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RESUMEN

Objetivo: Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de
semillas de Carica papaya L. (papaya) frente a Staphylococcus aureus ATCC
25923 y Escherichia coli ATCC 25922.

Materiales y métodos: enfoque cuantitativo, tipo experimental, transversal,
poblacion de 10 kilos de frutos de Carica papaya L. y muestra de 1 kg de semillas.
El procedimiento fitoquimico fue la marcha fitoquimica, segun la metodologia de
Olga Lock y el analisis microbioldgico fue el método de difusion en agar en pozos,
constituida por grupos experimentales al 25 %, 50 % y 75 %, control ciprofloxacino
5 ug y DMSO.

Resultados: Los metabolitos secundarios que se detectaron en el extracto
etandlico de semillas de Carica papaya L. (papaya) fueron los compuestos
fendlicos, lactonas a, B-insaturadas, taninos, azucares reductores, saponinas,
antraguinonas, terpenos y esteroides, alcaloides, antocianinas y flavonoides. Por
otro lado, mediante la prueba de ANOVA (p<0,05) y Tukey, se demostré6 como
resultado diferencia estadisticamente significativa. La concentracion que presento
actividad antibacteriana del extracto etandlico de semillas de Carica papaya L.
(Papaya) frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 fue del 50% y el 75%, por
otro lado, ninguna de las concentraciones presenté actividad frente Escherichia coli
ATCC 25922. Asimismo, ninguna de las concentraciones supero el efecto inhibidor

del ciprofloxacino.

Conclusion: El extracto etandlico de las semillas de Carica papaya L. (Papaya)
presentd efecto antibacteriano frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 y no
presenté actividad frente Escherichia coli ATCC 25922.

Palabras clave: Carica papaya L.; extracto etandlico; antibacteriano
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ABSTRACT

Objective: To determine the in vitro antibacterial activity of ethanolic extract of
Carica papaya L. seeds (papaya) against Staphylococcus aureus ATCC 25923 and
Escherichia coli ATCC 25922.

Materials and methods: quantitative approach, experimental type, cross-sectional,
population of 10 kilos of fruits of Carica papaya L. and sample of 1 kg of seeds. The
phytochemical procedure was the phytochemical march, according to the
methodology of Olga Lock and the microbiological analysis was the method of
diffusion in agar in wells, constituted by experimental groups at 25%, 50% and 75%,

control ciprofloxacin 5 pg and DMSO.

Results: The secondary metabolites that were detected in the ethanolic extract of
Carica papaya L seeds. (papaya) were phenolic compounds, a lactones, B-
unsaturated, tannins, reducing sugars, saponins, anthraquinones, terpenes and
steroids, alkaloids, anthocyanins, and flavonoids. On the other hand, by means of
the ANOVA test (p<0.05) and Tukey, a statistically significant difference was
demonstrated as a result. The concentration that presented antibacterial activity of
ethanolic extract of seeds of Carica papaya L. (Papaya) against Staphylococcus
aureus ATCC 25923 was 50% and 75%, on the other hand, none of the
concentrations presented activity against Escherichia coli ATCC 25922. Also, none

of the concentrations exceeded the inhibitory effect of ciprofloxacin.

Conclusion: The ethanolic extract of the seeds of Carica papaya L. (Papaya)
showed antibacterial effect against Staphylococcus aureus ATCC 25923 and did

not present activity against Escherichia coli ATCC 25922.

Keywords: Carica papaya L.; ethanolic extract; antibacterial
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. INTRODUCCION

Las infecciones transmitidas por alimentos se consideran un problema de salud
publica extremadamente importante que plantea riesgos en todo el mundo para la
industria alimentaria y los consumidores, principalmente debido a la contaminacién
de los alimentos causada por dos patdgenos clave, Escherichia coli vy
Staphylococcus aureus (1). Entre los diversos factores determinantes intrinsecos
para el deterioro de los alimentos, la presencia de ciertos microorganismos
patdgenos (bacterias, hongos y virus) causa deterioro y descomposicion que
impiden el desarrollo socioeconémico, bajo ciertas condiciones, Escherichia coli
causa infecciones del tracto gastrointestinal, infecciones del tracto urinario y otras
infecciones locales de tejidos y 6rganos; mientras tanto, Staphylococcus aureus
como un patdégeno oportunista que produce enterotoxinas que conducen a una
intoxicacion alimentaria, asi como enfermedades de la piel, como dermatitis atopica
y lesiones, como una quemadura, estas infecciones invasivas de la piel son
causadas principalmente por S. aureus, el cual incluye Infecciones por estafilococo
resistente a la meticilina (MRSA) (2,3)

De las 13,7 millones de muertes provocadas por diversas infecciones alrededor del
mundo, 7,7 millones fueron por bacterias comunes, principalmente: Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y
Streptococcus pneumoniae, estas bacterias son responsables de mas del 30% de

muertes en el mundo (4).

Espafia report6 63.1%, Asia 25%, Pacifico Occidental 80% y Africa 80%, los cuales
presentaron resistencia de las infecciones causados por Staphylococcus aureus
(5). En Europa, Asia, Oceania y Africa las enfermedades diarreicas son provocadas
por el consumo de agua y alimentos con microorganismos patdgenos presentes de

origen fecal, esto se ve reflejado como un problema de salud importante (6).

La infeccion de la piel es una de las causas principales de consulta médica, seguida
de infecciones respiratorias y urinarias los cuales representan el 71,8% de visitas
en emergencia en EE.UU., entre los microorganismos mas frecuentes encontrados
estuvo Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa (7). Un estudio revelo
gue en México el 61,7% de infecciones fueron causadas por Staphylococcus aureus

(8). En Estados Unidos menos del 1% de las consultas ambulatorias son por ITU;



México reportd que 5 millones de su poblacion padece de ITU en algin momento

determinado de su vida, siendo la principal bacteria Escherichia coli (9) (10).

En nuestro pais, los casos de infecciones por St. aureus se asemeja con distintas
regiones; ademas el 19% de casos médicos por ITU se deben a esta patologia, y
frente a aminoglucosidos introducida por E. coli fue de 27,1% (11) (12).

Las bacterias resistentes a los antibiéticos, como Staphylococcus aureus y
Escherichia coli son una preocupacién que pone en peligro el éxito de las iniciativas
de salud (13). Ademas, la resistencia bacteriana es costosa econdmicamente,
empeora las condiciones de los pacientes y eleva la tasa de morbilidad de la
poblacion. Por lo tanto, la busqueda de agentes antibacterianos potenciales con
mecanismos de accion precisos se ha convertido en un impulso esencial entre los
cientificos de alimentos, siendo uno de los potenciales agentes antimicrobianos
Carica papaya L. (Papaya) por los usos tradicionales que posee en base a
infecciones en la recuperacion del paciente, el cual se tiene una de las partes
importantes el uso de la semilla, asi mismo los derivados de frutos que ocasionan
contaminacion a nivel mundial, repercutiendo en el aire, el agua y la tierra; asi como
en la salud publica (14) (15). Por lo mismo se propone de manera integral emplear
las semillas de Carica papaya L. (Papaya) para un uso alternativo fitoterapéutico

gue no genere resistencia bacteriana.

Es por lo que el proyecto de investigacion presenta el siguiente problema general:
¢ Presentara actividad antibacteriana in vitro el extracto etandlico de semillas de
Carica papaya L. (Papaya) frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Escherichia coli ATCC 259227

De esta manera nos preguntamos:

e ¢ Qué metabolitos secundarios tiene el extracto etandlico de semillas de Carica
papaya L. (Papaya)?

e (El extracto etandlico de semillas de Carica papaya L. (Papaya) tendra
actividad antibacteriana in vitro frente Staphylococcus aureus ATCC 25923 y

Escherichia coli ATCC 25922 en la concentracion del 25%7?



e (El extracto etandlico de semillas de Carica papaya L. (Papaya) tendra
actividad antibacteriana in vitro frente Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Escherichia coli ATCC 25922 en la concentracion del 50%?

e (El extracto etandlico de semillas de Carica papaya L. (Papaya) tendra
actividad antibacteriana in vitro frente Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Escherichia coli ATCC 25922 en la concentracion del 75%?

e ¢ Cudl es la actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de semillas
de Carica papaya L. (Papaya) comparado con farmaco de referencia frente
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 259227

Las bacterias como Staphylococcus aureus grampositivas tienen un diametro de
entre 0,5y 1,5 micras. Se separan y se asemejan a racimos de uva, lo que facilita
su identificacidn, en la actualidad existe 35 especies reconocidas y 17 subespecies
en el género Staphylococcus. Asimismo, debido a su facilidad de transmision de
una especie a otra o entre miembros de la misma especie, este género tiene un
potencial de adaptacion que tiende a influir como potencial patdogeno en la salud
humana (16) (17).

Escherichia coli es una bacteria gramnegativa con forma de bastén o bacilo que es
miembro de la familia Enterobacteriaceae, habita en el intestino humano como parte
de la microbiota natural. También se puede detectar en la sangre de algunos
animales. Las endotoxinas y fimbrias que estan presentes en su estructura son las
gue le confieren su patogenicidad. Esta bacteria esta ligada a trastornos intestinales
y urinarios asi como en ambientes hospitalarios debido a que se adquiere por via

fecal-mano-oral (18).

La especie vegetal Carica papaya L. esta muy extendida en todo el mundo y es
particularmente comun en las regiones tropicales y subtropicales de América latina.
Perd es una de las naciones que produce con una temperatura promedio anual de
25°C, que lo convierte en el principal exportador del mundo. La precipitacion
mensual recomendada para la papaya es de 4 pulgadas, distribuidas

uniformemente. Respecto a la siembra los arboles estos necesitan mas riego en



lugares con precipitaciones limitadas debido a la alta sensibilidad a las
inundaciones (19).

La papaya es un fruto grande, carnoso, indeterminado, de pulpa blanda, densa,
fragante, que varia en color desde amarillo a rojo y a nivel medicinal posee
propiedades antiinflamatorias, calmantes, cicatrizantes, antibacterianas, digestivas,
diuréticas, emolientes, exfoliantes y laxantes. Respecto a su composicion
fitoquimica contiene 9% de azUcares totales y un contenido en vitaminas B1, B6, C
y A. Los tallos y las hojas contienen carpaina, un alcaloide que favorece los latidos
del coraz6n. Ademas, se encuentra proteinas, carbohidratos, fibra, calcio, fésforo,
hierro y carotenoides, incluidos licopeno, betacaroteno y criptoxantina y las semillas
contienen papaina, una enzima que mejora la digestion y ablanda la carne.
También son ricas en fibra y agua, lo cual previene el estrefiimiento y favorece la

regularidad y la salud del sistema digestivo (20).

Li P, et al. (2021), su objetivo principal fue realizar el efecto antibacteriano de
semillas de Carica papaya L., obteniendo como resultado que el isotiocianato de
bencilo extraido de semillas de papaya present6 efecto antibacteriano de amplio
espectro con una concentracion inhibitoria minima de 1 uL/mL para Escherichia coli
e Staphylococcus aureus. Concluyendo que las semillas de Carica papaya L. tienen
un potencial agente antibacteriano el cual se presenta como alternativa terapéutica

frente a infecciones en relacion de las cepas en estudio (21).

Dotto J, & Abihudi S. (2020), en su estudio, determinaron la composicion fitoquimica
de Carica papaya L., en la cual destacaron que las semillas de papaya, son una
fuente de acidos grasos esenciales como acido oleico con (70.84% - 79.10%),
ademas resaltaron la actividad antibacteriana, siendo un potente inhibidor contra
bacterias como Staphylococcus aureus y Escherichia coli, asi como actividad
antitumoral, inmunomodulador entre otras, mostrando el valor nutracéutico

presente en la planta completa (22).

Sugiyarto, et al. (2019), su objetivo fue determinar la actividad antibacteriana de
semillas y corteza de Carica pubescens frente Staphylococcus aureus y Escherichia
coli, mediante el método de percolacién empleando etanol, ademas emplearon el

método de pocillos de agar en fracciones de concentracion de 12,5%, 25% y 50%,



obteniendo como resultado que 2 de los 3 extractos (hexano y etil acetato)
presentaron actividad. Concluyendo que el extracto de corteza y semilla de Carica
pubescens presentaron actividad antibacteriana (23).

Galvez D, & Ayasta V. (2022), su objetivo fue determinar el efecto antibacteriano
del extracto hexanico de semillas de Carica papaya L frente a Staphylococcus
aureus, mediante la difusion en pozo de agar. Como resultados obtuvieron que la
concentracion al 75% presenté un halo de 6,93 + 0,36 mm seguido de la
concentracion al 100% con un halo de 9,46 + 0,40 mm; existiendo diferencias
significativas en los grupos control frente a la bacteria, excepto en el extracto
hexanico al 50% y el control negativo. Concluyendo que las semillas de Carica

papaya L presentan efecto antibacteriano (24).

Sanchez M, e Idrogo L. (2021), su objetivo fue evaluar el efecto antibacteriano del
extracto etanolico y metandlico de la papaya frente Staphylococcus aureus,
empleando la técnica de difusibn en agar. Como resultados hallaron que las
concentraciones al 50%, 75% y 100% presentaron halos de inhibicién de 15.1 £
0.07 mm, 15.7 £0.06 mmy 16.6 + 0.06 mm respectivamente; existiendo diferencias
significativas en los tratamientos con los extractos tanto etandlico como metanalico.
Concluyendo que todo el grupo control de Carica papaya L presentd efecto

antibacteriano frente Staphylococcus aureus (25).

Adrianzen G, & Vasquez C. (2021), su objetivo fue evaluar la actividad
antibacteriana in vitro de los extractos etandlicos de papaya frente Escherichia coli,
mediante la técnica difusion en pozo de agar. Como resultados obtuvieron que las
concentraciones al 50% y 100% presentaron halos de inhibicion de 10.28 + 0.28
mmy 13.78 £ 0.35 mm respectivamente; existiendo diferencias significativas en los
grupos control frente a la cepa. Concluyendo que los extractos etandlicos al 50% y

100% de Carica papaya L presentan efecto antibacteriano (26).

La justificacion tedrica se basa en la busqueda de fuentes naturales econémicas y
efectivas para tratar infecciones bacterianas, al mismo tiempo que contribuye a
expandir nuestros conocimientos sobre las propiedades bioldgicas y fitoquimicas

de las semillas de Carica papaya.



La presente investigacién hace una contribucién préctica al campo de la salud,
debido a que servira para comprobar de manera cientifica y contrarrestar problemas
de indole infeccioso con un tratamiento alternativo frente a patologias de la piel,

gastrointestinal y a nivel urinario

En el ambito metodoldgico el presente estudio realizard la elaboracién de un
instrumento que servird para recolectar los datos de los andlisis fitoquimicos vy
microbiologicos, el cual corresponden de técnicas analiticas de laboratorio
validadas y estandarizadas como la marcha fitoquimica y el método de difusion en

agar.

Como objetivo se presenta lo siguiente: Determinar la actividad antibacteriana in
vitro del extracto etandlico de semillas de Carica papaya L. (Papaya) frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922.

De tal manera se han formulado los siguientes objetivos especificos:

e |dentificar los metabolitos secundarios que se encuentran en el extracto
etandlico de semillas de Carica papaya L. (Papaya)

e Evaluar la actividad antibacteriana in vitro del extracto etanoélico de semillas
de Carica papaya L. (Papaya) frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923y
Escherichia coli ATCC 25922 en la concentracion del 25%

e Evaluar la actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de semillas
de Carica papaya L. (Papaya) frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923y
Escherichia coli ATCC 25922 en la concentracion del 50%

e Evaluar la actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de semillas
de Carica papaya L. (Papaya) frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923y
Escherichia coli ATCC 25922 en la concentracion del 75%.

e Comparar la actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de semillas
de Carica papaya L. (Papaya) con farmaco de referencia frente
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922.



La hipoétesis de la investigacion se detalla a continuacion: El extracto etandlico de

semillas de semillas de Carica papaya L. (Papaya) presenta actividad

antibacteriana frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli
ATCC 25922

Por otro lado, se propone las hipotesis especificas:

El extracto etandlico de semillas de Carica papaya L. (Papaya) presenta
metabolitos secundarios activos.

El extracto etandlico de semillas de Carica papaya L. (Papaya) presenta
actividad antibacteriana in vitro frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Escherichia coli ATCC 25922 en la concentracion del 25%

El extracto etandlico de semillas de Carica papaya L. (Papaya) presenta
actividad antibacteriana in vitro frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Escherichia coli ATCC 25922 en la concentracion del 50%

El extracto etandlico de semillas de Carica papaya L. (Papaya) presenta
actividad antibacteriana in vitro frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Escherichia coli ATCC 25922 en la concentracion del 75%

La actividad antibacteriana del extracto etandlico de semillas de Carica papaya
L. (Papaya) es mayor comparado con farmaco de referencia frente
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922



ll. MATERIALES Y METODOS

2.1. Enfoque y disefio de la investigacion.

El presente estudio fue de enfoque cuantitativo ya que los resultados fueron
interpretados utilizando enfoques analiticos y numéricos; de disefo
experimental debido a que los investigadores manipularon la variable
independiente (extracto etandlico de semillas de Carica papaya L. - Papaya),
para la evaluacion de los resultados sobre la variable dependiente (actividad
antibacteriana) y fue de tipo transversal porque las muestras se recolectaron

en un momento determinado (27).

2.2. Poblacion, muestray muestreo.
10 kg de frutos de Carica papaya L. que se recolectaron en el distrito de
Calleria, provincia de coronel Portillo, Ciudad de Pucallpa, ubicada en el
departamento de Ucayali a 157 m s. n. m. y coordenadas de 8°230" S,
74°33'0" W

La poblacién microbiolégica fueron cepas de Staphylococcus aureus ATCC
25923 y Escherichia coli ATCC 25922.

La muestra fue de 1 Kg de semillas de Carica papaya L.
Criterios de inclusion:

v" Frutos en buen estado.

v' Muestra vegetal con identificacién taxonémica.

Criterios de exclusion:

v' Frutos que presentes contaminaciéon con microorganismos

v" Frutos que no presenten estado de madurez

El tipo de muestreo fue No probabilistico por conveniencia.



2.3. Variables de investigacion.

Variable Independiente: Extracto etandlico de semillas de Carica papaya L.

(Papaya).

Definicién conceptual: Fraccion liquida obtenido de la maceracion etandlica

de semillas de Carica papaya L. (28)
Definicién operacional: Técnica de maceracion etanolica de semillas de

Carica papaya L.

Variable dependiente: Actividad antibacteriana in vitro frente a Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922

Definicion conceptual: Capacidad el extracto etandlico de inhibir el

crecimiento bacteriano.

Definicion operacional: Se obtuvo mediante el método de difusion en agar
el cual realizo la lectura de los halos de inhibicion por medio del uso del

vernier.

2.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos.
La técnica usada fue la observacion. En relacién con los procedimientos
fitoquimicos se realiz6 la marcha fitoquimica y en base al analisis
microbioldgico se uso la técnica de método por difusion en agar - Kirby-Bauer
(29).

El instrumento fue la ficha de observacién el cual se emple6 para la

recopilacion de datos de los analisis fitoquimicos y microbiolégicos (29).

2.5. Plan de recoleccion de datos.
2.5.1. Autorizacidon y recoleccién de la especie vegetal.
Las semillas de Carica papaya L. se recolectaron en el distrito de
Calleria, capital de Pucallpa, provincia de Coronel Portillo, ubicada en
el departamento de Ucayali solicitando el permiso correspondiente a

la zona de recoleccion.



2.5.2. Identificacién de la especie vegetal.
El reconocimiento de la especie vegetal en relacion a la parte
taxonomica fue realizado por un biélogo taxénomo especialista el cual
proporcioné un certificado confirmatorio de la especie Carica papaya
L. (Papaya).

2.5.3. Preparacion de la droga vegetal.

Las muestras de Carica papaya L. (Papaya) se lavaron y se cortaron
los frutos para retirar las semillas correspondientes de manera

cuidadosa con un material de acero inoxidable.

La limpieza de las semillas se realiz6 con agua potable con la finalidad
de retirar los restos de pulpa de fruta, luego se expuso a temperatura
ambiente por un aproximado de 2 horas (24).

Luego se continu6 a lavar las semillas con agua destilada.
Posteriormente para la deshidratacion las semillas de Carica papaya
L. (Papaya) se colocaron en una bandeja de vidrio el cual fue llevado
a una estufa a temperatura de 40° por 12 horas hasta obtener una

deshidratacion total de la muestra (26).

Luego se procedio a moler las semillas para realizar la maceracion de

la muestra.

2.5.4. Preparacion del extracto etandlico.

Para la maceracion de las semillas de Carica papaya L. (Papaya) se
utilizé un frasco con boca ancha color ambar, y alcohol etilico al 96 %,
el solvente de tipo alcohol sirvio para extraer los metabolitos primarios
y secundarios. La técnica que se us6 es la maceracion dinamica por
5 dias. Se filtré y se llevo a eliminar el solvente a estufa a 40° por 24
a 48 horas con la finalidad de obtener el extracto seco para la
realizacion de las pruebas posteriores (25). Finalmente se procedi6 a

obtener el porcentaje de rendimiento.
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Prueba de solubilidad
Se utiliz6 0,5 g del extracto seco y 1 mL de los siguientes disolventes:
Eter de petrdleo, diclorometano, cloroformo, butanol, etanol de 70°,

metanol, agua destilada y dimetilsulfoxido (25).

Marcha fitoquimica del extracto

El tamizaje fitoquimico preliminar se realizé segun la técnica de Olga
Lock, para ello se utilizaron 14 tubos de ensayo con 1ml del extracto
fluido y los siguientes reactivos: Baljet (Lactonas a, B insaturadas),
Dragendorff (Alcaloides), Gelatina-sal (Taninos), Fehling A y B
(Azucares reductores), Benedict (AzUcares reductores), NaOH 10 %
(Antocianinas), Cloruro férrico (Compuestos fendlicos), Shinoda
(Flavonoides), Liebermann-Burchard (Triterpenos y esteroides),
Gelatina (Taninos), Wagner (Alcaloides), indice Afro simétrico
(Saponinas), Borntrager (Quinonas) y Mayer (Alcaloides) (30).

2.5.5. Ensayo microbiologico.

Activacion de las cepas

Este proceso se llevo a cabo utilizando Kwik-stik, el procedimiento
consistid en presionar la ampolla ubicada en la parte superior del
contenedor y dejar salir el liquido hidratante hacia la parte inferior. Al
finalizar este proceso se tomo6 una muestra de la solucion obtenida y

se traspasé en 5 mL de caldo soya tripticasa (31).

Activacion de las cepas: Para ello se prepar6 una suspension
directa de la cepa y se ajusto la turbidez de este segun la escala 0,5
de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL) (32).

Inoculacién de las Placas: Se realiz6 en placas con agar Mueller-
Hinton, el cual se prepar6é segun las indicaciones del fabricante. La
cepa se sembro con el uso de un asa de siembra debidamente
esterilizada mediante la técnica de estrias cruzadas para garantizar

un sembrado mas uniforme por el medio de cultivo (17).
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Preparaciéon de los pozos: Estos se prepararon en las placas con un
didmetro de 6 mm con una material de acero inoxidable el cual fue
esterilizado, finalmente se agregaron a estos con las siguientes

sustancias para realizar la técnica de Difusion en agar (17).

v" Grupo extracto etandlico de semillas de Carica papaya L. al 25 %
v' Grupo extracto etandlico de semillas de Carica papaya L. al 50 %.
v" Grupo extracto etandlico de semillas de Carica papaya L. al 75 %
v Grupo control: Discos de ciprofloxacino 5 ug.

v" Grupo control: Dimetilsulfoxido

Luego se procedio allevar aincubar la totalidad de placas, en la estufa
a 37°C de 24 a 48 horas. Finalmente, estos resultados se evaluaron

mediante la “Escala de Duraffourd” (17).
2.6. Métodos de analisis estadisticos

Los resultados del andlisis del laboratorio se procesaran en Excel,
posteriormente se empleara un software estadistico de tipo (SPSS) version 27,
asi mismo se utilizaran estadisticos descriptivos a través de tablas y graficos y
pruebas inferenciales para contrastar la hipotesis del estudio el cual

corresponde a (ANOVA) y test de Tukey.

2.7. Aspectos éticos
En la investigacion se us6 buenas practicas de laboratorio, asi mismo los
procedimientos y protocolos de eliminacién de residuos; y técnicas validadas y

estandarizadas.
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[ll. RESULTADOS

Los andlisis realizados al extracto etandlico de semillas de Carica papaya L.
(papaya) corresponden a la prueba de solubilidad, tamizaje fitoquimico y el analisis
microbioldgico por el método de difusién en pozos (Kirby Bauer), el cual se detallan

a continuacion:

3.1 Prueba de Solubilidad

Tabla 1. Andlisis de solubilidad

TUBO SOLVENTE RESULTADOS
N°1  Eter de petrdleo +
N° 2 Diclorometano +
N°3  Cloroformo +
N°4  Butanol +
N°5 Etanol 96° +++
N° 6 Etanol 70° +
N° 7 Metanol +

N°8  Agua destilada -

N° 9 Dimetilsulfoxido +++

-Insoluble; +: Poco soluble; ++: Medianamente soluble; +++: Muy soluble

El extracto de semillas de Carica papaya L. (papaya) mostré alta solubilidad en
etanol 96° y dimetilsulféxido, pero baja solubilidad en éter de petréleo,
diclorometano, cloroformo, butanol, etanol 70° y metanol. Por otro lado, el extracto

no se disolvio en agua destilada.
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3.2 Tamizaje Fitoquimico

Tabla 2. Analisis fitoquimico

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

(-): Ausencia; (+): Minima; (++): Mediana (+++): Abundante presencia

Los resultados del analisis fitoquimico del extracto etandlico de semillas de Carica
papaya L. (papaya) mostraron la abundante presencia de compuestos fendlicos,
seguido de una mediana presencia para las lactonas a, B-insaturadas, taninos,
azlcares reductores y saponinas, de igual importancia presentd la minima
presencia de antraguinonas, terpenos Yy esteroides, alcaloides, taninos,

antocianinas, azucares reductores y flavonoides.
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3.3 Ensayo microbioldgico

Tabla 3. Halos de inhibicién de ensayo microbioldgico en Escherichia coli ATCC
25922 y Staphylococcus aureus ATCC 25923

Diametros de inhibicién en mm
Microorganismo

Ciprofloxacino

75% 50% 25% 5 ug DMSO
7.95 7.56 6 36.14 6
7.93 7.52 6 36.13 6
Escherichia coli 7.86 7.54 6 36.14 6
ATCC 25922 7.98 7.55 6 36.15 6
7.97 7.58 6 36.13 6
7.97 7.58 6 36.13 6
Media 7.94 7.56 6 36.14 6
9.24 8.24 6 30.11 6
Staphylococcus 9.22 8.21 6 29.98 6
aureus 9.27 8.23 6 30.07 6
ATCC 25923 9.26 8.25 6 30.10 6
9.25 8.23 6 29.96 6
Media 9.25 8.23 6 30.04 6

*Tamario de pozos: 6mm, por lo que al reportarse 6mm es indicativo que no
existeformacion halo de inhibicion
*Concentracion del inoculo: 1.5 x 108 UFC/mL

Los resultados del ensayo microbiologico in vitro se presentan en la tabla 3. Se
observo que el grupo que obtuvo el mayor halo de inhibicion medio fue el de
Ciprofloxacino 5 ug con 36.14 mm contra E. coli ATCC 25922. Sin embargo, el
extracto etandlico de semillas de Carica papaya L. (papaya) al 75% mostr6 un halo
de inhibicion medio de 7.94 mm, seguido por el extracto al 50% con 7.56 mm. No

se observaron halos de inhibicién con el extracto al 25%.
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En contraste, en el ensayo contra Staphylococcus aureus ATCC 25923, se observé
que el Ciprofloxacino generé el mayor halo de inhibicibn medio con 30.04 mm.
Ademas, el extracto etandlico de semillas de papaya al 75% presentd un halo de
inhibicion medio de 9.25 mm, seguido por el extracto al 50% con 8.23 mm. No se

observé ningun halo de inhibicion con el extracto al 25%.

Tabla 4. Estadisticos descriptivos

Descriptivos

Estadisticos

Escherichia coli Staphylococcus
ATCC 25922 aureus ATCC

25923
Media 12,7270 11,9048
Error estandar de la media 2,17850 1,86931
Mediana 7,5550 8,2300
Moda 6,00 6,00
Desv. Desviacion 11,93216 9,34653
Varianza 142,376 87,358
Asimetria 1,562 1,522
Error estandar de asimetria 427 ,464
Curtosis ,500 475
Error estandar de curtosis ,833 ,902
Rango 30,15 24,11

La Tabla 4 muestra la estadistica descriptiva con un nivel de confianza del 95%

para las medidas de tendencia central (media, mediana, moda) y de dispersion

(rango, desviacion estandar, varianza) correspondientes.
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Tabla 5. Comparacion de medias por el ANOVA

ANOVA
Sumade gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Escherichia coli Entre 4,128,904 4 1,032,226 1,982,508,137 0,000
ATCC 25922 grupos
Dentro de ,013 25 ,001
grupos
Total 4,128,917 29
Staphylococcus Entre 2096.560 4 524.140 483523.926 0.000
aureus ATCC grupos
25923 Dentro de 0.022 20 0.001
grupos
Total 2096.581 24

En la Tabla 5 se observd que el p<0.05 para los resultados del analisis

microbiolégico in vitro utilizando las cepas bacterianas de E. coli ATCC 25922 y St.

aureus ATCC 25923. Esto indica que existio una diferencia estadisticamente

significativa en los halos de inhibicion promedio entre los grupos experimentales

(25%, 50% y 75%) y los controles en el ensayo microbiolégico, segun el andlisis de
varianza (ANOVA).
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Tabla 6. Comparaciones multiples por la prueba de Tukey

HSD Tukey
() Grupo (J) Grupo Diferencia Desv. Sig. Intervalo de confianza al
de medias Error 95%
(1-J) Limite Limite
inferior superior
DMSO 30,13667°  0.01317 0.000 30.0980 30.1754
Ciprofloxacino 250 30,13667" 0.01317 0.000 30.0980 30.1754
> ug 50% 28,58167°  0.01317 0.000 28.5430 28.6204
o 75% 28,19333°  0.01317 0.000 28.1546 28.2320
e a coll Ciprofloxacino 5ug  -30,13667°  0.01317 0.000  -30.1754  -30.0980
DMSO 25% 0.00000 0.01317 1.000 -0.0387 0.0387
50% -1,55500°  0.01317 0.000 -1.5937 -1.5163
75% -1,94333°  0.01317 0.000 -1.9820 -1.9046
DMSO 24,04400°  0.02082 0.000 23.9817 24.1063
Ciprofloxacino 250y 24,04400°  0.02082 0.000 23.9817 24.1063
S ug 50% 21,81200°  0.02082 0.000 21.7497 21.8743
Staphylococcus 75% 20,79600°  0.02082 0.000 20.7337 20.8583
aureus ATCC 25923 Ciprofloxacino5ug  -24,04400°  0.02082 0.000 -24.1063 -23.9817
OMSO 25% 0.00000 0.02082 1.000 -0.0623 0.0623
50% -2,23200°  0.02082 0.000 -2.2043 -2.1697
75% -3,24800°  0.02082 0.000 -3.3103 -3.1857
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En el andlisis estadistico por Tukey frente la cepa Escherichia coli ATCC 25922, en
comparacion de las medias del grupo control positivo (Ciprofloxacino 5 ug) y los
grupos experimentales (25%, 50% y 75%) se evidencidé que existen diferencias
estadisticamente significativas con un p<0.05, el cual fue a favor del grupo control

positivo.

De igual importancia, en el andlisis frente la cepa Escherichia coli ATCC 25922, en
la comparacién de las medias del grupo control negativo (DMSO) y los grupos
experimentales (25%, 50% y 75%) se evidencié que existen diferencias
estadisticamente significativas con un p<0.05, en las concentraciones del 50% y
75%) y p>0.05 con el grupo experimental del 25%, sin embargo mediante la
comparacion con la escala de Duraffourd ninguna de las concentraciones tiene

actividad antibacteriana al no cumplir con la sensibilidad limite.

Por otro lado, en el analisis estadistico por Tukey frente la cepa Staphylococcus
aureus ATCC 25923, en comparacion de las medias del grupo control positivo
(Ciprofloxacino 5 ug) y los grupos experimentales (25%, 50% y 75%) se evidencio
gue existen diferencias estadisticamente significativas con un p<0.05, el cual fue a

favor del grupo control positivo.

De igual importancia, en el analisis frente la cepa Staphylococcus aureus ATCC
25923, en la comparacion de las medias del grupo control negativo (DMSO) y los
grupos experimentales (25%, 50% y 75%) se evidencidé que existen diferencias
estadisticamente significativas con un p<0.05 en las concentraciones del (50% y
75%) y p>0.05 con el grupo experimental del 25%, esto se interpreta segun la
escala de Duraffourd que existe actividad antibacteriana en las concentraciones del
50% y 75%.
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IV DISCUSION

4.1 Discusién de resultados

La papaya es una planta que se utiliza cominmente en la alimentacion, sin
embargo, se ha demostrado su potencial medicinal mediante la aplicacion de
extractos y aceites en cultivos microbiolégicos. En este estudio, se discuten los
resultados obtenidos al identificar los efectos de los extractos etandlico de las
semillas de Carica papaya L. (papaya) frente Staphylococcus aureus ATCC
25923 y Escherichia coli ATCC 25922.

Durante el primer ensayo, se llevo a cabo la prueba de solubilidad, la cual arroj6
gue el extracto etandlico de la semilla de papaya presento una alta solubilidad
en etanol 96 y dimetilsulfoxido, una baja solubilidad en Eter de petréleo,
diclorometano, cloroformo, butanol, Etanol 70° y metanol. Estos resultados
pueden explicarse por la polaridad, semejanza quimica y tamafo estructural del
extracto, y coinciden con el estudio realizado por Adrianzen G, & Vasquez C.
(2021), en el que se evalud la solubilidad de las semillas de Carica papaya L.y
se observaron resultados similares para solventes como el etanol y
dimetilsulféxido (26).

En cuanto al tamizaje fitoquimico, se identific6 mayor presencia de compuestos
fendlicos, seguido de una mediana presencia para las lactonas a, B-
insaturadas, taninos, azucares reductores y saponinas. La metodologia
utilizada para el tamizaje fue de Olga Lock. Estos resultados son similares al
estudio de Dotto J, & Abihudi S. (2020) quienes identificaron en la composicion
fitoquimica de las semillas de Carica papaya L. (papaya) la presencia de
compuestos fendlicos ya que son responsables del efecto antibacteriano de la
semilla frente a Staphylococcus aureus, y sugiere que esta planta puede tener
un gran potencial como agente antibacteriano en combinacion con otros
medicamentos (22). Aungue se utilizaron diferentes métodos para evaluar el
efecto antibacteriano de la planta en ambos estudios, ambos llegaron a la
misma conclusién, que demuestra de manera consistente el potencial

antibacteriano de esta semilla.
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De igual manera, respecto ensayo microbiologico in vitro realizado para evaluar
la actividad antibacteriana del extracto etandlico de las semillas de Carica
papaya L., (papaya) a diferentes concentraciones (25%, 50% y 75%) contra
Escherichia coli ATCC 25922 identificé que el extracto al 75% generd un efecto
inhibitorio promedio de 7,94 mm, mientras que el extracto al 50% produjo efecto
inhibidor de 7,56 mm y el 25% no present6 efecto inhibidor. Se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre los tres grupos
experimentales segun las pruebas estadisticas de ANOVA y Tukey.

En el ensayo contra la cepa bacteriana Staphylococcus aureus ATCC 25923
presento halos de inhibicion medio de 9,25 mm al extracto al 75%, seguido del
extracto al 50% con 8,23 mm. Segun la escala de Duraffourd, esta cepa
bacteriana fue sensible al extracto del 75% y 50% siendo resistente y al 25% el
cual no presento efecto inhibidor. El estudio realizado por Sanchez M, e Idrogo
L. (2021) quién evalud el efecto antibacteriano del extracto etandlico de la
papaya frente a S. aureus hallaron que las concentraciones al 50%, 75% y
100% obtuvo halos de inhibicion de 15,1, 15,7 y 16,6 el cual fueron “Muy
sensibles” (25).

Los resultados hallados coinciden con la investigacion de Galvez D. y Ayasta V
(2022) con los resultados del presente estudio al haberse obtenido halos
inhibicion de 6,93 £ 0,36 mm a la concentracion del 75% y 9,46 = 0,40 mm al
100% sobre las cepas Staphylococcus aureus, categorizandolos segun la
escala de Duraffourd como “Sensible” (24). Esto indicé que en ambas
investigaciones el ciprofloxacino 5 ug tuvo un predominante mayor halo de

inhibicion.

Este estudio apoya los hallazgos de la investigacion anteriormente discutida,
gue también demostrd la actividad antibacteriana del extracto etandlico de
semillas de papaya contra S. aureus y E. coli. Sin embargo, este estudio
proporciona una evaluacion mas especifica de la actividad antibacteriana, lo
gue sugiere que el extracto de papaya puede ser una alternativa prometedora

para combatir las infecciones bacterianas resistentes a los farmacos.
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4.2. Conclusiones

El extracto etandlico de las semillas de Carica papaya L. (Papaya) presento
efecto antibacteriano frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 y no
presentd actividad frente Escherichia coli ATCC 25922.

Los tipos de metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de
semillas de Carica papaya L. (Papaya) responsables de la actividad
antibacteriana fueron compuestos fendlicos, lactonas a, B-insaturadas,

taninos, saponinas, flavonoides y alcaloides.

La concentracion que presentd actividad antibacteriana del extracto
etandlico de semillas de Carica papaya L. (Papaya) frente a Staphylococcus
aureus ATCC 25923 fue del 50% y el 75%, por otro lado, ninguna de las
concentraciones presento actividad frente Escherichia coli ATCC 25922.

El extracto etandlico de semillas de Carica papaya L. (Papaya) a
concentraciones del 25 %, 50% y 75 % no superaron el efecto inhibidor del
ciprofloxacino frente cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Escherichia coli ATCC 25922.
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4.3. Recomendaciones

Realizar estudios instrumentales para identificar los componentes bioactivos

del extracto de semillas y cascara de papaya.

Determinar la actividad antibacteriana de otros extractos de Carica papaya
L. Ademas del extracto etandlico, la papaya tiene otros extractos que
también podrian tener actividad antibacteriana. Se podria investigar la
actividad antibacteriana in vitro de otros extractos de papaya (por ejemplo,

extractos acuosos, extractos alcohdlicos, etc.) contra las mismas bacterias.

Evaluar la actividad antibacteriana del extracto etandlico de Carica papaya
L. en combinacion con otros antimicrobianos: Se podria investigar si el
extracto etanolico de papaya tiene efectos sinérgicos con otros
antimicrobianos para mejorar la eficacia de los tratamientos contra

infecciones bacterianas.

Estudiar la actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Carica
papaya L. en diferentes condiciones de cultivo: Es posible que el extracto
etandlico de semillas de papaya tenga una actividad antibacteriana diferente

bajo otras técnicas microbiolégicas.
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ANEXOS

ANEXO A. Instrumentos de recoleccion de datos

ENSAYO MICROBIOLOGICO

NO

Frente Staphylococcus aureus ATCC 25923

Ciprofloxacino
Control Ext 25 % | Ext 50 % Ext 75 %

S Mg

Frente a Escherichia coli ATCC 25922

NO

Ciprofloxacino
Control Ext 25 % | Ext 50 % Ext 75 %

5 ug
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Tabla B:

Prueba de Tamizaje Fitoquimico

IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Metabolitos _

secundarios Reactivos Resultado
Quinonas Borntrager
Compuestos fendlicos FeCls
Flavonoides Shinoda
Antocianinas NaOH 10%
Taninos Gelatina
Taninos Gelatina Sal
Alcaloides Dragendorff
Alcaloides Wagner
Alcaloides Mayer

Triterpenos y Esteroides

Liebermann Burchard

Lactonas a, B insaturadas

Baljet

Saponinas

Espuma

Leyenda:

(-) Ausente
(+) Escaso
(++) Leve

(+++) Moderado
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Tabla C: Ensayo de Solubilidad

TUBO SOLVENTES RESULTADOS
N° 1 Eter de petréleo
N° 2 Diclorometano
N° 3 Cloroformo
N° 4 Butanol
N° 5 Etanol de 70°
N° 6 Metanol
N° 7 Agua destilada
N° 8 Dimetilsulfoxido

Leyenda:
Insoluble: (-)

Poco soluble: (+)

Medianamente soluble: (++)

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

Formulacion del problema

Objetivos

Hipotesis

Problema General

Objetivo General

Hipdtesis General

¢Presentara actividad antibacteriana in vitro el
extracto etandlico de semillas de Carica papaya L.
(Papaya) frente a Staphylococcus aureus ATCC
25923y Escherichia coli ATCC 259227

Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto
etandlico de semillas de Carica papaya L. (Papaya) frente
a Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli
ATCC 25922.

El extracto etandlico de semillas de semillas de Carica
papaya L. (Papaya) presenta actividad antibacteriana
frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 vy
Escherichia coli ATCC 25922

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipdtesis Especificas

¢, Qué metabolitos secundarios tiene el extracto
etandlico de semillas de Carica papaya L. (Papaya)?

Identificar los metabolitos secundarios que se encuentran
en el extracto etandlico de semillas de Carica papaya L.
(Papaya)

El extracto etandlico de semillas de Carica papaya L.
(Papaya) presenta metabolitos secundarios activos

¢ El extracto etandlico de semillas de Carica papaya
L. (Papaya) tendrd actividad antibacteriana in vitro
frente Staphylococcus aureus ATCC 25923 vy
Escherichia coli ATCC 25922 en la concentracion
del 25%?

Evaluar la actividad antibacteriana in vitro del extracto
etandlico de semillas de Carica papaya L. (Papaya) frente
a Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli
ATCC 25922 en la concentracién del 25%

El extracto etandlico de semillas de Carica papaya L.
(Papaya) presenta actividad antibacteriana in vitro
frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 vy
Escherichia coli ATCC 25922 en la concentracion del
25%

¢ El extracto etandlico de semillas de Carica papaya
L. (Papaya) tendra actividad antibacteriana in vitro
frente Staphylococcus aureus ATCC 25923 vy
Escherichia coli ATCC 25922 en la concentracion
del 50%?

Evaluar la actividad antibacteriana in vitro del extracto
etandlico de semillas de Carica papaya L. (Papaya) frente
a Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli
ATCC 25922 en la concentracién del 50%

El extracto etandlico de semillas de Carica papaya L.
(Papaya) presenta actividad antibacteriana in vitro
frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 vy
Escherichia coli ATCC 25922 en la concentracion del
50%

¢ El extracto etandlico de semillas de Carica papaya
L. (Papaya) tendra actividad antibacteriana in vitro
frente Staphylococcus aureus ATCC 25923 vy
Escherichia coli ATCC 25922 en la concentracion
del 75%?

Evaluar la actividad antibacteriana in vitro del extracto
etandlico de semillas de Carica papaya L. (Papaya) frente
a Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli
ATCC 25922 en la concentracién del 75%

El extracto etandlico de semillas de Carica papaya L.
(Papaya) presenta actividad antibacteriana in vitro
frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 vy
Escherichia coli ATCC 25922 en la concentracion del
75%

¢Cudl es la actividad antibacteriana in vitro del
extracto etandlico de semillas de Carica papaya L.
(Papaya) comparado con farmaco de referencia
frente Staphylococcus aureus ATCC 25923 vy
Escherichia coli ATCC 259227

Comparar la actividad antibacteriana in vitro del extracto
etandlico de semillas de Carica papaya L. (Papaya) con
farmaco de referencia frente Staphylococcus aureus ATCC
25923 y Escherichia coli ATCC 25922.

La actividad antibacteriana del extracto etandlico de
semillas de Carica papaya L. (Papaya) es mayor
comparado con farmaco de referencia frente
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli
ATCC 25922.
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ANEXO C. Operacionalizacién de las variables

ESCALA
VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES DE ) VALOR
MEDICION
VARIABLE
INDEPENDIENTE g;r))AL“eS\’/%”te
Extracto  etandlico  de | Ensayo Marcha fitoquimica Ordinal (++) Moderado
iezr;!zsayii Carica papaya | fitoquimico (+++) Abundante
VARIABLE
DEPENDIENTE Ensayo .
Actividad antibacteriana in | microbiologico <8 mm: nulo (-)
. 9 Medicion de diametro . 8 — 14 mm: Sensible (+)
vitro frente a Razon

Staphylococcus aureus
ATCC 25923 y Escherichia
coli ATCC 25922

inhibicion (mm)

14 — 20 mm: Muy sensible (++)
>20 mm: Sumamente sensible (+++)
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ANEXO D. Certificado Taxonémico

JOSE R. CAMPOS DE LA CRUZ @W@
C.B. P. 3796
E-ﬂ:(;:;-de@m 'q

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

JOSE RICARDO CAMPOS DE LA CRUZ BIOLOGO COLEGIADO. CIIP 3796 — INSCRITO EN EL REGISTRO DE PROFESIONALES QUE REALIZAM CERTH-
FICACIONES. DE IDENTIFICACION TAXONOMICA DE ESPECIMENES ¥ PRODUCTOS DE FLORA — RESOLUCKON DIRECTORAL ML* 03112013

CERTIFICA:

Que. las Bachilleres ALARCON VARGAS MACHUCA. PAMELA NICOLE y MUNOZ
BEDRINANA, PRISCILLA EDUVIGES, tesistas de la Universidad Maria Auxiliadora, Facul-
tad de Ciencias de la Salud, Escucla Profesional de Farmacia y Bioquimica, con fines de investi-
gacion para desarrollar ¢l proyecto de tesis titulado: ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN VI-
TRO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE SEMILLAS DE Carica papava .. (PAPAYA)
FRENTE A Staphylococcus aureus ATCC 25923 Y Escherichia coli ATCC 25922, han solicita-
do la identificacion y certificacion botanica de la planta cultivada conocida con el nombre comin
de “papaya”. la muestra de semillas ha sido identificada como Carica papaya 1.. Segin la base
de datos de W Tropicos del Missouri Botanical Garden que sigue el sistema modemo de clasifi-
cacion de las angiospermas (APG), publicado cn 1998 por el Grupo para la Filogenia de las An-
giospermas, ¢l sistema APG cvita ¢l uso de la nomenclatura taxonémica clasica por arriba de
orden. - Mark W. Chase & James L. Reveal (2009 — APG 111) consideran a todas las plantas ver-
des en la Clase Equisetopsida. Teniendo en cucnta los datos de la base de W Tropicos. APG 11l v
APG 1V. la especie identificada ticne las siguientes categorias taxondmicas y clados:

Reino: Plantae
Division: Angilospermae
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Supcrorden: Rosanac
Orden: Brasicales
Familia: Canicaceae
Género: Carica
Especie: Carica papaya L.
Nombre vulgar: “papaya”™

Se expide la presente certificacion para los fines de investigacion.
Lima. 10 de junio del 2023

BIOLOGO
C.B.P. 37886

Jr. Sdnchez Silva 156 - Piso 2-Urb. Santa Luzmila -Lima 07 -Lima
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ANEXO E. Informe de Anédlisis de Laboratorio

- Santa Rosaci.

LABORATORIO BIOLOGICO Y ANALISIS CLINICO

“ARo de 13 unidad, I3 paz y ¢l desarrolic”

Informe de Resultados

Solicitado por:  Alarcon Vargas Machuca, Pamela Nicole
Muiioz Bedniiana, Priscilla Eduviges
Muestra: Extracto etanolico de semillas de Carica papaya L. (papaya)
Cantidad: 520gr
Fecha de ensayo: 25-02-2023

Diagmetros de inhibicion en mm
Microorganismo | 756 | sow | 25% | CP" °;'°"°“"° DMSO
ug

795 | 756 3 36.14 6

7. 3 ]
Escherichia coli 7 :Z ; ;i : ;2 ii :

ATCC 25922 - - .
798 | 755 3 36.15 3
797 | 758 6 36.13 6
924 | 8.24 3 30.11 6
Staphylococcus 9.22 8.21 6 29.98 6
oureus 927 | 823 6 30.07 6
ATCC 25923 926 | 8.25 6 30.10 6
925 | 8.23 3 29.96 3

*Tamaiio de pozo: 6mm, por lo que al reportarse 6 mm es indicativo que no
existe formacion halo de inhibicion
*Concentracién del inoculo: 1.5 x 10° UFC/mL

V7%
Lic/ T M, Wolter A

CTMP. 10808

Jr. Comercio N® 597 Pachacamac Teif. 2311053 Cel 941708196~ 993446913




ANEXO F. Certificado de Agar Mueller Hinton

m Certified = 1SO ®HI1:2005, 150 13485:2012 , WHO GMP

HiMedia Laboratories Private Limited

23 Vadhani Industnal Estate, LBS. Mm'g_

Mumbai - 4036 | Website @ avaw himedialabs . com,
Email : infoiahimedialabs com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code : miTa Matarial Name : Lot Ho : DODO3STS24
Mueller Hintan Agar

Report No.: 040000849057 Date of Release & Report : 2018-00-24 Expiry Date : 2023-00

Appearance
Cream 1o yellow homogensous free flowing powder . Observed : Light yellow

Gaelling
Firm, comparable with 1.7% agar gel.

Colour and Clarity of prepared medium
Light amber coloured claar to slight opalscent gel froms in Pelri plates.

Reaction
Reaction of 3.8% wiv aqueous solution at 25"C.

pH
pH Rarge :7.20-7.40 Obsarved: 7.39

Cultural Rezponse

Cubural characteristics observed after incubbation &t 30-35°C for 18 -24 hours for bacterial cullures. For lesting 5 prusmonise : The
medium was supplemented with 5% Sheep blood and incubated at 35°C for 16-18 hours ai 5% CO2 For testing Hoinfluenaze :  Yeast
extract & 2 vials /| of Haemophilus Growth Supplement (FDM17 containing 15 mgl of Hasmatin + 15 mg/l of NAD) and incubsated &t 35°C
for 20-24 hours ai 5% CO2

Antiblotic Sensitivity test
Various discs were tested for standard ATCC straing and 2one of inhibition were measured aler an incubatien 30-35°C for 18 hours.
{As per the |atest CLS] Protocol MB & Standards as per the curment CLSI M100)

Thymine/Thymidine Content
# The zones for these digcs are indicative of the Thymine Thymidine content of the medium.

Divalent Cation Content
* The ranes for ihese discs are indicative of the Divalent Cation content of the medium

[irganism Imoculum (CFU) fGrewth [Ohserved Lot rlzr\m ery frtandard Lone  [Pone of inhibition
bealse {CFL) Dhserved

Escherichla coli ATCC 25922

Lol promoding RE huxuriant 72 Rils

Hmiorvelav AMOC 30 me g - = - = 18-24 mm El“mm

Hmpicillin AMP 10 meg - - - - 16-23 mm 2 lmm

Cefonarime X 30 e - - - - 2935 mm 33mm

Cefoxinin X 30 mog - - - - 2320 mm 2Emm

Cepkalothie CEF 3imeg B B B - 15-21 mm 20hmam
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m Coertified ¢ IS0 W0 :2005, 190 13485:2002 , WHO GMP

HiMedia Laboratories Private Limited

23, Vadhani Indusinal Estate, LBS. Marg,
Bfumban - 4056 | Website @ waw himedialabs com,

Emsail : infoiahimedialabs com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code : m173 Material Mame : Lot No * 00M3ISTS2
Mueller Hinton Agar

Report No.: 040000848057 Date of Release & Report : 2018-09-29) Expiry Date : 2023-00
Ckiaramphenicol C 30 mog - - - - 21-27 mm 2fmim
Ciproiloracin CIF Smeg - - - - lb-<hh oo 3Emm
Crentamicin GEN I wicg - - - - 19-246 mm 2dmm
Sulphafiorasole 8F 300 meg - - - s 15-23 mm 2 lmm
Tewracyeline TE 30 meg * - - - - 18-25 mm 2dmm
- Trinmamazole OOT 25 meg #] - - - - 23-24 mm 28mm
Staphylococcus aursus ATCC 25923
Ciroth prommoding 6 luxuriant i) il -
dAmorvelay AME 30 meg - - - - ZH-16 mm 3 5mim
HmipicillinSulbaciam A5 . - . . F9-37 mm 3fimm
10 ey
Cepheaiothin CEP Iy - - - - 29-17 mm 3 5mm
Ciproiloracin CIF Swicg - - - - 2230 mm 29mm
Ervikramyein E 15 meg - - - - 2230 mm 2Emm
{inesolid LE 30 meg - - . . 25-312 mm 3 lmm
Uhearcillin O loneg - - - - 18-24 mm 23mm
Pristinomyvein RP 1S meg - - - - 21-28 mm 27mm
Tetracveline TE 30 meg * - - - - 24-3) mm 2%mm
¥ arcomycin VA 30 neg - - - - 17-21 mm 2imm
o Trinmamazole COT 25 meg |- - - - 24-32 mm 3 lmm
K
Cefaxitin O 30 meg - - - - 23-24 mm 2Tmm
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
ot proamoding k] Tuxuriant il | B5% -
Hmikacin AK 30 meg ™ - - - - 18-26 mm 25mm
dztreonam AT Imeg - - - - 23-29 mm 27Tmm
U ephantarime CTX 30 meg - - - - 18-22 mm 2lmm
Cefla=idime CAL 30 meg - - - - 2.2 mm 2Tmm
Ciproiloracin CIF Smeg - - - - 25-13 mm 3 lmm
Ciemiamicin GEN 10 meg * - - - - 16-21 mm 2imm
Witipeneni APM T micg - - - - 20-28 mm 2Tmm
Piperacillin P meg - - - - 25-33 mm 3 lmim
MicareillinClmadarie acid . - . . =28 mm 2Tmm
O 23 e
Mobwamycin TOB 10 meg ™ - - - - 19-25 mm 23mm
Escharichla coli ATCC 35218
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m Certilied = SO MHH 2015, 1500 13485: 2002 , WHO GMP

HiMedia Laboratories Private Limited
23, Vadbani Indusirnal Estate, LB.S. Marg,
blumbai - 40086 . Website © www himedialabs. com,

Erail : infoia himedialabs com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code : mi73 Material Namea : Lot No : DOMOASTE24
Museller Hinton Agar

Report No.: 040000848057 Fatn of Releasa & Report : 2018-00.24 Expiry Date : 2023-00

frronaitih presnoiing 15 luxurian [ix] il

Hmorvelay AMC 30 meg - - - - 17-22 mm 2 lmm
Hmpicillin AMP 1) meg B . B . f mm fmm
HmpicillinSwlbaciem A% - - - - 13-1% mm 18mm
Ui 0 e g

Wiperaeillin PU I meg - s - s 12-18 mm 1 famim
CiperacillinTazobaciam PIT |- - - - 2430 mam 2%mm
WL e

icarrciliin TT 75 mey - - - - £ mm faram
Ticarcillin'Cloadarie acid . . . . 21-25 mm 23mim

CC 75 meg
Enterococcus fascalis ATCC 29212

[ sromth premoding 69 lux ursant 58 Bl

(o Trinoazole COT 25 meg |- - - - # 20 mum (C lear 23mm
i fomiz)

Mrimethoprim TR 5 meg # - s - s ¥ 20 mum 2 lmim
Varcomycin VA 30 bieg - - # 17 mm 22mm

Btaphylococcus aursus ATCC 43300 (MRSA)

[irowith promoling LE] luxuriant T6 Bie

Civacillin OX § meg - - - - Very Hazy ta Nol Mo rone

Fone

Sterptococcus pneumonias ATCC 49619 (On Medium with 5% Sheap Blood)

[romith pronoling | K0 |Iu:|.u.nar|.1 | i) | K% |- |-
Meisseria gonorrhoeas ATCC 43226 (Incubated w/s% COZ)

s ot presnoiing | 71 |IM1 | [x] | & |- |-
Hasmophilus influenzae ATCC 49247 (On medium wi Y.E.,NAD & Hamatin)

[sromith premoding | R |I'u1|.|.nar|.1 | 12 | H5% |- |-

. ATCC ia & registered trade mark of the American Type Culture Collection
. HCTC and Mational Collection of Type Culture are registered trade mark of the Health Protection Agency

Control Media :
. For Bacleria : Soyabean Casein Digest Agar [ Columbia Blood Agar base enriched with 5% viv SheepiHorse blood.
. For Yeast & Mold : Sabouraud Dexirose Agar.

- AL 18I0 11133 @ 2014{ E ) eontrol straing ane included in the Quality parameber
. HiMedia Laboratories Pvi Lid is Certified for 150 9001:2015, 130 13485:2012 , WHOD GMP
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m Certified : 1SO 9001:2015, ISO 13485:2012 , WHO GMP

HiMedia Laboratories Private Limited

23, Vadhani Industrial Estate, L.B.S. Marg,

Mumbai - 400086 , Website : www. himedialabs.com,
Email : info@himedialabs.com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code : M173 Material Name : Lot No : 0000357521
Mueller Hinton Agar

Report No.: 040000849057 Date of Release & Report : 2018-09-24 Expiry Date : 2023-09

. Information for BSE/TSE Risk: The material was subjected to pH <= 7.0 and/or a temperature in excess of 75°C for no less than 2
hours during the manufacturing process. The bovine raw material for this product was collected entirely from Indian Origin animals
in a licensed based establishment. The animals are inspected under a Govt. approved veterinarian's supervision and were
apparently free from Infectious and contaglous diseases. BSE (Bovine Spongiform Encephalopathy)/ TSE (Transmissible
Spongiform Encephalopathy) and dioxine are not known to exist in India. This material does not contain, nor is derived from the
specific risks material as defined in The Maharashtra Animal Preservation Act Govt. of Maharashtra, India.

STATUS OF THE MATERIAL : APPROVED

This Is to certify that this lot passes and it confirms to the above mentioned tests and specifications . The information given here is

believed to be correct and accurate, however, both the information and products are offered without warranty for any particulars use,

other than that specified in the current HiMedia manual or product sheets. The results reported were obtained at the time of release.
This document has been produced electronically and is valid

Microbiologist/Sr.Executive Asst./Dy/QC Manager Dy/QA Manager
Microblologist

24.09.2018
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ANEXO G. Certificado de Andlisis de Cepa Escherichia coli

Certificate of Analysis: Lﬂllmed Microorganism Specification and Performance Upon Re
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: ATCO® 25022™*
Passage from Reference: 3

Performance
Macroscopic Featum Medium:
: °°'°"’ &ﬁ% erose rote sage Y Smoe D Targar. rogular tow Comvex, SOAF
Microscopic Foatum. Method:
Gram negative straight rod Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF (1)

Other Features/ Challenges: Results

(1) Oxidase (Kovacs): negative
Beta-glucuronidase (E. coli Broth wiMUG): positive
(1) Ampicillin (10 mcg - Disk Susceptibility): 15 - 22 mm
g,)T‘Gentamicin (10 mcg - Disk Susceptibility): 19 - 26

See attached |D System results document.

(1) SXT (1.25/23.75 mcg - Disk Susceptibility): 23 - 29
mm

Lot Hope

Amanda Kuperus

Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

'Dtsch::;rmf:e s :g;l;&o‘ the lot number appearing on $he product label and pacung sip are merely 2 packaging event number. The lot number displayed on this

A Refor to the enclosed product insert for Instructions, intended use and hazard/safoty Information.

Individual products are traceable to a recognized culture collection.

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERY 2285302

vative Emblem, the ATCC Lic

ATCC Ucensed \" € YM e LFA??(? mmtogu Inc. 15 kcensed men:ed mmr:r“mma"w “rgdlr':i’g :g‘am!he gk rA? c&'ﬁ
\ Dervaove )

(1) These tesis are acoedited %o ISOMEC 17025

TESTING CERT 22655.01

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 10of 1 DOC.286
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

Meaning of Score Values

Range Interpretation Symbaols Color
2,00 — 3.00 [+++) green
1.70-1.99 Low-confidence identification {+] yellow
0.00 - 1.68 - red
Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Interpretation
) G on IS t0n i whach I Spacios 1o Kisnbo 10 The bao Match: (2] low-confdanes Menthcatbe i il
I:hEl EpeCieEs or genus is identical to the best ma‘l-;h or (3} a non-identification.
{B) an mnshtemy The requirements for high consistency are not met. The best match is a high- or low-confidence
l|l'||:: 'II:'Jz'lf g—l:ll_ﬁﬁd rnah:.h is (1) 8 high- or low-confidence dentification in which genus is identical fo the
a non-
{C}) Mo consistency: The requirements for high or low consistency are not met.
Run Creation DateiTime: 2021-08-12T10:12:59.842 KG
Applied MSP Library(ies): BDWAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library
Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
GE (++4) (A) 335-530 Escherichia coli
Commiants:

closely related to Shigella / Escherichia ferngusonii and not definitely distinguishable at the moment
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ANEXO H. Certificado de Analisis de Cepa Staphylococcus aureus

————

-

e, e
O

Microbiologics' !
Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2023/5/31

Microorganism Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus Release Information:

Catalog Number: 0380 Quality Control Technologist: Kavitha Gobalan
Lot Number: 360-540** Release Date: 2021/6/14

Reference Number: ATCO® 25923 ™*
Passage from Reference: 3
(7) Mean Assay Value (MAV): 6.9E+02 CFU per pellet

Performance
Macroscopic Features: Medium:
lswedl:#:\' &%{r&nﬁm%g edge, both white and pale white colonies, SBAP
Microscopic Features: Method:
Gram positive cocci occurring singly, in pairs and in irregular clusters Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF (1)
See attached 1D System results document.

Lot Hpe-

Amanda Kuperus
Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

*Disclamer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing sip are merely a packaging event number. The ot nuerber displayed on this
wuhmumem:gu rumber. < » -

A Refer 1o the enclosed product insert for instructions, Intended use and hazardi'safety Information.

Individual products are traceable to a ized cult lloct

CENY #2055,

-] € PG LPReE RESENASETET SRACS BOrn SR e o 2P e G AR

(1) These tests are acoedited 2o ISOMEC 17025,

TESTING CERT 22655,01

(7) The Mean Ass, :‘ m (MAV) stated above may deviate from the ena-users MAV based on vwxaﬂes mherem o each
laboratory emodsmod pe, equpment, pipettes, and ndmdual technician technique

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 568303 Page 10of 1 DOC.285
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

Meaning of Score Values
Range Interpretation Symbols Color
200-3.00 (++4) green
1.70-1.99 +) yellow
0.00 - 1.69 () red

Meaning of Consistency Categories (A -C)

Category Interpretation
A : Th t i j fi i ificati tch. is (1 igh-
A EORRaS e 1eniiidation 1n wiech e Spacies 16 WISbcal 10 The bast Match: (2)  low-conhdonce enthcatbr 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
P:guﬁc?&m. Ts'f seoong-ebﬁj match is (1) a high- or low-confidence identification in which genus is identical to the
match or (2) a non-identification.
(C) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.
Run Creation Date/Time: 2021-06-10T14:33:39.137 KG
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library

Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
Ad (+++) (A) 380-540 Staphylococcus aureus

Comments:

n'a
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Mlcroblologlcs
Statistical Analysis Certificate

Microorganism Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus
Reference #: ATCC® 25923 ™*

Catalog #: 0360

Lot #: 360-540**

Expiration Date: 2023/5/31

(7) Mean Assay Value (MAV): 6.9E+02 CFU per pellet
Standard Deviation: 8.7E+01

Coefficient of Variation: 13%

99% Confidence Interval of 6.2E+02 to 7.5E+02 CFU

95% Confidence Interval of 6.4E+02 to 7.3E+02 CFU

Method used to determine Mean Assay Value: Spiral Plate Method
Medium Employed: TSA
Incubation Time and Temp: 24 hrs at 34-38 degrees C

%/‘dﬂ—

Amanda Kuperus
Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

(7) The Mean Assay Value (MAV) stated above may deviate from the end-user's MAV based on vanables inherent to each laboratory
environment, such as methods, media type, equipment, pipettes, and individual technician technique

fhehﬂqms)ofmhtmrnbeflppauw\gmMpmdu:lubdandmdungsloammlylpad(wm . The ot yed on this cersfi = the
actual base lot number. The informaton included in $is Stal r;buedonmepm:chnumAmummwmaybensgmdh
mutphpanagngcn'ig.lwumAs:msult.m:mhmmmmwmmndndumapmdmmm

© 2012 Microbsologics, inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 55302
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ANEXO I. Evidencias fotogréficas

INFORME DE PROCESAMIENTO DE MUESTRA

Muestra:

Figura 1. Muestra de tipo semillas de Carica papaya L. (papaya)

Figura 3. Lavado de la muestra
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Figura 5. Limpieza de semillas

Figura 6. Procedimiento de secado de semillas
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Figura 7. Procedimiento de molienda

Figura 8. Preparacion del macerado del extracto etandlico

Figura 9. Proceso de filtracion
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Figura 10. Proceso de vertido en placas

Figura 11. Obtencién de extracto seco
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PROCEDIMIENTO DE ANALISIS DE SOLUBILIDAD

Vo

_‘-‘ \\ e =

1. Procedimiento: Para el analisis de solubilidad se procedi6 a afiadir 1 g de
extracto seco en cada tubo de ensayo seguido se adicion6 1 ml de cada solvente,

luego se agito en un equipo vortex, finalmente, se observo la afinidad del extracto
seco por cada solvente en estudio.
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PROCEDIMIENTO DE MARCHA FITOQUIMICA

2. Procedimiento: Para el analisis de la marcha fitoquimica se procedio a afiadir

1 ml de extracto etandlico de semillas de Carica papaya L. (PAPAYA) en cada
tubo de ensayo seguido se adiciond 1 ml de cada reactivo, finalmente, se

evidencio6 los metabolitos secundarios por medio de coloracion y precipitacion.
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INFORME ENSAYO MICROBIOLOGICO

Figura 13. Autoclave para el uso en la prueba microbiolégica

Figura 14. Agar Mueller
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Figura 15. Placas preparadas

Figura 16. Cepa biologica de tipo: E. Coli ATCC 25922

Figura 17. Cepa bioldgica de tipo: Staphyloccocus aureus ATCC 25923

52



Figura 20. Sembrado de la cepa bioldgica en placas
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Figura 23. Incubacion
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Figura 25. Lectura de resultados
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ANEXO J. Porcentaje de rendimiento

Determinaciéon del porcentaje de rendimiento
Tenemos la cantidad de producto obtenido en la extracciéon quimica.
Pf

Pi

> 100

%E —

Dénde: %E = porcentaje de rendimiento
Pf = peso final (extracto seco)

Pi = peso inicial (muestra molida)

Fuente: Efecto de los extractos secos cloroformico y de diclorometano de
Tropaeolum tuberosum (Ruiz & Pavon) mashua sobre los parametros seminales y

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

94.pdf

Extraccidon por maceracion

%E 2209 7100 = 3.499
= —0 =3.
7 14914 &

Pf=5.20 gr extracto seco obtenido

Pi = 149.1 gr. muestra molida
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