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Resumen

Los indices de mortalidad para Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Escherichia coli
ATCC han aumentado a nivel mundial, representando el 40%, 30% y 20% respectivamente, el
presente trabajo tiene como objetivo: Analizar el efecto antibacteriano in vitro del extracto
etanolico de la cascara de Citrus reticulata (mandarina) en cepas de Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes y Escherichia coli ATCC, Lima 2023. Metodologia: Método hipotético
deductivo, cuantitativo, experimental, de corte transversal, explicativo. La poblacién fue 10 kilos
del fruto de Citrus reticulata (mandarina) y la muestra fue 1 kilo de cascara de Citrus reticulata
(mandarina). Se realizd la prueba de solubilidad, para determinar en qué solvente es soluble,
marcha fitoquimica para determinar los metabolitos secundarios y para el efecto antibacteriano se
empled el método de Kirby Bauer, estuvo constituida por grupos al 25 %, 50 % y 75 % frente al
Levofloxacino 5 pg (control positivo). Resultados: Las medias de los diametros en
concentraciones del 25%, 50% y 75% del extracto etandlico de la cascara de Citrus reticulata
(mandarina) frente Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Escherichia coli ATCC

fueron mas bajos que los registrados por (Levofloxacino 5 pg). Se observaron diferencias


file:///C:/Users/EDITH/Downloads/CORRECCIÓN%20GALLEGOS%20-%20MANDARINA%205-12-23/TESIS%20UPNW-%20GALLEGOS-JULCA%20MANDARINA%205.12.23%20FINAL.docx%23_Toc152729718

Xiii

estadisticamente significativas entre los grupos de experimentacion que representaban el 25%,
50% y 75% y el (DMSO). Conclusidon: El extracto etandlico de la cascara de Citrus reticulata
(mandarina) presento efecto antibacteriano en cepas de Staphylococcus aureus al 50% y 75%, en
cepas de Streptococcus pyogenes en la concentracion del 75% y para la cepa de Escherichia coli

ATCC 25922 no present0 efecto antibacteriano.

Palabras clave: Efecto antibacteriano, extracto etandlico, Citrus reticulata.

Abstract
Mortality rates for Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes and Escherichia coli ATCC
have increased worldwide, representing 40%, 30% and 20% respectively. Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes and Escherichia coli ATCC, Lima 2023. Methodology:
Hypothetical deductive, quantitative, experimental, cross-sectional, explanatory method. The
population was 10 kilos of Citrus reticulata (tangerine) fruit and the sample was 1 kilo of Citrus
reticulata (tangerine) peel. The solubility test was performed to determine in which solvent it is
soluble, phytochemical march to determine the secondary metabolites and for the antibacterial
effect the Kirby Bauer method was used, it was made up of groups at 25%, 50% and 75% against
Levofloxacin 5 pg (positive control). Results: The mean diameters at concentrations of 25%, 50%
and 75% of the ethanolic extract of the peel of Citrus reticulata (tangerine) against Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes and Escherichia coli ATCC were lower than those recorded by
(Levofloxacin 5 pg). Statistically significant differences were observed between the experimental
groups representing 25%, 50% and 75% and the (DMSO). Conclusion: The ethanolic extract of

the peel of Citrus reticulata (tangerine) showed antibacterial effect in 50% and 75% strains of
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Staphylococcus aureus, in strains of Streptococcus pyogenes at the concentration of 75% and for

the strain of Escherichia coli ATCC 25922 it did not present an antibacterial effect.

Key words: Antibacterial effect, ethanolic extract, Citrus reticulata.



Introduccion
La finalidad del estudio “Efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de la cascara
de Citrus reticulata (Mandarina) en cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Escherichia coli ATCC, Lima 2023 es analizar el efecto antibacteriano in vitro del extracto
etanolico de la cascara de Citrus reticulata (Mandarina), los indices de mortalidad de las cepas de
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Escherichia coli ATCC han aumentado a nivel
mundial, representando el 40%, 30% y 20% respectivamente. Esta situacion plantea desafios para

la salud publica y la lucha contra enfermedades infecciosas (1).

En el capitulo I se desarrolla la realidad problematica y la formulacion del problema: ¢ Cual
es el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de la cascara de Citrus reticulata
(mandarina) en cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Escherichia coli

ATCC, Lima 2023?

El capitulo Il tenemos al Marco tedrico donde se realizd una descripcién del Citrus
reticulata (mandarina), Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Escherichia coli ATCC,

abarcando los antecedentes e hipétesis.

El capitulo 111 encontramos los aspectos metodoldgicos, el disefio, la poblacion, la muestra

y la técnica empleada en la investigacion.



En el capitulo 1V, se muestra de manera detallada los resultados y se lleva a cabo una

discusion sobre el estudio.

Por ultimo, en el capitulo V, se exponen las conclusiones y recomendaciones derivadas de

la investigacion, seguido de las referencias bibliograficas y los anexos correspondientes



CAPITULO I: EL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

Desafortunadamente, a lo largo de las Gltimas cinco décadas el Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes y Escherichia coli, son microorganismos patégenos con gran importancia
en el mundo y muchos de ellos son resistentes a los medicamentos. (1). La mayoria de las bacterias
coexisten en simbiosis con los microorganismos presentes en el cuerpo humano. Sin embargo,
debido a varias razones, como la inmunodepresion, algunas bacterias pueden causar enfermedades
graves. Estas enfermedades estan relacionadas con la produccion de sustancias toxicas.
Staphylococcus aureus es una bacteria patégena y resistente que suele ingresar al cuerpo humano
através de una herida abierta o del tracto respiratorio. Una vez dentro del cuerpo, la bacteria puede
ocultarse en celulas epiteliales, endoteliales y otras estructuras celulares (2).

La OMS reportdé que Staphylococcus aureus es causa habitual de infecciones
intrahospitalarias, muchas cepas son resistentes a la meticilina (MRSA); en los Ultimos afios
aumento la morbimortalidad en un 64% en comparacién con las infecciones sensibles a los
medicamentos (3). Ademas, aproximadamente 13.7 millones de fallecimientos ocasionados por
distintas infecciones en todo el mundo, mas de la mitad (7.7 millones), son causados por
Escherichia coli (4), de igual manera se reporto que Streptococcus pyogenes manifesto una tasa

de incidencia alta de infeccion (5).



A nivel internacional, una de las bacterias responsable de provocar aproximadamente mas
de 25,000 muertes cada afo en el continente europeo es Staphylococcus aureus; la prevalencia de
Staphylococcus. aureus en Grecia, Malta, Chipre e Italia super6 el 25% de su poblacion. En Africa
subsahariana se reportd que mueren 230 por cada 100 mil habitantes y en la Republica
Centroafricana indico un indice alto de mortalidad; Islandia presentd menor riesgo de mortalidad
35,7% (6). Laincidencia en el continente asiatico fue del 82,6% afectando primordialmente a nifios
(7). Oceania reportdé que anualmente por cada 100 mil habitantes, 108 se deben a este
microorganismo (8).

En Estados Unidos, Staphylococcus aureus provoca aproximadamente 22,000 muertes
cada afio; ademas se report6 que la prevalencia de Streptococcus pyogenes fue del 21,6% en Africa
subsahariana, mientras que en América del Norte y Europa la prevalencia fue del 5,5% y el 7,7%,
respectivamente (9), ademas estos son una de las causas principales de consulta médica 71,8%
(10). En el continente europeo, asiatico, oceanico y africano, las enfermedades gastrointestinales
constituyen una preocupante situacion de salud pablica, a causa de la existencia de
microorganismos nocivos en el liquido vital y en los comestibles contaminados por Escherichia
coli, lo cual plantea un desafio significativo en términos de salud publica. Estos microorganismos
tienen origen fecal y pueden provocar la aparicion de diversos trastornos gastrointestinales e
infecciones del tracto urinario (ITU) (11).

En América Latina, las infecciones por Staphylococcus aureus representan un grave
peligro debido a su rapida propagacion y facilidad para desarrollar resistencia a los antibiéticos,
siendo el responsable del 40% al 60% de las infecciones respiratorias altas (12). Argentina reporto

mayor indice de morbilidad causada por Staphylococcus aureus con 88%, Brasil presentd tasas



bajas de esta bacteria los cuales variaron entre 4.5% — 25% (13). México reportd que el 61,7% de
su poblacion presentd infecciones las cuales fueron causadas principalmente por Staphylococcus
aureus; ademas se reporto que Streptococcus pyogenes afectd al 32,9% de adultos (14); de igual
manera alrededor de 5 millones de personas en el pais sufren de ITU, siendo la principal causante
de esta enfermedad la bacteria Escherichia coli (15).

En el Pertd, en la Region de Lambayeque, un estudio realizado reportdé que el 28,6%
padecian de infecciones por la bacteria Staphylococcus. aureus, y era resistente a la Oxacilina y
estas se asociaron a infecciones por Streptococcus pyogenes (16), debido al alto nivel de
resistencia a los antibidticos. En el afio 2008, se llevo a cabo una investigacion en el Centro Médico
de la localidad de Chachapoyas (Amazonas), donde se recolectaron 148 muestras de garganta y
amigdalas de pacientes de diferentes edades. Se encontr6 que el 0,9% de los casos aislados fueron
Streptococos pyogenes. Se determind que esta cepa era sensible a la bacitracina (20 mm) y
resistencia al clotrimoxazol (17).

A nivel local, una investigacion realizada en Lima, llevado a cabo en distintos hospitales
de la ciudad, determiné que el 19,69% de infantes presentaron infecciones debido a la bacteria de
Staphylococcus aureus, ademas se observd porcentajes significativos los cuales evidenciaron
resistencia antibiotica (18). Por otro lado, en el centro médico Cayetano Heredia de Lima se llevd
a cabo un estudio en el afio 2020 donde se constatd que la mitad de los casos analizados
presentaban resistencia a la meticilina (MRSA), principalmente en muestras sanguineas (27,3%)
y secreciones bronquiales (36,4%) (19). En Lima Metropolitana, se evidencio Escherichia coli en

un 12,3% de las 407 muestras de alimentos. De las muestras de alimentos, se encontrd la presencia



de la bacteria en 23 de las 102 muestras de carne molida, en 15 de las muestras de carne entera, en
8 de las 102 muestras de queso fresco y en 2 de las 101 muestras de verduras frescas (20).

La resistencia microbiana es un desafio significativo en términos de salud publica, dado
que invalida la efectividad de la terapia antimicrobiana exacerba las condiciones de los pacientes
y elevando de esa manera la tasa de morbilidad de la poblacién, motivo por el cual es importante
encontrar alternativas a los antibidticos, que sean efectivos en la terapia y que no fomenten la
resistencia bacteriana; entre ellos. La cascara de Citrus reticulata (Mandarina) debido a los usos
tradicionales que posee para contrarrestar las infecciones. Normalmente la poblacion desecha la
cascaras de mandarina en vertederos por lo que genera contaminacion al medio ambiente
aproximadamente en un 30% a nivel mundial (21). Nuestra investigacion busca dar un buen uso a

la cascara y demostrar su efecto antibacteriano.
1.2. Formulacion del problema
1.2.1. Problema general

e ;Cual sera el efecto antibacteriano in vitro del extracto etan6lico de la cascara de Citrus
reticulata (Mandarina) en cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y

Escherichia coli ATCC Lima 2023?

1.2.2. Problemas especificos
e ;Cual serd la afinidad quimica del extracto etandlico de cascara de Citrus reticulata
(Mandarina) mediante la prueba de solubilidad?
e ;Cuales seran los metabolitos secundarios presentes en el extracto etanolico de la cascara

de Citrus reticulata (Mandarina) mediante la marcha fitoquimica?



¢ ;Cual sera el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de la cascara de Citrus
reticulata (Mandarina) sobre las cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes
y Escherichia coli ATCC, en la concentracion del 25%, 50% y 75%?

e;,Cbomo sera la actividad antibacteriana del extracto etandlico de la cascara de Citrus
reticulata (Mandarina) a diferentes concentraciones y el farmaco de referencia, frente a las

cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Escherichia coli ATCC?

1.3. Objetivos de la investigacion
1.3.1 Objetivo general
e Analizar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de la cascara de Citrus
reticulata (Mandarina) en cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y

Escherichia coli ATCC, Lima 2023.

1.3.2 Objetivos especificos
o ldentificar la afinidad quimica del extracto etandlico de céscara de Citrus reticulata
(Mandarina) sobre los solventes mediante la prueba de solubilidad.
o Identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto etanélico de la cascara de
Citrus reticulata (Mandarina) mediante la marcha fitoquimica.
o Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de la cascara de Citrus
reticulata (Mandarina) sobre las cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus

pyogenes y Escherichia coli ATCC, en las concentracidnes del 25%, 50% y 75%.



e Comparar la actividad antibacteriana in vitro del extracto etanolico de la cascara de Citrus
reticulata (Mandarina) a diferentes concentraciones y el farmaco de referencia, frente a

las cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Escherichia coli ATCC.

1.4. Justificacion de la investigacion

1.4.1 Tedrica
Se profundizd y actualizd la comprension acerca el efecto antibacteriano de Citrus
reticulata (Mandarina), ya que, tiene propiedades antibacterianas, no obstante, hay una escasez de
investigaciones cientificas que lo respalden. Ademas, no hay suficientes estudios para determinar
las concentraciones y dosis necesarias para lograr la actividad antibacteriana en el pais, es asi como
se justifica a nivel tedrico el aporte de una nueva opcion de terapia natural el extracto etanélico de
las cascaras de Citrus reticulata (Mandarina) en el tratamiento de infecciones provocadas por
cepas bacterias.
1.4.2 Metodoldgica
A nivel metodoldgico se uso técnicas validadas como el método de difusion en agar, y
técnicas fitoquimicas para el reconocimiento de compuestos fitoquimicos responsables de la
actividad antibacteriana.
1.4.3 Préactica
La investigacion también hace una contribucion practica al campo de la salud, al presentar
un tratamiento alternativo ante la resistencia microbiana y la urgencia de nuevos medicamentos

con atributos antimicrobianos para abordar las infecciones bacterianas.



1.5. Limitaciones de la investigacion

Consistid en no incluir cepas bacterianas clinicamente relevantes. Al restringirse
Unicamente a cepas en estudio, existe riesgo de no abarcar la diversidad y resistencia de las
bacterias presentes en entornos clinicos reales. Esta situacion podria limitar la aplicabilidad de los
descubrimientos en el contexto de enfermedades infecciosas y el desarrollo de terapias

antibacterianas eficaces.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Luque y Mendiguete (22) En el afio 2021 tuvieron el objetivo de “Determinar la actividad
antibacteriana del extracto etandlico de céscara de Citrus limetta Risso (Lima) sobre
Staphylococcus aureus”. Su metodologia fue de tipo basico, prospectivo y experimental,
empleando la técnica de discos en agar. Se evaluaron diferentes tratamientos, incluyendo el etanol
al 96% comao control negativo; ciprofloxacino y extracto de Citrus limetta Risso del 100%, 50% y
25%. Los resultados obtenidos indicaron que al 100%, el extracto de Citrus limetta Risso presentd
una mejor actividad antibacteriana en comparacion con las diferentes concentraciones. En
conclusion, se puede afirmar que las cascaras de Citrus limetta Risso poseen actividad
antibacteriana contra Staphylococcus aureus a causa de la existencia de compuestos secundarios

detectados.

Espinozay Huifiac (23) En el afio 2021 su objetivo fue “Analizar la actividad antibacteriana
del extracto etandlico de la cascara de Citrus x Limon (Limon) contra la cepa de Cutibacterium
acnes ATCC 6919” mediante una metodologia cuantitativa y disefio observacional transversal. La
técnica utilizada fue la de Kirby Bauer, en la que se evaluo la actividad del extracto en cuatro
concentraciones distintas: 25%, 50%, 75% y 100%. Los hallazgos revelaron que la muestra

demostrd accion antimicrobiana en dosis del 75% y 100%, con 16,31 mm y 47,96 mm,
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respectivamente, frente a la bacteria. Concluyendo, que la solucidn etandlica obtenida de la cascara
a concentraciones del 75% y 100% exhibe una notable capacidad antibacteriana contra la cepa de

Cutibacterium acnes ATCC 6919.

Tam (24) En el afio 2015 su objetivo fue “Evaluar la actividad inhibitoria del extracto
etanolico de la cascara de Citrus limon contra Staphylococcus aureus meticilino resistente” El
enfoque metodologico utilizado fue hipotético, cuantitativo y experimental, y se prepararon cuatro
concentraciones del extracto etandlico (5%, 25%, 50% y 75%). Los hallazgos revelaron efecto de
inhibicidn en todas las dosis analizadas, aunque al contrastar los radios de inhibicién, se observd
que la capacidad inhibitoria del extracto fue considerablemente menor en comparacion con la

vancomicina. En conclusién, que el extracto de Citrus limon presento actividad antibacteriana.

Sakya et al. (25) En el afio 2019 tuvieron el objetivo de “Comparar la actividad
antibacteriana de los extractos de cascara y jugo de citricos”. Se empled una metodologia de tipo
experimental. Los resultados obtenidos demostraron que los extractos de Citrus aurantifolia (lima)
y Citrus limon (limoén) fueron maés efectivos contra bacterias que sus extractos de cascara,
presentando una zona maxima de inhibicién de 26.66+1.15 y 20£1, respectivamente, contra
Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Como conclusion, se afirmo que tanto los extractos de
jugo como de cascara de citricos poseen funciones antibacterianas que pueden resultar beneficiosas

en la prevencion del crecimiento bacteriano no deseado.

Mohammad (26) En el afo 2020 su objetivo fue “Establecer las actividades
antimicrobianas de Citrus sinensis contra Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus”. La

metodologia utilizada fue un estudio experimental e hipotético. Los resultados demostraron que el
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extracto de Citrus sinensis tuvo una alta capacidad para inhibir la formacion de biopeliculas
mediante la adicion de concentraciones subinhibitorias para MRSA y BLEE, respectivamente. En
cuanto a ESBL, 12 (60%) de los aislamientos resultaron positivos confirmados y el 45% de
Staphylococcus aureus mostro actividad MRSA. En conclusion, los extractos de Citrus sinensis
presentaron actividad antimicrobiana, lo que sugiere que estos metabolitos podrian tener un papel

importante como agentes antimicrobianos contra los microorganismos estudiados.

Ehigbai et al. (27) En el afio 2020 tuvieron el objetivo de “Realizar analisis fitoquimicos
cuantitativos y actividades antimicrobianas de productos frescos y secos de extractos etandlicos
de Citrus sinensis Cascaras de (naranja dulce)”. La metodologia empleada fue un estudio
experimental, cuantitativo. Los hallazgos manifestaron que el extracto de cascara fresca presento
mejores actividades antibacterianas contra todas las cepas bacterianas estudiadas en comparacion
con el extracto de céscara seca. Concluyendo que el extracto contiene mas fenoles y posee mejores
actividades antimicrobianas contra las cepas microbianas estudiadas en comparacion con el

extracto de cascara seca.

Hassan et al. (28) En el afio 2020 tuvieron el objetivo de “Evaluar la actividad
antibacteriana del extracto de naranja dulce Citrus sinensis en bacterias seleccionadas”. Para ello,
se emple6 una metodologia experimental basica. Los resultados obtenidos demostraron que
existieron diferencias significativas entre ambos extractos. El extracto de etanoato de etilo presentd
una concentracion inhibitoria minima de 300 mg/ml en Escherichia coli (31,5 £ 0,5 mm) y en
Staphylococcus aureus (22 £ 0,0 mm), mientras que el extracto de etanol a 100 mg/ml mostré una
zona de inhibicion de 23,5 £ 1,5 mm en Escherichia coli y de 12,5 + 2,5 mm en Staphylococcus

aureus a 300 mg/ml y 200 mg/ml. Por otro lado, se observé que las zonas de inhibicion exhibidas
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por la estreptomicina fueron para Neisseria gonorrhoeae y Escherichia coli de 14 a 24 mm,
mientras que el ciprofloxacino varié de 15 a 21 mm en Staphylococcus aureus. En conclusién, se
determind que el extracto de etanoato de etilo fue mas efectivo que el extracto de etanol y el control

positivo.

Wenling et al. (29) En el afio 2022 tuvieron el objetivo de “Determinar el analisis del
metaboloma de las cascaras de Citrus sinensis y Citrus reticulata”. El método empleado fue
cualitativo, experimental; cultivos bacterianos se prepararon mediante el método de recubrimiento
del paladar, se colocaron discos de papel de filtro estériles. La muestra empleada fue 500 gramos
de cada cascara (Citrus sinensis y Citrus reticulata) de eliminandose el albedo. Los resultados
manifestaron que Citrus reticulata mostré una mayor diversidad de compuestos que Citrus
sinensis. Los extractos de ambas cascaras mostraron efectos antibacterianos contra,
Staphylococcus aureus. Concluyendo que los extractos de cascara de Citrus reticulata y Citrus
sinensis mostraron efectos antibacterianos similares contra Escherichia coli y Bacillus subtilis,
mientras que los extractos de cascara de Citrus sinensis fueron mas efectivos contra

Staphylococcus aureus.

Ali et al. (30) En el afio 2017 tuvieron el objetivo de “Determinar la actividad
antimicrobiana del extracto metandlico de cascara de Citrus Limon (Familia-Rutaceae)”. La
metodologia fue cuantitativo, experimental, analizando la planta contra dos cepas bacterianas
utilizando el método de difusidn en pocillos. Los resultados indicaron que el extracto metanolico
de la céscara de Citrus Limon contiene una alta presencia de fitoquimicos, como alcaloides,
saponina, flavonoides, carbohidratos, glucésidos y acidos citricos y taninos. En conclusién, la

actividad antimicrobiana del extracto metandlico de la planta fue significativa contra todos los
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organismos probados, incluyendo una cepa Gram positiva (Staphylococcus aureus), una cepa

Gram negativa (Escherichia coli) y una cepa fungica (Candida albicans).

Hassan et al. (31) En el afio 2022 tuvieron el objetivo de “Evaluar la actividad
antibacteriana de extractos metanolicos de cascaras de varios frutos citricos contra Bacillus spp. y
Escherichia coli. Metodologia: Se us6 el método de difusion en disco. Los resultados revelaron
que el extracto metandlico de cascara tuvo la actividad antibacteriana. Conclusiones: Los citricos
pueden ser explotados como ingredientes antibacterianos y antioxidantes en alimentos y
nutracéuticos, segun los hallazgos de este estudio. Los extractos metandlicos de céascaras de frutas

citricas pueden ser una fuente potencial de agentes antibacterianos para combatir enfermedades.

2.2. Bases teoricas
Citrus reticulata (Mandarina)
2.2.1 Origen

Una fruta con los nombres populares de naranjas, mandarinas, toronjas, limones, limas,
cidras y pomelos pertenece a menudo al género botanico conocido como citrus, que tiene
caracteristicas muy particulares. Como consecuencia de la seleccidn natural y de las hibridaciones
que han ocurrido de forma espontanea o como resultado de la intervencién humana, han sufrido
diversas alteraciones desde sus inicios hasta la actualidad. Los citricos se introdujeron por primera
vez en otras partes del mundo como resultado de extensas migraciones, y hoy en dia la produccién

se esta extendiendo a practicamente todas las regiones tropicales y subtropicales (32).
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2.2.2 Taxonomia
Alrededor de 150 géneros y 900 especies componen la familia Rutacea, que habita
principalmente en América del Sur y Australia e incluye arbustos y arboles en climas tropicales y

templados (33). Asimismo, de género Citrus y Especie Reticulata.

Figura 1. Citrus reticulata (Mandarina)

Nota: Guohong A et al. Genomics of the origin and evolution of Citrus
2.2.3 Descripcién
Es un arbusto que tiene caracteristicas semejantes a las del naranjo, pero es mas delicado
y de menor tamafio. El género mas significativo de la familia de los citricos, donde se encuentra
esta fruta, son ricos en vitamina C, flavonoides y aceites esenciales. Son Unicos porque estan

alojados en varias vesiculas a lo largo de sus entrafias. La mandarina es una de las frutas mas
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adoradas por su diminuto tamarfio, sabor y aroma, asi como por la facilidad con la que se puede

quitar la piel (33).

2.2.4 Clasificacion

Mandarino Satsuma: Se dice que estas mandarinas, que constituyen el mayor porcentaje
de cultivos en Espafia y Japon, son de origen japonés. Destacan entre otros grupos de mandarinas
porque son las que mas soportan las bajas temperaturas. Debido a la falta de semillas, las
mandarinas son utilizadas en la industria de enlatados en almibar, siendo Japon y Espafia los
mayores exportadores a nivel mundial. En comparacidn con otros tipos de mandarinas, estas frutas
maduran mas temprano y pierden parte de su acidez, lo que las hace menos atractivas. Mandarinos
Comunes: Se incluyen en esta categoria aquellos con herencia mediterranea y con un enfoque de
consumo familiar. Tienen fuertes cualidades organolépticas, semillas y mala conservacion, por lo
que no tienen mucha demanda en el mercado mundial, pero son muy consumidas en muchos
mercados locales. Otros mandarinos: Aquellos que son el resultado de cruces de especies entran

en esta categoria.

Los hibridos de mandarina son los mas importantes debido a que su cascara suele estar mas
firmemente adherida a la pulpa. Dentro de este grupo, algunas subcategorias tienen relevancia
econdmica, como es el caso de la mandarina Ortanique. En Ecuador, las mandarinas se cultivan a
una temperatura adecuada de entre 14 y 24 grados centigrados. Entre los principales tipos
cultivados se encuentran Ponkan, Satsuma temprano y normal, Dancy, King y Malvasio. La
produccién de la variedad comun de mandarina, que es tipica de las regiones tropicales de Ecuador
y crece en lugares entre los 2200 m.s.n.m., es posible gracias a una combinacion de factores como

el clima, la altitud y la incidencia solar (33).
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2.2.5 Propiedades y usos medicinales

Las mandarinas son una fruta de bajo contenido calérico que contienen una cantidad
significativa de fibra, potasio y vitamina C, un antioxidante que es esencial para el crecimiento de
colageno. Adicionalmente, la vitamina C contribuye en la asimilacion del mineral de hierro y
disminuye la existencia de compuestos nitrosados, sustancias que pueden ser cancerigenas y
disminuyen el riesgo de cancer, y mejora la funcién inmunolodgica. Otras vitaminas presentes en
las mandarinas incluyen acido folico, que es importante para un embarazo saludable, y provitamina
A, que se convierte en vitamina A en el cuerpo, necesaria para la salud de la piel, cabello, huesos,
sistema inmunologico y vista. Los carotenoides producidos por la vitamina A tienen propiedades
anticancerigenas y reducen las enfermedades cardiovasculares. El acido citrico en las mandarinas
tiene propiedades antisépticas y potencia los efectos de la vitamina C, mientras que el acido félico
es importante para la sintesis del genoma y el aumento de las defensas. La produccion y
transmision de impulsos nerviosos, el correcto funcionamiento de los musculos y el mantenimiento
del equilibrio hidrico tanto dentro como fuera de las células dependen del potasio. Otros
componentes que se encuentran en las mandarinas, incluidos los fitoquimicos D-limoneno,
cumarina, flavonoides y terpenos, también son anticancerigenos (34).
2.2.6 Extracto etandlico

El término "extracto etandlico™ se refiere a una solucion con un olor especifico hecha de
material vegetal deshidratado por maceracion con solventes alcohdlicos (35).
2.2.7 Bacterias

Las bacterias unicelulares vienen en una variedad de geometrias, incluidas esferas, varillas

y espirales. Son criaturas microscopicas que pueden variar en tamarfio de 0,5 a 5 micras. Carecen
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de nucleo y organulos internos, ya que, son procariotas. Suelen tener una pared celular basada en

peptidoglucano y muchos de ellos presentan flagelos u otros tipos de estructuras méviles (36).

2.2.8 Cepa

La identificacion de una cepa bacteriana se basa en la determinacion de caracteristicas
genotipicas o fenotipicas especificas de la misma y su comparacion con los diferentes taxones de
su clasificacion. EI numero y método de determinacion dependera principalmente del tipo de
bacteria y del proposito buscado en la identificacion. Las cepas bacterianas pueden diferir en su
capacidad para causar enfermedades, su resistencia a los antibi6ticos, su tolerancia a diferentes
condiciones ambientales, su produccion de enzimas y toxinas, entre otros rasgos. Debido a estas
diferencias, las cepas bacterianas pueden ser Utiles en la investigacion médica y en la produccion
de medicamentos y vacunas. Ademas, la identificacion y caracterizacion de las cepas bacterianas

es importante para el diagnostico y tratamiento de las infecciones bacterianas (36).

2.2.9 Staphylococcus aureus

Las bacterias Staphylococcus aureus grampositivas tienen un didmetro de entre 0,5y 1,5
micras. Se separan en racimos que se asemejan a racimos de uva, lo que facilita su identificacion.
En la actualidad existen 35 especies reconocidas y 17 subespecies en el género Staphylococcus.
Gracias a su facilidad de transmision de una especie a otra o entre miembros de la misma especie,
este genero tiene un potencial de adaptacion que tiende a influir en todas las especies de mamiferos
(17). La resistencia ha evolucionado desde el uso de la penicilina. La transferencia de resistencia
por plasmidos ha llevado a la propagacion de la resistencia a penicilina en mas del 90% de las

cepas. Aunque la aparicidon de nuevas penicilinas y cefalosporinas parecia ser una solucion, las
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cepas resistentes a la meticilina se volvieron cada vez mas comunes, y también se asociaron con
la resistencia a otros antibioticos. Esto se debe a la adquisicion de fragmentos de ADN que alteran

las PBPs. La resistencia puede aparecer en casi el 20% de los aislados (37).

2.2.10 Streptococcus pyogenes

Streptococcus pyogenes, también conocido como Streptococo beta-hemolitico del grupo
A, provoca faringitis, infecciones dérmicas y de tejidos blandos, neumonia, sepsis y fiebre
reumatica. Es altamente contagioso y se transmite por contacto directo. El tratamiento incluye
antibioticos y medidas preventivas. Streptococcus pyogenes es el agente principal de
faringoamigdalitis bacteriana y también estd implicado en infecciones cutaneas y de tejidos
blandos. Hasta el momento, no se ha observado resistencia a la penicilina, que sigue siendo el
tratamiento preferido. Sin embargo, se han descrito resistencias a otros antibioticos como

sulfamidas, tetraciclinas, cloranfenicol, macrélidos y lincosamidas (38).

2.2.11 Escherichia coli

Escherichia coli es un tipo de bacteria perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, que
tiene forma de baston o bacilo y es clasificada como gramnegativa. Esta bacteria se encuentra
naturalmente en el intestino humano, es parte del microbiota normal, y también se puede encontrar
en la sangre de ciertos animales. La capacidad patdgena de Escherichia coli se debe a la presencia
de fimbrias y endotoxinas en su estructura. Esta bacteria esta asociada con trastornos intestinales
y urinarios, asi como con infecciones adquiridas en entornos hospitalarios debido a su transmisién

a través de la via fecal-oral o por contacto con manos contaminadas (20).
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2.2.12 Efecto antibacteriano
Hay dos categorias de productos: los esterilizadores y los bacteriostaticos. Los
esterilizadores matan los gérmenes, mientras que los bacteriostaticos detienen el crecimiento y la

reproduccion de las bacterias sin realmente eliminar los gérmenes (36).

2.2.13 Agar Miller Hinton

Se utiliza el procedimiento de difusion con discos normalizados para analizar la capacidad
de las variedades bacterianas de responder a los agentes antimicrobianos. Este método sigue las
directrices establecidas por (EUCAST), organismos responsables de fijar pautas y protocolos para
la evaluacion de la susceptibilidad antimicrobiana. Se emplea para evaluar la reaccion de las cepas

bacterianas aisladas de muestras clinicas de organismos aerobios de rapido desarrollo (40).

2.2.14 Cepas de referencia

Los cultivos de referencia son muestras de microorganismos preservados y distribuidos por
colecciones de cultivos. Debido a que el material de referencia es un organismo vivo, es esencial
que el laboratorio lo manipule y conserve adecuadamente para asegurar su integridad y

preservacion (41).

2.2.15 Levofloxacino

Es un farmaco antimicrobiano que actta inhibiendo la actividad de la enzima ADN girasa
y la topoisomerasa IV en el complejo de ADN-ADN. La eficacia del levofloxacino como sustancia
bactericida esta condicionada por la conexion entre la cantidad maxima presente en la sangre
(Cméx) o el espacio bajo la grafica (AUC) y la cantidad minima requerida para inhibir el

crecimiento (CMI). La resistencia a este farmaco se obtiene de manera progresiva mediante
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modificaciones en las zonas de actividad de la enzima topoisomerasa Il (ADN girasa) y la

topoisomerasa IV (42).

2.3 Formulacion de hipétesis

2.3.1 Hipotesis general

H1: El extracto etandlico de la cascara de Citrus reticulata (Mandarina) presenta efecto
antibacteriano in vitro en cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y
Escherichia coli ATCC, Lima 2023.

HO: El extracto etandlico de la cascara de Citrus reticulata (Mandarina) no presenta efecto
antibacteriano in vitro en cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y

Escherichia coli ATCC, Lima 2023.

2.3.2 Hipdtesis especificas

El extracto etanolico de céascara de Citrus reticulata (Mandarina) tiene afinidad quimica
sobre los solventes mediante la prueba de solubilidad.

Existen metabolitos secundarios presentes en el extracto etanolico de la cascara de Citrus
reticulata (Mandarina) responsables de efecto antibacteriano mediante la marcha
fitoquimica

El extracto etandlico de céascara de Citrus reticulata (Mandarina) tiene efecto
antibacteriano in vitro sobre cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y
Escherichia coli ATCC en la concentracion del 25%, 50% y 75%.

El extracto etanolico de cascara de citrus reticulata (Mandarina) presenta mayor efecto
antibacteriano sobre las cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y

Escherichia coli ATCC en comparacion con farmacos de referencia.
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CAPITULO I1l: METODOLOGIA

3.1. Método de la investigacion

Es hipotético-deductivo dado que inicia con la observacion y formulacion de una
hip6tesis, seguido por la verificacion de la misma. (43)
3.2. Enfoque investigativo

Cuantitativo, ya que se centra en recopilar y analizar datos numéricos sobre variables y

examinar las caracteristicas y eventos cuantificables (43).

3.3. Tipo de investigacion
Aplicada, dado que toda investigacion aplicada necesita una base tedrica, pero su interés

radica en los resultados practicos (44).

3.4. Disefio de la investigacion

Experimental dado que se intervino en la variable independiente que es el Extracto
etanolico de cascara de Citrus reticulata (Mandarina) para analizar su efecto en la variable
dependiente que es el Efecto antibacteriano (45).

Corte transversal porque se tomo una muestra en un momento determinado, sin seguir

su evolucidn en el tiempo. (44).
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El nivel de la investigacion fue explicativo: ya que tuvo como objetivo establecer las
relaciones causa-efecto. A través de la prueba de hipotesis (46).
3.5. Poblacién, muestra y muestreo
Poblacion:
Los 10 kg del fruto de Citrus reticulata (Mandarina) que fue originaria del “Mercado

Mayorista de frutas” del puesto N° 312 “La Victoria- Lima”.

Criterios de inclusion:
e (Caéscaras en buen estado de Citrus reticulata (Mandarina).

e Frutos maduros.

Criterios de exclusién:
e Frutos en mal estado (deteriorados).

e Tallos y raices de Citrus reticulata (Mandarina).

Muestra:

La muestra fue 1 kg de la céscara obtenida de 10 k del fruto de Citrus reticulata

(Mandarina).
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Muestreo:
La cascara de Citrus reticulata (Mandarina), se tomo del “Mercado Mayorista de frutas”

del puesto N° 312 “La Victoria- Lima”, para realizar el extracto etanolico.

n=2(Za+ZR)> S?
a2

Donde:

n = tamafio de la muestra

Za = 1,96 Valor de la distribucién normal corresponde al error tipo | (o) del 5%

ZR = 1,28 Valor de la distribucion normal corresponde al error tipo I () del 10%

S = Es la desviacion estandar de la variable en estudio (se obtiene de una muestra piloto o
de algun antecedente)

d = Es el margen de error permisible (precision). Establecido por el investigador.

n=2(1.96+x 1.28)21.154?= 12.4 = 12 placas por cepa bacteriana.

1.50?
Se tomd como antecedente para los datos de la (S) desviacién estandar, la investigacion de

Shakya et al (2019)(47).



3.6. Variables y operacionalizacion

Variable 1: Extracto etandlico de cascara de Citrus reticulata (Mandarina)
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Definicion operacional: Se realizo los andlisis mediante el uso de diferentes solventes y

reactivos para la determinacion de los metabolitos secundarios en el extracto de cascara de Citrus

reticulata (Mandarina).

Matriz operacional de la variable 1

Dimensiones Definicion Definicion Escala de Escala valorativa
Indicadores
conceptual operacional medicion (niveles o rangos)
Pruebas de Fraccion liquida | Se realizd los | = Eter de petréleo
solubilidad extraida de analisis = Diclorometano () Insoluble
cascara de mediante el | = Cloroformo (+) Poco soluble
Citrus reticulata uso de = Butanol Ordinal | (++) Medianamente
(Mandarina) diferentes = Etanol 96° soluble
mediante solventesy | = Metanol (+++) Muy soluble

maceracion para
el andlisis de
solubilidad y
marcha

fitogquimica

reactivos para
la
determinacion
de los

metabolitos

= Agua destilada

= Dimetil sulfoxido
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Marcha

Fitoquimica

secundarios en
el extracto de
cascara de
Citrus
reticulata

(Mandarina)

= Antraquinonas

= Compuestos
fenolicos

= Terpenos y
esteroides

= Alcaloides

= Lactonas a, -
insaturadas

= Taninos

= Antocianinas

= Azlcares
reductores

= Saponinas

= Flavonoides

Ordinal

(-) Ausente

(+) Minima

(++) Mediana
(+++)Abundante

presencia




Variable 2: Efecto antibacteriano in vitro en cepas de Staphylococcus aureus,

Streptococcus pyogenes, Escherichia coli ATCC.
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Definicion operacional: Se inocul6 las cepas bacterianas de referencia en placas Petri y

luego se procedio a la medicion de los halos de inhibicion identificando la sensibilidad o

resistencia de la cepa bioldgica sobre la especie vegetal.

Matriz operacional de la variable 2

Dimensién Definicion conceptual Definicion Escala de Escala Valorativa
Indicadores
operacional medicién (niveles o rangos)
Es la habilidad de | Se inocul6 las
una sustancia para | cepas bacterianas
Cepas de P P
detener y/o de referencia en
Staphylococcu . . Nulo: <8mm
phy erradicar el placas Petri 'y * )
_ e Sensible: 8 -
s aureus, desarrollo de una luego se procedi6 | Concentraciones 14 mm
bacteria a través de | a la medicion de o EN0 . e Muy
Streptococcus -, | " ) al 25%,50% Nominal sensible:14 —
Cones analisis 0S alos e . 20mm:
. . s . Pt s 0
Pyog y microbiologicos inhibicion e Sumamente
.. . . . ible: >
Escherichia | aplicados a identificando la ;e::'ble 20
coli diversos conjuntos | sensibilidad 0

de variedades

bacterianas.(48)

resistencia de la

cepa  bioldgica
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sobre la especie

vegetal.

Control
positivo:

levofloxacino.

Nominal

-Staphylococcus
Aureus: 25-
30mm
-Echerichia
Coli: 29-37mm
-Streptococcus
Pyogenes: 13-

17mm

3.7. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.7.1. Técnica

Consistid en la observacidn, en la cual se presto atencidn a un fenémeno, evento o situacion

y se recopil6 informacion para su posterior analisis (43).

3.7.1.1. Recoleccién de la muestra vegetal

El fruto Citrus reticulata (Mandarina) se obtuvo del Mercado Mayorista de frutas del

puesto N° 312 “La Victoria- Lima”, las muestras fueron llevadas al laboratorio de las instalaciones

del Laboratorio Biolégico y Andlisis Clinico Santa Rosa E.l.R.L. Asi mismo a la muestra se le

realizo su clasificacion taxondmica.
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3.7.1.2. Preparacion de la muestra vegetal

Se selecciond frutas en condiciones éptimas, libres de dafios provocados por hongos o
insectos. Posteriormente, se lavo con agua destilada y solucion de NaClO 0,5%. Luego de secarlos,
se peld y se corto en pedazos para luego colocarlos sobre papel Kraft y someterlos a un proceso

de deshidratacion en una estufa a 40°C durante 48 horas.

Pulverizacion y almacenamiento: Se molio la piel de la mandarina en un mortero hasta

lograr un polvo uniforme, el cual se guard6 en un recipiente de vidrio de color ambar.

3.7.1.3. Preparacion del extracto etandlico

Se empled un envase de vidrio color ambar para depositar 200 gramos de cascara de
mandarina seca y triturada. Posteriormente, se adicion0 etanol de 70° hasta cubrir la muestra 2
centimetros por encima. La mezcla se dejo macerar durante 5 dias dentro de un entorno oscuro y
Seco, con agitacion continua.

3.7.1.4. Preparacion de un extracto seco

Una vez culminado el proceso de maceracién, se procedio a filtrar el macerado con la
finalidad de separar la cascara de mandarina del extracto liquido, para ello se empled papel filtro

Whatman N°1, luego se concentrd la muestra para la obtencion del extracto seco.



31

3.7.1.5. Analisis de solubilidad
Se introdujo 1 mL de extracto seco en una serie de tubos de ensayo y a continuacion se

adicion0 a cada uno 1 mL de diferentes solventes con propiedades apolares y polares.

3.7.1.6. Marcha fitoquimica del extracto

Implica una serie de pruebas de coloracion y precipitacion, donde se empledé 1 mL de
solucion etandlico obtenida de las cascaras de Citrus reticulata (Mandarina) en cada uno de los 14
tubos de ensayo, seguido se adicion6 1ml de cada reactivo, para realizar el analisis fitoquimico. Se
siguio el protocolo establecido por la Dra. Olga Lock.

3.7.1.7. Analisis antibacteriano por el método de difusion en agar - Kirby Bauer
modificado en pozo.

Preparacion de agar Mueller Hinton: Se pes6 18.24 gramos del agar y se afiadié 480 mL
de agua destilada. Se calentd el medio agitdndolo para favorecer su completa disolucion.
Posteriormente se transfirié a una autoclave para lograr su esterilizacion a una temperatura de 121
°C por un lapso de 15 min. Una vez retirado el medio de cultivo de la autoclave, se dejo enfriar
hasta alcanzar una temperatura entre 45 a 50 °C. Luego, se procedio a distribuir sobre placas petri

estériles.

Preparacion de agar Mueller Hinton con 5% de Sangre de Carnero: Se pesé 9.12
gramos del agar deshidratado y se afiadié 240 ml de agua destilada. Se calentd el medio agitandolo
para favorecer su completa disolucidn. Posteriormente se transfirié a una autoclave para lograr su
esterilizacion a una temperatura de 121°C por un lapso de 15 minutos. Una vez retirado el medio

de cultivo de la autoclave, se dejo enfriar hasta alcanzar una temperatura de 50 °C, en este
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momento se adiciond un 5% de sangre de carnero estéril, se homogenizé y distribuyo6 en placas

petri estériles.

Activacion de las cepas de referencia: En el estudio se empled Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes y Escherichia coli ATCC, las cuales fueron activadas a partir de su forma
liofilizada. Estos microorganismos liofilizados fueron puestos en contacto con el liquido de
hidratacion proporcionado por el fabricante y utilizando el hisopo incorporado en el Kwik Stik se
estridé sobre placas de agar nutritivo las cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia coli.;
Streptococcus pyogenes fue estriado sobre una placa de agar sangre. Posteriormente, las cepas
fueron incubadas a 37°C durante 24 horas, solo Streptococcus pyogenes fue incubado en medio

anaerobio a la misma temperatura y tiempo que las anteriores.

Preparacion del estandar 0,5 de McFarland: La preparacion del reactivo de McFarland
implica el disefio de una solucién estandarizada de turbidez utilizada en microbiologia para ajustar
la densidad celular de las suspensiones microbianas. Para lograr esto, se disuelven cristales de
sulfato de bario en una mezcla de &cido sulfarico y cloruro de sodio. Este proceso resulta en una
solucion con una turbidez especifica, medida en unidades de McFarland. La solucion de
McFarland actGa como un estandar visual para evaluar la densidad celular mediante la
comparacion de la turbidez de la suspension microbiana con la del estdndar. Este método es
fundamental para estandarizar la concentracion de microorganismos antes de realizar pruebas
microbioldgicas, como las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, garantizando asi resultados
precisos y comparables en los estudios microbioldgicos. La precisién en la preparacion de este
reactivo es esencial para mantener la reproducibilidad de los resultados en el &mbito de la

microbiologia clinica y de laboratorio.
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Preparacion del Inoculo: Se tomo con un asa de siembra estéril dos a tres colonias de una
de las placas donde se activaron anteriormente las cepas; estas colonias se colocaron dentro de un
tubo estéril con suero fisioldgico y se homogenizo obteniendo una suspension en la que se observa
turbidez. Por ultimo, se procedié ajustar la turbidez comparandola con el patron 0.5 de la escala

de McFarland. Este procedimiento se repitio para cada una de las cepas.

Inoculacion de las placas: Teniendo el inoculo ya preparado y con ayuda de un hisopo
estéril se procedio a realizar la siembra de Staphylococcus aureus y Escherichia coli sobre placas
de agar Miiller-Hinton. Streptococcus pyogenes fue sembrado sobre placas de agar Muller Hinton

sangre de carnero.

Elaboracion de pozos: Una vez inoculadas las placas, se realizaron los pozos para cada
una de las diferentes concentraciones. Los pozos se realizaron perforando el medio de cultivo con

ayuda de un sacabocado estéril de 6 mm de diametro.

Preparacion de las concentraciones de solucién con extracto seco de la cascara de
Citrus reticulata (Mandarina): Para la investigacion, se tomd muestras de extracto seco en
cantidades de 2.5 g, 5 g y 7.5 g para cada nivel de concentracion del 25%, 50% y 75%. Estas
muestras fueron disueltas en dimetilsulfoxido (DMSO). Después, se llend a una fiola de 10 mL

con la mezcla, hasta aforar su limite correspondiente.

v Grupo ext. etandlico de céscara de Citrus reticulata (Mandarina) 25 %
v" Grupo ext. etandlico de cascara de Citrus reticulata (Mandarina) 50 %.
v Grupo ext. etandlico de cascara de Citrus reticulata (Mandarina) 75 %

v Grupo levofloxacino 5 pg.
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v" Grupo Dimetilsulfoxido (DMSO).

Posteriormente se adicionaron, con ayuda de una micropipeta, 20 ul de cada una de las
sustancias experimentales a cada uno de los pozos realizados.

Las placas fueron colocadas dentro de una incubadora a una temperatura de 37°C durante
un lapso de 24 horas. Streptococcus pyogenes fue incubado en condiciones anaerobias a la misma
temperatura y tiempo que las otras dos bacterias. Finalmente, se evalud los resultados con la

"Escala de Duraffourd".

3.7.2. Descripcién de instrumentos

Se desarrollaron un formulario de recopilacion de informacion con el fin de obtener los
datos necesarios (46).
3.7.3. Validacion

Se llevo a cabo la validacion del instrumento, a través, de juicios de expertos, se eligio
a 3 docentes con el grado de Magister de la Universidad Norbert Wiener, quienes,
fundamentados en su conocimiento, establecieron su pertinencia, claridad y relevancia. El
instrumento fue concebido considerando la informacion previamente investigada y las
publicaciones cientificas asociadas al tema, con la finalidad de definir la variable a ser

investigada.

3.7.4. Confiabilidad
No aplica por ser una guia de observacion, se desarrollé6 mediante la supervision del Dr.

Collanque Pinto Jesus Daniel.
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3.8. Procesamiento y analisis de datos

Después de llevar a cabo los experimentos, los hallazgos fueron recopilados en el
instrumento de recoleccion de datos y anotados en una hoja de calculo de Microsoft Excel.
Estos datos fueron objeto de un andlisis estadistico utilizando el software SPSS version 27, a

través de la utilizacion de pruebas descriptivas e inferenciales como ANOVA 'y Tukey.

3.9. Aspectos éticos

En este estudio se otorgd una consideracion particular a los principios éticos en el
ambito de la biologia con el propdsito de evitar la diseminacién de bacterias y salvaguardar la
salud de los individuos como del entorno. Con este fin, se aplicaron precauciones de
bioseguridad en todos los procedimientos relacionados con la manipulacion, transporte,
empleo, higienizacién y eliminacion de desechos, con el objetivo de garantizar una adecuada

proteccion frente a cualquier eventual peligro.
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CAPITULO IV: PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

4.1. Resultados
En el presente apartado se muestran los resultados del analisis de solubilidad, analisis

cualitativo preliminar y el ensayo microbioldgico.

4.1.1. Contrastacion de la hipétesis general.
Ho: El extracto etandlico de la céascara de Citrus reticulata (Mandarina) no presenta efecto
antibacteriano in vitro en cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Escherichia
coli ATCC, Lima 2023.
H1: El extracto etandlico de la cascara de Citrus reticulata (Mandarina) presenta efecto
antibacteriano in vitro en cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Escherichia
coli ATCC, Lima 2023.

En la tabla 1, 2 y 3 se evidencian los resultados de los halos de inhibicion del analisis

microbiologico.
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Tabla 1.

Promedio de los halos de inhibicién) frente Escherichia coli ATCC 25922

Diametros de inhibicion en mm

Microorganismo DMSO 25% 50%  75% Levofloxacino 5 pg

6 6 6 35.52

35.50

35.53

35.49

Escherichia coli 35.52

ATCC 25922 3548

35.53

35.50

35.51

35.52

35.47

35.48

| O O O Of O O] O O O O O O
| OO OO O OO OO O] OO OO O O O
| OO OO O OO OO O] OO OO O O O
| O O O O O O] OO OO O O O

Media 35.50

De acuerdo con la tabla 1, se muestra que Escherichia coli ATCC 25922 evidencia valores
inferiores a 8 mm, tanto para las concentraciones del 25%, 50% y 75% lo que indica una ausencia

de efecto antibacteriano, segun la tabla de Duraffourd y Lapraz (1983).



Tabla 2.

Promedio de halos de inhibicion frente Staphylococcus aureus ATCC 25923.

38

Diametros de inhibicion en mm

Microorganismo DMSO 25% 50%  75% Levofloxacino 5 ug
6 6.99 845  10.57 30.05
6 7.02 8.47  10.55 29.99
6 6.98 8.48  10.56 30.03
6 6.95 841  10.52 29.96
Staphylococcus 6 6.99 8.43  10.56 30.01
aureus 6 6.96 840  10.53 30.03
ATCC 25923 6 7.05 8.47  10.59 29.98
6 6.97 846  10.57 30.00
6 7.00 845  10.58 29.98
6 7.02 843  10.53 30.05
6 6.98 844  10.55 29.95
6 7.03 8.48  10.58 30.04
Media 6 7.00 845  10.56 30.01

De acuerdo con la tabla 2, se observa que la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923

muestra valores inferiores a 8 mm, en la concentracion del 25%, lo que indica una ausencia en el

efecto antibacteriano, en cuanto a la concentracion del 50% tiene un promedio de 8.45, lo que
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indica es sensible y para la concentracion del 75% se observa un promedio de 10.56, lo que indica

que es sensible, segun la tabla de Duraffourd y Lapraz (1983).

Tabla 3.

Promedio de halos de inhibicion frente Streptococcus pyogenes ATCC 19615

Diametros de inhibicion en mm

Microorganismo DMSO 2504 50% 75% Levofloxacino 5 ug
6 6 6 8.27 27.53
6 6 6 8.29 27.51
6 6 6 8.26 27.55
6 6 6 8.30 27.51
Streptococcus 6 6 6 8.27 27.54
pyogenes 6 6 6 8.25 27.47
ATCC 19615 6 6 6 8.32 27.52
6 6 6 8.27 27.50
6 6 6 8.31 27.52
6 6 6 8.23 27.46
6 6 6 8.25 27.49
6 6 6 8.26 27.48
Media 6 6 6 8.27 27.51

De acuerdo con la tabla 3, se observa que la cepa Streptococcus pyogenes ATCC 19615

evidencia valores inferiores a 8 mm en las concentraciones del 25% y 50% lo que indica una
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ausencia de efecto antibacteriano. Por otra parte, a la concentracion de 75%, se observa que es

sensible, con un valor promedio 8.27 mm, segun la tabla de Duraffourd y Lapraz (1983).

Decisidn: Se rechaza la hipotesis nula (HO), debido a que si existe efecto antibacteriano de
la especie vegetal en estudio.
4.1.2. Contrastacion de hipdtesis especificas

a) Hipdtesis Especifica N° 01

HO: El extracto etanolico de cascara de Citrus reticulata (Mandarina) no tiene afinidad quimica

sobre los solventes mediante la prueba de solubilidad.

H1: El extracto etanolico de cascara de Citrus reticulata (Mandarina) tiene afinidad quimica sobre
los solventes mediante la prueba de solubilidad.

Tabla 4.

Prueba de solubilidad del extracto etandlico de la cascara de Citrus reticulata (mandarina).

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  Dimetil sulfoxido +++

En la tabla 4, se observd la capacidad de disolucion del extracto etandlico de la cascara de
Citrus reticulata (mandarina), utilizando distintos solventes con diferentes niveles de polaridad.

Se observé que el solvente etanol 96° y dimetil sulfoxido mostraron mayor solubilidad (+++),
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seguidos por el metanol que present6 una solubilidad mediana (++). Por otro lado, se observé una

solubilidad baja (+) en etanol 70° y agua destilada.

Decision: Se rechaza la hipotesis nula (HO), debido a que si existe solubilidad por parte del

extracto en estudio.

b) Hipdtesis Especifica N° 02

HO: No existen metabolitos secundarios presentes en el extracto etanolico de la cascara de Citrus
reticulata (Mandarina) responsables de efecto antibacteriano mediante la marcha fitoquimica.
H1: Existen metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de la cascara de Citrus
reticulata (Mandarina) responsables de efecto antibacteriano mediante la marcha fitoquimica.

Tabla 5.

Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de la cascara de Citrus reticulata (mandarina)

TUBO ENSAYOS METABOLITO RESULTADO
N° 1 Borntrager Antraquinonas +++
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 o, B-insaturadas +++
N° 8 Gelatina Taninos +++
N°9 Gelatina-sal Taninos +
N° 10 NaOH 10% Antocianinas +++
N° 11 Benedict Azlcares reductores +++
N° 12 Fehling Ay B AzUcares reductores +++
N° 13 Espuma Saponinas -

N° 14 Shinoda Flavonoides +++
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En la tabla 5, se llevo a cabo el andlisis fitoquimico siguiendo el protocolo establecido por
Olga Lock para comprobar la hipotesis propuesta. Se evidencid la presencia de antraquinonas,
lactonas o, B-insaturadas, compuestos fenolicos, alcaloides, taninos, azlcares reductores,
antocianinas, con una abundante presencia (+++). También se registré una presencia minima (+)
de alcaloides, taninos, terpenos y esteroides.

Decisidn: Se rechaza la hipotesis nula (HO) debido a que el extracto en estudio si presenta
metabolitos secundarios responsables de la actividad antibacteriana.

c) Hipotesis especifica N° 03

HO: El extracto etandlico de cascara de Citrus reticulata (Mandarina) no tiene efecto
antibacteriano in vitro sobre cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes Y
Escherichia coli ATCC en las concentraciones del 25%, 50% y 75%.

H1: El extracto etandlico de cascara de Citrus reticulata (Mandarina) tiene efecto antibacteriano
in vitro sobre cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Escherichia coli ATCC
en las concentraciones del 25%, 50% y 75%.

Tabla 6.

Comparaciones multiples por T3 de Dunnett
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Comparaciones miiltiples

Intervalo de

Variable ) leeren.cm Error . confianza al 95%
de di (I) Grupol Grupo de medias , Sig. — —
pendiente 1 (1-J) estandar Limite Limite
inferior superior
L evofloxact 25% 2950417 0,00596 0,000 294839 29,5244
o Sevo OXACMO 500, 29,50417°  0,00596 0,000 29,4839 29,5244
Slc_ erichia He 75%  29.50417° 000596 0,000 294839 29,5244
COll
TCC 25022 25% 000000 000000 1,000 00000  0,0000
DMSO 50% 0,00000 000000 1,000  0,0000  0,0000
75% 0,00000  0,00000 1,000  0,0000  0,0000
L evofloxact 25%  23.01083° 001320 0,000 229701 23,0516
- SCVO OXACMO 500, 2155833 0,01253 0,000 21,5194 21,5972
aphylococcus > Ug 75%  19,44833° 001184 0,000 194112 194855
aureus *
LCC 25003 25%  -.99500 0,00866 0,000 -1,0244  -9656
DMSO 50% 244750  0,00760 0,000 -2.4733  -2.4217
75%  -455750°  0,00641 0,000 -45793  -4,5357
| evofloxact 25%  21,50667°  0,00801 0000 214794 21,5339
evofloxacino .
Streptococeus v 50%  21,50667°  0,00801 0,000 214794 21,5339
pyogenes HE 75%  19.23333° 001112 0,000 19,1990 19,2676
ATCC 19615 25% 000000 000000 1,000  0,0000  0,0000
50% 0,00000  0,00000 1,000  0,0000  0,0000
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75% -2,27333" 0,00772 0,000 -2,2996 -2,2471

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

Al examinar la tabla 6, se observa que la cepa Escherichia coli ATCC 25922, tuvo
resultados de significancia asintomatica bilateral en las comparaciones entre el grupo
(Levofloxacino 5 pg) y los grupos experimentales (25%, 50% y 75%), son menores a 0.05
(p<0.05), lo cual indica que si hay diferencias estadisticamente. Esto implica que el grupo
Levofloxacino 5 pg presenta un efecto inhibidor mayor que los experimentales en todas las
concentraciones. Adicionalmente, se observa entre el (DMSO) y los grupos experimentales (25 %,
50% y 75%), dio p>0.05, con un promedio de 6, lo cual indica que no existe efecto antibacteriano

y no hay diferencias estadisticamente significativas entre dichos grupos.

Por otro lado, se puede observar en la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923, tuvo
resultados de significancia asintomatica bilateral entre el grupo (Levofloxacino 5 pg) y los grupos
experimentales (25 %,50% y 75%), son menores a 0.05 (p<0.05), el cual evidencia que
Levofloxacino 5 pug muestra un efecto inhibidor significativamente mayor que los experimentales
en todas las concentraciones. Asimismo, se observa que p<0.05 entre (DMSO) y los grupos
experimentales (dio efecto antibacteriano en la concentracion del 50% con un promedio de 8.45,
en la concentraciéon del 75% con un promedio de 10.56, lo cual evidencia que existe efecto
antibacteriano y en la concentracion del 25%, no tiene efecto antibacteriano, ya que, tiene un

promedio de 7.00), lo cual evidencia que existen diferencias estadisticamente significativas.

Adicionalmente, se puede observar en la cepa de Streptococcus pyogenes ATCC 19615,
tuvo significancia asintomatica bilateral entre el (Levofloxacino 5 pg) y los grupos experimentales

(25 %,50% y 75%), son menores a 0.05 (p<0.05), lo que indica que el grupo Levofloxacino 5 pg
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muestra un efecto inhibidor significativamente mayor que los grupos experimentales en todas las
concentraciones. De igual manera, se observa que p>0.05 entre el (DMSO) y los grupos
experimentales (al 25% y 50%, no tuvo efecto antibacteriano, ya que, tiene un promedio de 6mm),
evidenciando que no hay diferencias estadisticamente. Por otro lado, al 75% se muestra que p<0.05
por lo que se interpreta que existe diferencias significativas.

Decision: Se rechaza la hipotesis nula (HO) debido a que si existe efecto antibacteriano.
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d) Hipotesis Especifica N° 04

HO: El extracto etandlico de céscara de Citrus reticulata (Mandarina) no presenta mayor efecto
antibacteriano sobre cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Escherichia coli

ATCC en comparacion con farmacos de referencia.

H1: El extracto etandlico de cascara de Citrus reticulata (Mandarina) presenta mayor efecto
antibacteriano sobre cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Escherichia coli

ATCC en comparacion con farmacos de referencia.

Tabla 7.
Subconjuntos frente Escherichia coli ATCC 25922

Escherichia coli ATCC 25922

Grupo N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2

DMSO 12 6,0000

25 % 12 6,0000

50 % 12 6,0000

75 % 12 6,0000

Levofloxacino 5 ug 12 35,5042
Sig. 1,000 1,000

En la tabla 7, se evidencia que frente a Escherichia coli ATCC 25922, los halos de Citrus
reticulata (mandarina) fueron menores que Levofloxacino 5 pg. Esto muestra que el control
positivo muestra un didmetro de inhibicion de 35,5042 mm, teniendo un efecto antibacteriano

sumamente sensible, que los grupos de experimentacion.
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Tabla 8.

Subconjuntos frente Staphylococcus aureus ATCC 25923

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Subconjunto para alfa = 0.05

Grupo

N 1 2 3 4 5
DMSO 12 6,0000
25 % 12 6,9950
50 % 12 8,4475
75 % 12 10,5575
Levofloxacino5pug 12 30,0058
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

En la tabla 8, se evidencia que frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, los halos de
Citrus reticulata (mandarina) fueron menores que Levofloxacino 5 pg. Esto muestra que el control
positivo muestra un didmetro de inhibicion de 30,0058 mm, teniendo un efecto antibacteriano

sumamente sensible, que los grupos de experimentacion.

Tabla 9.

Subconjuntos frente Streptococcus pyogenes ATCC 19615

Streptococcus pyogenes ATCC 19615

Subconjunto para alfa = 0.05

Grupo__ N 1 2 3
DMSO 12 6,0000
25 % 12 6,0000

50 % 12 6,0000
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75 % 12 8,2733
Levofloxacino 5 pg 12 27,5067
Sig. 1,000 1,000 1,000

En la tabla 9 se evidencia que frente a Streptococcus pyogenes ATCC 19615, los halos de
Citrus reticulata (mandarina) fueron menores que Levofloxacino 5 pg. Esto muestra que el control
positivo muestra un didmetro de inhibicion de 27,5067 mm, teniendo un efecto antibacteriano
sumamente sensible, que los grupos de experimentacion.

Decisién: No se rechaza la hipotesis nula (HO), debido a que el extracto en estudio no

supera el espectro de accion del farmaco de referencia.
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4.1.3 Discusion de resultado

La evaluacidn se completé mediante la prueba de solubilidad, marcha fitoquimica, ensayo
microbioldgico y la contrastacion de hipdtesis, el cual permitid analizar el efecto antibacteriano in
vitro del extracto etandlico de la cascara de Citrus reticulata (mandarina) en cepas de
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Escherichia coli, Lima 2023.

Respecto al objetivo general, en la tabla 1 frente a la cepa Escherichia coli, no presentd
efecto antibacteriano en la concentracion de 25%, 50% y 75%, ya que, se obtuvo un diametro de
6 mm. De acuerdo con el estudio de Sakya et al. (2019), determinaron que el extracto de la cascara
de Citrus reticulata (Mandarina), no presento efecto antibacteriano en la cepa de Escherichia coli
ATCC 25922, ya que, no presentd zona de inhibicion, en una concentracion del 10% (25).
Asimismo, en la tabla 2, frente a la cepa del Staphylococcus aureus ATCC 25923, a la
concentracion del 25% no se observo efecto antibacteriano, porque, se obtuvo un valor de 7mm,
al 50% presento efecto antibacteriano con un halo de 8,45 mm y el 75% presento un halo de 10,56
mm. El mismo que guarda relacién con la investigacion de Lugue y Mendiguete (2021), quienes
determinaron actividad del extracto de Citrus limetta Risso sobre Staphylococcus aureus ATCC
25923, observaron que la concentracion del 25% se obtuvo un valor del 29 % de actividad
antibacteriana, al 50% se obtuvo un valor de 50% de actividad antibacteriana y a la concentracion
del 100% del extracto de Citrus limetta Risso presentd 60% de actividad antibacteriana. Indicando
que las cascaras de Citrus limetta Risso presentaron actividad antibacteriana contra Staphylococcus
aureus debido a la presencia de metabolitos secundarios (22). Por Gltimo, en la tabla 3, frente a la
cepa de Streptococcus pyogenes ATCC 19615 no presentd efecto antibacteriano en las

concentraciones del 25% y 50%, donde se obtuvo un valor de 6 mm, pero, si presentd efecto
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antibacteriano al 75%, con un valor de 8,27mm. Segun los estudios muestran el efecto
antibacteriano de los extractos de las cascaras de Citrus reticulata (mandarina), aunque difieren
en las cepas bacterianas evaluadas. Factores como la ubicacion geogréafica, las condiciones
ambientales, los métodos de extraccion y los controles utilizados podrian influir en las
discrepancias observadas.

Respecto al objetivo especifico 1, en la tabla 4 se realiz6 la prueba de solubilidad,
identificando que el solvente etanol 96° y dimetil sulfoxido mostraron mayor solubilidad (+++),
seguidos por el metanol que presentd una solubilidad mediana (++) y una solubilidad baja (+) en
etanol 70° y agua destilada. Comparando con el estudio de Espinoza y Huifiac (2021), quienes
examinaron la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de Citrus x Limon (Limon),
observaron una alta solubilidad (+++) en cloroformo y ciclohexano; siendo muy soluble (++) el
etanol y acetona, por ultimo, con el agua no se observo solubilidad (-) (23). La coincidencia en la
alta solubilidad de los extractos de las cascaras de Citrus reticulata y Citrus x Limon en etanol de
96° y con agua destilada no mostro solubilidad, esto explica la concordancia en ambas
investigaciones.

Respecto al objetivo especifico 2, en la tabla 5, se observo la marcha fitoquimica, revelando
resultados de mayor presencia (+++) para metabolitos secundarios, que correspondié a las
antraquinonas, compuestos fendlicos; alcaloides; lactonas a, B-insaturadas, taninos, antocianinas,
azucares reductores y flavonoides. Seguido de una minima presencia (+) para taninos, terpenos y
esteroides. Cuando comparamos con el estudio de Hassan et al (2020), quienes examinaron la
accion antibacteriana del extracto de jugo de la Naranja dulce (Citrus Sinensis), observaron en el

ensayo de la marcha fitoquimica, una alta concentracién de metabolitos secundarios como;
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saponinas (+++), esteroides (+++), terpenoides (+++), alcaloides (+++), seguido de una
concentracion moderada (++) como; taninos, flavonoides y finalmente tuvieron una ligera
concentracion de aceites y grasas (+), aminoacidos (+) y carbohidrato(+) (28). Asimismo, es
similar con la investigacion de Ali et al. (2017) quienes analizaron la actividad antimicrobiana del
extracto metanolico de cascara de Citrus Limén (Familia-Rutaceae). Obteniendo que el extracto
de Citrus Limon contiene una alta presencia de metabolitos secundarios, como alcaloides,
saponina, flavonoides, carbohidratos, glucosidos y acidos citricos y taninos (30). La presencia de
metabolitos secundarios en el analisis fitoquimico de ambas investigaciones puede explicarse por
la composicion quimica inherente de las cascaras de Citrus reticulata (mandarina), Extracto de
jugo de la Naranja dulce (Citrus Sinensis) y Citrus Limon (limén), que comparten la capacidad de
sintetizar y acumular compuestos bioactivos con propiedades quimicas.

Respecto al objetivo especifico 3, en la tabla 6, Se evidencio gue el extracto etanolico de
la cascara de Citrus reticulata (mandarina) no presentd efecto antibacteriano, frente Escherichia
coli al 25%, 50% y 75%, obteniendo un promedio de 6 mm (p>0.05) con un nivel de significancia
de 1,000. Comparando con el estudio de Sakya et al. (2019) quienes investigaron el efecto
antibacteriano del extracto de Citrus reticulata (mandarina), contra la cepa de Escherichia Coli
ATCC 25922, no presentaron ningin efecto antibacteriano (25). En la cepa de Staphylococcus
aureus ATCC 25923, no presentd un efecto antibacteriano en la concentracion del 25%, dio un
promedio de 7,00 mm y en la concentracién del 50%, dio un promedio de 8,45 mm, y 75%, con
un promedio de 10,56mm, por lo tanto, a las concentraciones del 50% y 75% presentd efecto
antibacteriano; ademas, cuando se observé en las comparaciones maultiples (tabla 6) hay una

diferencia significativa en las concentraciones del 25%, 50% y 75%, dando un nivel de
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significancia de 0,000, con un (p<0.05). Comparando con el estudio de Sakya et al. (2019), quienes
investigaron el efecto antibacteriano del extracto de Citrus reticulata (mandarina), contra la cepa
de Staphylococcus aureus, tuvo una zona maxima inhibitoria de 12 mm (25). En la cepa de
Streptococcus pyogenes ATCC 19615, no presento efecto antibacteriano en las concentraciones
del 25%, y 50%, con un promedio en ambos de 6mm, dando un (p>0.05) y en la concentracion del
75%, presentd un promedio de 8,27mm, dando un (p< 0.05). Comparando con el estudio de Pasco
(2019), quienes realizaron efecto antibacteriano de Myrciaria dubia (Camu Camu) el cual presentd
efecto antibacteriano frente al Streptococcus mutans al 25%, al 50% y 75% con un p<0.05 (50).
Podemos resumir gque en la concentracion del 25% y 50% no tuvo una diferencia significativa,
ambos tuvieron un promedio de 6mm (p>0.05) y en la concentracién del 75% tuvo una diferencia
significativa, con un (p<0.05).

Respecto al objetivo especifico 4, en las tablas 11, 12 y 13, se evidencio en las cepas
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Escherichia coli, los halos de inhibicién a
diferentes concentraciones 25%, 50% y 75% del extracto etandlico de cascara de Citrus reticulata
(mandarina) fueron menores en comparacion con el Levofloxacino 5 pg. Comparados con el
estudio de Tam (2015) quien evalud el efecto inhibitorio del extracto del limon observo la
presencia de actividad inhibitoria en todas las concentraciones evaluadas, aunque al comparar los
halos de inhibicion, se observd que la actividad bactericida del extracto fue significativamente
inferior al de la vancomicina. Indicando que el extracto de Citrus limon tuvo actividad bactericida
(24). Asi mismo se corrobora con la investigacién de Luque y Mendiguete (2021), determinaron
el efecto bactericida del extracto etandlico de la lima frente Staphylococcus aureus ATCC 25923,

donde el Ciprofloxacino (control positivo) mostré6 mayor actividad antibacteriana que los
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obtenidos por las concentraciones del extracto. Indicando que las cascaras de Citrus limetta Risso
presentaron actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus (22). La superioridad del
control positivo sobre los extractos de cascaras de citricos se debe a la eficacia y especificidad de
los farmacos disefiados para la actividad antibacteriana. Los compuestos naturales presentes en los

extractos pueden variar en su composicion y concentracion, lo que limita su potencia.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones
Se concluye:

e Que el extracto etandlico de la cascara de Citrus reticulata (mandarina) present6 efecto
antibacteriano en cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Streptococcus pyogenes
ATCC 19615. Excepto para la cepa Escherichia coli ATCC 25922, quien no presento efecto

antibacteriano.

e Que el solvente etanol 96° y dimetil sulfoxido mostraron mayor solubilidad (+++), seguido
por el metanol, el cual fue medianamente soluble (++), ademas, presentd poca solubilidad (+)

en etanol de 70° y agua destilada.

e Que la abundante presencia de metabolitos secundarios (+++) correspondid, a las:

antraquinonas, compuestos fenolicos, alcaloides, lactonas af-insaturadas, taninos,
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antocianinas, azucares reductores y flavonoides; seguido de una minima presencia de (+)

terpenos y esteroides, por ultimo, no se observo la presencia de Saponinas.

Que la concentracion del extracto etandlico de la céscara de Citrus reticulata (mandarina)
presentd efecto antibacteriano en cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 a las
concentraciones del 50% y 75%, en cepas de Streptococcus pyogenes ATCC 19615 a la
concentracion del 75%. y en la cepa de Escherichia coli ATCC 25922 no presento efecto

antibacteriano en las tres concentraciones.

Las diametros del 25%, 50% y 75% del extracto etandlico de la cascara de Citrus reticulata
(mandarina) frente Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y Escherichia coli ATCC

fueron inferiores a los resultados obtenidos por el control positivo (Levofloxacino 5 pg).

Recomendaciones

Se recomienda:

Realizar un estudio a profundidad, donde nos permita identificar los metabolitos secundarios
responsables del efecto antibacteriano, de la cascara de Citrus reticulata (mandarina).
Investigar diferentes métodos de extraccidn para optimizar la eficacia de la cascara de Citrus
reticulata (mandarina).

Evaluar el efecto antibacteriano del extracto etanolico de la céscara de Citrus reticulata

(mandarina) en otros tipos de cepas bacterianas para determinar su espectro de accion.
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Realizar pruebas de toxicidad para evaluar la seguridad del extracto etanolico de la cascara de
Citrus reticulata (mandarina) antes de considerar su aplicacion clinica.
Realizar estudios in vivo para confirmar la eficacia del extracto etanélico de la céascara de

Citrus reticulata (mandarina) en animales de experimentacion.
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Anexo 1. Matriz de Consistencia
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Formulacion del

Problema Objetivos Hipotesis Variables Disefio metodologico

Problema General Objetivo General Hipdtesis General Variable Método

¢Cudl fue el efecto | Analizar el efecto | H1: El extracto etandlico de la lndependlent,e:' Hipotetico deductivo

antibacteriano in vitro del | antibacteriano in vitro del | cascara de Citrus reticulata Extrgcto etanolico Tipo de

extracto etandlico de la | extracto etandlico de la | (Mandarina) presenta efecto | U€ Cascarade Investigacion

cascara de Citrus reticulata | cascara de Citrus reticulata | antipacteriano in vitro en cepas | CItrus re.tlculata Aplicada

(Mandarina) en cepas de | (Mandarina) en cepas de| o ganhviococcus  aureus, | (Mandarina)

Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus, Streptococcus  pyogenes y | Dimensiones: Disefio de la
Streptococcus  pyogenes

Streptococcus pyogenes Yy
Escherichia coli ATCC,
Lima 2023?

Problemas Especificos

¢(Cual fue la afinidad
quimica del extracto
etanolito de cascara de
Citrus reticulata

(Mandarina) mediante la
prueba de solubilidad?

Escherichia coli ATCC, Lima
2023.

Objetivos Especificos

Identificar la  afinidad
quimica  del  extracto
etandlico de cascara de
Citrus reticulata
(Mandarina) sobre los
solventes mediante la

prueba de solubilidad.

Escherichia coli ATCC, Lima
2023.

HO: El extracto etandlico de la
cascara de Citrus reticulata
(Mandarina) no presenta efecto
antibacteriano in vitro en cepas
de  Staphylococcus  aureus,
Streptococcus ~ pyogenes y
Escherichia coli ATCC, Lima
2023.

Hipotesis especificas

El extracto etanolico de céscara
de Citrus reticulata (Mandarina)
tiene afinidad quimica sobre los
solventes mediante la prueba de
solubilidad

= Pruebas de
solubilidad

= Marcha
Fitoquimica

Investigacion
Experimental,
transversal

Poblacién

Los 10 kg del fruto de
Citrus reticulata
(Mandarina) que fue
originaria del
“Mercado Mayorista
de frutas” del puesto
N° 312 “La Victoria-
Lima”.
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Formulacion del Problema Objetivos Hipotesis Variables Diseno -
metodologico
Problemas Especificos Objetivos Especificos Hipotesis especificas Muestra
Variable La muestra fue 1

¢Cuales fueron los metabolitos
secundarios presentes en el
extracto etanolico de la céscara
de Citrus reticulata (Mandarina)
mediante la marcha fitoquimica?

¢Cual fue el efecto
antibacteriano in  vitro del
extracto etandlico de la cascara
de Citrus reticulata (Mandarina)

sobre las cepas de
Staphylococcus aureus,
Streptococcus ~ pyogenes Yy

Escherichia coli ATCC, en la
concentracion del 25%, 50% vy
75%7?

¢Como fue la actividad
antibacteriana  del  extracto
etandlico de la céscara de citrus
reticulata (mandarina) a
diferentes concentraciones y el
farmaco de referencia, frente a
las cepas Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes
y Escherichia coli ATCC?

Identificar los  metabolitos
secundarios presentes en el
extracto etandlico de la cascara
de Citrus reticulata
(Mandarina)  mediante la
marcha fitoquimica

Determinar el efecto
antibacteriano in vitro del
extracto etandlico de la cascara
de Citrus reticulata
(Mandarina) sobre las cepas de
Staphylococcus aureus,
Streptococcus  pyogenes 'y
Escherichia coli ATCC, en la
concentracion del 25%, 50% vy
75%.

Comparar la actividad
antibacteriana in vitro del
extracto etandlico de la cascara
de Citrus reticulata
(Mandarina) a  diferentes
concentraciones y el farmaco
de referencia, frente a las cepas
de Staphylococcus aureus,
Streptococcus  pyogenes y
Escherichia coli ATCC.

Existen metabolitos secundarios
presentes en el extracto etandlico
de la cascara de Citrus reticulata
(Mandarina) responsables de
efecto antibacteriano mediante la
marcha fitoquimica.

El extracto etandlico de cascara
de Citrus reticulata (Mandarina)
tiene efecto antibacteriano in

vitro sobre cepas de
Staphylococcus aureus,
Streptococcus ~ pyogenes Yy

Escherichia coli ATCC en la
concentracion del 25%, 50% y
75%.

El extracto etandlico de cascara
de Citrus reticulata (Mandarina)
presenta mayor efecto
antibacteriano sobre cepas de

Staphylococcus aureus,
Streptococcus  pyogenes Yy
Escherichia coli ATCC en

comparacion con farmacos de
referencia.

dependiente:
Efecto
antibacteriano in
vitro en cepas de
Staphylococcus
aureus,
Streptococcus

pyogenes y
Escherichia coli

Dimensiones:

= Cepas de
Staphylococcus
aureus,
Streptococcus

pyogenes y
Escherichia coli

= Antibidtico de
referencia.

kg de la cascara
obtenida de 10 k
del fruto de
Citrus reticulata
(Mandarina).

Muestreo

La cascara de
Citrus reticulata
(Mandarina), se
tomo del
“Mercado
Mayorista de
frutas del puesto
N° 312 “La
Victoria- Lima”,
para realizar el
extracto
etandlico.

Técnica
Observacioén

Instrumento
Ficha de
recoleccion de
datos




Anexo 2. Instrumento

Instrumento sobre el extracto etanolico de cascara de Citrus reticulata (Mandarina)

PRUEBA DE SOLUBILIDAD Y TAMIZAJE FITOQUIMICO

Prueba 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

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

Tamizaje fitoqguimico

TUBO ENSAYOS METABOLITO RESULTADO
N° 1 Borntrager Antraquinonas

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

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



Instrumento de recoleccion de datos
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Z
°

Frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923

Control
negativo

Control positivo
levofloxacino 5 pg

Ext 25 %

Ext 50 %

Ext 75 %

Frente a Streptococcus pyogenes 19615

olo(~No|lulswinvik Z KR8 |lo|evNo|ulsw e

Frente a Escherichia coli 25922
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Anexo 3: Validez del instrumento

TITULO DE LA INVESTIGACION: Efecto antibacteriano in vitro del extracto etanolico de la cascara de Citrus reticulata

(Mandarina)en cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli; Lima 2023

NO

DIMENSIONES / items

Pertinencial

Relevancia?

Claridad?

Sugerencias

VARIABLE INDEPENDIENTE: Extracto etandlico de

cascara de Citrus reticulata (Mandarina)

DIMENSION 1: Pruebas de solubilidad

Si No

Si No

Si No

Eter de petroleo

Diclorometano

Cloroformo

Butanol

Etanol 96°

Metanol

~N| o o1 B W N

Agua destilada

(N O

[ T s I O I B

O |l OO |ojgjggg

DIMENSION 2: Marcha Fitoquimica

Si No

Si No

Si No

Antraquinonas

Compuestos fenolicos

10

Terpenos y esteroides

11

Alcaloides

[ I 0 I B

O o g g

O 0o 0g)g
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12

Lactonas a, B-insaturadas

13

Taninos

14

Antocianinas

15

AzUcares reductores

16

Saponinas

17

Flavonoides

OO |Ogo|Og| OO

O |go|o|g|Og) QO

O | O|10o|jg|j0].d

VARIABLE 2: Efecto antibacteriano in vitro en cepas de
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,

Escherichia coli

DIMENSION 1: Cepas de Staphylococcus aureus,

Streptococcus pyogenes y Escherichia coli.

Si

No

Si

No

Si

No

18

Concentracion al 25 %

19

Concentracion al 50 %

20

Concentracién al 75 %

DIMENSION 2: Antibiético de referencia.

No

No

No

21

Levofloxacino




Observaciones (precisar si hay suficiencia): Si hay suficiencia

s

Opinion de aplicabilidad:  Aplicable [ X ] Aplicable después de corregir [

Apellidos y nombres del juez validador. Dr. Juan Manuel Parrefio Tipian

DNI: 10326579

Especialidad del validador: Doctor en Farmacia y Bioquimica

pertinencia: El item corresponde al concepto tedrico formulado.

2Relevancia: El itemn es apropiado para representar al componente o
dimension especifica del constructo

3Claridad: Se entiende sin dificultad alguna el enunciado del item, es conciso,
exacto y directo

Nota: Suficiencia, se dice suficiencia cuando los items planteados son suficientes
para medir la dimension

16 de Marzp del 2023

No aplicable [ ]

67

Firma del Experto Informante
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TITULO DE LA INVESTIGACION: Efecto antibacteriano in vitro del extracto etanélico de la cascara de Citrus reticulata

(Mandarina)en cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli; Lima 2023

No© DIMENSIONES / items Pertinencial| Relevancia? Claridad?® Sugerencias
VARIABLE INDEPENDIENTE: Extracto etandlico de
cascara de Citrus reticulata (Mandarina)
DIMENSION 1: Pruebas de solubilidad Sj No Sj No Si | No

1 Eter de petr6leo 0 0 N

2 Diclorometano 0 0 0

3 Cloroformo 0 0 0

4 Butanol 0 0 O

5 Etanol 96° 0 0 0

6 Metanol 0 0 0

7 Agua destilada 0 0 O
DIMENSION 2: Marcha Fitoquimica Sj No Ssi | No Si | No

8 | Antraquinonas 0 0 0

9 | Compuestos fendlicos 0 0 0

10 | Terpenos y esteroides 0 0 0

11 | Alcaloides N 0 O
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12

Lactonas a, B-insaturadas

13

Taninos

14

Antocianinas

15

AzUcares reductores

16

Saponinas

17

Flavonoides

VARIABLE 2: Efecto antibacteriano in vitro en cepas de
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,

Escherichia coli

DIMENSION 1: Cepas de Staphylococcus aureus,

Streptococcus pyogenes y Escherichia coli.

Si

No

Si

No

Si

No

18

Concentracion al 25 %

19

Concentracién al 50 %

20

Concentracién al 75 %

DIMENSION 2: Antibiotico de referencia.

No

No

No

21

Levofloxacino
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Observaciones (precisar si hay suficiencia): Si hay suficiencia

Opinién de aplicabilidad:  Aplicable [X] Aplicable después de corregir[ ] No aplicable [ ]

Apellidos y nombres del juez validador. Dr/ Mg: Daniel Nafiez del Pino
DNI: 23528875

Especialidad del validador: Gestién Ambiental

pertinencia: El item corresponde al concepto tedrico formuladeo. 21 de Marzo del 2023
2Relevancia: El item es apropiado para representar al componente o
dimension especifica del constructo

*Claridad: Se entiende sin dificultad alguna el enunciado del item, es conciso,
exacto y directo

S . S . - e\ fond
Nota: Suficiencia, se dice suficiencia cuando los items planteados son suficientes @@J @
para medir la dimension

Firma del Experto Informante
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TITULO DE LA INVESTIGACION: Efecto antibacteriano in vitro del extracto etanélico de la cascara de Citrus reticulata

(Mandarina)en cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli; Lima 2023

Ne DIMENSIONES / items Pertinencial{Relevancia® | Claridad?® Sugerencias
VARIABLE INDEPENDIENTE: Extracto etandlico de
cascara de Citrus reticulata (Mandarina)
DIMENSION 1: Pruebas de solubilidad Si | No| Si | No | Si| No

1 Eter de petroleo 0 0 ]

2 Diclorometano 0 0 0

3 Cloroformo 0 0 0

4 Butanol 0 0 0

5 Etanol 96° 0 0 0

6 Metanol 0 O [

7 Agua destilada 0 0 O
DIMENSION 2: Marcha Fitoquimica Sj No Si | No Si | No

8 | Antraquinonas 0 0 0

9 | Compuestos fendlicos 0 0 0

10 | Terpenos y esteroides 0 0 0

11 | Alcaloides 0 O O

12 | Lactonas a, B-insaturadas 0 M 0
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13

Taninos

14

Antocianinas

15

AzUcares reductores

16

Saponinas

17

Flavonoides

(N I O I O

oo g g

OO |lOo0ggg

VARIABLE 2: Efecto antibacteriano in vitro en cepas de

Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,

Escherichia coli

DIMENSION 1: Cepas de Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes y Escherichia coli.

Si

No

Si

No

Si

No

18

Concentracion al 25 %

19

Concentracién al 50 %

20

Concentracion al 75 %

DIMENSION 2: Antibiotico de referencia.

No

No

No

21

Levofloxacino




Observaciones [precisar si hay suficiencia): Existe suficiencia para recoleccién de datos

v

Opinién de aplicabilidad:  Aplicable [X] Aplicable después de corregir [ _]

Apellidos y nombres del juez validador: Mg.|Jose Rincon Chavez

DNI: 08863131

Especialidad del validador: Magister en salud publica y gestién sanitaria

Ipertinencia: El item corresponde al concepto tedrico formulado.
ZRelevancia: El item es apropiado para representar al componente o
dimension especifica del constructo

3Claridad: Se entiende sin dificultad alguna el enunciado del item, es conciso,
exacto y directo

Nota: Suficiencia, se dice suficiencia cuando los items planteados son suficientes
para medir la dimension
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No aplicable [ ]

23 de Marzo del 2023

Firma del Experto Informante



Anexo 4: Programa de intervencion
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CRONOGRAMA
] ] )
™ S ™ o I
ACTIVIDADES Y ACCIONESDESARROLLADAS POR EL Q ™ - ™ > 8 D S
® S o Q I Q Q q S S S =
g e S = S 5 « S = = 2 S| OBSERVACIONES
TESISTA sl e § T S ¢ g sz 5 < &l =
ol & g 3 & 5 3 8 g 8 § ¢
(5] —
Busqueda  bibliogréfica  mediante  navegadores
académicos

Recoleccion de la especie vegetal teniendo en cuenta el
traslado.

Presentacion del proyecto deinvestigacion al comité de
ética.

Elaboracion de los instrumentos de recoleccion de datos

Validacion de los instrumentos derecoleccion de datos

Adquisicién de la especie vegetal

Pruebas de solubilidad

Analisis cualitativo preliminar

Analisis microbiol6gico por Kirby-Bauer

Procesamiento estadistico

Proyecto de tesis actualizado

Redaccion de la tesis

Revision y correccion

Entrega de redaccién de tesis al jurado

Aprobacion del informe

Sustentacion de la Tesis Experimental
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Anexo 5: Informe del asesor de Turnitin

Reporte de similitud

MOMBRE DEL TRABAJO AUTOR

tesis de mandarina.docx Mirian Irizabal y Ana Julca
RECUENTO DE PALABRAS RECUENTO DE CARACTERES
10448 Words 58375 Characters

RECUENTO DE PAGINAS TAMARO DEL ARCHIVO

55 Pages 285.3KB

FECHA DE ENTREGA FECHA DEL INFORME

Dec 7, 2023 3:46 PM GMT-5 Dec 7, 2023 3:47 PM GMT-5

® 12% de similitud general
El total combinado de todas las coincidencias, incluidas las fuentes superpuestas, para cada base ¢

= 12% Base de datos de Internet = 1% Base de datos de publicaciones
= Base de datos de Crossref * Base de datos de contenido publicado de Crossr

+ 3% Base de datos de trabajos entregados

® Excluir del Reporte de Similitud

= Material bibliografico » Coincidencia baja (menos de 10 palabras)



Anexo 6: Resolucion de proyecto

universiaaa
Norbert Wiener
R LUCION N°® 2023-DFFB/UPNW
Lima, 10 de julio de 2023
VISTO:

El Acta N° 095 donde la Unidad Revisora de Asuntos Eticos de la
FFYB aprueba la no necesidad de ser evaluado el proyecto por el Comité
de Etica de la Universidad que presenta el/la tesista: IRAZABAL
GALLEGOS MIRIAM y JULCA ASENJO ANA VILMA egresado (a) de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica.

CONSIDERANDO:
Que es necesario proseguir con la ejecucion del proyecto de tesis,
presentado a la facultad de farmacia y bioquimica.

En uso de sus atribuciones, el decano de la facultad de farmacia y
bioquimica;

RESUELVE:

ARTICULO UNICO: Aprobar el proyecto de tesis titulado “Efecto
antibacteriano in vitro del extracto etanélico de la ciscara de Citrus reticulata
(Mandarina) en cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Escherichia coli ATCC, Lima 2023” presentado por el/la tesista: IRAZABAL

GALLEGOS MIRIAM y JULCA ASENJO ANA VILMA autorizandose su
ejecucion.

Registrese, comuniquese y archivese.

-

Dr. Rubén Eduardo Cueva Mestanza
Decano (e) de la Facultad de Farmacia y Bioquimica

t;whmudn.a.
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Anexo 7: Informe de analisis de laboratorio

' Santa Rosatli.

BORATORIC BIOLON Y ANALISIS CLINICO

“Afio de la unidad, La par y el desarrolia”™

Informe de Resultados

Solicitado por: JULCA ASENIO ANA VILMA
IRAZABAL GALLEGOS MIRIAM BELEN

Muestra: Extracto etandlico de la chscara de Citrus reticulata (Mandarina)

Fecha de ensayo:  03-06-2023

Digmetras de inhibicién en mm
Microorganismo | 75 | s0% | 25% '““m;"m‘i“” DMSO
uEg
3 3 3 35.52 3
3 & 6 35.50 8
[ & 6 35.53 [
5 3 3 35.49 3
Escherichia coli 6 6 & 35.52 &
ATCC 25922 & & & 3548 &
5 & 6 35.53 &
3 3 & 35.50 3
3 3 3 35.51 3
3 3 6 35.52 [
3 3 3 35.47 6
& 3 3 35.48 3
Microorganismo | 75% | 50% | 25% L“”;b::”"n DMSO
1057 | B.45 £.99 30.05 3
1055 | B.47 7.02 29.99 3
1056 | B.48 6.08 30.03 3
1052 | B4l £.95 29.96 &
1056 | 8.43 £.99 30.01 3
5’“*’:::‘::;“”5 1053 | 240 6.95 30.03 3
ATCC 25023 | 1059 | 847 7.05 29.98 [
1057 | E48 6.97 30.00 [
1058 | B.45 7.00 29.98 3
1053 | 8.43 7.02 30.05 [
1055 | B.44 6.08 79.95 3
1058 | B.48 7.03 30.04 3

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

e, Conrercio N° 507 Pachacdinre Il'!'.f.- 2211033 Cel 941708106~ 903446013
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' Santa Rosaci.

ABORATORIC BIOLOGICO ¥ ANALISIS CLINICO

Didmetros de inhibicion en mm
Microorganismo o, spo 5% Levofloxacing DMSOD
5pg

8.27 ] 3 27.53 ]

829 [ -] 2751 [

826 [+ 1 27.55 [+

830 [+ 1 27.51 [+

Streptococeus 827 [+ 1 27.54 [+
825 [+ 1 27.47 [+

A’;’é?f;;; A EET 6 6 27.52 6
827 [+ 1 27.50 [+

831 [+ 1 27.52 [+

823 ] 3 27.46 ]

825 [+ 1 27.449 [+

.26 [ 2] 27.48 [

*Tamafio de pozo: 6mm, por lo que al reportarse 6 mm es indicative que no
existe formacion halo de inhibicion
*Concentracién del inoculo: 1.5 x 107 UFC/mL

v, 'ﬁ
/405

#

Lic. T.M. Walter A. 5iri Rodriguez

CTMP. 10808

Jr. Comercio N° 397 Pachacdmae Telfl 2311033 Cel Q01T08106- 993446913




Anexo 8: Certificado de Agar Mueller Hinton

) SO0 =205, IS0 | J4B5:2002 , WHO GMP

23, Vadhani Industrial Estate, L.B.S. Marg,
Mumbai - J000BE , Website © www.himedialabs. com,
Email : infolt kimedialabs.com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code : M173 Material Name : Lot No < DO0EIETEI
Muedler Hinton Agar
Report No.: 040000848057 Date of Release & Report : 2018.09.24 Expiry Date : 2023.08
Appearance
Cream to yellow homogensous  free flowing powder . Ob=served - Light yellow
Gelling

Firm, comparable with 1.7% agar gal.

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

Reaction
Reaction of 3.8% wiv aquecus solution at 28°C.

pH
pH Range :7.20-7.40 Observed : 7.38

Cultural Response

Cultural charscteristics. observed after incubation at 30-387C for 18 24 howrs for bacterial cultures. For testing 5 pnuemoniae : The
medium was supplemented with % Sheep blood and incubated at 35°C for 16-18 hours at §% CO2 For testing H.inflsenare :  Yoast
axtract & 2 wials /1 of H philus Growth Supph (FDA1T ining 18 mgil of H im # 18 mgll of NAD) and incubated at 38°C
for 20-24 hours at 8% CO2

Antibiotic Sensitivity test
Warigus discs were tested for standard ATCC strains and zone of inhibition were measured after an incubation 30-35"C for 18 hours.
{As per the latest CLSI Protocol ME & Standards as per the current CLS1 M10D)

ThyminaThymidine Content
# The zones for these discs are indicative of the Thymina/Thymidine content of the medium.

Divalent Cation Content
* Tha zones for these discs are indicative of the Divalent Cation content of the medium

Brganksm fnocubem (CFU) [arewth Mserved Lot Hocavery Brandard feae  [Fone of inhibition
abse (CFL) fihserved

Escherichia coli ATCC 25922

srowih promoting BS buxuriant T2 Bd%

dmaxyoloy AMC 30 mog = = - . 1824 mm 22mm
dmpuciliin AMP 10 meg = - - . 16-22 mm 2lmm
‘wfmarime CTX 30 mcg - = = . 28-35 mm 33mm
Cifnisin CX 30 mcy = = = : 23-29 mm 2Emm

'ﬁﬂa{mﬂm CEP Jﬂﬁrx = = s . 1521 mmy 2 (mumy
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m Certified : IS0 9001:20015, I500 1 4852002 , WHO GMP

HiMedia Laboratories Private Limited

23, Yadhani Industrial Estate, L.B.5. Marg,

Mumbai - J00086 | Website : www. himedaalabs. com,
Email : infioj himedialabs com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code : MiT3 Material Name : Lot No : DOOGIETER
Musller Hinton Agar

Report No.: 040000845087 Date of Release & Report : 2018.09.24 Expiry Date : 2023.08
Chinremphenicol C 30 mog - = = - 2127 mm 2Amm
Ciproflavacim CIP Smcg - - = . Si=40 mm 3Emm
Cremiarmicia GEN 10 mcg - = = - 1926 mm 2dmm
finimha furazole SF 30 mog - = = - 15-23 mm 2 lmm
Tetrocyeline TE 30 mog * = O = . 18-25 mm 2dmum
o Trimoxvazole COT 25 moy 8- = = - 23.29 mm 2Emm
Staphylococcus aureus ATCC 25923
irowith promoring Tt luxuriant [ Bd%

Amaxyeloy AMC 30 mog - = = - 2836 mm 3imm
AmpucillinSuitbactam A¥ - = = - 2037 mm 36mm
Ui mog
Cephalotn CEF 3lmcg - = = - 2037 mm 353mm
Ciproflavacie CIF Smcg - = = - 2230 mm 29mm
E.'nfﬁmmr:.'n E .'.Tﬁfz - = = . 2230 mm JEmm
Limezailid LE 30 moy = = = . 25:32 mm 3 lmm
Crcacidion (X Jmcy = s = . 18-24 mm 23mum
Fristimamycin &P 15 mog - = = - 21-28 mm 2Tmm
Tetracycline TE 30 mog " - = = . 2-1-3l'.lm_m J20mm
Y imcamyoin VA 30 mog = = = s 17-21 mm 20mim
o= Trimoxazole COT 25 mey |- = - . 24-31 mm 3lmm
3
Cmfmitin CX 30 mog . . . . 93,39 mm e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
K orowdh promating L] luﬂ 71 B5%

Amikacin AK 30 mog - = = - 18-26 mm 23mm
dotrecnem AT Imoy - = = . Ei-l'ﬁm_m 2Tmm
f'&ﬁmm’mlc CTY 30 mcy = = = . 18-22 mm 2 lmms
f'ﬂ?&'.ﬁlme CAZ 30 mog = O = . 22.29 mm 2Tmm
CiprofTovacin CIP Smcg - = = - 25.33 mm 3 lmm
Kremarmuctn (EN 10 mcg ™ - - = . 162 | mmy 2imm
fmipenem M 0 mog - - - - 2028 mm 2Tmm
Fiperaciilin P{ 100 mcg - = = - 25:33 mm Jlmm
Mcarcallin' Clavedanic acid - = = - 2028 mm 2Tmm
(00 754 mcg
Tobramycin TOE 10 mcg ™ - = s . 1925 mm 23mm
Escherichia coli ATCC 35218




HIMEDIA

HiMedia Laboratories Private Limited

Certified : IS0 B :2005, IS0 124852002, WHO GMP

23, Vadhani Industrial Estate, L.B.S. Marg,
Mumbai - J0008G , Website : www. himedialabs. com,

Email : imfoir kimedialabs. com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code : mi73

Material Name : Lot Mo - DODGAETE2
Mueller Hinton Agar

Report No.: 040000843057

Date of Releasa & Report : 2018.09.24 Expiry Date : 202309

Creaciflin OX 1 mcg

Fone

K rrowdh promating 75 lw [ Bt
Amaxyeloy AMC 30 mog O s . 17-22 mm 2 lmim
Inlﬂr.'.l'n'm AMP IR mcg O s . fi mm B
dmpi il Se thactam A8 = = - 13219 mm | Bmm
Ui mog
Fiperacitiin P 100 mcg = = 1218 mmy | famm
FiperaciiinTezoheciom PIT = = 24310 mmy 2%mm
(VLT ey
[Micarciilin TT 75 mcg - = fi mm famim
Mecarciliin'Clavdlanic acid = = 2125 mm 23mm
(O 75/ ey
Enterococcus faecalis ATCC 28212
Kerowith promating 69 hcuriant 58 d%
L o-Trimoxazole COT 25 moy = = . & 0 mumn (Chear 23mm
i ronie
[Mrimeihaprim TR 5 moy @ - = . & i mm 2 lmm
Vamcomyein VA 30 mog = = = . & |7 mm 23 mm
Staphylococcus aureus ATCC 43300 (MRSA)
N rrowih promating H_?'l lw Th ﬁ“p

= = - Very Hary 1o Noj No zone

Bterptococcus pneumonias ATCC 49619 (On Medium with 5% Sheep Blood)

Lirowith promating

B |lmuri:|n|: I L) I Bhi% I |

Meisseria gonomrhoeae ATCC 43226 (Incubated wi5% CO2)

K rrowdh DrEmating |

71 |lmuri:|n|: I [] I B I

Haemophilus influenzae ATCC 43247 (On medium w/ ¥.E. NAD & Hematin)
irowith promating ] B4 llmurianl: I T2 I B5% I

. ATCC is a registered trade mark of the American Type Culture Collection
. NCTC and National Collection of Type Culture are registered trade mark of the Health Protection Agency

Control Media :

. For Bacteria : Soyaboean Casein Digest Agar | Columbia Blood Agar base enriched with 5% wiv Sheep/Horse blood.
. ForYeast & Mold : Sabouraud Dextrose Agar.

. Al IS0 11133 : 2014( E ) control strains ane included in the Guality paramater
- HiMedia Laboratories Pyt Lid is Certified for 20 9001: 2018, IS0 13485:2012 , WHO GMP
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m Certified : 1500 20012015, IS0 1 34B85:2002 , WHO GMP

HiMedia Laboratories Private Limited

23, Vadhani Industrial Estate, L.B.5. Marg,

Mumbai - 400086 | Website : www. himedialabs. com,
Email : imfodit kimedialabs.com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code : 173 Material Name : Lot Mo : DO0G3ETE
Mugller Hinton Agar
Report No.: 040000820087 Date of Release & Report : 2010-09.24 Expiry Date : 202308

- Information for BSETSE Risk: The material was subjected to pH <= 7.0 and/or a temperature in excess of T8°C for no less than 2
howrs 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 Gowt. approved weterinarian's supervision and wore

apparently free from infectious and contagious diseases. BSE (Bovine Spongiform Encephalopathyl TSE (Transmissible
Spongiform Encephalopathy) and dioxine are not known to exist in India. This material does not contain, nor is derived from the
spocific risks material as defined in The Maharashira Animal Preservation Act Govi. of Maharashira, india.

STATUS OF THE MATERIAL : APPROVED

This is to cartify that this lot passes and it confirms to the abowe mentioned tests and specifications . The information given here is

believed to be comect and sccurate, 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.
Uhils der mamicmt hiis been praduced elecerontcally snd & valll

Microbiologist/'Sr Executive Asxt)DyQC Manager Dy'QA Manager
Microbiologist

24082018




Anexo 9: Certificado sangre de carnero estéril

83

Fecha de Emisidn

Certificado de Analisis 20/05/2023

Céodigo Producto: SC001
Descripcion: Sangre de Carnero, Estéril.

Lote: B01641
Fecha de Coleccidn:  26/05/2023
Fecha de Vencimiento: 26/06/2023

El producto fue colectado empleando técnica aséptica y se comprobd la esterilidad por cultivo
en medio nutritivo.

EJ'lS*':ﬂJ:.'aradu Rins
CTMP &785




Anexo 10: Certificado taxonémico Citrus reticulata (Mandarina)

JOSE R. CAMPOS DE LA CRUZ &W&
C.B. P. 3796

Cel: 963689079
Email: jocamdea gmail.com

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

J0SE RICARDO CAMPOS. DF LA CRUZ BIOLOGO COLEGIADO. CBP 3796 ~ INSCRITO EN L REGISTRO DE PROFESIONALES QUE REALIZAN CERTI-
FICACONES DE IENTIICACON TAXONOMICA DE ESPECIMENES ¥ PRODUCTOS Df FLORA — RESOLUOON DIRECTORAL N 0311-2013-

CERTIFICA:

Que. IRAZABAL GALLEGOS MIRIAM y JULCA ASENJO ANA VILMA. con grado acadé-
mico de Bachiller, tesistas de la Universidad Norbert Wiener. Facultad de Farmacia y Bioquimi-
ca, Escucla Académico Profesional de Farmacia y Bioquimica, con fines de investigacion para
desarrollar el proyecto de tesis tiulado: EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL EX-
TRACTO ETANOLICO DE LA CASCARA DE Citrus reticulata (MANDARINA) EN CEPAS
DE Staphylococcus aureus. Streptococeus pyogenes, Fscherichia coli ATCC. LIMA 2023, han
solicitado la identificacion y certificacion botdnica de una planta procedente del Fundo San Jor-
ge. distrito de San Andrés, provincia de Pisco, departamento de Ica, donde cs cultivada con el
nombre comin de “mandarina”. la mucstra fértil con flores v frutos ha sido identificada como
Citrus reticulata Blance. Scgim la base de datos de W Tropicos del Missouri Botanical Garden
que sigue ¢l sistema modemo de clasificacion de las angiospermas (APG), publicado en 1998
por ¢l Grupo para la Filogenia de las Angiospermas, el sistema APG evita el uso de la nomencla-
tura taxondmica clisica por arriba de orden. - Mark W. Chase & James L. Reveal (2009 - APG
111} consideran a todas las plantas verdes en 1a Clase l:.qulsetopsada. Teniendo en cuenta los datos

de la base de W*Tropicos, APG 111 y APG IV, la especie identificada tiene las siguientes catego-
rias taxondmicas y clados:

Reino: Plantae
Division: Angiospermac
Clase: Equisctopsida
Subclase: Magnoliidae
Superorden: Rosanae
Orden: Sapindales
Familia: Rutaceae
Géncero: Citrus
Especie: Citrus reticulata Blanco.

Nombre vulgar: “mandarina™
Se expide la presente certificacion para los fines de investigacion.
Lima, 13 de junio del 2023

Jr. Sanchez Silva 156 — Piso 2-Urh, Santa Luzmila —Lima 07 -Lima
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Anexo 11: Evidencias fotograficas

Figura 3. Recoleccion de la muestra

Figura 4. Recoleccion de
la muestra
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Figura 5. Muestra de tipo Citrus reticulata
(mandarina)

Figura 7. Lavado de la
muestra

Figura 6. Seleccion de la muestra
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Figura 8. Enjuague con agua
destilada

Figura 9. Separacion de la
cascara

Figura 10. Procedimiento de secado de
la muestra

Figura 11. Procedimiento de molienda
de la muestra
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Figura 12. Preparacion del macerado del extracto etanolico

Figura 13. Procedimiento de filtracion del macerado del extracto etandlico



Figura 15. Obtencion del extracto seco
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PRUEBA DE SOLUBILIDAD

Figura 16. Anadiendo el extracto seco al
tubo de ensayo para prueba de solubilidad

Figura 17. Resultado de la prueba de solubilidad
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MARCHA FITOQUIMICA

Figura 18. Adicion del extracto seco a los
tubos de ensayo

Figura 19. Resultado de la marcha fitoquimica
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ENSAYO MICROBIOLOGICO

Figura 20. Pesando del Agar

Figura 21. Autoclave para el uso en
la prueba microbioldgica



Figura 23. Placas preparadas de Agar
sangre y Agar Mueller Hinton

Figura 22. Agar Mueller Hinton

Figura 24. Placas con cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Escherichia coli ATCC 25922
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Figura 25. Placas con
Streptococcus pyogenes
ATCC 19615 en jarra
Gaspack

Figura 26. Comparacion de
turbidez mediante el reactivo
de Mc. Farland

Figura 27. Rotulado de placas



Figura 28. Sembrado de la cepa bioldgicas en las placas

Figura 29. Efectuando pozos en agar con ayuda de un sacabocado
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Figura 30. Sustancias experimentales y controles

Figura 32. Lectura de resultados: Escherichia coli ATCC 25922
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Figura 33. Lectura de resultados: Staphylococcus aureus ATCC25923

Figura 34. Lectura de resultados: Streptococcus pyogenes ATCC 19615



Anexo 12: Certificado de analisis de cepas bacterianas

"
Mk:robiologla

e Upon Re

Date: 2024/10/31
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Quality Control Technologist: Mariah H Smith
Release Date: 2022/12/16

Expiration
Microorganism Name: Streptococcus pyogenes (group A)
Catalog Number: 0385
Lot Number: 385-248*
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Microorganism Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus
Catalog Number: 0360

Lot Number: 360-575™

Reference Number: ATCC® 25623 ™*

Passage from Reference: 3
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Expiration Date: 2024/1031
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Quality Control Technologist: Marah H Smith
Release Date: 2022/11722
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Release Information:

Quality Control Technologist: Mariah H Smith
Release Date: 2022/11/21
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Passage from Referonce: 3

Performance
Macroscopic Features: Medium:
2 colony . both are gray & bety hemolytic:
W%s:edggo & smooth; m«’g“u‘r’ggr."n%f fgw"m;ﬁ e
Microscopic Features: Mothod:
Grnmmgmemlphnoc Gram Stain (1)
1D System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results
See attached 1D Systemn results document

(1) Oxidase (Kovacs)- negative

Beta-glucuronidase (E. coli Broth wMUG): positive

(1) Ampicilin (10 mecg - Disk Susceptibility): 15 - 22 mm
wncenumon (10 meg - Disk Susceptidifty). 19 - 28

s’uﬂSXT (1.25723.75 mcg - Disk Susceptibility): 23 - 29

%a—hxﬂw

Dwector of Qualty Control
AUTHORIZED SIGNATURE

Mhllmmwwﬁvmuhummmnnmw-mmw The it number displayed on this

i

CENT 0305502

0 gg_.:_:.%.m. DR ST MEATSS Lt Dol o ik s e ATCC catmion madks wp

(1) These tests ave accredited ko ISOREC 17024

TESTING CERT #2655.01

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Sant Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286




Anexo 13: Constancia de autorizacion de analisis

¢ Santa Rosa.

LABORATORIO BIOLOGICO ¥ ANALISIS CLINICO

“Afo de lo unidad, la paz v el desarrollo™

Constancia

El que suscribe Lic. T.M. Walter A. Sin Rodriguez encargado de supervisar el presente
trabajo de investigacion en el Laboratono Biolégico y Analisis Clinico Santa Rosa

E.l.R.L., hace constar que:

Las tesistas egresadas de la EAP de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Privada
Morbert Wiener, JULCA ASENJO ANA VILMA e IRAZABAL GALLEGOS MIRLAM
BELEN; realizaron ensayos microbiologicos para el desarrollo de su proyecto de tesis
titulado: "Etecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de la cdscara de Citrus
reticulata (Mandarina) en cepas de Staphylococcus aureus, Streplococcus pyogenes,
Escherichia coli ATCC, Lima 2023." dentro de las instalacienes del Laboratorio.

Se expide la presente constancia a solicitud de los interesados, para los fines

comespandientes.

Lima 0% de junio del 2023.

//411&/

L

“Lie. T.0d. Walter A. SiriRodriguez

CTME 10808
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Anexo 14: Pruebas de Normalidad

Tabla 10.

Pruebas de normalidad

102

Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
ESCherng; ;cZJIi ATCC 0,490 60 0,000
™ 08 @ omo
P arcoers 0t e o

Con el fin de poner a prueba la hipotesis, se llevaron a cabo analisis de normalidad mediante

tablas y graficos, asi como pruebas de igualdad de varianzas.

Los datos proporcionados en la tabla 10, indican que (p<0.05), segln el analisis de Shapiro-

Wilk. Esta prueba respalda la inferencia de que los resultados no siguen una distribucion normal.

Figura 35.

Histograma segun Escherichia coli ATCC 25922

Histograma
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Nota. Irazabal y Julca (2023)



Figura 36.
Gréfico Q-Q segun Escherichia coli ATCC 25922

Grafico Q-Q normal de Escherichia coli ATCC 25922
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Figura 37.

Histograma segun Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Figura 38.

Grafico Q-Q segun Staphylococcus aureus ATCC 25923

Figura 39.

Normal esperado

Grafico Q-Q normal de Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Nota. Irazabal y Julca (2023)

Histograma segun Streptococcus pyogenes ATCC 19615
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Streptococcus pyogenes ATCC 19615

Nota. Irazabal y Julca (2023)
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Figura 40.

Gréfico Q-Q segun Streptococcus pyogenes ATCC 19615

Normal esperado

Grafico Q-Q normal de Streptococcus pyogenes ATCC 19615

15

Valor observado

20

25

30

Nota. Irazabal y Julca (2023)

Tabla 11.

Prueba de homogeneidad

Pruebas de homogeneidad de varianzas

Estadistico 1 " Si
g g 12.
de Levene
Escherichia coli ATCC
39,762 4 55 0,000
25922
Staphylococcus aureus
8,567 4 55 0,000
ATCC 25923
Streptococcus pyogenes
P pyos 18,392 4 55 0,000

ATCC 19615
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En la tabla 11, Con el proposito de verificar la igualdad de las dispersiones en las cepas

ATCC, se emple0 el test de Levene, el cual reveld un nivel de significancia (p<0.05). Este resultado
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indica que las dispersiones no son uniformes, lo que implica la utilizacion de métodos estadisticos
no parametricos.

Con el objetivo de contrastar la tercera hipotesis especifica, se utilizo el estadistico de H
de Kruskal-Wallis, el cual es una prueba no paramétrica empleada para determinar si existe
diferencia entre las poblaciones, como los diversos grupos de investigacion que abarcan el extracto
de céascara de Citrus reticulata (mandarina) al 25%, 50% y 75%, y controles. Ademas, se empled
un cuadro estadistico para llevar a cabo comparaciones multiples de las variaciones heterogéneas,

como el T3 de Dunnett.

Tabla 12.

Prueba de Rangos de H de Kruskal-Wallis

Rangos
Rango
Grupo 1 N promedio

Levofloxacino 5 pg 12 54,50
DMSO 12 24,50
Escherichia coli 25 % 12 24,50
ATCC 25922 50 % 12 24,50
75 % 12 24,50

Total 60
Levofloxacino 5 ug 12 54,50
DMSO 12 6,50
Staphylococcus 25 9 12 18.50

aureus

ATCC 25923 50 % 12 30,50
75 % 12 42,50

Total 60
Levofloxacino 5 pg 12 54,50
DMSO 12 18,50
Streptococcus 25 9 2 18.50

ogenes

e togts 0% 12 18,50
75 % 12 42,50

Total 60
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Tabla 13.
Pruebas de H de Kruskal-Wallis

Estadisticos de prueba®P

Staphylococcus Streptococcus
Escherichia coli
aureus ogenes
ATCC 25922 Pyos

ATCC 25923 ATCC 19615
H de Kruskal-Wallis 58,063 57,134 57,821
gl 4 4 4
Sig. asin. 0,000 0,000 0,000

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion: Grupol

En la tabla 13, El analisis de Kruskal-Wallis es estadisticamente relevante, lo cual indica
que al menos dos de los grupos comparados presentan diferencias significativas. Sin embargo, esta
prueba no proporciona detalles sobre qué grupos especificos presentan estas diferencias, por eso

es necesario realizar pruebas de comparacion multiple T3 de Dunnett.
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