento de E. coli 25922.

Frente a este objetivo tenemos a Huillca L. et al (2020), Evalud el efecto
antimicrobiano in vitro de los liposomas que fueron preparados con el extracto
hidroalcoholico al 70 % de Senecio rhizomatus Rusby “tikllaywarmi”, se
determind la concentraciéon minima inhibitoria del extracto frente a Pseudomonas
aeruginosa con un valor de 0,125 mg y el halo maximo de 17,306 mm a una
concentracion de 160 mg, luego se procedi6 a la elaboracion de los liposomas
utilizando componentes como fosfatidilcolina, donde fueron sometidos a

diferentes pruebas y controles microbiologicos donde se demostro la ausencia
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de microorganismos que puedan alterar su composicion, seguidamente se
evaluo la actividad antibacteriana in vitro de los liposomas mediante el método
de microdilucion en caldo y la turbidez (lectura al espectrémetro UV. Visible),
donde se emplearon concentraciones de 12, 25, 50, 100 y 200 mg del extracto
respectivamente. Se determina que en las 5 concentraciones del extracto
hidroalcohdlico impidieron el desarrollo microbiano de la cepa en estudio, pero a
200 mg (7 %) y a 100 mg (11 %) obtuvieron un mejor efecto antibacteriano (22).
Frente a lo mencionado se acepta lo que indica la hipotesis que el El extracto
hidroalcohdlico de la raiz de Paranephelius uniflorus poepp & Endl. (Chawi)
presenta efecto antibacteriano in vitro frente a cepas ATCC de Escherichia coli
25922 y Stafilococcus aureus 25923. Estos resultados son corroborados por
Edwin S, et al (2022), Evalud la actividad antibacteriana in vitro del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Senecio canescens Humb. & Bonpl. Cuatrec.
(wila wila) frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia
coli ATCC 25922. Se determino la actividad antibacteriana in vitro mediante la
técnica de kirby Bauer a concentraciones de 100, 80, 60 y 40 % del extracto
hidroalcohdlico frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Escherichia coli ATCC 25922 utilizando como control positivo al antibidtico
ciprofloxacino de 5 ug. Los resultados demostraron que el extracto
hidroalcohdlico en concentracién de 100, 80, 60 y 40 % presentaron halo de
inhibicion promedio de 12,16, 9,23, 8,3 y 7,36 mm respectivamente frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923 las cuales fueron comparadas con
ciprofloxacino de 5 ug logrando un promedio de halo de inhibicién de 38 mm); sin
embargo, a la concentracion del 100 % se determiné halo de inhibicion promedio
de 7,2 mm frente a Escherichia coli ATCC 25922 comparado con el control
positivo que alcanz6 un promedio de halo de inhibicion de 50 mm.

En tal sentido, bajo lo referido anteriormente y analizando los resultados
confirmamos Los datos de sensibilidad bacteriana (mm) correspondientes a 7
concentraciones de extracto hidroalcoholico de P. uniflorus poepp & Endl. con
un control positivo de Ciprofloxacino y un control negativo (Blanco) frente a E.
coli 25922 y S. aureus 25923 fueron sometidos a un analisis exploratorio de
datos hallandose que no existe completamente normalidad (p<0,05) a través de

la prueba de Shapiro-Wilk, ni homogeneidad de varianzas (p<0,05) (Prueba de
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Levene), por lo cual se procedié al andlisis no paramétrico de los halos de
sensibilidad a través de la prueba de Kruskal-Wallis (K) y prueba de
comparaciones multiples de Bonferroni para la determinacion del mejor
tratamiento (p< 0,05), asimismo, para la evaluacion de la concentracién minima
inhibitoria y concentracion minima bactericida se determind la relacion entre
concentracion de extracto hidroalcohodlico y concentracion de microorganismos
a través de la prueba de correlacion de Spearman (p) donde se obtuvo una
confiabilidad de 95%.

IV.2. Conclusiones

» Primero: El extracto hidroalcohélico de la raiz de Paranephelius uniflorus
poepp & Endl. (Chawi), presenta efecto antibacteriano frente a
Escherichia coli 25922 y frente a Staphylococcus aureus 25923.

» Segundo: El extracto hidroalcohdlico de la raiz de Paranephelius uniflorus
poepp & Endl. (Chawi) al 20%, 40%,60%, 80% y 100% presentaron una
media de sus halos de inhibicion de 7,80 mm; 10,0 mm: 13,0 mm, 15,0
mm y 16,50 mm y efecto antibacteriano in vitro frente a Escherichia coli
ATCC 25922 y en igual concentracion presentaron una media de sus
halos de inhibicion de 7,80 mm; 10,0 mm: 13,0 mm, 15,0 mm y 16,50 mm
y efecto antibacteriano in vitro frente a Staphylococcus aureus ATCC
25923.

» Tercero: El extracto hidroalcohdlico de la raiz de Paranephelius uniflorus
poepp & Endl. (Chawi) al 20%, 40%, 80% y 100% no superan el efecto
inhibidor del ciprofloxacino 5 ug, presentando una medida de halo de
inhibicién de 25 mm frente a Escherichia coli ATCC 25922 y frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

» Cuarto: Los metabolitos secundarios presentes de la raiz de
Paranephelius uniflorus poepp & Endl. (Chawi), fueron alcaloides y
taninos, y la solubilidad del extracto hidroalcoholico de la raiz de
Paranephelius uniflorus poepp & Endl. (Chawi) evaluado en diferentes
solventes fueron alta solubilidad al metanol y agua destilada y mediana

solubilidad al etanol.

45



IV.3. Recomendaciones

>

Se recomienda seguir investigando sobre las propiedades antibacterianas
de la especie vegetal Paranephelius uniflorus poepp & Endl. (Chawi),
frente a otras cepas bacterianas de interés médico.

Se recomienda Iniciar investigaciones microbiologicas con diferentes
solventes y métodos de extraccion, de las hojas, raiz y tallos de la especie
vegetal, frente a hongos y bacterias que ocasionan diferentes infecciones
por bacteria.

Se recomienda implementar formulaciones a base Paranephelius
uniflorus poepp & Endl. (Chawi). Para el uso en tratamientos de
enfermedades a nivel sector salud y contrastar su capacidad

antibacteriana.
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Anexo A: Matriz de consistencia

ANEXOS

Formulacién del problema

Objetivos

Hipotesis

Problema General

Objetivo General

Hipotesis General

¢,Cudl es el efecto antibacteriano in vitro que presente
el extracto hidroalcohdlico de la raiz de Paranepheliug
uniflorus poepp & Endl (Chawi) frente a cepas ATCC de
Escherichia coli 25922 y Stafilococcus aureus 259237

Conocer el efecto antibacteriano in vitro que presenta e
extracto hidroalcohélico de la raiz de Paranephelius
uniflorus poepp & Endl (Chawi) frente a cepas ATCC dg
Escherichia coli 25922 y Stafilococcus aureus 25923.

El extracto hidroalcohdlico de la raiz de Paranepheliug
uniflorus poepp & Endl (Chawi) presenta efectg
antibacteriano in vitro frente a cepas ATCC de Escherichig
coli 25922 y Stafilococcus aureus 25923.

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipotesis Especificas

¢ Cual es el efecto antibacteriano in vitro que presenta
el extracto hidroalcohdlico de la raiz de Paranephelius
uniflorus poepp & Endl (Chawi) frente a cepa ATCC
de Escherichia coli 259227

Determinar el efecto antibacteriano in vitro que
presenta el extracto hidroalcohdlico de la raiz de
Paranephelius uniflorus poepp & Endl (Chawi) frente
a cepa ATCC de Escherichia coli 25922.

El extracto hidroalcohdlico de la raiz de Paranephelius
uniflorus poepp & Endl (Chawi) presenta efecto
antibacteriano in vitro frente a cepa ATCC de Escherichia
coli 25922.

¢,Cuadl es el efecto antibacteriano in vitro que presenta
el extracto hidroalcohdlico de la raiz de Paranephelius
uniflorus poepp & Endl (Chawi) frente a cepa ATCC
de Stafilococcus aureus 259237

Determinar el efecto antibacteriano in vitro que
presenta el extracto hidroalcohdlico de la raiz de
Paranephelius uniflorus (Chawi) frente a cepa ATCC
de Stafilococcus aureus 25923.

El extracto hidroalcohdlico de la raiz de Paranephelius
uniflorus (Chawi) presenta efecto antibacteriano in vitro
frente a cepa Stafilococcus aureus 25923.

¢ Cual es el efecto antibacteriano in vitro que presenta
el extracto hidroalcohdlico de la raiz de Paranephelius
uniflorus poepp & Endl (Chawi) frente a cepas ATCC
de Escherichia coli 25922 y Stafilococcus aureus

25923 en comparacion con la ciprofloxacina?

Conocer el efecto antibacteriano in vitro que presenta
el extracto hidroalcohdlico de la raiz de Paranephelius
uniflorus poepp & Endl (Chawi) frente a cepas ATCC
de Escherichia coli 25922 y Stafilococcus aureus

25923 en comparacion con la ciprofloxacina.

El extracto hidroalcohdlico de la raiz de Paranephelius
uniflorus poepp & Endl (Chawi) presenta mejor efecto
antibacteriano in vitro frente a cepas ATCC de
Escherichia coli 25922 y Stafilococcus aureus 25923 en
comparacion con la ciprofloxacina.




Anexo B: Operacionalizacion de las variables

ESCALA

DEFINICION DEFINICION N° DE
VARIABLES CONCEPTUAL OPERACIONAL DIMENSIONES | INDICADORES DE : TEMS
MEDICION

Independiente: | Concentracione dExtIr actq eéaborado

s al 5%, 10%, Pe ara'zh Ie
Extracto 20%, 40%, 80% a.rff‘”ep elius 2
hidroalcohdlico | y 100% lémdlo rur? POepp Concentracion Porcentaje % 6 VALOR
de las raices de | Paranephelius ndl (chawi)
Paranephelius | uniflorus poepp | O2teNida por
uniflorus poepp | & Endl (chawi). | Taceracton con
& Endl. “chawi”. etanol 70 %.

_ _ . ., <8 mm:
Dependiente: Disminucion o Dlﬁ_rg_ml’mlon q OI nulo
. inhibicién del | o oeton © 8—14mm:| 5%

Actividad inhibict ; crecimiento Sensible | 100/'
antibacteriana g;ec?e:rr]ila?r?oo o | bacteriano por Halos de Diametro del 12n5'203 i~ 0/0
sobre arte de la P empleo del extracto inhibicion halo de mm 4 mm_' M 400/0’
Sthaphylococcu P "y hidroalcohdlico de inhibicion .'bluy 00,
s aureus y | EXposiciona las raices de sensible 800/0
Escherichia coli. uzng s;itanma Paranephelius ;20 mm: t 100%

(26) (27). uniflorus poepp & umamen

e sensible

Endl. “chawi”.
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Anexo C: Certificado de clasificacion taxonémica

CONSTANCIA N°10-2022-HUSA

El director del Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de
San Agustin de Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que la muestra bioldgica presentada por Carlos Marco Huisa Quispe y Rossmary
Jackeline Osco Bustios bachilleres de la Escuela Profesional de Farmacia y
Bioquimica, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Maria Auxiliadora,
para la realizacion del Proyecto de investigacion: “EVALUACION DE
Paranephelius uniflorus (Chawi) FRENTE A CEPA ATCC DE Escherichia coli y
Stafilococcus aureus ”. La muestra fue enviada al laboratorio de Botanica al
estado fenologico fresco, para su determinacion en el Herbarium Areqvipense

(HUSA) y corresponde a la siguiente especie.
BDivision Magnoliophyta
Clase Magnoliopsidae
Subclase Asteridae
Orden Asterales
Familia Asteraceae
Subfamilia Cichorioideae
Genero Paranephelius
Especie Paranephelius uniflorus Poepp & Endl.
Se le expide la presente a solicitud del interesado

A Arequipa, 26 de mayo del 2022
Al A
Mg. Leoncio Marifio Herrera
DIRECTOR
Herbarium Areqvipense (HUSA)
Avenida Daniel Alcides Carrién s/n cercado-Teléfono: (054) 237755 / 993659045

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN . A 1
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS :[g:\\ \
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA “‘K@ﬂ
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA Q\/ﬁ



Anexo D: Carta de aceptacion

INDUSTRIAS MEDICAS Y FARMACEUTICAS S.R.L.
Urb. Jos¢ Santos Atahualpa Mz. F lote 09 Cerro Colorado — Arequipa

037 - 2022

“Aiio del Fortalecimiento de la Soberania Nacional”

CARTA DE ACEPTACION

El que suscribe, WILBER CARLOS BENITO ICHOCAN, Gerente General de
Industrias Médicas y Farmacéuticas S.R.L.

HACE CONSTAR:

Que Huisa Quispe Carlos Marco y Oscco Bustios Rossmary Jackeline, bachilleres de la
Escuela de Farmacia y Bioquimica han sido aceptados por este laboratorio para realizar
la ejecucion de su trabajo de investigacion “EVALUACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE
Paranephelius uniflorus poepp & Endil. (CHAWI) FRENTE A CEPAS ATCC DE

Escherichia coli 'y Stafilococcus aureus™ en nuestras instalaciones.

Arequipa, 10 de Agosto del 2022

Laboratorio de Produccion y de Control de Calidad Fisico Quimico y Microbiolégico
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INDUSTRIAS MEDICAS Y FARMACEUTICAS S.R.L.
Urb. José Santos Atahualpa Mz. F lote 09 Cerro Colorado — Arequipa

038 - 2022

“Aiio del Fortalecimiento de la Soberania Nacional”? -

P N
4 Ae
CONSTANCIA &/

El que suscribe Sr. Wilber Carlos Benito Ichocan, Gerente General de Industrias Médicas
y Farmacéuticas S.R.L. hace constar que los sefiores:

Sr. Huisa Quispe Carlos Marco

Srta. Oscco Bustios Rossmary Jackeline

Bachilleres de la Escuela de Farmacia y Bioquimica, culminaron su trabajo de
investigacion “EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE Paranephelius uniflorus poepp & Endl.
(CHAWI) FRENTE A CEPAS ATCC DE Escherichia coli y Stafilococcus aureus”
en las instalaciones del laboratorio Industrias Medicas y Farmaceuticas, en el periodo
comprendido Agosto 2022 a la fecha del 15 de Setiembre del 2022, cumpliendo con los
horarios establecidos y los protocolos correspondientes.

Se expide la presente por solicitud de los interesados para los fines que consideren por
conveniente

Laboratorio de Producciony de Control de Calidad Fisico Quimico y Microbiolégico



& iker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

Meaning of Score Values
Range interpretation Symbols Color
2.00-3.00 T  High-conf e dentification (+++) green
1.70-1.99 Low-confidence identification (+) yellow
0.00 - 1.69 ) red

Meaning of Consistency Categories (A-C)

Category Interpretation
A High sistency: The best match i high-confidence identification, The second-best match is (1) a high-
@ &c;gﬁd:r?pne Identiication in which 1he tpecias L id-gntri‘casm ?ﬁe’pgst'%até?," (2) 2 low-confidencs MarhasooH id viie:
@ species or genus is identical to the best match, or (3) a non-identification.
B Low consistency: The requirements for high consisten re met. The best match is a high- or low-confidence
®) identiﬁca(l‘gnmey ser.on_d~ge, t match is (1 ga high- or | aonﬁﬁ?nce }dem?ﬁcaﬁon E'a whisch ge%usq:s identical to the
best match or (2) a non-identification.
(C) No i y: The requi s for high or low consistency are not met.
Run Creation Date/Time: 2021-05-11T14:31:10.846 JLM
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library
Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
A5 (+++) (A) 360-528 Staphylococcus aureus
Comments:

Anexo E: Certificado de calidad de Staphylococcus aureus ATCC 2593 y
de Escherichia coli ATCC 25922
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Microbiologics !

Certificate of Analysis: L

hilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications

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

Lot Number: 360-529**

Reference Number: ATCC® 25923 ™*

Passage from Reference: 3

Expiration Date: 2023/4/30

Release Information:

Quality Control Technologist: Jackie L Mackedanz
Release Date: 2021/5/19

Performance
Macroscopic Features: Medium:

Medium to large, convex, entire edge, both white and pale white colonies, SBAP
smooth, opaque, beta hemolytic

Microscopic Features: Method:
Gram positive cocci occurring singly, in pairs and in irregular clusters Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results

See attached ID System results document. (1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): positive

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

(1) Beta Lactamase (Cefinase Disk): negative

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

ql%mhw‘{wﬂw

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

"ﬁiscleimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this
certificate is the actual base lot number.

. Refer to the enclosed product insert for i S, use and y
P! are toa culture collk
ACCR ED,
REFERENCE MATERTAL PRODUCER
CERY #2655.02
*) The ATCC Li d Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCG catalog marks are
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

Meaning of Score Values

Range Interpretation Symbols Color
2.00-3.00 fidence identificatior (+++) green
1.70-1.99 Low-confidence identification (+) yellow
0.00 -1.69 -) red

Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Interpretation
(A) High consistency: The best match is a high-confidence identification, The second-best match is (1) a high-
confidence identification in which the species is |dent|caSto the best match, (2) a low-confidence identification in which
the species or genus is identical to the best match, or (3) a non-identification.
B Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high- or low-confidence
® identification. heysecond-ge_ t match is (1)ga high- or Iog/y-conﬁdence identification in which ge%us is identical to the
best match or (2) a non-identification.
(C) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.
Run Creation Date/Time: 2021-08-12T10:12:59.842 KG
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library
Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
GB (+++) (A) 335-530 Escherichia coli
Comments:

closely related to Shigella / Escherichia fergusonii and not definitely distinguishable at the moment
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Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2023/7/31

Microorganism Name: Escherichia coli Release Information:

Catalog Number: 0335 Quality Control Technologist: Kavitha Gobalan
Lot Number: 335-530** Release Date: 2021/9/3

Reference Number: ATCC® 25922 ™*
Passage from Reference: 3

Performance
Macroscopic Features: 3 Medium:

2 colony types, both are gray & beta hemolytic: one is circular to irregular, SBAP
convex, sllggtly er%se edge & smooth; other’is larger, irregular, low convex,
roug|

erose edge

Microscopic Features: Method:

Gram negative straight rod Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results
See attached ID System results document. (1) Oxidase (Kovacs): negative

Beta-glucuronidase (E. coli Broth w/MUG): positive

(1) Ampicillin (10 meg - Disk Susceptibility): 15 - 22 mm
(1) Gentamicin (10 mcg - Disk Susceptibility): 19 - 26
mm

§r1")"SXT (1.25/23.75 mcg - Disk Susceptibility): 23 - 29

%.\,L. ,/L/b/a-e»-

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

**Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this
certificate is the actual base lot number.

= Refer to the enclosed product insert for A use and !
dividual p! are toa ized culture
ACCREDITED

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT #2655.02

*) The ATCC Licel,}seg Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks ar
2 i Inc.’is | 1 to sell prod

€
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\ Derivative ) cultires.

(1) These tests are accredited fo ISO/IEC 17025.
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Anexo F: Halos de sensibilidad para los tratamientos del extracto

hidroalcohélico de Paranephelius uniflorus Poepp & Endl. Frente a E. coli

25922.

Repeticiones
Tratamiento 1 2 3 4 5

Halos de sensibilidad (mm)

5% EH P. uniflorus 6,0 6,0 60 6,0 6,0
10% EH P. uniflorus 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0
20% EH P. uniflorus 80 70 7,8 8,0 8,0
40% EH P. uniflorus 9,0 9,5 10,2 10,0 10,5
60% EH P. uniflorus 13,0 13,5 13,0 12,5 13,5
80% EH P. uniflorus 18,0 17,5 17,9 18,0 19,0
100% EH P. uniflorus 22,5 21,5 22,0 22,0 21,0
Ciplofloxacino 25,0 25,0 25,0 25,0 25,0
Blanco 6,0 60 6,0 60 6,0
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Anexo G: Prueba de normalidad y homocedasticidad paralos

tratamientos de del extracto hidroalcohodlico de Paranephelius uniflorus

Poepp & Endl. Frente a E. coli 25922.

Estadistico
Shapiro

Tratamiento Wilk gl Sig.
5% EH P. uniflorus 5
10% EH P.
uniflorus 5
20% EH P.
uniflorus 0,676 5 0,005
40% EH P.
uniflorus 0,963 5 0,827
60% EH P.
uniflorus 0,881 5 0,314
80% EH P.
uniflorus 0,849 5 0,192
100% EH P.
uniflorus 0,961 5 0,814
Ciprofloxacino 5
Blanco S

Sig.=Un valor p <0,05 indica que no existe normalidad

_ . Estadistico .
Medida de tendencia central gl2 Sig.
de Levene

Se basa en la media 4,663 8 36 0,001
Se basa en la mediana 2,069 8 36 0,065
Se basa en la mediana y con gl

ajustado 2,069 8 18,575 0,094
Se basa en la media recortada 4,286 8 36 0,001

Sig.=Un valor p < 0,05 indica que no existe homogeneidad de varianzas
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Anexo H: Halos de sensibilidad para los tratamientos del extracto
hidroalcohélico de Paranephelius uniflorus Poepp & Endl. Frente a S.
aureus 25923.

Repeticiones

Tratamiento 1 2 3 4 5
Halos de sensibilidad (mm)
5% EH P. uniflorus 6 6 6 6 6
10% EH P. uniflorus 6 6 6 6 6
20% EH P. uniflorus 75 7 78 8 8
40% EH P. uniflorus 10 95 10 95 10
60% EH P. uniflorus 13 135 13 125 135
80% EH P. uniflorus 15 155 15 16 15
100% EH P. uniflorus 16,5 17 17 16 165
Ciplofloxacino 25 25 25 25 25

Blanco 6 6 6 6 6




Anexo |: Prueba de normalidad y homocedasticidad para los tratamientos
del extracto hidroalcohélico de Paranephelius uniflorus Poepp & Endl.

Frente a S. aureus 25923.

Estadistico
Shapiro-

Tratamiento Wilk gl Sig.
5% EH P.
uniflorus 5
10% EH P.
uniflorus 5
20% EH P.
uniflorus 0,676 5 0,251
40% EH P.
uniflorus 0,963 5 0,006
60% EH P.
uniflorus 0,881 5 0,314
80% EH P.
uniflorus 0,849 5 0,046
100% EH P.
uniflorus 0,961 5 0,314
Ciprofloxacino 5
Blanco 5

Sig.=Un valor p <0,05 indica que no existe normalidad

_ _ Estadistico _
Medida de tendencia central gll gl2 Sig.
de Levene

Se basa en la media 7,134 8 36 1,274x100°
Se basa en la mediana 1,990 8 36 7,606x10°02
Se basa en la medianay con gl

ajustado 1,990 8 16,328 1,135x1071
Se basa en la media recortada 6,879 8 36 1,825x100°

Sig.=Un valor p < 0,05 indica que no existe homogeneidad de varianzas
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Anexo J: Evidencias del trabajo de campo

Figura 2. Recoleccion de la especie vegetal Paranephelius uniflorus
poepp & Endl.
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Figura 3 Extracto hidroalcolico de Paranephelius uniflorus poepp & Endl.
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Figura 4. Prueba de soluvilidad de extracto hidroalcoholico de
Paranephelius uniflorus poepp & Endl.

Figura 5. Marcha fotoquimica del extracto hidroalcoholico de
Paranephelius uniflorus poepp & Endl.
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Figura 6. Preparacion de los medios de cultivo
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Figura 7. Actividad antimicrobiana del extracto extracto hidroalcoholico
de Paranephelius uniflorus poepp & Endl. Frente a cepas de
Staphylococcus aureus
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Figura 8. Actividad antimicrobiana del extracto extracto hidroalcoholico
de Paranephelius uniflorus poepp & Endl. Frente a cepas de Escherichia
coli.
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Figura 9. Control positivo (ciprofloxacino 5ug ) Frente a cepas de
Escherichia coli y Staphylococcus aureus
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