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Resumen 

El siguiente estudio tuvo como objetivo determinar el efecto antimicrobiano in vitro del extracto 

hidroalcohólico de las hojas de Columellia obovata Ruiz & Pav. “Pisca pisca” frente a cepas de 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922. Estudio experimental in 

vitro, corte transversal, nivel explicativo, tipo aplicada, enfoque cuantitativo y método hipotético 

deductivo. La población estuvo compuesta por 24 medios de cultivo de las cepas ATCC. Se 

emplearon seis grupos, cuarto experimentales inducidos por el extracto de Columellia obovata 

Ruiz & Pav. y controles a gentamicina y suero fisiológico. Para la recolección de datos se usó el 

método de difusión en agar en pozos, prueba que permitió medir la susceptibilidad in vitro de las 

bacterias. El análisis de resultados se realizó en el programa SSPS versión 25, a través de la prueba 

estadística Kruskal Wallis; p<0.05. Se determinó que el efecto antimicrobiano del extracto 

hidroalcohólico de las hojas de Columellia obovata Ruiz & Pav. “Pisca pisca” a concentraciones 

25%; 50%; 75% y 100% mostraron diámetros de halos de inhibición en cultivos de Staphylococcus 

aureus, con valores 11,84 ± 2,51mm; 14,65 ± 1,49mm; 16,75 ± 2,65mm; 18,17 ± 3,48mm 

respectivamente; en comparación de Gentamicina 34,10 ± 0,79mm. En cambio, no presentó la 

actividad inhibitoria frente a Escherichia coli ATCC 25922 en todas concentraciones estudiadas y 

el ensayo fitoquímico identificó presencia de compuestos fenólicos, flavonoides, taninos, 

antraquinonas, alcaloides y saponinas. Se concluye que el extracto hidroalcohólico de las hojas 

Columellia obovata demostró efecto antimicrobiano frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923.  

Palabras clave: Collumelia obovata Ruiz & Pav. “Pisca”, efecto antimicrobiano, in vitro, 

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli 25922. 
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Abstract (inglés) 

The following study aimed to determine the in vitro antimicrobial effect of the 

hydroalcoholic extract of the leaves of Columellia obovata Ruiz & Pav. “Pisca pisca” against 

strains of Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Escherichia coli ATCC 25922. In vitro 

experimental study, cross-sectional, explanatory level, applied type, quantitative approach and 

hypothetical deductive method. The population was composed of 24 culture media of the ATCC 

strains. Six groups were used, four experimental groups induced by the extract of Columellia 

obovata Ruiz & Pav. and controls to gentamicin and physiological saline. To collect data, the agar 

diffusion method in wells was used, a test that allowed measuring the in vitro susceptibility of the 

bacteria. The analysis of results was carried out in the SSPS version 25 program, through the 

Kruskal Wallis statistical test; p<0.05. It was determined that the antimicrobial effect of the 

hydroalcoholic extract of the leaves of Columellia obovata Ruiz & Pav. “Pisca pisca” at 25% 

concentrations; fifty%; 75% and 100% showed diameters of inhibition zones in Staphylococcus 

aureus cultures, with values 11.84 ± 2.51mm; 14.65±1.49mm; 16.75±2.65mm; 18.17 ± 3.48 mm 

respectively; compared to Gentamicin 34.10 ± 0.79mm. On the other hand, it did not present 

inhibitory activity against Escherichia coli ATCC 25922 at all concentrations studied and the 

phytochemical assay identified the presence of phenolic compounds, flavonoids, tannins, 

anthraquinones, alkaloids and saponins. It is concluded that the hydroalcoholic extract of 

Columellia obovata leaves demonstrated antimicrobial effect against Staphylococcus aureus 

ATCC 25923. 

Keywords: Collumelia obovata Ruiz & Pav. “Pisca pisca”, antimicrobial effect, in vitro, 

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli 25922. 
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INTRODUCCIÓN 

En el Perú, contamos con una rica diversidad de flora vegetal que posee una amplia gama 

de propiedades biológicas, las cuales pueden ser utilizadas para la medicación de diversas 

afecciónes. Es importante destacar la relevancia de investigar estas especies vegetales que poseen 

un potencial efecto terapéutico, atribuido principalmente a los principios activos presentes en ellas. 

Entre estas especies se encuentra la planta Columellia obovata Ruiz & Pav., conocida como "pisca 

pisca". En el caso de esta planta, se utilizan las hojas con fines terapéuticos. 

La investigación se esquematizó de la siguiente manera: 

En Capítulo I se presentó la problemática y los objetivos de nuestra investigación. 

En el Capítulo II, se desarrolló el Marco Teórico, se presentan los antecedentes de la tesis, 

se proyecta las bases teóricas fundamentales que asentir el análisis de las variables de estudio, las 

definiciones conceptuales y se incluye la formulación de la hipótesis. 

En el Capítulo III, de Metodología, se expone el diseño, el tipo, nivel y método de la 

investigación, así como la población, muestra, técnicas e instrumentos de recolección, 

procesamiento de datos, así como los aspectos éticos del presente estudio. 

En el Capítulo IV, se suscitan la presentación y discusión de resultados a través de la prueba 

de hipótesis. 

 Finalmente se alegan las conclusiones y se brindan las recomendaciones de esta 

investigación.
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CAPÍTULO I. EL PROBLEMA 

 1.1. Planteamiento del problema  

La creciente crisis de salud pública mundial de la resistencia a los antimicrobianos es un 

problema cada vez más grave, con más de 700,000 muertes al año y una proyección de 10 millones 

para 2050 (1). Entre los microorganismos resistentes se encuentran Helicobacter pylori, 

Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y 

Salmonella spp, que presentan una tendencia al aumento de la resistencia a múltiples generaciones 

de antibióticos (2). 

En respuesta a esta crisis, la medicina herbal continúa siendo uno de los métodos de 

tratamiento para alrededor del 75-80% de la población general, y la mayoría de las prácticas 

curativas tradicionales se basan en la aplicación de extractos de plantas y sus compuestos 

bioactivos para combatir los agentes infecciosos (3). Esto es especialmente relevante, ya que se cree 

que el 10% de todas las plantas de la Tierra se utilizan con fines medicinales (4,5). 

El uso de plantas medicinales es generalizado y no se limita a las comunidades rurales y 

de bajos ingresos. Se basa en alternativas asequibles y de libre acceso, arraigadas en prácticas 

culturales tradicionales (6). De hecho, su uso es frecuente en comunidades metropolitanas de 

muchas clases socioeconómicas, con una frecuencia de uso superior al 80% (7).
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A nivel mundial, las propiedades antimicrobianas de los extractos de hojas de diferentes 

plantas se han investigado ampliamente. Entre ellos se encuentran, los extractos de hojas de 

Commiphora africana, Chromolaena odorata y Colocasia esculenta que han demostrado notables 

efectos antimicrobianos contra varios agentes causantes de enfermedades (8). De manera similar, 

los extractos hidroalcohólicos derivados de Andrographis paniculata, hojas de henna, Cosmos 

caudatus y varias otras plantas medicinales han mostrado notables propiedades antimicrobianas 

(9,10). 

Además, los extractos de Tinospora cordifolia, Costus igneus y Tridax procumbens han 

mostrado potentes efectos antibacterianos contra diferentes patógenos, superando la eficacia de la 

ciprofloxacina (11). Sin embargo, a pesar del creciente interés por las hierbas medicinales, aún 

existe una falta de conocimiento en torno al uso adecuado y seguro de numerosas variedades de 

plantas medicinales (12,13). 

Este aspecto es especialmente relevante en países como el Perú, donde existe una rica 

tradición en el uso de hierbas medicinales, y se requiere más investigación para autentificar y 

publicitar formalmente el uso generalizado de hierbas terapéuticas en la comunidad (14,15). Un 

estudio específico sobre la Columellia obovata Ruiz & Pav. "pisca pisca" utilizada por los 

pobladores del centro poblado de Masingana en el Perú, ha demostrado la presencia de 

componentes fitoquímicos como alcaloides, flavonoides, iridoides, fenoles y taninos, glicósidos 

cardiotónicos, saponinas y catequinas, que podrían ser responsables de los efectos farmacológicos 

(16). 

Dado que muchas comunidades en el país carecen de acceso hospitalario y atención 

médica, la medicina tradicional se considera una opción viable para el tratamiento de enfermedades 
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(17). Por lo tanto, el análisis de la actividad antimicrobiana in vitro del extracto hidroalcohólico de 

hojas de Columellia obovata Ruiz & Pav. "pisca pisca", frente a las cepas de Staphylococcus 

aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922, es crucial para verificar la existencia de las 

propiedades atribuidas a esta planta en la medicina tradicional. La investigación y validación 

científica de estos conocimientos comunes son cruciales para preservar y promover el uso de estas 

plantas medicinales. 

1.2. Formulación del problema  

1.2.1 Problema general 

¿Cuál es el efecto antimicrobiano in vitro del extracto hidroalcohólico de las hojas (EHH) 

de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 

25923 y Escherichia coli ATCC 25922 Lima, 2023? 

 1.2.2 Problemas específicos  

1. ¿Cuáles son los metabolitos secundarios, con posible efecto antimicrobiano, del 

EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca”? 

2. ¿Cuál es el efecto antimicrobiano in vitro del EHH de Columellia obovata Ruiz & 

Pav. “pisca pisca” frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923?   

3. ¿Cuál es el efecto antimicrobiano in vitro del EHH de Columellia obovata Ruiz & 

Pav. “pisca pisca” frente a cepas de Escherichia coli ATCC 25922?   

4. ¿Cuál es la concentración del EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca 

pisca” que presenta mayor efecto antimicrobiano in vitro frente a cepas de 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922?   
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5. ¿Cuál será la concentración mínima inhibitoria (CMI) y concentración mínima 

bactericida (CMB) del EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” 

frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 

25922? 

1.3. Objetivos de la investigación 

 1.3.1 Objetivo general  

Determinar el efecto antimicrobiano in vitro del EHH Columellia obovata Ruiz & Pav. 

“pisca pisca” frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 

25922. 

1.3.2 Objetivos específicos  

1. Identificar los metabolitos secundarios, con posible efecto antimicrobiano, del 

EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca”. 

2. Determinar el efecto antimicrobiano in vitro del EHH de Columellia obovata Ruiz 

& Pav. “pisca pisca” frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923  

3. Determinar el efecto antimicrobiano in vitro del EHH de Columellia obovata Ruiz 

& Pav. “pisca pisca” frente a cepas de Escherichia coli ATCC 25922 

4. Determinar la concentración del EHH Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca 

pisca” que presenta mayor efecto antimicrobiano in vitro frente a cepas de 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922. 

5. Determinar la CMI y CMB del EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca 

pisca” frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli 

ATCC 25922. 
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1.4. Justificación de la investigación  

1.4.1 Teórica 

Un componente clave de la etnofarmacología y la medicina tradicional desde la antigüedad 

hasta el presente es la enorme diversidad y abundancia de plantas medicinales locales que se 

encuentran en el Perú. Por ello, varios de ellos se aplican empíricamente en medicina debido a sus 

efectos beneficiosos, como la Columellia obovata Ruiz & Pav. conocida popularmente como 

“pisca pisca”, la cual es usada para el tratamiento de dolencias de las vías respiratorias, digestivas, 

antipirético, y antisépticas (18). 

La especie vegetal Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” contiene flavonoides, 

alcaloides, saponinas, taninos y fenoles, que le otorgan grandes propiedades antimicrobianas(19), 

lo que nos induce a que logrará eficacia antimicrobiana sobre cepas patógenas de importancia 

clínica. Es por ello, que se evaluó la actividad antimicrobiana mediante los ensayos in vitro frente 

a las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922 a 

concentraciones de 25 %, 50 %, 75 %, 100 %.  Se realizó la investigación a estas dosis en los 

ensayos in vitro con la finalidad de comprobar la actividad antimicrobiana. 

1.4.2 Metodológica  

Desde una perspectiva metodológica, la prueba utilizada para determinar la susceptibilidad 

antimicrobiana fue el método de difusión en agar en pozo, dado que demuestra una mayor 

sensibilidad respecto a la inhibición del crecimiento bacteriano; debido a que permite una mejor 

interacción del medio de cultivo con los componentes de la especie vegetal. La metodología para 

la obtención del EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. fue la maceración en frio, ya que, 
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permite obtener una mayor cantidad de extracto, además de que no hay pérdida, ni alteración de 

las propiedades medicinales de las plantas. 

Para el desarrollo de la marcha fitoquímica se siguió el procedimiento de Olga Lock(20), el 

cual se realizó para determinar los metabolitos presentes en el EHH Columellia obovata Ruiz & 

Pav. de forma cualitativa, los cuales se evidenciaron de acuerdo a las reacciones químicas tanto 

por coloración o precipitación. 

La actividad antimicrobiana del EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” se 

determinó de acuerdo con la metodologia descrita por  Chafla-Moina y Silva-Déley(21) se 

determinó mediante el método de difusión en pozos de agar. Se empleó la técnica de macrodilución 

en caldo para determinar la CIM y CBM. 

1.4.3 Práctica  

Esta investigación ayudo a conocer el valor biológico y farmacológico de la especie vegetal 

Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca”, como alternativa en el tratamiento de enfermedades 

infecciosas. Además, contribuye al aporte de conocimiento para las futuras investigaciones 

relacionadas a la actividad antimicrobiana, no existen estudios realizados sobre esta especie 

vegetal, por tanto, al finalizar el análisis experimental será difundida la información.  

1.5. Limitaciones de la investigación 

Los resultados de este estudio deben considerar algunas limitaciones. 

- Primero, sólo se utilizó las hojas de Pisca pisca; las otras partes de la planta, como la 

raíz, el tallo y las flores, también deben explorarse por su potencial antimicrobiano. 

- Segundo, que no se realizó con varios tipos de extractos en diferentes concentraciones 

y solo se estudiaron los extractos hidroalcohólicos de la planta.                                           
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- Tercero, únicamente se utilizó dos cepas bacterianas ATCC que podrían no representar 

a las bacterias comunitarias.  

- Cuarto, los resultados de la investigación no pueden ser extrapolados en animales y 

humanos debido a que se desconoce el grado de toxicidad del Columellia obovata y 

sus efectos sobre el microbiota normal en un organismo animal o humano. 

- Finalmente, limitada información sobre la planta Columellia Obovata Ruiz & Pav. 

“Pisca pisca” con relación al efecto antimicrobiano.
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CAPÍTULO II. MARCO TEÓRICO  

2.1. Antecedentes de la investigación 

2.2.1 Antecedentes Internacionales 

Cantoni (22) (2021), tuvo como objetivo “Evaluar el efecto antimicrobiano de las 

concentraciones del extracto hidroalcohólico y el aceite esencial de Campomanesia xanthocarpa 

(guavirá) frente a Staphylococcus aureus ATCC  25923, Enterococcus faecalis ATCC  29212, 

Streptocuccus agalactiae y Escherichia coli ATCC 25922”. Fue una investigación aplicada con 

diseño experimental. Elaboró un extracto hidroalcohólico a tres diferentes concentraciones (50, 60 

y 70%) a partir de dicho extracto evaluó el efecto antimicrobiano, mediante el método de difusión 

en pozo. Observó que hubo una inhibición de 14 mm de las cepas de Staphylococcus aureus frente 

a el extracto de C. xanthocarpa al 70%. Concluyendo que el extracto hidroalcohólico de C. 

xanthocarpa al 70% posee efecto inhibitorio frente a las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 

25923. 

Chiavari et al. (23) (2020), en su estudio el objetivo fue ”Evaluar las actividades 

antibacterianas de extractos acuosos derivados de Bidens sulphurea, Bidens pilosa y Tanacetum 

vulgare (Asteraceaes) frente a cepas estándar de Staphylococcus aureus (ATCC 25923), 

Escherichia coli (ATCC 25922)”. Fue un estudio experimental, emplearon microdilución para 

determinar la CIM y la CBM de los extractos. Se encontró qué, frente a S. aureus ATCC 25923 
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los extractos de B. pilosa (CMI = 13,02 mg/ml) y B. sulphurea (CMI = 7,81 mg/ml) mostraron 

mayor actividad en comparación de T. vulgare (CMI = 41,66 mg/ml). Sin embargo, para E. coli 

ATCC25922 mostraron inhibición estadísticamente significativa los extractos de T. vulgare (52,08 

mg/ml) y B. Sulphurea (31,25 mg/ml). Y los valores de CMM oscilaron entre 7.81 y > 500,00 

mg/ml. Concluyendo que las especies de Asteraceae, en especial B. sulphurea, presentaron 

actividad antimicrobiana contra cepas estándar.  

Mohamed et al.(24) (2020), buscaron “Evaluar la eficacia antimicrobiana de extractos 

metanólicos crudos derivados de Pulicaria crispa y Pulicaria undulata (Asteraceae) frente a dos 

Gram positivos: Bacillus subtilis (ATCC 8236) y Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y dos 

Gram negativos: Escherichia coli (ATCC 25922) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)”. 

Fue una investigación de tipo experimental, la preparación de los extractos crudos fue mediante 

maceración, la actividad antimicrobiana mediante el método de difusión en disco y dilución en 

placa agar para determinar CMI. Además, la detección fitoquímica fue mediante exámenes 

cualitativos. El extracto crudo metanólico de P. crispa mostró alta actividad contra S. aureus (19 

mm) y actividad moderada contra B. subtilis (16 mm), E. coli (15 mm) y P. aeruginosa (15 mm). 

El extracto crudo metanólico de P. undulata mostró alta actividad contra B. subtilis (18 mm) y 

actividad moderada contra E. coli (16 mm), P. aeruginosa (16 mm) y S. aureus (15 mm), que 

también es similar en actividad a la tetraciclina. Respecto a la CMI, el extracto crudo metanólico 

de P. crispa fue de 6,25 mg/ml para P. aeruginosa, 25 mg/ml para E. coli y S. aureus y 100 mg/ml. 

ml para B. subtilis. Mientras que la concentración mínima inhibidora del extracto crudo metanólico 

de P. undulata fue 12,5 mg/ml para P. aeruginosa y S. aureus, 50 mg/ml para E. coli. y 100 mg/ml 

para B. subtilis. En los resultados fitoquímicos se encontraron esteroles, terpenos, taninos, 

comarinas y saponinas, y ausencia de alcaloides, flavonoides y antraquinonas. Concluyeron que 

los extractos crudos metanólicos de P. crispa y P. undulata tienen actividad antimicrobiana. 
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Ahmed et al. (25) (2019), buscaron “Determinar la actividad antimicrobiana de extractos 

solventes de Pimpinella anisum frente a Bacillus cereus ATCC 33018, Staphylococcus aureus 

ATCC 25923, Salmonella typhimurium NTCC 12023y Escherichia coli ATCC 25922”. Fue una 

investigación de tipo experimental, utilizaron el método de difusión de pozo para determinar la 

actividad antimicrobiana. Se obtuvo para el extracto etanólico de semillas, las siguientes zonas de 

inhibición contra B. cereus y S. aureus, 21.0±1.2 y 18.3±1.5 mm, respectivamente. Sin embargo, 

para el extracto acuoso de semillas a baja concentración, 1.25 mg/ml, inhibió el crecimiento solo 

de S. aureus y B. cereus, 2.7±0.3 y 3.3±0.7 mm, respectivamente. Una concentración más alta ,5 

mg/ml, inhibió el crecimiento de S. typhimurium y E. coli, 4.0±0.6 y 2.7±0.7 mm, respectivamente. 

Concluyeron que los extractos de solvente de las partes aéreas fueron menos efectivos como 

agentes antimicrobianos en comparación con los extractos de solvente preparados a partir de las 

semillas de anís. 

2.2.2 Antecedentes Nacionales 

Juárez et al. (26) (2023), llevaron a cabo un estudio con el propósito de "Evaluar la actividad 

antimicrobiana de hojas y tallos de la especie vegetal Jungia axillaris (Lag. ex DC.) Spreng". 

Realizaron un estudio experimental en el cual obtuvieron el extracto etanólico mediante 

maceración y posteriormente identificaron su composición química mediante una marcha 

fitoquímica. Utilizaron el método de difusión en pozos para evaluar el efecto inhibitorio frente a 

cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia 

coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Los resultados mostraron un efecto 

antimicrobiano muy sensible sobre Staphylococcus aureus, con halos de inhibición de 17 mm, 

mientras que no se observó sensibilidad en las otras cepas estudiadas. En la marcha fitoquímica 

identificaron la presencia de flavonoides, alcaloides, carbohidratos, taninos, compuestos 

aromáticos y compuestos terpenoides. Además, el extracto etanólico presentó una Concentración 
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Mínima Inhibitoria (CMI) y Concentración Mínima Bactericida (CMB) de 12,5mg/mL para 

Staphylococcus aureus. Se concluye que el extracto etanólico de Jungia axillaris solo exhibe 

actividad antimicrobiana muy sensible sobre la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

Huamaní (27) (2022), buscó “Determinar la actividad antimicrobiana del extracto etanólico 

derivado de las hojas de Senecio nutans “chachacoma” frente a distintas bacterias”. Fue un estudio 

experimental. Se determinó la actividad antimicrobiana se realizó por método de difusión en agar 

y reacciones de precipitación y/o coloración para identificar los metabolitos secundarios. Se 

identificaron los siguientes metabolitos: lactonas sesquiterpénicas/ cumarinas, antraquinonas, 

esteroides/ triterpenos, flavonoides y alcaloides. La actividad antimicrobiana frente a gran 

positivos fue: B. cereus a una concentración de 20 mg/ml se obtuvo en promedio 2,5 cm con un 

porcentaje de inhibición de 87.80% en relación al control positivo, S. aureus (80 mg/ml, 1,79 cm, 

29,88%). Frente a Gram negativos: E. coli (20 mg/ml, 1,97 cm, 79,12%) y S. tiphy (80 mg/ml, 1,70 

cm, 29.41%). Concluyendo que la planta en estudio presente una alta sensibilidad frente a E. coli 

y B. cereus, sin embargo, frente a S. aureus y S. tiphy presentó una sensibilidad baja. 

Coarita et al.(28) (2022), realizaron un estudio para “Evaluar el efecto antibacteriano in vitro 

de un extracto hidroalcohólico derivado de las hojas de “Janqo janqo” (Senecio candollei Wedd)”. 

El tipo de investigación fue experimental. Se logró identificar metabolitos secundarios del extracto 

mediante análisis cualitativos, precipitación. Se identificaron los siguientes metabolitos: 

triterpenos, alcaloides, fenoles, flavonoides y esteroides. Se evaluó la actividad antibacteriana de 

este extracto mediante difusión con disco, contra Staphylococcus aureus a diversas 

concentraciones ,10%, 25%, 50% y 75%, obteniendo un halo de inhibición de 7.40 mm, 9.97 mm, 

13,87 mm y 19,57 mm, respectivamente y un porcentaje inhibición promedio de 5.30%, 15%, 

29.71% y 51.27% respectivamente con respecto al control positivo (ciprofloxacino 5ug). 

Concluyendo que sí tenía efecto antibacteriano frente a S. aureus. 
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De la Cruz (29) (2020), tuvieron como objetivo “Evaluar el efecto bactericida del extracto 

de aceite de Artemisia absinthium en concentraciones del 25 %, 75 %, 50 % y 25 % contra 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 en comparación con un control neutro y oxacilina 1 µg”.Fue 

un estudio experimental. Se descubrió que las concentraciones del 25% y del 50% no tenían ningún 

efecto inhibidor. La inhibición máxima observada fue de 21,36 mm 75% y 13,18 mm al 100%, lo 

que indica un efecto bactericida pero no supera el de Oxacilina (media: 42,45 mm). Concluyendo, 

que, en una concentración más alta, se encontró que el extracto de aceite de Artemisia absinthium 

tiene un efecto bactericida contra Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

Anco et al.(30) (2019), el objetivo de los investigadores fue “Evaluar in vitro la actividad 

antibacteriana del extracto etanólico derivado de las hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd 

(Llancahuasha) frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Escherichia coli ATCC 

25922, Staphylococcus aureus ATCC 33591 y Staphylococcus epidermidis ATCC 35984”. La 

investigación fue experimental. Se emplearon dos métodos: difusión en agar y microdilución 

colorimétrica (microplaca). Se identificó que los compuestos fenólicos de tipo flavonoide 

constituyeron la mayoría. Los resultados del revelaron que a concentraciones de 200 mg/mL, 100 

mg/mL y 50 mg/mL, los halos de inhibición promedio contra cepas de Staphylococcus aureus 

ATCC 33591 fueron de 19 mm, 18 mm y 17,3 mm, respectivamente; contra las cepas de 

Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 (18 mm, 17 mm y 16,6 mm) contra Escherichia coli 

ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 15448, no se observaron halos de inhibición en 

las distintas concentraciones. El extracto etanólico de hojas tuvo una CMI de 1000 μg/mL frente a 

Staphylococcus aureus ATCC 33591 y ninguna actividad frente a Escherichia coli ATCC 25922 

a una concentración de 200 mg/mL, determinada por el método de microdilución colorimétrica en 

microplaca. Concluyendo que si poseen efecto antimicrobiano el extracto etanólico derivado de 
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las hojas de Senecio hyoseridifolius Wedd (Llancahuasha) frente a cepas de Staphylococcus aureus 

ATCC 33591 y Staphylococcus epidermidis ATCC 35984.  

Carbajal (19) en el año (2015) tuvo como objetivo “Identificar los metabolitos secundarios 

y evaluar el efecto sobre la motilidad intestinal del extracto hidroalcohólico de hojas de Columellia 

obovata R. & P. “pisca pisca” en cuyes. Realizaron un estudio experimental, utilizando muestras 

del distrito de Quinua, provincia de Huamanga. Para evaluar el impacto sobre la motilidad 

intestinal, utilizaron un modelo in vivo de tránsito intestinal en cuyes, y el carbón activado como 

indicador de la motilidad del tracto digestivo. Se administraron diversos tratamientos a seis grupos 

de cinco animales. Tras analizar la presencia de metabolitos secundarios, se observó la mayor 

concentración de alcaloides y flavonoides. La atropina y la loperamida tuvieron un porcentaje de 

tránsito intestinal del 28,20 y el 45,50%, respectivamente, mientras que los extractos 

hidroalcohólicos a las dosis mencionadas rindieron un 84,00%, un 69,50% y un 48,50%, 

respectivamente. La dosis de 400 mg/kg del extracto hidroalcohólico mostró los resultados más 

prometedores en cuanto a motilidad intestinal, que fue comparable a la del fármaco de referencia 

Loperamida. Se concluyó que el extracto hidroalcohólico de hojas de Columellia obovata R. & P. 

“pisca pisca” tiene efecto sobre la motilidad intestinal y no mostró signos de toxicidad aguda hasta 

una dosis de 2000 mg/Kg. 

  

http://repositorio.uigv.edu.pe/bitstream/handle/20.500.11818/4982/TESIS_ANCO%20VEGA-G%c3%81LVEZ%20CH%c3%93QUE.pdf?sequence=1&isAllowed=y
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2.2. Bases teóricas 

2.2.1 Aspectos botánicos de la especie en estudio 

Familia Columelliaceae 

La Columelliaceae comprende 2 géneros y 8 especies, su distribución se da por América 

del Sur. La Columellia va desde el sur de Colombia hasta Bolivia; comprende 5 spp 

aproximadamente. La Desfontainia desde Costa Rica a Cabo de Hornos; 3 ssp(31). 

2.2.1.1 Clasificación taxonómica  

La clasificación Taxonómica según el Herbario del Museo de Historia Natural de la 

“U.N.M.S.M”. e identificado por la MSc. Hamilton Beltrán Santiago, según el Sistema de 

Clasificación APG IV (2016).  

 REINO: Plantae 

   PHYLUM: Tracheophyta 

      CLASE: Magnoliopsida 

         ORDEN: Bruniales  

                FAMILIA: COLUMELLIACEAE  

                       GÉNERO: Columellia  

                            ESPECIE: Columellia obovata Ruiz & Pav. (19,32) 

Nombres comunes: Esta familia Columeliiaceae, pertenece a las especies endémicas casi 

amenazadas, conocidos como ullus, ullux, ulus, usllus, vara(33).  

Familia: Columellia obovata es miembro de la familia Columelliaceae. Numerosas 

especies pertenecientes a esta pequeña familia se encuentran en las zonas tropicales y subtropicales 

de América. 
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Tabla 1                                                                                                                                                                      

Nombres comunes de Columellia obovata, según lugares de ubicación 

Lugares Nombres comunes 

Abancay huamanripa 

Ayacucho pisca pisca, suqu suqu, chicha, oqe sacha(34,35) 

Cajamarca chachacoma(36) 

Cusco huamanpinta, romero de jalca, vara(37) 

Huancavelica Piska piska(18) 

Junín shepita, jaya-chipita(38) 

Características morfológicas distintivas: El arbusto de hoja perenne Columellia obovata 

normalmente crece hasta una altura de dos a tres metros. Sus hojas son de color verde oscuro 

brillante, de forma ovalada a obovada y normalmente miden de 3 a 7 cm. El arbusto tiene flores 

diminutas, de color amarillo pálido o blanco. Los frutos con semillas siguen a las flores, que 

pueden aparecer solas o en racimos(36). 

Distribución geográfica de la planta: Originaria de partes de América del Sur, incluidos 

Perú y Ecuador, Columellia obovata es una planta natural. Este tipo de planta es originaria de 

regiones particulares dentro de estas naciones y se ha adaptado para vivir en bosques secos, 

bosques tropicales y otros lugares de vegetación natural(34). 

2.2.1.2 Relación filogenética  

Se menciona que Columelliaceae ha sido relacionada con Bruniaceae y ambas se 

incluyeron en Bruniales. Además, se señala que Bruniaceae/Bruniales ahora ocupa una posición 

más basal en el Clado Asterid II. Por lo tanto, se puede inferir que la planta en el presente estudio 

está conectada con el clado asterid II debido a su ubicación dentro de este grupo (39,40). 

El clado Asterid II es un grupo de plantas con flores (Angiospermas) que comparten un 

ancestro común más reciente entre sí que con otras familias fuera del clado. En otras palabras, 

estas familias comparten un linaje evolutivo común dentro de las Angiospermas. Escalloniales. 



16 

 

   

 

Asterales, Bruniales, Apiales, Paracryphiales, Dispacales, pertenecen al clado Asterid II, significa 

que tales comparten un antepasado común más reciente entre sí que con otras fuera de este grupo. 

Además, comparten características evolutivas específicas que las identifican como miembros de 

este grupo dentro del vasto mundo de las plantas con flores (39,40). 

La información proporcionada es relevante para la presente investigación, ya que respalda 

la relación de Asteraceae, Apiaceae con Bruniaceae. Es importante destacar que las dos primeras 

familias son ampliamente utilizadas en investigaciones actuales, lo que permite utilizar los estudios 

realizados sobre ellas como antecedentes. Esto cobra importancia debido a la falta de investigación 

sobre la planta objeto de estudio en esta investigación (39,40). 

2.2.1.3 Descripción botánica 

Es una planta arbustiva monóica, de aproximadamente 2 a 4 metros de alto, tallos 

densamente ramosos bastante pubescentes. De hojas perennes de 1- 2,7 cm de largo, ovaladas, 

elípticas a obovadas, con los márgenes a menudo dentados. Con flores pequeñas solitarias o 

agrupadas en inflorescencias terminales. El fruto es una cápsula conteniendo numerosas(41). 

La familia Columelliaceae es una categoría botánica que incluye una serie de especies de 

plantas que se encuentran en áreas tropicales y subtropicales de América. Estas especies suelen ser 

arbustos o árboles pequeños. Esta familia botánica tiene ciertos rasgos físicos únicos a pesar de ser 

un miembro menor del reino vegetal. Estas plantas a menudo presentan hojas enteras, simples y 

opuestas con venas visibles. Las flores hermafroditas tienen simetría radial en su arquitectura floral 

y típicamente tienen pétalos blancos o amarillo pálido. Los frutos son bayas o cápsulas repletas de 

semillas(34).  

2.2.1.4 Usos medicinales 

La Columellia Obovata Ruiz. & Pav.  tiene sus hojas amargas, la cuales se usan en infusión 

como antipirético, antiséptica y estomáquica(37).  Además, los pobladores andinos del Perú 
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emplean las hojas y cortezas de pisca pisca en infusiones en el tratamiento de problemas 

respiratorios tales como: procesos infecciosos, problemas bronquiales, neumonía. Según los 

reportes de los lugareños se utilizan en infusión sus ramas como hipoglucemiantes e 

hipocolesterolemia (12).  

Los pobladores de Huancavelica utilizan el zumo de las ramas de dicha planta medicinal 

con fines etnoveterinarios(18). 

2.2.1.5 Distribución y hábitat 

Prospera de forma natural, entre 2500 y 3500 metros sobre el nivel del mar; en las zonas 

arbustivas de las laderas de Jalca en la parte más alta de las vertientes occidentales; crear vallas en 

pueblos pequeños, generalmente en suelos húmedos en hondonadas y barrancos(41). Se encuentra 

en las zonas andinas de los departamentos de Ayacucho, Huancavelica, Junín, Cusco, Cajamarca, 

Piura(42).   

2.2.1.6 Extracto Hidroalcohólico de Columellia obovata Ruiz & Pav. 

A nivel común, suele ser suficiente extraer los compuestos activos mediante una infusión 

o decocción de las siguientes fuentes: raíces, hojas, flores y tallos. Por otro lado, con frecuencia se 

emplean técnicas de extracción más sofisticadas para investigar las características biológicas de 

las drogas vegetales. Estas técnicas permiten la adquisición de procedimientos repetibles y, si es 

práctico, la medición de componentes activos. Las técnicas de extracción más utilizadas son la 

extracción con vapor, la lixiviación, Soxhlet y la maceración, ya sea en frío o en caliente(43) 

Esta es una técnica de extracción sólido-líquido donde los químicos solubles en el líquido 

de extracción están presentes en el material vegetal que se va a extraer. Este procedimiento consiste 

en cortar el material vegetal en trozos pequeños, ya sea fresco o seco, y colocarlo en recipientes 

adecuados. A continuación, se añade el disolvente elegido en función de la polaridad, empezando 

por hexano (o éter de petróleo), luego cloroformo y finalizando con metanol o etanol. A 



18 

 

   

 

continuación, se deja reposar la mezcla o se agita continuamente durante cinco días a temperatura 

ambiente(43). 

1.2.1.6 Composición química de Columellia obovata Ruiz & Pav. 

En el análisis fitoquímico de los EHH de Columellia obovata Ruiz. & Pav. “pisca pisca” 

los alcaloides y flavonoides fueron encontrados en mayor concentración, seguido de fenoles, 

taninos, glicósidos cardiotónicos, saponinas, catequinas y iridoides(19). 

 2.2.1.7 Tamizaje Fitoquímico 

Los grupos químicos primarios que se encuentran en la planta se pueden identificar 

cualitativamente mediante un cribado fitoquímico, que luego ayuda a dirigir la extracción y/o 

fraccionamiento de los extractos para aislar los grupos que sean más interesantes. 

Las plantas desempeñan un papel vital en la biosíntesis y el almacenamiento de una amplia 

gama de moléculas químicas conocidas como metabolitos primarios y secundarios, que tienen un 

uso potencial en la industria farmacéutica. 

a) Metabolitos primarios 

Las sustancias más frecuentes en la naturaleza son los subproductos del metabolismo 

primario, que son proteínas, ácidos nucleicos y las formas más frecuentes de carbohidratos y 

lípidos. Estas sustancias se encuentran en todas las plantas y son cruciales para su metabolismo 

básico(44). 

b) Metabolitos secundarios 

Estos son los compuestos activos producidos por muchas especies de plantas que son 

vitales para el crecimiento y la reproducción de las plantas pero que tienen funciones importantes 

dentro del reino de las plantas. Además, los metabolitos secundarios tienen una distribución 

restringida dentro del reino vegetal, lo que la diferencia de los metabolitos primarios (aminoácidos, 

nucleótidos, azúcares y acillípidos). En otras palabras, los metabolitos primarios están presentes 
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en todo el reino vegetal, mientras que un metabolito secundario particular a menudo se encuentra 

en una sola especie vegetal o en un grupo de especies relacionadas(45). 

Las siguientes son las categorías principales de sustancias producidas por plantas que 

exhiben actividad antibacteriana: 

Fenoles y heterósidos fenólicos 

 a. Compuestos fenólicos simples. Su actividad antibacteriana está ligada a sus grupos 

hidroxilo, que conducen a una inhibición enzimática por sustancias oxidadas, por interacciones 

con grupos sulfhidrilo o por contacto inespecífico con proteínas. Estos compuestos están 

compuestos por un anillo fenólico sustituido. 

b. Quinonas. Estas sustancias están formadas por anillos aromáticos con dos 

funcionalidades, ceto que se combinan formando complejos con los aminoácidos hidrófilos de las 

proteínas, inactivando y anulando sus acciones. 

c. Taninos. Se trata de compuestos fenólicos poliméricos que tienen la capacidad de unirse 

a proteínas de membrana para crear complejos que bloquean enzimas, privan a las células de su 

sustrato, dañan la membrana y otros efectos. 

 d. Cumarinas. Estas sustancias se originan a partir de la benzo-α-pirona, que es una 

combinación de anillos de pirona y benceno. Su actividad antibacteriana está mediada por su 

contacto con el ADN eucariota, lo que también explica su asociación con la actividad antiviral. 

e. Flavonas y compuestos relacionados. Su efecto antibacteriano se debe a que son 

compuestos fenólicos con un grupo carbonilo; se unen a la pared bacteriana y a las proteínas 

extracelulares de forma similar a las quinonas. 

Alcaloides. Se trata de sustancias químicas nitrogenadas heterocíclicas y parece que su 

forma de funcionar es intercalándolas entre el ADN del microorganismo y la pared celular. 
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 Polipéptidos. Son moléculas grandes compuestas de aminoácidos y funcionan inhibiendo 

competitivamente la unión de las proteínas de los microbios a los receptores de polisacáridos del 

huésped o formando canales iónicos en la membrana bacteriana. 

2.2.2 Actividad antimicrobiana 

La inmunidad innata de las plantas abarca varios mecanismos de defensa, como proteínas 

vinculadas a enfermedades, fabricación de enzimas líticas, refuerzos de la pared celular y 

formación de metabolitos secundarios. Las plantas acumulan metabolitos secundarios, que 

proporcionan barreras químicas contra los ataques microbianos y producen antimicrobianos para 

defenderse de los microbios dañinos(46). 

La actividad antimicrobiana en las plantas se ha investigado durante siglos y sigue siendo 

un campo de estudio interminable. Para defenderse de patógenos dañinos como bacterias, hongos 

y virus, las plantas han desarrollado una serie de mecanismos defensivos naturales. Entre estos 

sistemas de defensa se encuentra la síntesis de moléculas químicas con cualidades antibacterianas, 

que les permiten defenderse y resistir infecciones. Estas sustancias, que reciben el nombre de 

fitoalexinas y fitoanticipinas, son esenciales para la forma en que las plantas se defienden contra 

las invasiones microbianas. Las plantas crean sustancias químicas llamadas fitoalexinas como 

reacción a una infección microbiana. Estas sustancias previenen la propagación de infecciones 

actuando como armas químicas(47). 

2.2.2.1 Inhibición in vitro 

Describe la capacidad de una sustancia para detener o disminuir una función o actividad 

biológica en un laboratorio bajo condiciones controladas, es esencial para la investigación 

biomédica y farmacéutica para evaluar la capacidad de una sustancia y bloquear procesos 

biológicos concretos, como el crecimiento de microbios nocivos, la proliferación celular o la 

actividad enzimática, en este contexto se emplea con frecuencia la inhibición in vitro. Los efectos 
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de las sustancias químicas se pueden observar de forma independiente gracias a estos 

experimentos, que se llevan a cabo en entornos controlados y alejados de organismos vivos(48). 

Debido a que la inhibición in vitro se realiza en un laboratorio, los investigadores tienen 

control total sobre los parámetros y circunstancias del experimento. Los cultivos celulares o 

microbianos se utilizan para evaluar los efectos de una sustancia química sobre el crecimiento, la 

viabilidad o la función de microorganismos como virus, hongos, bacterias o células eucariotas. 

Los microorganismos suelen estar expuestos a concentraciones variables del fármaco en estudio 

en experimentos in vitro, lo que permite determinar la concentración mínima necesaria para ejercer 

un efecto inhibidor. En el caso de los agentes antimicrobianos, este valor se denomina CMI, y es 

fundamental para evaluar la eficacia de los tratamientos y la sensibilidad de los microbios a estos 

medicamentos. 

Los métodos más usados para las pruebas de inhibición in vitro se basan en difusión y 

dilución. 

2.2.2.1.1 Métodos de difusión 

Este enfoque cualitativo es adecuado para microorganismos no exigentes y de rápido 

crecimiento y se distingue por su facilidad de estandarización. 

 a) El método de difusión en pozos de agar  

Evalúa la actividad antibacteriana de una planta o un extracto microbiano. Igual al método 

de difusión en disco, se extiende un volumen del inóculo microbiano sobre toda la superficie del 

agar para inocularlo. Posteriormente, se utiliza un punzón o punta de corcho estéril para perforar 

asépticamente un orificio de 6 a 8 mm de diámetro. Luego se añade al pocillo un volumen de 20 a 

100 µl del agente antimicrobiano o solución de extracto en la concentración deseada. A 

continuación, se aplican a las placas de agar las condiciones de incubación específicas del 
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microorganismo de prueba. Se evita que la cepa microbiana en estudio crezca a medida que el 

fármaco antimicrobiano impregna el medio de agar(48). 

2.2.2.1.2 Métodos de dilución 

Estas técnicas son adecuadas para determinar cuantitativamente la actividad antibacteriana. 

Este método implica mezclar una cierta cantidad de medio de crecimiento con una cierta cantidad 

de extracto de planta o componente activo. Se puede realizar con un material líquido o sólido(49). 

a) Macro-dilución en caldo 

La utilización del método de macrodilución en caldo es una forma útil de evaluar nuevos 

compuestos antibacterianos. Con este método se puede encontrar la concentración mínima 

inhibidora (CMI), que es la concentración más baja requerida para detener el crecimiento del 

microorganismo objetivo(50). Esto se logra preparando una serie de tubos (dilución en caldo), 

inoculándolos con un cierto volumen del medio de cultivo que contiene concentraciones 

progresivamente mayores del antimicrobiano a evaluar y luego agregándoles el inóculo bacteriano. 

Después de un período de incubación predeterminado, se toma en consideración el tubo de la serie 

que no muestra crecimiento; la concentración antimicrobiana allí está en línea con la concentración 

mínima inhibitoria (CIM). 

2.2.2.1.3 Concentración inhibitoria mínima (CIM) 

Posiblemente sea el método más adecuado para estudiar la sensibilidad. Es la concentración 

más baja de un antibiótico, cuando se aplica a un inóculo estándar del microorganismo diluido uno 

a uno en un caldo de agar, inhibe el crecimiento bacteriano observable en 16 a 24 horas(51).  

Esto permitirá determinar la concentración necesaria del antibiótico para detener el 

crecimiento de las bacterias. 

2.2.2.1.4 Concentración bactericida mínima (CBM) 
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Es la concentración mínima del antibiótico que reduce la población de colonias viables en 

un 99,9% de las iniciales, después de una incubación de 16-24 horas en caldo de cultivo(51). 

2.2.2.1.5 Plantas como fuente de antimicrobianos 

Las plantas han sido una de las fuentes más valiosas de moléculas con valor terapéutico a 

lo largo de la historia de la humanidad. Gran parte de la medicina tradicional de cada civilización 

se basa en productos naturales(52). Se sabe que las plantas sintetizan una amplia gama de 

compuestos, como quinonas, taninos, terpenoides, alcaloides, flavonoides y polifenoles que tienen 

propiedades para contrarrestar diferentes enfermedades infecciosas(52).  

Los flavonoides son metabolitos secundarios presentes en todas las plantas verdes y juegan 

un papel clave en la protección de las plantas contra los patógenos. Los flavonoides presentan 

actividad bactericida e impiden la formación de biopelícula (un conjunto de células microbianas 

que se mantienen unidas entre sí gracias a una sustancia elaborada por estos mismos 

microorganismos). Además, pueden actuar sinérgicamente con los antibióticos convencionales 

para aumentar el efecto bactericida ante algunas bacterias. Los flavonoides interactúan con la 

membrana bacteriana, donde interrumpen las bicapas de fosfolípidos e inhiben la cadena 

respiratoria y la síntesis de Adenosín Trifosfato (ATP). Se ha reportado que los flavonoides 

derivados de las hojas de nuez son efectivos contra Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes 

y Staphylococcus aureus resistente a la meticilina(52). 

Otro ejemplo son los taninos, un metabolito secundario común de muchas plantas, se 

consideran una opción potencial a los antibióticos convencionales, ya que sus propiedades para 

secuestrar el hierro, inhiben la síntesis de la pared celular e interrumpir la continuidad de las 

membranas celulares. Además, pueden inhibir vías biosintéticas y evitar la formación de 

biopelícula en bacterias gramnegativas y grampositivas. Se ha encontrado que el té negro, que 
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contiene acido tánico, puede reducir la colonización nasal y faríngea de Staphylococcus aureus 

resistente meticilina y evita la formación de biopelícula(52,53) 

Además, las saponinas, metabolitos secundarios de diversas plantas, presentan actividad 

antimicrobiana contra cepas de enterococos resistentes a la vancomicina(54).  

Los alcaloides son otro ejemplo de metabolitos, derivados de las partes aéreas del Solanum 

dulcamara L., presentan actividad contra Streptococcus pyogenes, S. epidermidis y 

Staphylococcus aureus(55). Además, comprender el modo de acción y concentraciones de estos 

compuestos a las cuales se inhibe el crecimiento de un patógeno es crucial para desarrollar nuevos 

tratamientos. 

2.2.2.2 Características de las cepas en estudio 

2.2.2.2.1 Staphylococcus aureus 

Los principales reservorios de Staphylococcus aureus son las personas y los animales. Es 

una bacteria esférica (cocos) Gram-positiva, anaeróbica facultativa, con un diámetro de 0,5 a 1,5 

μm. Es inmóvil y no genera esporas, sino racimos de células irregulares como racimos de uvas. La 

forma más común de propagación de la contaminación en el lugar de trabajo es mediante el 

consumo de alimentos contaminados. También puede transmitirse por contacto con personas y 

animales, principalmente a través de heridas y mucosas contaminadas. También puede propagarse 

accidentalmente a través de cortes o pinchazos con objetos contaminados, dando lugar a 

infecciones localizadas en la piel y mucosas (como el impétigo), así como infecciones internas que 

pueden empeorar en personas inmunocomprometidas y provocar endocarditis, meningitis, artritis 

séptica, neumonía y osteomielitis, todas las cuales pueden ser fatales para los humanos(56). 

Esta bacteria grampositiva ha sido objeto de una gran cantidad de investigaciones debido 

a la variedad de enfermedades que puede causar tanto en personas como en otros animales. Desde 

infecciones cutáneas menores como forúnculos o impétigo hasta enfermedades más graves como 
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neumonía, sepsis, osteomielitis y endocarditis, este patógeno puede causarle todas. Un atributo que 

la distingue debido a su resistencia inherente a numerosos factores ambientales y desinfectantes, 

es que puede prosperar y propagarse en una amplia gama de entornos. Esta flexibilidad es una de 

las explicaciones de por qué debido a su resistencia a los medicamentos, plantea un riesgo en 

entornos hospitalarios donde las infecciones nosocomiales pueden ser difíciles de tratar(56). 

1.2.2.2.2 Escherichia coli 

Debido a sus flagelos perítricos no encapsulados, estas bacterias aerobias y anaerobias 

facultativas gramnegativas tienen forma de bacilo con un diámetro de 1 a 3 μm. Suelen ser móviles 

y sólo se presentan en pares o cadenas cortas. 37°C es la temperatura ideal para su crecimiento. 

Los intestinos delgado y grueso de muchas especies animales, así como las heces de los humanos, 

albergan la bacteria E. coli. Está presente sin dañar a nadie y es un componente de la flora intestinal 

natural. Responsable de producir más del 80% de las infecciones del aparato urinario y diarreica(56). 

Esta bacteria gramnegativa se encuentra en los intestinos de humanos y otros animales, y 

es esencial para los procesos implicados en la síntesis y digestión de vitaminas. No obstante, cepas 

específicas de E. coli pueden provocar dolencias gastrointestinales y otras afecciones porque crece 

rápidamente y puede adaptarse a una variedad de circunstancias ambientales(56). 

2.3. Formulación de hipótesis (si aplica) 

 2.3.1 Hipótesis general  

Ho: El EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” no presenta efecto 

antimicrobiano in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli 

ATCC 25922. 

H1: El EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” presenta efecto 

antimicrobiano in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli 

ATCC 25922. 
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2.3.2 Hipótesis específicas 

1. Ho: No existen algunos metabolitos secundarios con posible efecto antimicrobiano, del 

EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” 

H1: Existen algunos metabolitos secundarios, con posible efecto antimicrobiano, del EHH 

de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” 

2. Ho: El EHH Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” no presenta efecto 

antimicrobiano frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

H1: El EHH Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” presenta efecto antimicrobiano 

frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

3. Ho: El EHH Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” no presenta efecto 

antimicrobiano frente a cepas de Escherichia coli ATCC 25922. 

H1: El EHH Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” presenta efecto antimicrobiano 

frente a cepas de Escherichia coli ATCC 25922. 

Ho: No presenta una concentración específica del EHH Columellia obovata Ruiz & Pav. 

“pisca pisca” con mayor efecto antimicrobiano in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922 

Hi: Presenta una concentración específica del EHH Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca 

pisca” con mayor efecto antimicrobiano in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 

25923 y Escherichia coli ATCC 25922 

5. Ho: No presenta la CMI y CMB el EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca 

pisca” frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922. 

 H1: Presenta la CMI y CMB el EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” 

frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922. 
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CAPÍTULO III. METODOLOGÍA 

 3.1. Método de la investigación  

La técnica hipotético-deductiva, que se describe como “el método que parte de una 

hipótesis, para posteriormente obtener conclusiones derivadas de ella, las cuales deben ser 

verificadas experimentalmente”, sirvió como base para este estudio(57). 

Con este método, primero se formula una hipótesis y luego se prueba y experimenta 

rigurosamente para llegar a conclusiones respaldadas por evidencia sustancial. La formación de 

una hipótesis es el primer paso de la técnica hipotético-deductiva en esta situación, la cual puede 

ser que el extracto hidroalcohólico de las hojas de Columellia obovata Ruiz &Pav. exhibe actividad 

antimicrobiana contra las cepas indicadas de Staphylococcus aureus y Escherichia coli.  Esta teoría 

se basa en el conocimiento previo de las características de la planta, incluido su uso histórico como 

medicina y las cualidades farmacológicas que se le han relacionado. 

3.2. Enfoque investigativo 

El estudio fue de enfoque cuantitativo, porque mediante esto, se hizo el uso de datos 

numéricos y procedimientos estadísticos para describir características y fenómenos específicos 

relacionados a los variables de la investigación(57). 

 3.3. Tipo de investigación  

Aplicada, se aplicó el conocimiento previo producto de otros estudios, de forma práctica y 

aumentó el conocimiento(57).
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3.4. Diseño de la investigación  

El diseño de la investigación fue experimental debido a que se manipuló la variable 

independiente (EHH Columellia obovata Ruiz & Pav. en diferentes concentraciones) y se 

determinó su efecto sobre la variable dependiente (efecto antimicrobiano en cepas de 

Staphylococcus aureus y Escherichia coli). Además, se empleó grupos control para observar que 

la variación de la variable dependiente no se deba a otras causas. 

3.4.1 Corte 

Transversal: los datos se recopilaron en un momento y lugar determinados(57). 

 3.4.2 Nivel 

Explicativo, porque se evaluó una relación de causa y efecto(58). 

Comparativo, porque permite contrastar los resultados del experimento. 

3.5. Población, muestra y muestreo  

3.5.1. Población 

La población de estudio estuvo conformada por 2 kilogramos de las hojas de Columellia 

obovata Ruiz. & Pav. “pisca pisca” recolectadas en el centro poblado de Masingana, distrito de 

Santillana, provincia de Huanta-Ayacucho a 3,474 m.s.n.m de altitud, la cual se obtuvo 

considerando los criterios de inclusión y exclusión detallados a continuación. 

Criterios de inclusión: hojas frescas de Columellia obovata libres de cualquier tipo de 

lesión. 

Criterios de exclusión: se excluyeron la raíz, tallos, flores, cortezas y hojas lesionadas. 

La población bacteriana estuvo conformada por cultivos de cepas de Staphylococcus 

aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922 en 24 placas Petri de agar Müller-Hinton, 

las cuales se obtuvieron considerando los siguientes: 
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 Criterios de inclusión: Cepas con características macroscópicas similares.   

Criterios de exclusión: Cepas contaminadas o con características diferentes. 

3.5.2 Muestra:  Se emplearon toda la población. 

3.5.3 Muestreo:  No se utilizó muestreo. 

3.6. Variables y operacionalización  

Variable independiente:  

-Extracto hidroalcohólico de las hojas de Columellia obovata Ruiz. & Pav. “pisca pisca” 

Variable dependiente:  

-Efecto antimicrobiano in vitro
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Tabla 2                                                                                                                                                                                                                                                         

Variable y operacionalización 

Variables Definición 

conceptual 

Definición 

operacional 

Dimensiones Indicadores Escala de 

medición 

Escala valorativa 

 

 

Variable 1: Extracto 

hidroalcohólico de las 

hojas, Columellia 

obovata Ruiz & Pav 

“pisca pisca” 

 

 

Disolución 

conseguida por la 

extracción de una 

porción de planta 

o parte de ella, 

frecuentemente 

utilizando un 

disolvente como 

alcohol etílico o 

agua(59).  

 

A partir del extracto 

hidroalcohólico de 

las hojas de 

Columellia obovata 

Ruiz & Pav (pisca 

pisca) obtenida por 

maceración con 

etanol 70 % se 

prepararon 

concentraciones de 

25 %, 50 %, 75 % y 

100%. Además, se 

harán la marcha 

fitoquímica. 

 

D1: 

Concentraciones 

de extracto 

hidroalcohólico 

 

D2. Metabolitos 

secundarios 

 

-Concentración al 25% 

 

- Concentración al 50% 

 

- Concentración al 75% 

 

- Concentración al 100% 

 

 

-Identificación de 

componentes 

fitoquímicos 

 

 

 

 

 

Ordinal 

 

 

 

 

 

Nominal   

          

Concentración /porcentual 

(%p/p) 

 

 

 

 

(-) Ausencia 

(+) Leve 

 

 

 

Variable 2:  Efecto 

antimicrobiano in vitro 

 

 

La actividad o 

eficacia 

antimicrobiana es 

la capacidad que 

tiene un agente 

para inhibir el 

aumento de una 

población de 

bacterias o para 

exterminarlas y se 

puede manifestar 

de forma 

cuantitativa en 

pruebas in 

vitro(60).  

 

 

 

 

El efecto 

antimicrobiano se 

medirá de acuerdo 

con el halo 

inhibitorio que se 

forme sobre las 

placas de 

microorganismos. 

 

D1:   Grado de 

sensibilidad 

antimicrobiana 

 

D2:  

Concentración 

mínima 

inhibitoria (CMI) 

en mg/dL 

 

 

D3:  

Concentración 

mínima 

bactericida 

(CMB) en mg/dL 

 

 

Diámetro del halo de 

inhibición (mm). 

 

 

 

 

Unidades Formadoras de 

colonias (UFC) 

 

 

 

 

 

Grado de turbidez 

 

 

 

Ordinal 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ordinal 

 

 

 

 

Nominal 

 

Escala de Duraffourd: 

(-) Nula 

 (+) Sensible 

 (++) Muy sensible 

 (+++) Sumamente sensible 

 

 

(-): < 1 UFC/mL 

(+) :< 50 000UFC/mL  

(++) :< 50 000UFC/mL a 

100 000 UFC/mL 

(+++): >100 000 UFC/mL 

 

 

 

No hay turbidez  

Hay turbidez 
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3.7. Técnicas e instrumentos de recolección de datos  

3.7.1 Técnica  

La técnica empleada fue la observación.  

El instrumento fue la ficha de recopilación de datos. 

3.7.2 Descripción de instrumentos 

Se registraron el diámetro de los halos de inhibición obtenidos por medio del efecto del 

extracto, el cual estuvo conformado por dos grupos, divididos en experimentales (25%, 50%, 75% 

y 100%) y controles (negativo y positivo) y marcha fitoquímica. (Anexo 2) 

3.7.3 Procedimiento para recolección de datos 

A. Procedimiento para recolección del extracto vegetal   

- Recolección de la Muestra vegetal 

Las hojas de Columellia obovata Ruiz & Pav. se recolectaron en el centro poblado de 

Masingana, distrito de Santillana, provincia de Huanta Ayacucho, a una altitud de 3295 msnm. La 

planta fue identificada en el herbario del Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional 

Mayor de San Marcos, con el ejemplar número 174. (Anexo 9) 

B. Ensayo fitoquímicos 

- Preparación del extracto hidroalcohólico 

El extracto se preparó según Morais et al.(61) (2020) con algunas modificaciones. 

Brevemente, para la preparación de los extractos hidroalcohólicos, las hojas de Columellia obovata 

Ruiz & Pav. Se seco y luego fue pulverizado y se realizó la extracción mediante el método de 

maceración con etanol al 70%, pasando por el rotavapor, dando como resultado el extracto crudo 

de Columellia obovata Ruiz & Pav. El extracto obtenido fue reconstituido con etanol al 70% a una 

concentración de 1000 mg/mL (100%), 750 mg/mL (75%), 500 mg/mL (50%) y 25% 

(250mg/mL). 
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Tamizaje Fitoquímico: 

Se realizaron las pruebas fitoquímicas preliminares según Lock de Ugaz(20), mediante 

cambios de coloración o formación de precipitados. Para lo cual se utilizó 1g de extracto 

hidroalcohólico seco de las hojas de Columellia obovata Ruiz & Pav “pisca pisca” diluida en 20 

mL de etanol. Se colocaron 1 mL del extracto en cada tubo de ensayo y se agregaron los reactivos 

respectivos, donde se identificaron la presencia o ausencia de los metabolitos primarios y 

secundarios de esta especie.  

C). Actividad antibacteriana: 

El estudio se llevó a cabo siguiendo los métodos descritos por Chafla-Moina y Silva-

Déley(21) (2023). La actividad antibacteriana se evaluó mediante la técnica de difusión en pozo. 

Primero, se activó la cepa en agar caldo cerebro corazón (BHI) utilizando el método de estrías con 

el liofilizado reconstituido en agua estéril. Luego, se incubó durante 24 horas a 37°C y se observó 

el crecimiento bacteriano. Se tomaron de dos a cinco asadas de cada colonia de Staphylococcus 

aureus y Escherichia coli, y se diluyeron en caldo BHI hasta una concentración de 1.5 x 10^8 

UFC, usando el escalímetro de MacFarland como referencia. Con esta dilución, se sembraron 

placas de agar Miuller Hinton, dividiéndolas en 12 placas con 3 pocitos cada una y en otras 12 

placas con 2 pocitos, destinados para los tratamientos experimentales y los controles, 

respectivamente. En cada pocito se añadieron 20 uL de muestra y se incubaron durante 24 horas. 

Después de este periodo, se midieron los halos de inhibición y se registraron en la ficha de 

recolección de datos. 
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3.7.3 Validación 

El instrumento estructurado en este estudio está sujeto a evaluación de expertos. Los 

expertos serán seleccionados por la universidad y se reunirán para examinar las guías de 

observación creadas específicamente para este estudio. Así, los profesionales que serán: 

✓ Dr. Orlando Juan Marquez Caro 

✓ Mg. Carmela Gelida Barboza Justiniano 

✓ Dr. Nesquen José Tasayco Yataco 

3.7.4 Confiabilidad  

De acuerdo con Guzmán, según lo citado por Arispe et al (62) “Existen instrumentos que no 

necesitan realizar la confiabilidad como: Listas de cotejo, entrevistas, guías de observación, 

registros, rúbricas”(62). 

3.8. Plan de procesamiento y análisis de datos 

Se procesará y organizará los resultados mediante el programa Microsoft Excel 2016 y 

software IBM.SPSS versión 25. Mediante el programa inicialmente señalado, se hallará la media 

muestral, desviación estándar, valores mínimo y máximo con la finalidad de describir cada 

conjunto de resultados por sustancia de prueba. Por otro lado, con el segundo programa estadístico 

se realizará la estadística inferencial, la cual, se iniciará con la prueba de Shapiro-Wilk (n<50) con 

el objetivo de evaluar si los resultados obtenidos de las sustancias de prueba presentarán, o no, una 

distribución Normal. La evaluación de la normalidad de datos será para definir el tipo de 

parámetros estadísticos (Prueba de ANOVA u otro estadístico paramétrico o no paramétrico) se 

deberá usar para establecer las diferencias significativas entre grupos muestrales y, en 

consecuencia, la concentración de Columellia obovata Ruiz & Pav que presentará mayor 

efectividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli respectivamente. Se 

trabajará con un nivel de confianza al 95%  
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3.9. Aspectos éticos 

Durante la planificación y ejecución del estudio se respetarán los principios bioéticos de la 

investigación, además de los expuestos en la Declaración de Helsinki.  

Se respetarán los principios éticos y las normas de laboratorio para el desarrollo de trabajos 

de investigación, cumpliendo con la correcta manipulación y eliminación de los microorganismos 

empleados.
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CAPÍTULO IV. PRESENTACIÓN Y DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

4.1 Resultados 

Obtención del extracto hidroalcohólico de las hojas de Columellia obovata  

Tabla 3                                                                                                                                                                           

Características organolépticas del extracto obtenido. 

Extracto Textura Color de extracto Olor 

Hidroalcohólico rugosa Verde musgo  Característico 

 

Figura 1                                                                                                                          

Extracto liofilizado de Columellia obovata Ruiz & Pav. “Pisca pisca” 

  

Se observan las características organolépticas descritas en la tabla 3 y visualizado en la 

figura 1.  
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Tabla 4                                                                                                                                     

Análisis fitoquímico del extracto hidroalcohólico de las hojas de Columellia obovata 

Leyenda: (+) Presencia (-) Ausencia   

  

Fitoquímicos Reactivos Especificación Resultado 

Carbohidratos  Molish Color verde claro - 

Azúcares reductores  Felhing A y B Precipitado rojo ladrillo + 

Azúcares reductores Benedict Precipitado rojo ladrillo + 

Azúcares reductores Tollens Espejo de plata o negro 

oscuro 
+ 

Grupos Aminos 

libres 

Ninhidrina No hay color azul 
- 

Compuestos 

fenólicos 

FeCl3 Coloración azul oscuro 
+ 

Flavonoides Shinoda Coloración rojo magenta + 

Taninos Gelatina/NaOH 1% Coloración naranja rojiza + 

Antraquinonas  Borntrager Color rojo naranja +  

Alcaloides Drangendorff Precipitado rojo 

anaranjado 
+ 

Alcaloides Mayer Precipitado blanco 

amarillento 
+ 

Saponinas  Agua destilada Formación de escasas 

espumas 
+ 
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Figura 2                                                                                                                         

Análisis fitoquímico el EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” 

Nota. Fuente propia 

En la tabla 4 y figura 2, en el ensayo fitoquímico se detectaron de manera cualitativa la 

presencia de azúcares reductores, compuestos fenólicos, flavonoides, taninos, antraquinonas, 

alcaloides y saponinas en el EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. “Pisca pisca”. 

Tabla 5                                                                                                                         

Determinación de CMI y CMB del EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav.  sobre cepas de 

Staphylocolccus aureus ATCC 25923 

Extracto  Columellia obovata Ruiz & Pav.   

Microorganismo Staphylococcus aureus ATCC 25923 

Concentración de extracto (mg/mL) Crecimiento en placa 

(CMI) 

Turbidez visible 

(CMB) 

1000mg/mL (100%) - - 

500 mg/mL (50%) - - 

250 mg/mL (25%) - - 

125 mg/mL (12,5 %) + + 

62,5 mg/mL (6,25%) + + 

31,3 mg/mL (3,13%) + + 
Leyenda: (–): Ausencia de crecimiento (ausencia de turbidez) / (+): crecimiento (presencia de turbidez) 
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Figura 3                                                                                                                                                                      

Concentración mínima inhibitoria del EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav.  frente 

Staphylocolccus aureus ATCC 25923 

 

En la tabla 5 y figura 3 se observó la concentración mínima inhibitoria y concentración 

mínima bactericida del extracto hidroalcohólico de las hojas de Columellia obovata frente a 

Staphylocolccus aureus ATCC 25923 fue a una concentración de 250 mg/mL. En resumen, se 

evidenció que el extracto presentó capacidad bacteriostática y bactericida.  
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4.1.1 Análisis descriptivo de resultados 

Tabla 6                                                                                                                                             

Efecto antimicrobiano del extracto hidroalcohólico de Columellia obovata Ruiz & Pav. “Pisca 

pisca” 

Cepas bacterianas 

Columellia 

obovata Ruiz & 

Pav. 

 

n 

 
Desv. 

estándar 
Min Máx. mm 

Duraffourd* 

Staphylococcus 

aureus ATCC 

25923 

100% 10 18,17 (++) 3,48 14,29 24,50 

75% 10 16,75 (++) 2,65 13,74 20,59 

50% 10 14,65 (++) 1,49 12,76 16,90 

25% 10 11,84 (+) 2,51 9,06 18,13 

Gentamicina 

160mg 

10 34,10 (+++) 0,79 33,29 35,60 

Suero 

fisiológico al 

0,9% 

10 ------ (-) 0,00 ------ ------ 

Escherichia coli  

ATCC 25922 

 

 

100% 10 ------ (-) 0,00 ------ ------ 

75% 10 ------ (-) 0,00 ------ ------ 

50% 10 ------ (-) 0,00 ------ ------ 

25% 10 ------ (-) 0,00 ------ ------ 

Gentamicina 

160mg 

10 27,26 (+++) 1,43 24,89 28,45 

Suero 

fisiológico al 

0,9% 

10 ------ (-) ------ ------ ------ 

(------) Ausencia de halo de inhibición       

(*) Escala de sensibilidad de Duraffourd: Nula (-): 0 a 8 mm; Sensible (+): 8 - 14 mm; Muy sensible (++): 14 - 20 

mm.; Sumamente sensible (+++): 20 mm a más. 

En tabla 6, mediante los resultados de la investigación se demostró que el extracto 

hidroalcohólico de las hojas de Columellia obovata Ruiz & Pav. a concentraciones de 100%, 75%, 

50% y 25% presentaron efecto inhibitorio sobre Staphylococcus aureus. Por lo contrario, no 

presentaron efecto inhibitorio sobre Escherichia coli en las diferentes concentraciones. El control 

positivo (gentamicina 160mg/mL) mostró una zona de inhibición que varió de 27,26 a 34,10 mm 

contra las cepas ensayadas. 
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Figura 4                                                                                                                                                                     

Gráfico de cajas y bigotes del halo de inhibición para Staphylococcus aureus (A) y Escherichia 

coli (B)según el tratamiento. 

 

 

En la figura 4 se realizó la comparación del promedio de los halos de sensibilidad (mm) de 

Staphylococcus aureus y Escherichia coli frente a las diferentes concentraciones del extracto 

hidroalcohólico de Columellia obovata Ruiz & Pav. La prueba de Kruskall-Wallis indicó presencia 

de diferencias significativas (p <0.001). En ambas cepas estudiadas el grupo de gentamicina fue el 

que presentó mayor halo inhibitorio (media 34.10) a comparación de los otros grupos. Al comparar 

en el Staphylococcus aureus únicamente entre los grupos del extracto hidroalcohólico de las hojas 

de Columellia obovata de las distintas concentraciones, la media del halo de inhibición incrementó 

progresivamente conforme del aumento de la concentración del extracto. Sin embargo, ni el grupo 

expuesto al 100% presentó un halo mayor que la gentamicina. En el caso de Escherichia coli todos 

los grupos expuestos al extracto presentaron un halo de inhibición cero similar al suero fisiológico.   
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Figura 5                                                                                                                    

Comparación del halo de inhibición para Staphylococcus aureus entre las concentraciones y 

gentamicina.

 

Valor p determinado mediante la prueba de U de Mann-Whitney para la comparación entre pares y Kruskall-Wallis 

para el valor p global 

 

En la figura 5, al comparar por separado los halos de inhibición observados en cada uno de 

los grupos del extracto y la gentamicina, tanto el grupo del 25%, 50%,75% y 100% tuvieron un 

halo menor que la gentamicina. Estas diferencias fueron estadísticamente significativas (p<0.001)  
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Figura 6                                                                                                                       

Comparación del halo de inhibición para Staphylococcus aureus entre las concentraciones y 

suero fisiológico. 

 

Valor p determinado mediante la prueba de U de Mann-Whitney para la comparación entre pares y Kruskall-

Wallis para el valor p global. 

 

En la figura 6 se realizó la comparación para evaluar la capacidad inhibitoria del extracto 

vs el suero fisiológico, observándose, tanto la concentración 25%, 50%, 75% y 100% tuvieron un 

halo de mayor longitud que el grupo de suero fisiológico. Estas diferencias fueron estadísticamente 

significativas (p<0.001) En resumen que el extracto presentó capacidad inhibitoria, mientras que 

el control no presentó ninguna actividad frente a Staphylococcus aureus.   
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Figura 7                                                                                                                                                   

Comparación del halo de inhibición para Staphylococcus aureus entre las concentraciones. 

 

Valor p determinado mediante la prueba de U de Mann-Whitney para la comparación entre pares y Kruskall-

Wallis para el valor p global. 

En la figura 7 se realizó la comparación y según la evidencia en la formación del halo de 

inhibición entre los grupos expuesto a las distintas concentraciones del extracto. La prueba de 

Kruskall-Wallis nos indicó que sí hubo diferencias entre los cuatro grupos (p<0.001). Al comparar 

la concentración entre 25% y 50%, observándose el incremento del halo estadísticamente 

significativa. (p=0.002). Sin embargo, al comparar las concentraciones del 50 y 75% se observó   

un incremento del halo, y la diferencia ya no fue estadísticamente significativo (p=0.075). Similar 

situación se observó al comparar el grupo de las concentraciones del 75 y 100% (p=0.480). En 
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resumen, a la concentración 100% se observó mayor capacidad de inhibición en comparación de 

las concentraciones 75 y 50% y frente a 25% resultó ser significativamente elevada.  

4.1.2 Prueba de hipótesis  

Hipótesis general  

El extracto hidroalcohólico de las hojas de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” 

presenta efecto antimicrobiano in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 

25923 y Escherichia coli ATCC 25922. 

Hipótesis estadística”  

H0: El EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” no presenta efecto 

antimicrobiano in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli 

ATCC 25922. 

H1: El EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” presenta efecto 

antimicrobiano in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli 

ATCC 25922. 

Nivel de significancia: α = 0,05 = 5 % de margen máximo de error  

Regla de decisión: p ≥ α → se acepta la Hipótesis nula H0 

                                p < α → se rechaza la Hipótesis nula H0 

Prueba estadística 

 

Conclusión: Dado que la probabilidad es 0.000 es menor que el nivel de significancia, se 

acepta la H1 (p = 0.000> 𝛼 = 0.05), por lo tanto, el EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav, 

Microorganismo Sustancia de prueba 

Kruskall 

Wallis 

(Valor p) 

Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 

EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav 

vs.  Suero fisiológico al 0,9% 
0,000 

Escherichia coli ATCC 

25922 

EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav 

vs.  Suero fisiológico al 0,9% 
1,000 
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presentó efectividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus. Con respecto a Escherichia 

coli, la probabilidad es 1,000 significó que este último no presentó actividad antimicrobiana frente 

E. coli. Por lo anterior, se aceptó, de manera parcial, la Hipótesis alternativa general (H1) y con el 

95 % de confianza, se pudo afirmar el EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” 

presentó efecto antimicrobiano in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

pero no frente a Escherichia coli ATCC 25922. 

Hipótesis Específica 1 

1. H1: Existen algunos metabolitos secundarios, con posible efecto antimicrobiano, del 

EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” 

Ho: No existen algunos metabolitos secundarios con posible efecto antimicrobiano, del 

EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” 

Para constatar la primera hipótesis específica, se realizó el estudio fitoquímico preliminar 

del extracto hidroalcohólico, mediante ensayos de coloración y precipitación, dependiendo de los 

grupos químicos presentes en la muestra vegetal, se identificó los metabolitos secundarios con 

actividad antimicrobiana, en la tabla 4 y figura 2, se evidencian las reacciones positivas para la 

presencia de los: compuestos fenólicos, flavonoides, taninos, antraquinonas, alcaloides y 

saponinas. La presencia de estos grupos de metabolitos estaría relacionada con el efecto 

antimicrobiano de la Columellia obovata. Por lo tanto, se acepta la hipótesis alterna (H1) y se 

rechaza la hipótesis nula (H0). Conclusión: El extracto hidroalcohólico de las hojas de Columellia 

obovata Ruiz & Pav. “Pisca pisca”, posee metabolitos secundarios con efecto antimicrobiano. 
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Hipótesis específica 2 

El EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” presenta efecto antimicrobiano 

in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

Hipótesis estadística”  

H0: El EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” no presenta efecto 

antimicrobiano in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

H1: El EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” presenta efecto 

antimicrobiano in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923  

Nivel de significancia: α = 0,05 = 5 % de margen máximo de error  

Regla de decisión: p ≥ α → se acepta la Hipótesis nula H0 

                                p < α → se rechaza la Hipótesis nula H0 

 

 

Conclusión: Observamos que la probabilidad (0.000) es menor al valor de significancia 𝛼 

= 0.05, lo que nos indica que se rechaza la H0, por lo tanto, que el EHH de Columellia obovata 

Ruiz & Pav presentó efectividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus. 

  

  Microorganismo Sustancia de prueba 

Kruskall 

Wallis 

         (Valor p) 

Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 

EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav vs.  

Suero fisiológico al 0,9% 
0,000 
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Hipótesis específica 3 

El EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” presenta efecto antimicrobiano 

in vitro frente a Escherichia coli ATCC 25922. 

Hipótesis estadística 

Ho: El EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” no presenta efecto 

antimicrobiano in vitro frente a Escherichia coli ATCC 25922. 

H1: El EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” presenta efecto 

antimicrobiano in vitro frente a Escherichia coli ATCC 25922. 

Nivel de significancia: α = 0,05 = 5 % de margen máximo de error  

Regla de decisión: p ≥ α → se acepta la Hipótesis nula H0 

                                p < α → se rechaza la Hipótesis nula H0 

Prueba estadística 

 

 

Conclusión: Se acepta la hipótesis nula H0 dado que p = 0.1,00 > 𝛼 = 0.05, por lo tanto, no 

el EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav no presentó actividad antimicrobiana frente 

Escherichia coli ATCC 25922 

Hipótesis específica 4 

Presenta una concentración específica del EHH Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca 

pisca” con mayor efecto antimicrobiano in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC  

  Microorganismo Sustancia de prueba 
Kruskall Wallis 

         (Valor p) 

Escherichia coli ATCC 25922 

EHH de Columellia obovata 

Ruiz & Pav vs.  Suero 

fisiológico al 0,9% 

1,000 
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Ho: No presenta una concentración específica del EHH Columellia obovata Ruiz & Pav. 

“pisca pisca” con mayor efecto antimicrobiano in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus 

ATCC 25923  

H1: Presenta una concentración específica del EHH Columellia obovata Ruiz & Pav. 

“pisca pisca” con mayor efecto antimicrobiano in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 

Según la figura 7, se observó que la concentración del 100% del EHH Columellia obovata 

presentó mayor halo inhibitorio (18,16mm) frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923. Por lo 

tanto, se acepta la hipótesis alternativa (H1). En conclusión: La concentración de 100% del EHH 

Columellia obovata posee mejor actividad antimicrobiana frente a la cepa de Staphylococcus 

aureus ATCC 25923. 

Hipótesis específica 5 

Presenta la CMI y CMB el EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” frente 

a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 

H0: No presenta la CMI y CMB el EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” 

frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

H1: Presenta la CMI y CMB el EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” 

frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

En la tabla 5 y figura 3, mediante el método de macrodilución se determinó la CMI y CMB 

frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 a la concentración de 250mg/mL. Por lo tanto, se 

acepta la hipótesis alternativa (H1). En conclusión: El EHH Columellia obovata posee efecto 

extracto presentó capacidad bacteriostática y bactericida frente a la cepa de Staphylococcus aureus 

ATCC 25923.  
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4.1.3 Discusión de resultados  

En el presente estudio, se identificaron diversos metabolitos secundarios en el extracto 

hidroalcohólico de las hojas de Columellia obovata con posibles efectos antimicrobianos, tales 

como azúcares reductores, compuestos fenólicos, flavonoides, taninos, antraquinonas, alcaloides 

y saponinas. 

En contraste, Mohamed et al.(24) (2020), se reportaron la presencia de esteroles, terpenos, 

taninos, comarinas y saponinas en los extractos metanólicos crudos obtenidos de Pulicaria crispa 

y Pulicaria undulata (Asteraceae), sin embargo, no se detectaron alcaloides, flavonoides ni 

antraquinonas en dichos extractos. 

Por otro lado, se identificaron lactonas sesquiterpénicas/cumarinas, antraquinonas, 

esteroides/triterpenos, flavonoides y alcaloides en el extracto etanólico de las hojas de Senecio 

nutans “chachacoma” (Asteraceae) (27). Del mismo modo, se encontraron triterpenos, alcaloides, 

fenoles, flavonoides y esteroides en el extracto de las hojas de “Janqo janqo” (Senecio candollei 

Wedd) (Asteraceae) (28). Asimismo, Juárez et al. (26) (2023), identificaron flavonoides, alcaloides, 

carbohidratos, taninos, compuestos  aromáticos y compuestos terpenoides de hojas y tallos de la 

especie vegetal Jungia axillaris (Lag. ex DC.) Spreng (Asteraceae).  

Estos metabolitos también podrían contribuir a la actividad antimicrobiana observada en 

los diversos extractos. Es importante destacar que, la consideración de la relación filogenética se 

vuelve especialmente relevante en el caso de Columellia obovata debido a la falta de estudios 

específicos sobre esta especie en particular. Dado que la investigación sobre la actividad 

antimicrobiana de esta planta es limitada, la comprensión de su relación filogenética con otras 

especies de plantas dentro de las familias Apiaceae y Asteraceae puede proporcionar información 

valiosa sobre los posibles metabolitos secundarios presentes y su potencial efecto antimicrobiano. 
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Con respecto a la concentración mínima inhibitoria (CMI) y concentración mínima 

bactericida (CMB), en el estudio actual, el extracto hidroalcohólico de las hojas de Columellia 

obovata frente a Staphylococcus aureus se determinó en 250 mg/mL (25 %). Esto indica una 

capacidad bacteriostática y bactericida del extracto. Además, se demostró que el extracto posee 

efecto inhibitorio sobre dicha bacteria a concentraciones de 100 %, 75 %, 50 % y 25 %, con halos 

de inhibición de 18,17 mm, 16,57 mm, 14,65 mm y 11,84 mm, respectivamente. Al comparar los 

diferentes grupos del extracto hidroalcohólico de las hojas de Columellia obovata frente a 

Staphylococcus aureus, se observó un incremento progresivo en la media del halo de inhibición 

conforme aumentaba la concentración del extracto. 

En los estudios de Cantoni (22) (2021) y Chiavari (23) (2020), se encontró actividad 

inhibitoria contra S. aureus ATCC 25923 utilizando extractos de Campomanesia xanthocarpa y 

especies de Asteraceae, con halos de inhibición de 14 mm y 19 mm, respectivamente. Asimismo, 

los extractos acuosos de Bidens pilosa y Bidens sulphurea también mostraron actividad 

antibacteriana contra S. aureus, con concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) de 13,02 mg/ml 

y 7,81 mg/ml, respectivamente (23). Cantoni (22) observó que el extracto hidroalcohólico de C. 

xanthocarpa exhibió efecto inhibitorio a una concentración del 70%. Por otro lado, De la Cruz (29) 

(2020) encontró que el extracto de aceite de Artemisia absinthium presentó un efecto bactericida 

contra esta bacteria, con un halo máximo de inhibición de 21,36 mm.  

Mientras que en la presente investigación no se observó un efecto inhibitorio del extracto 

hidroalcohólico de las hojas de Columellia obovata frente a Escherichia coli, en varios estudios, 

se encontró actividad antimicrobiana contra esta bacteria.  

Por ejemplo, Ahmed et al. (25) (2019) encontraron que los extractos de Pimpinella anisum 

inhibieron el crecimiento de E. coli, con zonas de inhibición de 4.0±0.6 mm a una concentración 

de 5 mg/ml. Además, Huamaní (27) (2022) observó una sensibilidad moderada del extracto de 
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Senecio nutans frente a esta bacteria, con halos de inhibición de 1,97 cm y 1,70 cm a 

concentraciones de 20 mg/ml y 80 mg/ml respectivamente. 

Se puede suponer que los extractos hidroalcohólicos de la planta, objeto de estudio, no 

tienen actividad sobre E. coli (bacteria Gram negativa), probablemente debido a la presencia de 

compuestos anfipáticos en estas bacterias, los cuales funcionan como bombas de expulsión de 

diversas sustancias. Esto podría resultar en la expulsión inmediata del agente antibacteriano, sin 

que tenga la oportunidad de ejercer su efecto. Otras explicaciones posibles incluyen la incapacidad 

del compuesto activo para alcanzar el sitio de acción específico o la estructura de las porinas, que 

podrían obstaculizar el paso del principio activo hacia el interior de la célula bacteriana (63). 
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CAPÍTULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

5.1 Conclusiones 

Se determinó el efecto antimicrobiano in vitro del EHH Columellia obovata Ruiz & Pav. 

“pisca pisca” frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 este valor p. es <0.001 según 

la prueba Kruss Wallis. Mientras para Escherichia coli ATCC 25922 no se probó el efecto ya que 

el valor p es >0.005. 

Se identificaron los metabolitos secundarios presentes en el EHH de Columellia obovata 

Ruiz & Pav. “pica pisca” sustentado por el tamizaje fitoquímico compuestos fenólicos, 

flavonoides, taninos, antraquinonas, alcaloides y saponinas, que son los posibles responsables del 

efecto antimicrobiano. 

Se determinó el efecto antimicrobiano in vitro del EHH de Columellia obovata Ruiz & 

Pav. “pisca pisca” frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 este valor p. es <0.001 

según la prueba Kruss Wallis. 

No se determinó el efecto antimicrobiano in vitro del EHH de Columellia obovata Ruiz & 

Pav. “pisca pisca” frente a cepas de Escherichia coli ATCC 25922 25922 ya que el valor p es 

>0.005 según la prueba Kruss Wallis. 

Se determinó la concentración del EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” 

que presenta mayor efecto antimicrobiano frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 este valor 

p. es <0.001 según la prueba Kruss Wallis.
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Se determinaron las CMI y CMB que presenta el EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. 

“pisca pisca” frente a cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 que fue de 250 mg/mL por el 

método de macrodilución. 

5.2 Recomendaciones 

- Es necesario realizar estudios in vivo, con el propósito de comprobar el efecto 

antimicrobiano. 

- Aislar y cuantificar los compuestos fitoquímicos de esta especie vegetal para demostrar 

su importancia. 

- Determinar la CMI y CMB por el método microdilución. 
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Anexos 

Anexo 1: Matriz de consistencia 

TÍTULO: Efecto antimicrobiano in vitro del extracto hidroalcohólico de las hojas de Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” FRENTE A 

CEPAS DE Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922. LIMA, 2023. 

Formulación del Problema Objetivos Hipótesis  Variables Diseño metodológico 

Problema General 

“Cuál es efecto antimicrobiano in vitro 

del extracto Hidroalcohólico de las hojas 

de Columellia obovata Ruiz & Pav. 

“Pisca pisca” frente a cepas de 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 y 

Escherichia coli ATCC 25922 Lima, 

2023” 

Problema Específicos 

1. ¿Cuál son los metabolitos 

secundarios, con posible efecto 

antimicrobiano, del EHH de 

Columellia obovata Ruiz & Pav. 

“pisca pisca”? 

2. ¿Cuál es efecto antimicrobiano in 

vitro del EHH de Columellia 

obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” 

frente a cepas de Staphylococcus 

aureus ATCC 25923?   

3. ¿Cuál es efecto antimicrobiano in 

vitro del EHH de Columellia 

Objetivo General 

-Determinar el efecto antibacteriano in 

vitro el extracto Hidroalcohólico de las 

hojas, Columellia obovata Ruiz & Pav 

“pisca pisca” frente a cepas de 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 y 

Escherichia coli ATCC 25922.  Lima, 

2023 

Objetivos Específicos 

1. Identificar los metabolitos 

secundarios, con posible efecto 

antimicrobiano, del EHH de 

Columellia obovata Ruiz & Pav. 

“pisca pisca”. 

2. Determinar el efecto 

antimicrobiano in vitro del EHH 

de Columellia obovata Ruiz & 

Pav. “pisca pisca” frente a cepas 

de Staphylococcus aureus ATCC 

25923  

Hipótesis General 

Ho: El EHH de Columellia 

obovata Ruiz & Pav. “pisca 

pisca” no presenta efecto 

antimicrobiano in vitro frente a 

cepas de Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 y Escherichia coli 

ATCC 25922. 

El EHH de Columellia obovata 

Ruiz & Pav. “pisca pisca” 

presenta efecto antimicrobiano 

in vitro frente a cepas de 

Staphylococcus aureus ATCC 

25923 y Escherichia coli ATCC 

25922. 

 Hipótesis 

específicas 

 

Variable 

-Extracto Hidroalcohólico de las hojas, 

Columellia obovata Ruiz & Pav. “Pisca pisca” 

Dimensiones 

 

D1: Concentraciones del extracto 

Hidroalcohólico de las hojas, Columellia 

obovata Ruiz & Pav. “Pisca pisca” 

 

D2: Metabolitos secundarios. 

Variable 2 

Efecto antimicrobiano in vitro 

 

Dimensiones 

 

D1:  Grado de sensibilidad antimicrobiana 

 

D2: Concentración mínima inhibitoria (CMI) 

en mg/mL 

 

D3: Concentración mínima bactericida (CMB) 

en mg/mL 

 

Tipo de investigación 

Aplicada  

 

 

Método y diseño de la  

investigación 

 

Método 

Hipotético-Deductivo 

Cuantitativo  

Diseño 

Experimental  

 

Corte  

✓ Transversal 

Nivel 

✓ Explicativo 

✓ Comparativo 

Población, muestra y muestreo 

Población 

La población de estudio se encuentra 

constituida por 2 kg de las hojas de la 

especie Columellia obovata Ruiz & Pav. 

“Pisca pisca” y 24 placas de agar 

Mueller H1nton con cepas de 



 

 

   

 

obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” 

frente a cepas de Escherichia coli 

ATCC 25922?   

4. ¿Cuál será la concentración del 

EHH de Columellia obovata Ruiz 

& Pav. “pisca pisca” que presente 

mayor efecto antimicrobiano in 

vitro frente a cepas de 

Staphylococcus aureus ATCC 

25923 y Escherichia coli ATCC 

25922?   

5. ¿Cuál será la concentración 

mínima inhibitoria (CMI) y 

concentración mínima bactericida 

(CMB) del EHH de Columellia 

obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” 

frente a cepas de Staphylococcus 

aureus ATCC 25923 y 

Escherichia coli ATCC 25922? 

 

3. Determinar el efecto 

antimicrobiano in vitro del EHH 

de Columellia obovata Ruiz & 

Pav. “pisca pisca” frente a cepas 

de Escherichia coli ATCC 25922 

4. Determinar la concentración del 

EHH Columellia obovata Ruiz & 

Pav. “pisca pisca” que presenta 

mayor efecto antimicrobiano in 

vitro frente a cepas de 

Staphylococcus aureus ATCC 

25923 y Escherichia coli ATCC 

25922. 

5. Determinar la CMI y CMB del 

EHH de Columellia obovata Ruiz 

& Pav. “pisca pisca” frente a 

cepas de Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 y Escherichia coli 

ATCC 25922. 

 

1. Ho: No existen algunos 

metabolitos secundarios con 

posible efecto antimicrobiano, 

del EHH de Columellia obovata 

Ruiz & Pav. “pisca pisca” 

H1: Existen algunos metabolitos 

secundarios, con posible efecto 

antimicrobiano, del EHH de 

Columellia obovata Ruiz & Pav. 

“pisca pisca” 

2. Ho: El EHH Columellia 

obovata Ruiz & Pav. “pisca 

pisca” no presenta efecto 

antimicrobiano frente a cepas de 

Staphylococcus aureus ATCC 

25923. 

H1: El EHH Columellia obovata 

Ruiz & Pav. “pisca pisca” 

presenta efecto antimicrobiano 

frente a cepas de Staphylococcus 

aureus ATCC 25923. 

3. Ho: El EHH Columellia 

obovata Ruiz & Pav. “pisca 

pisca” no presenta efecto 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 y 

Escherichia coli ATCC 25922. 

 

La muestra fue igual a la población.  

 



 

 

   

 

antimicrobiano frente a cepas de 

Escherichia coli ATCC 25922. 

H1: El EHH Columellia obovata 

Ruiz & Pav. “pisca pisca” 

presenta efecto antimicrobiano 

frente a cepas de Escherichia coli 

ATCC 25922. 

4. Ho: No presenta una 

concentración específica del 

EHH Columellia obovata Ruiz & 

Pav. “pisca pisca” con mayor 

efecto antimicrobiano in vitro 

frente a cepas de Staphylococcus 

aureus ATCC 25923 y 

Escherichia coli ATCC 25922 

Hi: Presenta una concentración 

específica del EHH Columellia 

obovata Ruiz & Pav. “pisca 

pisca” con mayor efecto 

antimicrobiano in vitro frente a 

cepas de Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 y Escherichia coli 

ATCC 25922 

5. Ho: No presenta la CMI y 

CMB el EHH de Columellia 



 

 

   

 

obovata Ruiz & Pav. “pisca 

pisca” frente a cepas de 

Staphylococcus aureus ATCC 

25923 y Escherichia coli ATCC 

25922. 

H1: Presenta la CMI y CMB el 

EHH de Columellia obovata Ruiz 

& Pav. “pisca pisca” frente a 

cepas de Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 y Escherichia coli 

ATCC 25922. 

 

 



 

 

   

 

Anexo 2: Instrumentos 

Instrumento de recolección de datos 

FICHA DE OBSERVACIÓN DE ENSAYO FITOQUÍMICO 

PARA LA EVALUACIÓN DEL EFECTO ANTIMICROBIANO IN VITRO DEL 

EXTRACTO H1DROALCOHÓLICO DE LAS HOJAS DE Columellia obovata Ruiz & Pav. 

“pisca pisca” FRENTE A CEPAS DE Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia 

coli ATCC 25922. LIMA, 2023” 

 

Leyenda: (-) Ausente (+) Presencia          

  

ENSAYO FITOQUÍMICO 
MARCHA FITOQUÍMICA 

REACTIVOS METABOLITOS 

SECUNDARIOS 

ESPECIFICACIÓN RESULTADO 

Molish  CarboH1dratos    

FelH1ng A y B Azúcares reductores    

Benedict   Azúcares reductores   

Tollens  Azúcares reductores   

NinH1drina Grupos Aminos libres   

FeCl3 Compuestos fenólicos   

SH1noda Flavonoides   

Gelatina/NaOH 1% Taninos 
 

 

Borntrager  Antraquinonas    

Drangendorff Alcaloides 
 

 

Mayer Alcaloides 
 

 

Agua destilada  Saponinas    



 

 

   

 

FICHA DE RECOLECCIÓN DE DATOS  

EFECTO ANTIMICROBIANO FRENTE A Staphylococcus aureus y Echeriachia coli POR EL MÉTODO 

DE DIFUSIÓN EN AGAR EN POZO 

 Concentración (%) del extracto Hidroalcohólico de 

las hojas de Columellia Obovata Ruiz & Pav. “pisca 

pisca” 

Suero fisiológico 

al 0.9%  

Gentamicina 

   160 mg 

 

 

 

Halo de 

Inhibición en 

(mm) 

Staphylococcus 

aureus ATCC 

25923 

 

 

 

N° de 

placa 

 

25 % 

 

50% 

 

75% 

 

100% 

Control 

negativo 

Control 

Positivo 

Placa N°1       

Placa N°2       

Placa N°3       

Placa N°4       

Placa N°5       

Placa N°6       

Placa N°7       

Placa N°8       

Placa N°9       

Placa N°10       
 

EFECTO ANTIMICROBIANO FRENTE A Staphylococcus aureus y Escherichia coli POR EL MÉTODO 

DE DIFUSIÓN EN AGAR EN POZO 

 Concentración (%) del extracto Hidroalcohólico de 

las hojas de Columellia Obovata Ruiz & Pav. “pisca 

pisca” 

Suero 

Fisiológico al 

0.9%  

Gentamicina 

160 mg 

 

 

 

Halo de 

Inhibición en 

(mm) 

Escherichia 

coli ATCC 

25922  
 

 

N° de 

placa 

 

25 % 

 

50% 

 

75% 

 

100% 

Control 

negativo 

Control 

Positivo 

Placa N°1       

Placa N°2       

Placa N°3       

Placa N°4       

Placa N°5       

Placa N°6       

Placa N°7       

Placa N°8       

Placa N°9       

Placa N°10       

Leyenda: Escala de Duraffourd 

Nula (-): diámetro inferior a 8 mm.  

Sensibilidad límite (sensible +): diámetro comprendido entre 8 a 14 mm.  

Medio (muy sensible ++): diámetro entre 14 y 20 mm.  

           Sumamente sensible (+++): diámetro superior a 20 mm. 

  



 

 

   

 

Instrumento de recolección de datos 

FICHA DE OBSERVACIÓN DE LA ACTIVIDAD DE CONCENTRACIÓN MÍNIMA 

INHIBITORIA (CMI) Y CONCENTRACIÓN MÍNIMA BACTERICIDA (CMB) 

 

 

 

  

DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD BACTERIOSTATICA Y BACTERICIDA POR EL MÉTODO DE 
MACRODILUCÍON EN TUBO Y PLACA 

CONCENTRACIÓN (%) DEL EXTRACTO 
HIDROALCOHÓLICO DE LAS HOJAS DE 

Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” 

mg/dL 

Staphylococcus aureus 
ATCC 25923 

Escherichia coli  
ATCC 25922   

Concentración mínima bactericida (CMI)  

PLACA 1    

PLACA 2   

PLACA 3   

Concentración Mínima Inhibitoria (CMB)  

TUBO 1   

TUBO 2   

TUBO 3   



 

 

   

 

Anexo 3: Validez del instrumento  

  



 

 

   

 

 



 

 

   

 

 

 

 



 

 

   

 

Anexo 4: Aprobación del comité de Ética 

 

  



 

 

   

 

Anexo 5: Programa de intervención (para estudios experimentales) 

                               PROTOCOLO DE INVESTIGACION: 

TÍTULO: Efecto antimicrobiano in vitro del extracto hidroalcohólico de las hojas de 

Columellia obovata Ruiz & Pav. “pisca pisca” frente a cepas de Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922. Lima, 2023. 

AUTORES:  

✓ CERDAN DÍAZ, PERCY 

✓ MORETO ARRAIZA, BRIAN DENZEL 

ASESOR: Mg. ÑAÑEZ DEL PINO, DANIEL 

 

1. INTRODUCCIÓN   

En los sistemas sanitarios de las naciones subdesarrolladas, las plantas son un recurso vital. 

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) 1, más del 80% de la población mundial recurre 

regularmente a la medicina tradicional para atender sus necesidades médicas fundamentales. Una 

parte significativa de estas terapias incluye el uso de extractos de plantas o de sus sustancias 

activas2. 

A lo largo de los siglos, las sociedades humanas han transmitido a las generaciones 

sucesivas conocimientos sobre los beneficios terapéuticos de muchas plantas. Los conocimientos 

sobre la utilización de las plantas como tratamientos naturales y la variedad de especies vegetales 

son componentes importantes de la medicina tradicional 3. En un esfuerzo por descubrir posibles 

nuevos medicamentos antimicrobianos, los científicos han estado evaluando extractos de plantas 

medicinales elaborados a partir de semillas, cortezas, flores y hojas. La creciente preocupación por 

la resistencia de las bacterias a los antibióticos convencionales ha despertado el interés en este 



 

 

   

 

campo y ha llamado la atención sobre la necesidad crítica de nuevas opciones terapéuticas 

eficaces4. 

Por tal razón, el objetivo del presente estudio es determinar el efecto antimicrobiano in 

vitro del extracto hidroalcohólico de las hojas de Columellia obovata Ruiz & Pav. sobre cepas de 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922 

2. MATERIALES  

Equipos 

- Incubadora microbiológica (Marca: IBC) 

- Autoclave (Marca: Kyntel - Modelo: K/YX-280A+).  

- Vórtex (Kyntel) 

- Contador de colonias (Hinotek - Modelo: J-3)  

- Balanza electrónica analítica serie FA: (Huazheng -Modelo: JA503)  

- Estufa esterilizadora (ZenithLab - Modelo: DNP-9072A) 

- Baño termostático (Marca: Kyntel) 

- Refrigeradora (Marca: Pol Eko - Modelo: CHL 5 C SMART) 

 

          Materiales 

 

- Frasco ámbar macerado con de las hojas de Columellia obovata Ruiz & Pav 

- Viales de vidrio ámbar de 20mL 

- Pinza de acero inoxidable 

- Embudo de vidrio de 8mm de diámetro. 

- Papel de filtración Whatman Nº 1, Nº2 y N° 41 

- Extracto hidroalcohólico de las hojas de Columellia obovata Ruiz & Pav al 100%. 

- Extracto hidroalcohólico de las hojas de Columellia obovata Ruiz & Pav al 75% 

- Extracto hidroalcohólico de las hojas de Columellia obovata Ruiz & Pav al 50% 

- Extracto hidroalcohólico de las hojas de Columellia obovata Ruiz & Pav al 25% 

- Gentamicina (160mg/2mL)  

- Suero fisiológico al 0.9% 

- Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923  

- Cepa de Escherichia coli ATCC 25922 

- Estándar de sulfato de Bario al 0.5 de McFarland. Marca “LIOFILCHEM” 

- Caldo cerebro corazón (BHI) 

- Agar Mueller Hinton (Marca: Himedia) 

- Placas Petri  



 

 

   

 

- Hisopo estéril  

- Regla Vernier digital (Marca: MAGTOTO) 

- Micropipeta D-LAB de 10µL a 100 µL 

- Puntas de Micropipetas 

- Sacabocado estéril 

- Estilete de acero inoxidable estéril 

- Mechero de bunsen 

- Tubos de ensayo Pyrex de 12 x 100 mm. 

Reactivos 

- Felhing A y B 

- Molish 

- Benedict 

- Tollens 

- Ninhidrina 

- Shinoda 

- Cloruro Férrico 

- Gelatina/NaOH 1% 

- Borntrager 

- Dragendorff  

- Mayer  

- Agua destilada 

- Alcohol de 70%  

-  

3. Métodos 

3.1 Ensayo histológico: 

a). Recolección de la planta 

Las hojas de Columellia obovata Ruiz & Pav. se recolectaron en el centro poblado de 

Masingana, distrito de Santillana, provincia de Huanta Ayacucho, a una altitud de 3295 msnm. El 

vegetal fue identificado en el herbario del Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional 

Mayor de San Marcos, con el ejemplar número 174.  

3.2 Ensayo fitoquímicos 

a). Preparacíon del extracto hidroalcohólico 



 

 

   

 

El extracto se preparó según Morais et al.5 (2020) con algunas modificaciones. 

Brevemente, para la preparación de los extractos hidroalcohólicos, las hojas de Columellia obovata 

Ruiz & Pav. Se secaron y luego fue pulverizado y se realizó la extracción mediante el método de 

maceración con etanol al 70%, pasando por el rotavapor, dando como resultado el extracto crudo 

de Columellia obovata Ruiz & Pav. 

b) Preparación de las concentraciones del extracto hidroalcohólico de hojas de 

Columellia obovata Ruiz & Pav 

A partir del extracto seco de Columellia obovata Ruiz & Pav se realizarán 

diluciones en una mezcla hidroalcohólica de etanol al 70% obteniéndose concentraciones 

100% (1000mg/ml), 75% (750mg/ml), 50% (500mg/ml) y 25% (250mg/mL). Cada 

concentración será colocada en un vial estéril de color ámbar y tapado herméticamente y se 

mantendrá en refrigeración (5ºC) hasta el momento de su utilización. 

Tamizaje Fitoquímico: 

 

Para el desarrollo del estudio fitoquímico preliminar se seguirá el procedimiento de Olga 

Lock, el cual se realizará para identificar los metabolitos presentes en el extracto hidroalcohólico 

de Columellia obovata Ruiz & Pav, de forma cualitativa, los cuales se evidenciarán de acuerdo 

con las reacciones químicas tanto por coloración o precipitación. 

3.3 Actividad antibacteriana: 

 

3.3.1 Método de ensayo y sustancias de prueba 

El método que se aplicará para el análisis de la actividad antibacteriana será difusión en 

agar en pozos, los cuales se inocularán con las concentraciones de los extractos hidroalcohólicos 

de las hojas de Columellia obovata Ruiz & Pav a 25%, 50%, 75%, 100%, Gentamicina (160mg) 

y suero fisiológico al 0,9%. 



 

 

   

 

     3.3.2     Cepas bacterianas para el estudio:  

Se trabajará con las cepas estándares ATCC (American Type Culture Collection): 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922. 

     3.3.3.    Preparación del agar Mueller Hinton 

Siguiendo las instrucciones del fabricante, se prepara un litro de agar Mueller Hinton, se 

pesa con una balanza digital y se combina con agua destilada. Después, se somete a una 

esterilización en autoclave de 15 minutos a 121°C y 15 PSI. A continuación, se templa a 45°C en 

un baño termostático. A continuación, se añade el agar Mueller Hinton a las placas Petri de forma 

estéril para su uso en la prueba. Para garantizar una formación adecuada, las placas deben dejarse 

reposar durante quince minutos antes de utilizarlas en el experimento del antibiograma. En la 

etiqueta de cada placa deben figurar los compuestos que se van a ensayar y debe aplicarse un 

número identificativo. Las placas de agar Mueller Hinton se incubaron durante 24 horas a 37°C 

para confirmar su esterilidad. 

3.3.4 Reconstitución de las cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia coli 

Se realizará la activación de la cepa liofilizada de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y 

Escherichia coli ATCC 25922 en caldo cerebro corazón (BHI). Las cepas serán incubadas por 24 

horas a 37°C en aerobiosis. Después de este proceso, se estriará por agotamiento en placas con 

Agar Mueller Hinton para obtener colonias aisladas y realizará tinción Gram de las cepas.  

3.3.5 Preparación del inóculo bacteriano al 0.5 de McFarland 

 

Bajo condiciones estériles, se tomará, con asa de siembra, unas 2 a 5 colonias de aisladas 

de cada una de las cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia coli, respectivamente en agar 

Mueller Hinton y se inocularán a tubos de caldo BHI (5mL) para cada cepa bacteriana. En ambos 

casos, se homogenizará el inóculo bacteriano en suspensión en caldo BHI, en tubo de ensayo, en 



 

 

   

 

vórtex durante 10 segundos. Luego, se realizará la comparación de las suspensiones de 

Staphylococcus aureus y otro tubo de caldo BHI con Escherichia coli cuyo nivel de turbidez 

deberá estar conforme al estándar de sulfato de Bario al 0.5 McFarland (1,5 x 108ufc/mL), para lo 

cual, se empleará una Tarjeta de comparación visual del estándar de turbidez de McFarland (Visual 

Comparison Card).  

3.3.6 Realización de los pocillos para antibiograma  

Se procederá a la realización de los pocillos para antibiograma por cada placa de agar 

Mueller Hinton dispuestos para el ensayo. Cada pocillo se realizará con un sacabocado estéril de 

5,5mm de diámetro. El número de pocillos, por cada placa de agar en estudio, se elegirá según el 

tamaño en milímetros de las zonas de inhibición de cada sustancia de prueba observados en los 

ensayos previos. 

3.3.7 Inoculación de las placas Petri con Staphylococcus aureus ATCC 25923 y 

Escherichia coli ATCC 25922. 

Tras el ajuste de la solución de inóculo para cada cepa, se tomarán muestras de la 

suspensión de caldo BHI que contiene Staphylococcus aureus utilizando un hisopo estéril. A 

continuación, se inocularon las bacterias en los pocillos de antibiograma de las placas Petri que 

contienen el medio de agar Mueller Hinton. Para ello, se dispersarán las bacterias con el hisopo en 

dos direcciones y, a continuación, se realizará un esparcimiento circular periférico para cubrir toda 

la superficie de la placa. La cepa de Escherichia coli para la inoculación en agar Mueller Hinton 

se manipulará del mismo modo. 

A continuación, se escribirán en cada placa los nombres del medio de cultivo, las 

concentraciones de los extractos hidroalcohólicos de hojas de Columellia obovata Ruiz & Pav al 

25%, 50%, 75% y 100%, así como el control positivo de gentamicina (160 mg) y el control 

negativo de suero fisiológico al 0,9%. 



 

 

   

 

3.3.8 Inoculación de las sustancias de prueba 

Se inoculará cada sustancia de prueba, se depositará con micropipeta, en cada pocillo 

antibiograma, 20uL de cada sustancia de prueba, incluido el control positivo y negativo según 

el rotulo de cada pocillo en la placa Petri con agar Mueller Hinton según la bacteria de prueba. 

Luego, se difundirá unos 10 minutos las sustancias de prueba en las placas con agar y se 

procederá a incubar las placas con Staphylococcus aureus y Escherichia coli a 37°C por 24 

horas en aerobiosis. No se voltearán las placas, con el objetivo de favorecer la difusión total 

en el medio de cultivo de las concentraciones de los extractos hidroalcohólicos de las hojas de 

Columellia obovata Ruiz & Pav al 25%, 50%, 75%, 100%, Gentamicina (160mg) y suero 

fisiológico al 0,9%. Luego, de las 24 horas de incubación, se procederá con las mediciones de 

los halos de inhibición en milímetros, para lo cual se empleará una regla vernier digital 

calibrada. 

El desarrollo de todo el procedimiento microbiológico se realizará dentro de un área de 15 

centímetros de radio alrededor de la llama del mechero de Bunsen, lo cual generará condiciones 

de esterilidad en el presente ensayo. 

                             3.3.9 de resultados 

Se registrarán los resultados en la ficha de recolección de datos y, luego, se trasladarán al 

informe de ensayo. 

3.4 Concentración mínima bactericida (CMB):  Determinación de sensibilidad a los 

antimicrobianos por el método de macrodilución en caldo. Técnica cualitativa 

 

3.4.1 Se utilizarán dos mililitros de caldo BHI para preparar tubos de ensayo que contengan 

concentraciones variables de extractos hidroalcohólicos de hojas de Columellia obovata Ruiz & 



 

 

   

 

Pav, 12,5%, 25%, 50%, 50%, 75% y 100%. Habrá dos tipos de controles: positivo (caldo BHI más 

Staphylococcus aureus) y negativo (caldo BHI más Columellia obovata Ruiz & Pav). A 

continuación, se sembrarán 100 μL de Staphylococcus aureus ATCC 25923, 1,5 x 108 UFC/mL a 

una concentración de 0,5 en la escala de turbidez de McFarland, en cada tubo que contenga las 

distintas cantidades, así como el control positivo. Durante todo un día, el microorganismo objeto 

de la investigación se cultivará a 37°C en estas diluciones y controles. La Escherichia coli ATCC 

25922 se someterá al mismo proceso. 

3.4.2 Tras la incubación, se transferirán por triplicado 10 μL del cultivo de cada tubo -tanto 

de Escherichia coli como de Staphylococcus aureus a tubos etiquetados de caldo BHI de 2 mL. 

Por cada cepa, se sembrará un tubo como control positivo y otro como control negativo. Estos 

tubos se colocarán en un medio aeróbico y se incubarán durante 24 horas a 37°C. 

3.4.3 El control positivo de cada cepa deberá mostrar signos de turbidez tras la incubación, 

mientras que el control negativo deberá ser transparente. La dilución en la que no se observe 

turbidez en el caldo BHI, o la dilución más alta sin turbidez, se considerará la concentración 

bactericida mínima. En cambio, se observará lo siguiente en las diluciones con extracto 

hidroalcohólico de Columellia obovata Ruiz & Pav y cada cepa en estudio. 

3.5 Concentración mínima inhibitoria (CMI). Determinación de sensibilidad a los 

antimicrobianos por el método de dilución en agar. Técnica cuantitativa. 

3.5.1 Se tomará los tubos con cultivo de 24 horas con concentraciones de los extractos 

hidroalcohólicos de las hojas de Columellia obovata Ruiz & Pav y cepa en estudio realizadas en 

el paso 3.4.1 y se sembrará en placas con agar BHI estériles la cantidad de 10uL de cultivo para 

las concentraciones de 100%, 75% 50%, 25% Y 12,5% , controles y se disemina este inóculo con 



 

 

   

 

asa de Drigalsky, se esperará que seque el inóculo unos 15 minutos y se colocarán en la incubadora 

las placas invertidas en aerobiosis por 24 horas a 37ºC.  

3.5.2 Después de la incubación, se revisará el control positivo y negativo, lo cuales deben 

presentar colonias y sin colonias en la placa respectivamente. Por otro lado, en las diluciones, 

aquella o la mayor dilución en placa en la que no hayan crecido colonias, esta dilución se 

considerará como la concentración mínima inhibitoria o bacteriostática. 

Los procesos del 3.5.1 a 3.5.2 se aplicarán para las bacterias en estudio como 

Staphylococcus aureus ATCC 25922 y Escherichia coli ATCC 25922. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

   

 

CMB y CMI 

(Macrodilución en caldo y placa) 

Evaluación del efecto antimicrobiano in vitro 

(método de difusión en agar en pozo) 

 

FLUJOGRAMA DEL ESTUDIO. 

ESQUEMA Nº 1: Extracto hidroalcohólico de la muestra vegetal 

 

 

 

 

 

 

 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 

            Escherichia coli ATCC 25922 

                                                                                    Staphylococcus aureus ATCC 25923 

Recolección de muestra 

Identificación 

Taxonómica 

Molienda de la muestra 

Preparación del extracto hidroalcohólico de las hojas 

de Columellia obovata Ruiz & Pav. 

Obtención del extracto 

hidroalcohólico 

Estudio fitoquímico preliminar 
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Anexo 6: Informe de Análisis de laboratorio 



 

 

   

 

  



 

 

   

 

 



 

 

   

 

 



 

 

   

 

Anexo 7: Constancia de identificación botánica de Columellia obovata Ruiz & P. "pisca 

pisca" 

  



 

 

   

 

Anexo 8: Certifico de agar Agar Müller-H1nton  



 

 

   

 



 

 

   

 



 

 

   

 

 



 

 

   

 

Anexo 9: Certificado de análisis de cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923 



 

 

   

 

 

 



 

 

   

 

Anexo 10: Certificado de análisis de cepa Escherichia coli ATCC 25922 



 

 

   

 

 

 



 

 

   

 

Anexo 11:  Constancia de eliminación de residuos biológicos 

  



 

 

   

 

Anexo 12: Evidencias fotográficas 

1. PREPARACIÓN DE LAS CONCENTRACIONES de EHH Columellia obovata 

Ruiz & Pav. 

 

Filtración del macerado de Secado del precipitado del macerado de 

Columellia obovata Ruiz & Pav. Columellia obovata Ruiz & Pav. 

 

Hojas molidas y secas (HMS) de Pesaje de HMS de C. obovata 

Columellia obovata Ruiz & Pav. Ruiz & Pav. para concentraciones 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

   

 

2. Realización de los pocillos antibiograma (5,5 mm de diámetro) con 

sacabocado estéril en blanco

 
                                Placas de agar Mueller Hinton 

3. Preparación suspensión al 0,5 McFarland, a partir de cultivo en agar de 

Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

Comparación con el estándar comercial Sulfato de Bario 0,5 de Mc 

Farland. 

 

 



 

 

   

 

4. Procedimiento de inoculación de 20uL de las sustancias de prueba, en esterilidad, 

frente al mechero de Bunsen con micropipeta 

Inoculación a los pocillos antibiograma en agar Mueller Hinton con EHH de Columellia obovata 

Ruiz & Pav al 100% 

 

 

5. Colocación en la incubadora microbiológica de las placas Petri con agar 

Mueller Hinton inoculadas con Escherichia coli y Staphylococcus aureus 

conteniendo las sustancias de prueba en la incubadora a 37ºC por los 

periodos de tiempo de 24 horas 
 

 



 

 

   

 

6. RESULTADOS 

Después del tiempo de incubación, las placas Petri se sacan del equipo y se 

miden con una regla Vernier digital y una lupa de 4 aumentos de un contador de 

colonias microbiológico de fondo oscuro que dará contraste para observar 

detalladamente los halos de inhibición de concentraciones de EHH de Columellia 

obovata Ruiz & Pav. frente a Escherichia coli y Staphylococcus aureus. 

 

 

Fotos de placa Petri con pocillos antibiograma con EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. en agar 

Mueller Hinton frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 a las 24 horas de estudio. 



 

 

   

 

 

Fotos de placa Petri con pocillos antibiograma con Gentamicina (160mg) en agar Mueller Hinton 

frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922 a las 24 

horas de estudio 

 

 

Fotos de placa Petri con pocillos antibiograma con EHH de Columellia obovata Ruiz & Pav. al 

100% en agar Mueller Hinton frente a Escherichia coli ATCC 25923 a las 24 horas de estudio 



 

 

   

 

 

Fotos de placa Petri con pocillos antibiograma con Suero fisiológico al 0,9% en agar Mueller 

Hinton frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 a las 24 horas de estudio 

 

 

 

7 ELIMINACIÓN DE LOS RESIDUOS BIÓLOGICOS DEL ENSAYO. 

Las placas Petri y otros residuos biológicos se colocaron en bolsas rojas y se esterilizaron por 

autoclave según procedimiento. 



 

 

   

 

 

AUTOCLAVE 
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