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Resumen

La investigacion tiene como objetivo determinar si el extracto hidroalcohoélico de las
hojas de Solanum aphyodendron S. Knapp (olmish) posee efecto antimicrobiano sobre cepas
de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Bacillus cereus ATTC 11778, estudio in vitro.
Metodologia, es hipotético deductivo cuyo enfoque cuantitativo, tipo de investigacion aplicada
con disefo experimental, de corte transversal y nivel de alcance es explicativo. El andlisis
fitoquimico fue mediante “Screening fitoquimico” y para determinar la actividad antibacteriana
fue el método de Kirby Bauer, que se tomaron concentraciones del 25, 50 y 90 % del extracto,
En resultados se halld6 compuestos fendlicos, saponinas, alcaloides, lactonas, taninos,
antocianinas y flavonoides. En el ensayo microbioldgico se evidencido que la cepa de
Staphylococcus aureus present6 sensibilidad a las tres concentraciones con halos de inhibicion
promedio de 8,38, 11,10 y 13,42 mm; mientras que Bacillus cereus solo presentd sensibilidad
a la concentracion de 50 y 90 % con halos de inhibicion promedio de 8,63 y 13,02 mm. En
conclusion, se determin6 que el extracto de hojas de olmish posee efecto antibacteriano sobre
Staphylococcus aureus a las tres concentraciones y sobre Bacillus cereus solo al 50 y 90 %, en
un estudio in vitro.

Palabras clave: Solanum aphyodendron S. Knapp, extracto hidroalcoholico, efecto

antibacteriano.



viii

Abstract

The objective of the research is to determine whether the hydroalcoholic extract of the
leaves of Solanum aphyodendron S. Knapp (Olmish) has an antibacterial effect on strains of
Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Bacillus cereus ATTC 11778, in vitro study.
Methodology is hypothetical deductive whose quantitative approach, type of applied research
with experimental design, cross-sectional and level of scope is explanatory. The phytochemical
analysis was by "Phytochemical screening" and to determine the antibacterial activity was the
Kirby Bauer method, which were taken concentrations of 25, 50 and 90 % of the extract. In the
results, phenolic compounds, saponins, alkaloids, lactones, tannins, anthocyanins and
flavonoids were found. In the microbiological test it was shown that the Staphylococcus aureus
strain showed sensitivity to the three concentrations with average inhibition halos of 8,38, 11,10
and 13,42 mm; while Bacillus cereus only showed sensitivity to the concentration of 50 and 90
% with average inhibition halos of 8,63 and 13,02 mm. In conclusion, it was determined that
the olmish leaf extract has an antibacterial effect on Staphylococcus aureus at the three

concentrations and on Bacillus cereus only at 50 and 90 %, in an in vitro study.

Keywords: Solanum aphyodendron S. Knapp, hydroalcoholic extract, antibacterial effect
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Introduccion

La enfermedad gastrointestinal afecta en su mayoria a la poblacidon con defensas bajas
entre ellos a nifos, por lo general a menores de cinco afios y mayormente en paises en vias de
desarrollo, debido a que la informacion sobre inocuidad alimentaria es escasa y los servicios
de alcantarillado son deficientes; la Organizacién Mundial de Salud (OMS) lo considera una
problematica de sanidad publica. Esta patologia podria deberse al consumo de alimentos
infectados con algunos microrganismos biologicos tales como: Staphylococcus aureus y
Bacillus cereus. Estas bacterias gram positivas encuentran en los alimentos los medios
necesarios para proliferarse y que al ser ingerirlas causaran infecciones o toxiinfecciones

gracias a las toxinas bacterianas presentes.

En la actualidad, se vienen estudiando a las reservas vegetales a nivel mundial y el Peru
no es ajeno a ello, porque cuenta con aproximadamente 1 400 especies medicinales y dentro
de estas se encuentra olmish que presenta actividad favorable frente a bacterias gram negativas
Shigella sonnei. Motivo por el cual se busca investigar y determinar la actividad antimicrobiana
de extracto hidroalcohdlico de las hojas de la planta medicinal que posee el efecto
antibacteriano sobre las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Bacillus cereus ATCC
11778, mediante ensayos de andlisis in vitro, cuyo desarrollo se detallara en los siguientes 5

apartados.

En el capitulo I se expone la problematica, las interrogantes, la finalidad, el motivo de
realizacion y sus limitaciones. En el capitulo II se detalla el marco teorico del estudio. En el
capitulo III se explica la metodologia utilizada para el desarrollo y andlisis del estudio. En el
capitulo IV se describe el andlisis e interpretacién de los resultados, la constatacion de las
hipotesis y sus discusiones. Finalmente, en el capitulo V se presentan las conclusiones y

recomendaciones del estudio.



CAPITULO I: EL PROBLEMA
1.1 Planteamiento del problema

Las patologias gastrointestinales siempre han sido consideradas en los paises
en vias de desarrollo un problema en la salud ptblica ya que los servicios de agua y
desagiie son deficientes, también la escasa informacion sobre la inocuidad alimentaria
y falta de recursos genera en la poblacion el consumo de alimentos contaminados.!-

La OMS en su publicacion sobre inocuidad de alimentos establece que a nivel
mundial 600 millones de habitantes enferman por consumir alimentos contaminados y
420 000 mueren; siendo el grupo etario mas afectado los nifios menores de 5 afios,
ademds esta afeccion del tracto digestivo es provocada por microorganismos
(bacterias, virus o parésitos), los cuales son trasmitidos en los alimentos.>*

Actualmente, existen aproximadamente 250 agentes bioldgicos y/o quimicos
causantes de enfermedades transmitidas por alimentos; siendo los biologicos los mas
frecuentes y estdn asociados a microorganismos como Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, entre otros.>°

Hay muchas razones para las afecciones causados por Bacillus cereus, un
microorganismo presente en el medio ambiente que puede contaminar los alimentos.

Debido a la formacion de endosporas, esta bacteria puede sobrevivir a la pasteurizacion



y el calentamiento incluso a la irradiacidon con rayos gamma, usada para reducir los
patogenos en los alimentos.”*?

Con relacion a Staphylococcus aureus es una bacteria considerada oportunista
porque puede causar enfermedades en humanos, principalmente cuando las personas
experimentan periodos de vulnerabilidad asociados a condiciones patologicas que
reducen la capacidad del sistema inmunolégico. '*!!

Por otro lado, la familia Solanacea, objeto de este estudio, es de importancia
mundial debido a su diversidad taxondmica del mismo modo en la parte econdmica.'?

En este contexto, la flora del Peru existe alrededor de 600 especies. En la zona
de la Libertad sefialan la presencia de 50 especies, de las cuales 31 son endémicas.'?
Las plantas medicinales contienen diversos componentes quimicos con efectos
antibacterianos sobre la bacteria gram positiva !4

Los pobladores del distrito de San Lorenzo ubicado en la provincia de Jauja —
Huancayo, utilizan las plantas medicinales entre ellos olmish como tratamiento para
atenuar sus problemas de salud y son de pocos recursos econdmicos. Ademas, se
encuentran con poco acceso a los centros de atencion de salud, utilizan como
alternativa de tratamiento, desconociendo su uso adecuado y frente a que
microorganismos es eficaz, motivo por el cual es necesario realizar un estudio referido
a la especie en investigacion.

Por tanto, nos proponemos a realizar la siguiente investigacion con la finalidad

de encontrar el efecto antimicrobiano del extracto preparado de la especie vegetal en

estudio sobre Staphylococcus aureus y Bacillus cereus.



1.2 Formulacion del problema

1.2.1

1.2.2

Problema general

LEl extracto hidroalcohdlico de las hojas de Solanum aphyodendron S.

Knapp (olmish) posee efecto antibacteriano sobre cepas de Staphylococcus

aureus y Bacillus cereus, estudio in vitro?

Problemas especificos

a.

(Qué metabolitos secundarios estardn presentes en el extracto

hidroalcohélico de las hojas de Solanum aphyodendron S. Knapp (olmish)?

. (La concentracion al 25 % del extracto hidroalcoholico de las hojas de

Solanum aphyodendron S. Knapp (olmish) posee efecto antibacteriano en

cepas de Staphylococcus aureus, estudio in vitro?

. ¢La concentracion al 50 % del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Solanum aphyodendron S. Knapp (olmish) posee efecto antibacteriano en
cepas de Staphylococcus aureus, estudio in vitro?

(La concentracion al 90 % del extracto hidroalcoholico de las hojas de
Solanum aphyodendron S. Knapp (olmish) posee efecto antibacteriano en

cepas de Staphylococcus aureus, estudio in vitro?

. ¢La concentracion al 25 % del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Solanum aphyodendron S. Knapp (olmish) tienen efecto antibacteriano en
cepas de Bacillus cereus, estudio in vitro?

(La concentracion al 50 % del extracto hidroalcoholico de las hojas de
Solanum aphyodendron S. Knapp (olmish) tienen efecto antibacteriano en

cepas de Bacillus cereus, estudio in vitro?



g.

(La concentracion al 90 % del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Solanum aphyodendron S. Knapp (olmish) tienen efecto antibacteriano en

cepas de Bacillus cereus, estudio in vitro?

1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1

1.3.2

Objetivo general

Determinar si el extracto de las hojas de olmish posee efecto

antibacteriano sobre cepas de Staphylococcus aureus y Bacillus cereus, estudio

in vitro.

Objetivos especificos

a.

Identificar que metabolitos secundarios estan presentes en el extracto de las

hojas de olmish mediante el analisis cualitativo preliminar.

. Determinar si la concentracion al 25 % del extracto de las hojas de olmish

posee efecto antibacteriano en cepas de Staphylococcus aureus, estudio in

vitro.

. Determinar si la concentracion al 50 % del extracto de las hojas de olmish

posee efecto antibacteriano en cepas de Staphylococcus aureus, estudio in
vitro.

Determinar si la concentracion al 90 % del extracto de las hojas de olmish
posee efecto antibacteriano en cepas de Staphylococcus aureus, estudio in

vitro

. Determinar si la concentracion al 25 % del extracto de las hojas de olmish

posee efecto antibacteriano en cepas de Bacillus cereus, estudio in vitro
Determinar si la concentracion al 50 % del extracto de las hojas de olmish

posee efecto antibacteriano en cepas de Bacillus cereus, estudio in vitro



g. Determinar si la concentracion al 90 % del extracto de las hojas de olmish

posee efecto antibacteriano. en cepas de Bacillus cereus, estudio in vitro

1.4 Justificacion de la investigacion

1.4.1

1.4.2

Teodrica

Las plantas son fuentes de moléculas bioactivas que pueden utilizarse
para tratar diversas enfermedades. !> Para realizar este estudio nos basamos en la
evidencia de otros estudios que muestran el efecto antimicrobiano de extracto
similares de hojas de olmish provenientes de la provincia de Jauja poseen efecto
antimicrobiano sobre bacterias gram positivas causantes de enfermedades
transmitidas por los alimentos.

Estudios realizados sobre esta familia manifiestan la presencia de
componentes quimicos como: alcaloides, esteroides y/o triterpenoides libres,
taninos, saponinas, flavonoides y glucosidos cardiotonicos. Entre tanto, estos
Fito constituyentes serian los responsables de las actividades farmacologicas
entre ellos la actividad antimicrobiana. '¢,!”

De este modo el estudio podrd contribuir a la comunidad cientifica
aportando conocimiento para futuras investigaciones referente a este recurso
vegetal.

Metodologica

Las infecciones gastrointestinales son causadas por la presencia de
microorganismos patogenos conllevando a problemas de salud muchas veces
graves, ocasionados por algunas bacterias como por ejemplo Staphylococcus
aureus.'® Este trabajo permiti6 identificar los metabdlicos secundarios presentes
en la especie vegetal, mediante el anélisis cualitativo preliminar, ademas con el

método de Kirby Bauer se ha podido observar la sensibilidad que presentan los



1.4.3

microorganismos en estudio frente al extracto hidroalcohélico elaborado con las
hojas de olmish y mediante instrumentos de recoleccion de datos se pudo
conocer, analizar y demostrar los resultados.

Practica

La base practica de esta investigacion es la necesidad de encontrar
nuevas alternativas de tratar las enfermedades causadas por microorganismos en
el cuerpo humano. Al mismo tiempo, la medicina moderna siempre esta
buscando nuevas moléculas que puedan curar las infecciones que afectan a los
humanos."

Para ello, el conocimiento sobre las plantas medicinales no so6lo debe
basarse en la sabiduria de sus profesionales, sino también validarse
cientificamente comprobando su eficacia y seguridad. Es motivo por el cual, nos
interesd confirmar su uso tradicional del extracto de las hojas de olmish en estas
bacterias que causan enfermedades infecciosas en humanos. La validacion
cientifica no s6lo permite que las personas utilicen y consuman esta planta
medicinal, también tiene un valor agregado, que permitird desarrollar
preparados farmacéuticos con efectos antimicrobianos e incluso se convertiria

en una fuente econdémica por el valor terapéutico que representa, por lo que es

necesario identificar alternativas farmacéuticas mas efectivas y menos toxicas.

1.5 Limitaciones de la investigacion

1.5.1

Temporal
Este trabajo se desarrolld entre los meses de junio y julio del 2024,

recolectando los datos en un iinico momento.



1.5.2

1.5.3

Espacial

Este estudio se orienta a la necesidad de encontrar otras alternativas
terapéuticas necesarios, para tratar los procesos infecciosos ocasionados por
microrganismos patdogenos que afectan la salud de la poblacion utilizando las
especies vegetales. Por tanto; la medicina convencional siempre estd en
constante busqueda de nuevos farmacos que sean utilizados como
antimicrobianos.
Poblacién o unidad de analisis

En la ejecucion del trabajo experimental se empleo, las hojas del vegetal
en estudio, conocido cominmente como olmish, y las cepas de Staphylococcus
aureus 'y Bacillus cereus con numero de tipificacion 25923 y 11778

respectivamente.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion

2.1.1

Internacionales

Ramon-Valderrama y Galeano-Garcia (20) tuvieron como objetivo
“determinar la actividad antioxidante y antimicrobiana del extracto metandlico
de diez especies del género Solanum”. Los extractos obtuvieron por maceracion,
las actividades antioxidantes determinaron por el ensayo de coloracion e
inhibicion del radical; y emplearon el método Kirby Bauer con semidisco para
determinar la accidn del extracto sobre Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae
y Staphylococcus aureus. En sus resultados observaron que las diez especies
estudiadas de Solanum (mammosum, senssiliflorum, grandiflorum, quitoense,
candidum, rugosum, jamaicense, schlechtendalianum, hartwegli y barbeyanum)
presentan compuestos fenolicos. Los extractos de la primera y ultima especie
presentaron accion inhibitoria en la cepa de Escherichia coli. Concluyeron que
la especie Solanum presenta compuestos fendlicos y este le confiere la
propiedad antioxidante y es una fuente principal de compuestos bioactivos.

Heredia-Ortiz, et al. (21) En su estudio evaluaron la accién
antibacteriana del extracto etanolico y metanolico de Solanum dolichosepalum

sobre los microorganismos tales como: Staphylococcus aureus, Salmonella spp.,



Pseudomonas aeruginosa y Aeromonas hydrophila. Para la obtencion del
extracto alcohdlico emplearon un equipo de Soxhlet por evaporacion rotatoria y
determinaron la actividad antibacteriana usando el ensayo de Kirby Bauer, y
empleando como control negativo (etanol y metanol) y positivo (cloranfenicol
30 mg). En sus resultados se evidenciaron que el extracto metanolico y etanolico
de Solanum dolichosepalum presentan un ligero efecto antibacteriano contra
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Aeromonas hydrophila y
Salmonella spp., no siendo suficiente para considerarlo como significativo por
lo que se mostrd resistencia a los mismos. Concluyeron que el extracto
alcoholico fue el mas activo frente a Salmonella spp. y Staphylococcus aureus;
y en el extracto metandlico tuvo actividad sobre Pseudomonas aeruginosa y
Aeromonas hydrophila, ademés evidenciaron que Staphylococcus aureus
presento mayor sensibilidad.

Caifion y Menco (22) tuvieron como objetivo “Analizar el estudio
fitoquimico preliminar de los extractos etandlicos de frutos, hojas y tallos de la
especie vegetal Solanum crinitipes Dunal (Solanaceae) y determinar su
actividad antimicrobiana y/o antifingico frente a hongos y bacterias para
implantar algin uso potencial de esta especie vegetal.”. Determinaron los
metabolitos secundarios empleando el analisis fitoquimico preliminar de la
hojas, tallos y frutos del recurso vegetal y para demostrar la actividad sobre las
cepas se emplearon el ensayo de difusion en pozos. En sus resultados
demostraron que el extracto etandlico tiene componentes secundarios como los
alcaloides, los triterpenoides, los esteroides, los compuestos fenolicos, los
taninos, las cumarinas, los compuestos lactonicos y las quinonas. Asimismo,

determinaron que el preparado a base de las hojas presento actividad inhibitoria
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sobre las cepas de Staphylococcus aureus, donde observaron un mayor halo con
la fraccion de acetona. En conclusion, determinaron la presciencia de
compuestos bioactivos tales como alcaloides, triterpenoides, esteroides,
compuestos fenodlicos, taninos, cumarinas, compuestos lactonicos y quinonas,
ademas demostraron una baja actividad antibacteriana frente a Staphylococcus
aureus con el extracto etanolico debid a los metabolitos secundarios presentes
en las hojas, mas no en los hongos.
Nacionales

Alvia y Olortegui (23) tuvieron como objetivo “evaluar el efecto
antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohdlico del fruto de Solanum
sessiliflorum (cocona) contra Staphylococcus aureus 'y Streptococcus
pyogenes”. La metodologia que emplearon para obtener el extracto fue la
maceracion por 10 dias, para detectar los metabolitos fue el tamizaje fitoquimico
y para el efecto antibacteriano uso el ensayo de Kirby Bauer a tres
concentraciones (25, 50 y 75 %) del extracto sobre las cepas; utilizando un
control positivo (vancomicina de 30 ug) y un control negativo (etanol). En los
resultados del andlisis fitoquimica se identificaron alcaloides, antocianinas y
taninos. Asimismo, en el ensayo microbioldgico las concentraciones estudiadas
presentaron inhibicidn a Staphylococcus aureus y para Streptococcus pyogenes.
Concluyeron, que el extracto del fruto de cocona presenta alcaloides, taninos,
antocianinas y que presentd efecto antibacteriano in vitro frente a
Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes.

Navarro y Baltazar (24) en su estudio cuyo objetivo fue evaluar el
efecto antibacteriano in vitro de las hojas hidroalcohdlicas del Solanum

aphyodendron S. Knapp (olmish) sobre microorganismos gram negativas. La
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metodologia, la obtencion de extractos realizaron con etanol al 70 %, durante
catorce dias y su estudio fitoquimico fue mediante tamizaje fitoquimico los
estudios de la evaluacion del efecto antimicrobiano fue a través del método de
Kirby Bauer, a concentraciones de 25, 50 y 90 % del extracto. Como resultado
de su investigacion describieron que encontraron componentes fitoquimicos
como: compuestos fenolicos, lactonas y alcaloides. En la evaluacion
antimicrobiano obtuvieron como resultado la capacidad de inhibicion de
crecimiento de las bacterias estudiadas a las concentraciones de 25, 50y 75 %
al compararlos con ciprofloxacino evidenciaron que este fue sensible.
Concluyeron que el extracto de las hojas de la especie vegetal demostré efecto
antibacteriano a distintas concentraciones.

Cruzado (25) tuvo como objetivo “determinar el efecto antibacteriano
in vitro del extracto hidroalcohélico de Solanum melongena L (Berenjena) en
tres concentraciones, sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175”. En la
parte metodologica utilizd diversas concentraciones de 25, 50 y 75 % del
extracto de solanum melongena para determinar la sensibilidad bacteriana,
empleo el ensayo de Kirby Bauer; usando como control positivo el antiséptico
(clorhexidina al 0,12 %). La lectura que realizo de los halos fue a las 24 y 48
horas, después de haber concluida la incubacion fue interpreta con la escala de
Duraffourd. En su resultado determino que Streptococcus mutans presento
sensibilidad al 75 % del extracto hidroalcohoélico, asi como al control positivo.
En su estudio concluyo, que el extracto hidroalcoholico Berenjena tuvo efecto
antibacteriano “in vitro” frente a la cepa de Streptococcus mutans.

Sosa (26) tuvo como objetivo “demostrar el efecto antibacteriano de

Solanum americanum Mill. (hierba mora) del Nororiente del Peru sobre
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Streptococcus pyogenes in vitro”. La metodologia que empleo para determinar
la sensibilidad bacteriana fue el ensayo de Kirby Bauer, con concentraciones de
75 y 100 % para el extracto; también uso como control positivo (penicilina 10
UI) y como negativo (cloruro de sodio 0,9 %). Presento como resultados que el
extracto del recurso vegetal hierba mora, oriunda de Olmos no presento efecto
antibacteriano a las primeras 24 horas ni a las 48 horas, en comparacion con el
extracto obtenido de Tarapoto que si presento efecto antibacteriana al 75 % con
inhibicion del crecimiento de 5,5 mm a las 24 horas de la incubacién y de 7,75
mm a las 48 horas y al 100 % se observo un halo de inhibicion de 6,25 mm a las
24 horas y de 7,5 mm a las 48 horas; por otro lado los extractos oriundos de la
ciudad de Chota presentaron un mayor efecto con una inhibicion de crecimiento
de 9 mm a las 24 horas de la incubacion y 9,5 mm a las 48 horas a la
concentracion del 75 % y al 100 % se evidencio halos de 9,5 mm a las 24 horas
y 11,5 mm a las 48 horas. Concluy6 que los extractos provenientes de Chota y
Tarapoto presentaron efecto antibacteriano a las concentraciones estudiadas.
2.2 Bases teoricas
2.2.1 Extracto de las hojas de olmish.

Los extractos se obtienen mediante maceracién, que se utiliza
ampliamente para extraer compuestos no volatiles de plantas medicinales,
incluidas las hojas de olmish. Este proceso de extraccion se realiza utilizando
disolventes comunes. 27 Las hojas de las especies vegetales se secan a
temperatura ambiente y se pasan a triturar hasta obtener particulas muy finas y
homogéneo. Luego se somete con mezcla de etanol y agua al 70 % y removiendo

o agitando continuamente.?® El extracto se obtiene utilizando papel de filtro que
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implica filtracién para concentrar el extracto seguido de evaporacion con la
ayuda de una estufa a 40 °C hasta obtener un extracto seco.?>>°
Distribucion geografica de Solanum aphyodendron S. Knapp (olmish)

La familia Solanaceae representa la diversidad de la flora de la reserva
natural y tiene caracteristicas unicas y una amplia distribucion en el Peru. El
inventario de plantas registra 1 199 especies en 98 géneros reconocidos a nivel
mundial. Se estima que la flora del Perti es muy rica, con 42 géneros y 600
especies, y 227 especies de hierbas, arbustos, arboles y enredaderas, ocupando
el sexto lugar entre las especies endémicas.’!? Para la flora peruana se
describen aproximadamente entre 42 géneros y 600 especies; que a su vez se
33

incluye 208 especies y 6 variedades endémicas, ordenadas en 16 géneros.

Clasificacion taxonoémica de Solanum aphyodendron S. Knapp.
Reino : Plantae

Division : Angiosperma

Clase : Equisetopsida

Orden  : Solanales

Familia : Solanaceae

Género : Solanum

Especie : Solanum aphyodendron

Nombre cientifico: Solanum aphyodendron S. Knapp.**

Caracteristicas generales de Solanum aphyodendron S. Knapp (olmish)

Arbol que mide aproximadamente de hasta 3,5 metros de altura segn el
factor edafico del lugar, de hojas alternas, puntiagudas a elipticas, su borde es
entero, apice acuminado a agudo, base aguda, de 4 centimetros de largo por 12
centimetros de ancho, glabras, con olor desagradable. Inflorescencia axilar,
androceo de 5 estambres convenientes con anteras de color amarillo y ovario
supero, fruto una baya globosa amarilla cuando madura con numerosas semillas,

crece en lugares humedos y sombreados. -3
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Esta especie de planta pertenece al género mas grande de plantas con
flores, y Solanum es endémica del Peru, que representa el 29 % de especies
nativas. Un porcentaje similar (30,2 %) de especies aparece como endémicas a
través de toda la flora peruana.’’

Analisis fitoquimico de la especie vegetal (olmish)

Los componentes fitoquimicos presentes en la especie vegetal son
diversos segiin en qué oOrgano puede hallarse, las cuales se identifican
cualitativamente los constituyentes quimicos que presentan las plantas
medicinales; usando reactivos de coloracion y precipitacion en el extracto de
dicha planta medicinal tales como: compuestos fendlicos, alcaloides, lactonas
alfa y betas insaturadas, entre otros.*®
Metabolitos secundarios

Son compuestos quimicos que brindan a las plantas defensa contra
agresiones fisicas, quimicas o bioldgicas; y en los seres humanos producen
beneficios por que estos han demostrado seglin estudios cientificos propiedades
fitoterapéuticos del tipo antiinflamatorias, analgésicas, antibacterianas,

antimicoticas, antitumorales entre otras; los cuales se clasificaran de la siguiente

manera.39

2.2.6.1 Alcaloides

Son los constituyentes quimicos basicos mas abundantes de las
plantas que derivan de los aminoacidos ornitina, tirosina, triptéfano,
lisina y del 4cido antranilico, y su estructura ciclica contiene uno o mas
atomos de nitrégeno. Las propiedades farmacoterapéuticas que se le
atribuyen son antitumorales, analgésicas, antibacterianas, entre otras;

con respecto a la actividad antibacteriana se demostré que
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Staphylococcus aureus presenta sensibilidad, ademds que el posible
mecanismo de accion es la lisis celular mediante un impedimento en la
sintesis de proteinas o del ADN y un bloqueo en el transporte a través de
la membrana celular.*
2.2.6.2 Compuestos fenolicos
Estan constituidos por flavonoides, acidos fendlicos 'y
polifenoles que derivan de la fenilalanina y la tirosina, caracterizado por
que su estructura aromadtica tiene uno o mas grupos oxidrilos. Las
actividades fitoterapéuticos mas relevantes son la antioxidante y
antimicrobiana, presentado la Ultima mayor afinidad por las bacterias
gram negativas; la inhibicion del crecimiento bacteriano se debe a una
lisis celular producto de que estas sustancias desestabilizan los
componentes de la membrana generando una mayor permeabilidad y un
cambio de polaridad.*
2.2.6.3 Lactonas sesquiterpénicas
Son compuestos ciclicos que se caracterizan por tener un anillo
de lactona obtenidos por reaccion a partir de los sesquiterpenos. Las
acciones terapéuticas atribuidas son antibacterianas, antiinflamatorias,
antimaldrica, antitumorales entre otras; la actividad bilogica de este
grupo se debe al a-metileno-y-lactona quien se une a los grupos tiol
(sulfhidrilo) de los aminoacidos e inhibe de manera irreversible el

metabolismo.*!
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2.2.7 Extracto de plantas medicinales
2.2.7.1 Extraccion
Es la etapa donde se podra extraer y concentrar los metabolitos
secundarios presentes en las plantas medicinales, para ello se usa el
método que mejor se adecue a la especie estudiada*?; la extraccion de los
metabolitos se produce en orden de polaridad creciente, ya que las
células de las que se extraen forman un sistema hidréfilo interno.*’
2.2.7.1. Maceracion
Es un método que permite extraer todo los constituyentes
bioactivos que estan presentes en la muestra estudiada, para ello se pone
en contacto las hojas secas trituradas de Solanum aphyodendron S.
Knapp con la solucion hidroalcoholica (etanol 70 % y agua 30 %), en un
frasco oscuro por un tiempo de 14 dias, dicho frasco se mantendra en
agitacion cada cierto periodo; cumplido el tiempo de maceracion se
procederd a concentrar el extracto eliminando el solvente en un estufa y
finalmente se conservara el extracto seco a una temperatura de 2 a 8 °C
hasta su utilizacion.*?
2.2.8 Actividad antibacteriana in vitro
Las bacterias son las principales culpables de un gran nimero de
enfermedades infecciosas, y el objetivo principal de las pruebas de sensibilidad
a los medicamentos es predecir, mediante pruebas in vitro, la respuesta del
paciente a un antibiotico especifico, el desarrollo de la infeccioén y detectar la
resistencia a los medicamentos; Una de las pruebas in vitro se realiza mediante

el método de Kirby-Bauer.***
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Un estudio realizado al extracto hidroalcoholico del aceite esencial de
Zingiber officilnale, cuyo efecto antibacteriano fue a dosis dependiente, en
concentraciones de 25 %, 50 %, 75 %, 100 %. in vitro frente a la cepa de
Streptococcus mutans a dosis dependiente.*® 47
Staphylococcus aureus

Es una bacteria perteneciente a los de gram positivas en forma de coco,
no movil, no esporulada, coagulasa positivo y fermentador de manitol, que se
halla normalmente en las cavidades nasales y en aparato tegumentario del ser
humano; y que al haber una disminucién de las defensas del huésped o una
agresion externa este prolifera generando problemas de salud (neumonia,
bacteriemias, entre otras). También es considerado un microorganismo causante
de enfermedades transmitidas por los alimentos, ya que en estos encuentran el

medio suficiente para su proliferacion, generando infecciones o toxiinfecciones

a causa de las toxinas termoestables.*?

2.2.9.1 Clasificacion taxondmica

En la tabla 1 se detalla la clasificacion taxondmica de

Staphylococcus aureus (S. aureus).*

Tabla 1.

Taxonomia de Staphylococcus aureus

Categoria taxondmica Clasificacion cientifica
Dominio Bacteria
Reino Prokaryotae
Division o Phyllum Firmicutes
Clase Bacili
Orden Bacillales
Familia Micrococcaceae
Genero Staphylococcus
Especie Staphylococcus aureus

Nota. Segtin Laura J.*8
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2.2.10 Bacillus cereus
Bacteria gram positiva en forma de bacilo, esporulada, movil y
flagelado, que se encuentra habitualmente en el agua, en los vegetales, en los
granos y en la tierra; dandole estas habitas el medio adecuado para poder
desarrollarse, ademas este microorganismo es considerado el causante de
intoxicaciones e infecciones alimentarias por que presenta toxinas diarreicas y
eméticas.*’

Este género se encuentra constituida por Bacillus cereus, Bacillus
subtilis, Bacillus licheniformis y Bacillus pumilus; caracterizadas por estar
presente en granos, suelo y entre otros productos, y por presentar esporas
resistentes a altas temperaturas de calor.*°

2.2.10.1 Clasificacion taxondmica

En la tabla 2 se detalla la clasificacion taxondmica de Bacillus

cereus (B. cereus).”°

Tabla 2.

Taxonomia de Bacillus cereus

Clasificacion taxonomica Clasificacion cientifica
Reino Monera
Super clase Bacillus /clostridium

Clase Bacilli

Orden Bacillales

Familia Bacillaceae
Genero Bacillus

Especie Bacillus cereus

Nota. Segun Castillo y Loayza™®
2.2.11 Método de Kirby — Bauer
Es conocida como técnica de difusiéon en agar, es una prueba de
sensibilidad definitiva que se utiliza para respaldar la terapia antimicrobiana

durante infecciones bacterianas cuando el microorganismo no ha sido
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suficientemente caracterizado para predecir de manera confiable su
susceptibilidad. Los resultados son interpretados segin la escala de
Duraffourd.”!

Ademas, cabe mencionar, que el método Kirby Bauer es muy econdémico
y facil; ideal para la identificacion de microorganismos de crecimiento rapido;
y que al trabajar con este método el inoculo bacteriano debe tener la misma
concentracion que el estandar 0,5 McFarlan, alcanzado ese requisito se pasa a
sembrar por estriado sobre el agar Mueller Hinton (pH 7,2 — 7,4) y se procede a
colocar los discos conteniendo la sustancia en analisis. Luego la placa sembrada
se incuba una temperatura de 35 — 37 ° C por 48 horas, cumplido el tiempo se
procede a observar las placas y a medir los halos de inhibicidon que se hallan
formado con la ayuda de una regla o un calibrador vernier.*>>

Asimismo, el agar Mueller Hinton es indicado para ensayos de difusion
en placa por ser no selectivo, porque todos los microorganismos que se cultivan
ahi creceran satisfactoriamente debido a su superficie. Es elaborado
especialmente para hacer ensayos de sensibilidad frente a antimicrobianos ya
que no presenta sustancias inhibitorias y es totalmente recomendado por el

Comité de la OMS. Ademas, es muy conveniente cuando se agrega sangre para

cultivar y aislar microorganismos con alta exigencia nutricional >

2.3 Formulacion de la hipdtesis

2.3.1

Hipotesis general
Hi: El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Solanum aphyodendron
S. Knapp (olmish) posee efecto antibacteriano sobre cepas de Staphylococcus

aureus 'y Bacillus cereus, estudio in vitro.



20

Ho: El extracto hidroalcoholico de las hojas de Solanum aphyodendron

S. Knapp (olmish) no posee efecto antibacteriano sobre cepas de Staphylococcus

aureus y Bacillus cereus, estudio in vitro.

2.3.2 Hipotesis especificas

a.

Hi: El extracto de las hojas de olmish posee metabolitos secundarios.

Ho: El extracto de las hojas de olmish no posee metabolitos secundarios.
Hi: La concentracion al 25 % del extracto de las hojas de olmish posee
efecto antibacteriano en cepas de Staphylococcus aureus, estudio in vitro.
Ho: La concentracion al 25 % del extracto de las hojas de olmish no posee
efecto antibacteriano en cepas de Staphylococcus aureus, estudio in vitro.
Hi. La concentracion al 50 % del extracto de las hojas de olmish posee
efecto antibacteriano en cepas de Staphylococcus aureus, estudio in vitro.
Ho: La concentracion al 50 % del extracto de las hojas de olmish no posee
efecto antibacteriano en cepas de Staphylococcus aureus, estudio in vitro.
Hi: La concentracion al 90 % del extracto de las hojas de olmish posee
efecto antibacteriano en cepas de Staphylococcus aureus, estudio in vitro.
Ho: La concentracion al 90 % del extracto de las hojas de olmish no posee
efecto antibacteriano en cepas de Staphylococcus aureus, estudio in vitro.
Hi: La concentracion al 25 % del extracto de las hojas de olmish posee
efecto antibacteriano en cepas de Bacillus cereus, estudio in vitro.

Ho: La concentracion al 25 % del extracto de las hojas de olmish no posee
efecto antibacteriano en cepas de Bacillus cereus, estudio in vitro.

Hi: La concentracion al 50 % del extracto de las hojas de olmish posee

efecto antibacteriano en cepas de Bacillus cereus, estudio in vitro.
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Ho: La concentracion al 50 % del extracto de las hojas de olmish no posee
efecto antibacteriano en cepas de Bacillus cereus, estudio in vitro.
Hi: La concentracion al 90 % del extracto de las hojas de olmish posee
efecto antibacteriano en cepas de Bacillus cereus, estudio in vitro.
Ho: La concentracion al 90 % del extracto de las hojas de olmish no posee

efecto antibacteriano en cepas de Bacillus cereus, estudio in vitro.
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CAPITULO III: METODOLOGIA
3.1 Método de investigacion
Se utilizé un enfoque hipotético-deductivo. Se eligio este enfoque después de
una observacion detallada de un caso especifico donde se revelo el problema. A través
del proceso deductivo, la atencion se centra en la construccion de teorias, que luego
forman la base para desarrollar hipotesis.**>°
3.2 Enfoque investigativo
Cuantitativo, porque los resultados del experimento seran recogidos, medidos
y analizados para probar la hipotesis del estudio.
3.3 Tipo de investigacion
Aplicada, porque generara conocimiento en base a la experimentacion, donde
confirmamos las propiedades de las hojas de la especie vegetal en investigacion. >
3.4 Disefio de la investigacion
Experimental, porque se manipula de manera intencionada la variable
independiente (extracto hidroalcohdlico de las hojas de Solanum aphyodendron S.

Knapp) para generar un efecto en la variable dependiente (efecto antibacteriano in vitro

sobre Staphylococcus aureus y Bacillus cereus).*’
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34.1 Corte
Transversal, porque los resultados son recogidos en un inico momento.
3.4.2 Nivel o alcance
Explicativo, porque busca explicar por qué ocurre el fendmeno y la
relacion de las variables de la investigacion, que se busca encontrar las causas
de los eventos que presenta la especie vegetal.*®
3.5 Poblacién, muestra y muestreo
La poblacion vegetal, fue de 5000 g de hojas de olmish recolectados en San
Lorenzo, Jauja, Junin.
La muestra vegetal, fue de 500 g de hojas secas y trituradas de Solanum
aphyodendron previamente seleccionadas.
La poblacién bacteriana, estuvo representada por las especies Staphylococcus
aureus 'y Bacillus cereus.
La muestra bacteriana, estuvo representada por cepas de Staphylococcus
aureus 'y Bacillus cereus con numero de tipificacion 25923 y 11778 respectivamente.
3.5.1 Muestreo
El muestro fue realizado por conveniencia de los autores.
Para el ensayo antibacteriano se trabajé por quintuplicado, por lo cual se
utilizara 5 placas Petri conteniendo a Staphylococcus aureus ATCC 25923 y 5
placas conteniendo Bacillus cereus ATCC 11778.
3.6 Variables y operacionalizacion
3.6.1 Variables de investigacion
Variable independiente: Extracto hidroalcohodlico de las hojas de

Solanum aphyodendron S. Knapp (olmish).
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Variable dependiente: Efecto antibacteriana sobre Staphylococcus

aureus y Bacillus cereus, in vitro.

Operacionalizacion de las variables
La tabla 3 las caracteristicas operacionales del estudio.
Tabla 3.
Operacionalizacion de variables
. Definicion Definicion . . . Escala Escala
Variables . Dimensiones Indicadores de .
conceptual operacional medicién valorativa
Sustancia insoluble(-)
obtenia de la Turbidez poco
. mezcla de las soluble(+)
hvii lEx}:ri‘cto hojas de }]::1 droal efr;li.c to Metabolitos soluble(++)
1droalcoholico &5 m 1droalcoholico secundarios y muy soluble
de las hojas de anhvodendron de las hojas se Coloracion y (+++)
Solanum Py obtendra precipitacion  Ordinal .
aphyodendron . Knapp mediante el Ausencia(-)
PRy (olmish) con ™€ Presencia(+)
S. Knapp - método de .
. una  solucién . o Si hay
(olmish). hidroalcohdlica  MACeracion. 23% inhibicion
(etanol 70 % y Concentracion 50 % No hay
0,
agua 30 %). 90 % inhibicion
Sumamente
;ﬁ;bactegﬁgo Capacidad de El efecto S((Tiﬂj;e
una sustancia  antibacteriano Halos de -
sobre S P Crecimiento Muy
de eliminar o se determinard  inhibicion del . . .
Staphylococcus . - - Sin Ordinal sensible
reducir la  mediante el crecimiento o
aureus y . .y . . crecimiento (++)

. proliferacion método de bacteriano .
Bacillus cereus bacteriana Kirby - Bauer Sensible (+)
in vitro. ’ Y ' Sensibilidad

nula (-)

3.7 Técnicas e instrumentos de recoleccidon de datos

3.7.1

3.7.2

Técnica

Ficha de recoleccion de los datos, obtenidos en la determinacion de la

accion antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico de hojas de la especie

vegetal, permite recolectar los resultados del ensayo de analisis cualitativo

preliminar y de la prueba de sensibilidad antimicrobiana por el método de Kirby

Bauer. *°

Descripcion de instrumentos

Los datos que se recolectaron sobre el andlisis fitoquimico y sobre la

actividad antibacteriana fueron registrados en las fichas de observacion de datos
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ad hoc (instrumento), los cuales se muestran en la tabla 6 y 7; ademéas dichos
resultados fueron interpretados con la escala de Duraffourd.?’
3.7.3 Validacion
La validacion de los instrumentos de recoleccion de datos para realizar
la investigacion ha sido realizada por juicio de expertos en la especialidad,
quienes revisaron y valoraron la existencia de pertinencia, claridad y relevancia
para su aplicacion.
3.7.4 Confiabilidad
Seglin el tema de investigacion cientifica establece que cuando se
realizan registros en ficha de datos no se necesita calcular la confiabilidad.*
3.8 Procesamiento y analisis de datos
3.8.1 Procesamiento de datos
3.8.1.1 Recoleccion de las hojas de olmish
La recoleccion del material vegetal se realizo en el distro de San
Lorenzo ubicado en la provincia de Jauja, luego se procedié a la
separacion de las hojas de las ramas, extendiendo en un area
completamente limpio, con los cuidados necesarios hasta sequedad,® se
eligieron hojas verdes, luego se continua con la limpieza de las hojas
mediante el lavado con abundante agua, extender sobre una bandeja
perforada, secar en lugar fresco teniendo en consideracion las
condiciones adecuadas como: temperatura ambiente y una habitacion
ventilada durante un tiempo de 7 dias. Del mismo modo se pueden secar
en estufas a 40 °C durante varios dias hasta lograr que estén secos.

Luego, las hojas se muelen hasta obtener un polvo fino.®!
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3.8.1.2 Obtencion del extracto de las hojas de olmish

La preparacion de los extractos es solido — liquido donde el
material vegetal que se pretende extraer contiene compuestos activos
solubles en solventes, consiste en disminuir el tamafio de particulas
mediante la molienda®?, la maceracion se realiza a temperatura ambiente
durante 7 dias, revolviendo diariamente. Luego filtrar a través de
Whatman N°. 1 papel de filtro y llevar estufa a una temperatura entre 38
a 40 °C por 7 dias aproximadamente. Una vez obtenida la muestra seca,
se almacena en un frasco 4mbar a una temperatura de 2 — 8 °C.53-64

3.8.1.3 Analisis de solubilidad.

Los ensayos de solubilidad de hojas de planta medicinal
estudiada, consiste en simplificar los analisis de identificacion de
compuestos. Se utiliza una pequefia muestra de 1 g aproximadamente y
se coloca en cada tubo de prueba, luego se afiadié un mililitro de los
siguientes disolventes: agua destilada, etanol 70°, etanol 96°, metanol,
butanol y acetato de etilo.®>%

3.8.1.4 Analisis cualitativo preliminar del extracto de las hojas de olmish
Se utilizaron reacciones colorimétricas y de precipitacion que
permitieron la identificacion de principios activos del extracto las hojas de la
planta medicinal en estudio, se realiza a través del método ‘“Screening
fitoquimico” ¢
Para identificar los constituyentes secundarios se realizd ensayos al
extracto que dieron como resultados coloraciones y/o precipitaciones; para

alcaloides se utilizaron los reactivos de Dragendorff, Mayer y Wagner; cuyos

colores caracteristicos oscilaron de rojo a naranja, blanco a crema y marrén
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respectivamente; para compuestos fenolicos se utilizo cloruro férrico que al
detectar la presencia se observd una coloracion de azul, verde o negro; para
lactonas o y B - insaturadas se utilizo Baljet cuya reaccion dio un color rojo
claro u oscuro; para antraquinona se utilizd6 Borntrdger cuya coloracion
obtenida fue rojo; para saponinas se realizd el ensayo de espuma; para
flavonoides se empled Shinoda dando como resultado tonos rojos; para
taninos se realizo6 la prueba de gelatina y gelatina — sal donde se observé un
precipitado, para antocianinas se usé hidroxido de sodio al 10 % produciendo
un color azul y finalmente para esteroides y/o terpenos las reacciones de
Liebermann — Burchard que dieron coloraciones que oscilaron entre verde,
azul verdoso o azul rojizo.**®8

3.8.1.5 Ensayo del efecto antibacteriano in vitro

El ensayo del efecto antibacteriano se llevo a cabo en el Laboratorio
Biologico y Analisis Clinico Santa Rosa E.I.R.L.

La preparacion del extracto del extracto en estudio se realizd a
concentraciones de 25, 50 y 90 %, se diluyé con etanol al 70 %. La
elaboracion y activacion de las cepas para el estudio se utilizaron cepas
tipificadas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Bacillus cereus ATCC
11778 (Ver anexo 10 y 11), que son liofilizadas en forma de pellet (Kwik-
stik), que fueron sembrados en Agar Triptona Soya (TSA) para continuar con
la incubacion a temperatura de 37 °C durante 24 horas. Del mismo modo; la
elaboracién del inoculo; terminado la incubacién se procedi6 a tomar de 3 a
4 colonias para transferir a 2 tubos de ensayos conteniendo solucion de
cloruro de sodio (0,9 %); hasta alcanzar la turbidez semejante a la de

McFarland (0,5); procedimiento realizado en una campana de flujo laminar
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con el fin de mantener la bioseguridad. Ademas, se realizé la preparacion del
medio de cultivo; el agar Mueller Hinton (Ver anexo 12) seglin las
indicaciones del proveedor, y luego fueron esterilizadas en autoclave por 15
minutos a 121 °C y 15 Psi.

Se procedié a la inoculacion de las placas Petri; usando material
estéril, para evitar contaminar, cuya siembre fue por estrias en tres
direcciones, con la ayuda de hisopos y transfiriéndolo el inoculo a las placas
Petri. Por tanto; la preparacion de grupos; se construyen discos estériles de 6
milimetros de didmetro a partir del papel Whatman N° 1, son impregnados
con 10 microlitros de las 3 concentraciones de 25, 50 y 90 % previamente
elaborados, para estudio se contd con un grupo control (etanol 70 %); luego
estos fueron depositados en las placas sembradas y finalmente incubadas a
37 °C por 24 horas. Finalmente; se procedié a medir los halos formados
empleando un calibrador Vernier, registrandose los datos obtenidos y luego
realizamos la interpretacion de los resultados segin la escala de

Duraffourd.?3246 70

Tabla 4.
Escala de Duraffourd
Estatus Medidas en mm
Sensibilidad nula (-) < 8mm
Sensible (+) >8mmy < 14 mm
Muy sensible (++) > 14— 20 mm
Sumamente sensible (+++) > 20 mm

Nota. Segtin Navarro y Baltazar®*
3.8.2 Anadlisis de datos
Los datos que se obtenidos en el ensayo del efecto antibacteriano fueron

analizados mediante el programa estadistico SPSS donde se sometieron a la
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prueba T de Student, al método de varianza ANOVA y al método de Tukey
(P<0,05).71:7
3.9 Aspectos éticos
Se respetaron los protocolos de bioseguridad de las buenas practicas de
laboratorio, en todo momento se respetd el medio ambiente, también se respetd los
principios del informe de Belmont, de la declaracion de Helsinki y del codigo de

Niiremberg, demostrando transparencia, veracidad y confiabilidad.”*7
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CAPITULO IV: PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS
4.1 Resultados
4.1.1 Analisis descriptivo de resultados

4.1.1.1 Analisis de la solubilidad de olmish

Tabla 5.
Prueba de solubilidad
N° TUBO SOLVENTE RESULTADOS

1 Acetato de etilo -
2 Butanol -
3 Etanol 96° -
4 Etanol 70° +++
5 Metanol +
6 Agua destilada ++

Donde: (-) Insoluble, (+) Poco soluble, (++) soluble, (+++) Muy soluble.
La tabla 5 evidencia que el extracto de las hojas de olmish fue muy
soluble a etanol de 70°, y medianamente soluble a agua destilada.
4.1.1.2 Andlisis cualitativo preliminar al extracto hidroalcoholico de Solanum

aphyodendron S. Knapp (Olmish)
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Tabla 6.

Anélisis cualitativo preliminar

Dragendorff +
Mayer Alcaloides +
Wagner +
Cloruro férrico Compuestos fenolicos +
. Lactonas a y
Baljet insaturadas -
Borntréager Antraquinonas -
Espuma Saponinas +
Shinoda Flavonoides +
Gelatina Taninos +
Gelatina — Sal +
Liebermann - Burchard Terpenos y esteroides -
NaOH 10 % Antocianinas +

Donde: Ausencia (-) Presencia (+)
La tabla 6 evidencia que el extracto contiene compuestos fendlicos y
saponinas de manera abundante; alcaloides y lactonas alfa y beta insaturadas

de manera moderada y flavonoides, taninos y antocianinas de manera leve.
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4.1.1.3 Ensayo del efecto antibacteriano in vitro del extracto de las hojas de olmish

Tabla 7.

Resultado del ensayo del efecto antibacteriano

Donde: (-) Sensibilidad nula < 8 mm, (+) Sensible > 8 mm y < 14 mm. (++)
Muy sensible < 14 mm y < 20 mm, (+++) Sumamente sensible > 20 mm.

La tabla 7 evidencia que las concentraciones de 25, 50 y 90 %, el
extracto hidroalcohoélico de olmish presento efecto antibacteriano sobre S.
aureus ATCC 25923 con halos de inhibicion promedio de 8,38; 11,10y 13.42
mm respectivamente

Por otro lado, Bacillus cereus ATCC 11778 presento inhibicion de su
crecimiento con halos de 8,63 y 13,02 mm a las concentraciones de 50 y 90

% respectivamente.



33

4.1.1.4 Analisis descriptivo del diametro de inhibicion

Tabla 8.

Resultado descriptivo del didmetro de inhibicion

Diametro de inhibicion

N° Grupo Staphylococcus Media * Bacillus Media
aureus D.E. cereus D.E.
1 6,00 6,00
2 6,00 6,00
3 %?,n"l 6,00  6+0 6,00 60
4 6,00 6,00
5 6,00 6,00
6 8,39 7,81
7 8,45 7,79
Extracto
8 259, 8,33 8,38+0,05 7,80  7,8+0,04
9 8,40 7,75
10 8,35 7,85
11 11,11 8,068
12 11,15 8,60
Extracto
+
13 50 % 11,07 11,1+0,04 8,55 8,63+0,06
14 11,10 8,065
15 11,05 8,69
16 13,43 13,03
17 13,46 13,00
jg Lxtracto 13,40 13,42+0,03 12,97 13,02+0,04
90 %
19 13,42 13,05
20 13,38 13,07

D.E. Desviacion estandar.
La tabla 8 muestra la media de los halos de inhibicion del efecto

antibacteriano y la desviacion estandar por cada grupo y por cada cepa.
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Figura 1.

Diagrama del efecto antibacteriano
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La figura 1 muestra que las concentraciones del extracto
hidroalcohdlico de olmish, presentan inhibicion del crecimiento bacteriano
y es considerado sensible frente a Staphylococcus aureus al ser comparado
con la escala de Duraffourd, pero sin llegar al nivel de muy sensible en dicha
escala, mientras que frente a la Bacillus cereus esta situacion se da solo a
partir del 50 %.

4.1.2 Prueba de hipodtesis
4.1.2.1 Hipotesis general

Hi: El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Solanum
aphyodendron S. Knapp (olmish) posee efecto antibacteriano sobre cepas
de Staphylococcus aureus y Bacillus cereus, estudio in vitro.

Ho: El extracto hidroalcohdlico de las hojas de Solanum
aphyodendron S. Knapp (olmish) no posee efecto antibacteriano sobre cepas

de Staphylococcus aureus y Bacillus cereus, estudio in vitro.
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Tabla 9. Prueba ANOVA del efecto antibacteriano sobre cepas de Staphylococcus aureus y

Bacillus cereus, estudio in vitro.

ANOVA \S)\I/l'allllzlro_ Subconjuntg g%k;y para alfa
1 Tratamiento n s
p valor p valor 1 2 3 4
Diiametro de Etanol 70° 5 6,00
inhibicion Extracto 25 % 5 8,38
0,000 0,298
Staphylococcus ’ ’ Extracto 50 % 5 11,10
aureus Extracto 90 % 5 13,42
Etanol 70° 5 6,00
Diametro de
Extracto 25 9 5 7,80
inhibicién 0,000 0275 Cxwacto25% :
Bacillus cereus Extracto 50 % 5 8,63
Extracto 90 % 5 13,02
Sig. 1,00 1,00 1,00 1,00

4.1.2.2 Hipotesis especifica a

Dado que el p valor de la prueba ANOVA resulta ser significativo (p

valor < 0,05) sobre las cepas de Staphylococcus aureus y Bacillus cereus, la

hipotesis nula Ho es rechazada y la hipdtesis alterna Hi es aceptada,

concluyendo que el extracto de las hojas de Solanum aphyodendron S.

Knapp posee efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus 'y Bacillus

cereus, estudio in vitro, asi mismo se verifica que el modelo verifica el

supuesto de normalidad; finalmente la prueba de Tukey al 5 % de

significancia indica que las concentraciones al 25 %, 50 % y 90 % presentan

efectos diferentes, siendo mayor el efecto en la concentracion del 90 %.

Hi: El extracto de las hojas de olmish posee metabolitos secundarios.

Ho: El extracto de las hojas de olmish no posee metabolitos

secundarios.
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Segun la tabla 6 del analisis cualitativo preliminar se determin6 que
las hojas de olmish presenta metabolitos secundarios, por lo que se rechaza
la hipotesis nula Ho y se acepta la hipdtesis alterna Hi concluyendo que el
extracto hidroalcoholico de las hojas de Solanum aphyodendron S. Knapp

(olmish) posee metabolitos secundarios.

4.1.2.3 Hipotesis especifica b

Hi: La concentracion al 25 % del extracto de las hojas de olmish
posee efecto antibacteriano en cepas de Staphylococcus aureus, estudio in

vitro.

Ho: La concentracion al 25 % del extracto de las hojas de olmish no
posee efecto antibacteriano en cepas de Staphylococcus aureus, estudio in
vitro.

Tabla 10.
Prueba T para el diametro promedio de inhibicion del extracto al 25 % frente

a la cepa de Staphylococcus aureus.

Estadisticas descriptivas SI@};lllr(o— Valor de prueba t=6 mm
N Media Desviacion valor ¢ 1 p valor
estandar p & unilateral
5 8,384 0,047 0,855 114,2 4 0,000

La tabla 10 muestra mediante la prueba T de Student, que los halos
de inhibicion promedio del extracto hidroalcoholico al 25 % de las hojas de
(olmish) frente a la cepa de Staphylococcus aureus fue significativamente

superior a los 6 mm (p valor <0,05), con una estimacién puntual de 8,38 mm;
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la prueba de Shapiro-Wilk verifica la normalidad de la variable justificando
la técnica paramétrica, por tanto se rechaza la hipotesis nula Ho, por lo que
se acepta la hipodtesis alterna Hi concluyendo que la concentracion al 25 %
del extracto hidroalcoholico de las hojas de Solanum aphyodendron S. Knapp
(olmish) si posee efecto antibacteriano en cepas de Staphylococcus aureus,

estudio in vitro.

4.1.2.4 Hipotesis especifica ¢

Hi. La concentracion al 50 % del extracto de las hojas de olmish
posee efecto antibacteriano en cepas de Staphylococcus aureus, estudio in

vitro

Ho: La concentracion al 50 % del extracto de las hojas de olmish no
posee efecto antibacteriano en cepas de Staphylococcus aureus, estudio in
vitro.

Tabla 11.
Prueba T para el diametro promedio de inhibicion del extracto al 50 % frente

a la cepa de Staphylococcus aureus.

Estadisticas descriptivas SI@};lllr(o— Valor de prueba t=6 mm
N Media Desviacion valor ¢ | p valor
estandar P & {nilateral
5 11,096 0,038 0,928 296,2 4 0,000

Latabla 11 evidencia mediante la prueba T de Student, que }los halos
de inhibicion promedio del extracto hidroalcohdlico al 50 % de las hojas de

Solanum aphyodendron S. Knapp (olmish) frente a la cepa de
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Staphylococcus aureus fue significativamente superior a los 6 mm (p valor <
0,05), con una estimacion puntual de 11,096 mm; la prueba de Shapiro-Wilk
verifica la normalidad de la variable justificando la técnica paramétrica, por
tanto se rechaza la hipotesis nula Ho y se acepta la hipdtesis alterna Hi
concluyendo que la concentracion al 50 % del extracto hidroalcoholico de las
hojas de Solanum aphyodendron S. Knapp (olmish) si posee efecto

antibacteriano en cepas de Staphylococcus aureus, estudio in vitro.

4.1.2.5 Hipotesis especifica d

Hi: La concentracion al 90 % del extracto de las hojas de olmish
posee efecto antibacteriano en cepas de Staphylococcus aureus, estudio in

vitro

Ho: La concentracion al 90 % del extracto de las hojas de olmish no
posee efecto antibacteriano en cepas de Staphylococcus aureus, estudio in
vitro.

Tabla 12.
Prueba T para el didmetro promedio de inhibicion del extracto al 90 % frente

a la cepa de Staphylococcus aureus.

Estadisticas descriptivas S}{;}i)lllr(o- Valor de prueba t=6 mm
. Desviacion p valor
N Media estandar p valor t gl unilateral
5 13,418 0,030 0,985 546,9 4 0,000

La tabla 12 muestra mediante la prueba T de Student, que los halos

de inhibicidon promedio del extracto hidroalcoholico al 90 % de las hojas de
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Olmish frente a la cepa de Staphylococcus aureus fue significativamente
superior a los 6 mm (p valor < 0,05), con una estimacién puntual de 13,418
mm; la prueba de Shapiro-Wilk verifica la normalidad de la variable
justificando la técnica paramétrica, por lo que la hipdtesis nula Ho es
rechazada y la hipotesis alterna Hi aceptada, concluyendo que la
concentracion al 90 % del extracto hidroalcohoélico de las hojas de Solanum
aphyodendron S. Knapp si posee efecto antibacteriano en cepas de S. aureus,

estudio in vitro.

4.1.2.6 Hipotesis especifica e

H1: La concentracion al 25 % del extracto de las hojas de olmish

posee efecto antibacteriano en cepas de Bacillus cereus, estudio in vitro.

Ho: La concentracion al 25 % del extracto de las hojas de olmish no
posee efecto antibacteriano en cepas de Bacillus cereus, estudio in vitro.
Tabla 13.

Prueba T para el didmetro promedio de inhibicion del extracto al 25 % frente

a la cepa de Bacillus cereus.

Estadisticas descriptivas S}{;r.:lllr(o_ Valor de prueba t=6 mm
N Media Desviacion valor ¢ p valor
estandar P unilateral
5 7,800 0,036 0,920 111,6 4 0,000

La tabla 13 muestra mediante la prueba T de Student, que los halos
de inhibicion promedio del extracto al 25 % de las hojas de olmish frente a

la cepa de Bacillus cereus fue significativamente superior a los 6 mm (p valor
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<0,05), con una estimacion puntual de 7,800 mm; la prueba de Shapiro-Wilk
verifica la normalidad de la variable justificando la técnica paramétrica, por
lo que la hipotesis nula Ho es rechazada y la hipdtesis alterna Hi aceptada,
concluyendo que la concentracion al 25 % del extracto de las hojas de
Solanum aphyodendron S. Knapp si posee efecto antibacteriano en cepas de

Bacillus cereus, estudio in vitro.

4.1.2.7 Hipotesis especifica f

Hi: La concentracion al 50 % del extracto de las hojas de olmish

posee efecto antibacteriano en cepas de Bacillus cereus, estudio in vitro.

Ho: La concentracion al 50 % del extracto de las hojas de olmish no
posee efecto antibacteriano en cepas de Bacillus cereus, estudio in vitro.
Tabla 14.

Prueba T para el didmetro promedio de inhibicion del extracto al 50 % frente

a la cepa de Bacillus cereus.

Estadisticas descriptivas Sli;lzlllr(o- Valor de prueba t=6 mm
N Media Desviacion valor : p valor
estandar P unilateral
5 8,634 0,059 0,531 100,6 4 0,000

La tabla 14 muestra mediante la prueba T de Student, que los halos
de inhibicion promedio del extracto al 50 % de las hojas de olmish frente a
la cepa de Bacillus cereus fue significativamente superior a los 6 mm (p valor
<0,05), con una estimacién puntual de 8,634 mm; la prueba de Shapiro-Wilk

verifica la normalidad de la variable justificando la técnica paramétrica, por
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lo que se rechaza la hipotesis nula Ho y la hipdtesis alterna Hi es aceptada,
concluyendo que la concentracion al 50 % del extracto de las hojas de
Solanum aphyodendron S. Knapp si posee efecto antibacteriano en cepas de

Bacillus cereus, estudio in vitro.

4.1.2.8 Hipotesis especifica g

Hi: La concentracion al 90 % del extracto de las hojas de olmish

posee efecto antibacteriano en cepas de Bacillus cereus, estudio in vitro.

Ho: La concentracion al 90 % del extracto de las hojas de olmish no

posee efecto antibacteriano en cepas de Bacillus cereus, estudio in vitro.

Tabla 15.
Prueba T para el didmetro promedio de inhibicion del extracto al 90 % frente

a la cepa de Bacillus cereus.

Estadisticas descriptivas SI{;ri)lllr(O_ Valor de prueba t=6 mm
N Media Desviacion valor ¢ p valor
estandar unilateral
5 13,024 0,040 0,911 395,1 4 0,000

La tabla 15 muestra mediante la prueba T de Student, que los halos
de inhibicion promedio del extracto al 90 % de las hojas de Olmish frente a
la cepa de Bacillus cereus fue significativamente superior a los 6 mm (p valor
< 0,05), con una estimacioén puntual de 13,024 mm; la prueba de Shapiro-
Wilk verifica la normalidad de la variable justificando la técnica paramétrica,

por lo que la hipdtesis nula Ho es rechazada y la hipdtesis alterna Hi
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aceptada, concluyendo que la concentracion al 90 % del extracto de las hojas
de Solanum aphyodendron S. Knapp si posee efecto antibacteriano en cepas

de Bacillus cereus, estudio in vitro.

4.1.3 Discusion de resultados

El presente trabajo de investigacion que tiene como objetivo determinar
si el extracto de las hojas de Solanum aphyodendron S. Knapp posee efecto
antibacteriano sobre cepas de S. aureus y B. cereus, estudio in vitro; se
desarroll6 la prueba de solubilidad al extracto; el analisis cualitativo preliminar
y el estudio de sensibilidad microbiana (Kirby Bauer).

Evidenciando en el ensayo de solubilidad, segin la tabla 5 que el
extracto presenta buena solubilidad en etanol 70 % y medianamente soluble en
agua destilada, coincidiendo con el estudio de Navarro R y Baltazar K24,

La tabla 6 evidencio que los resultados del andlisis fitoquimico,
demostrando que las hojas de olmish posee compuestos fenolicos, saponinas,
alcaloides, lactonas alfa y beta insaturadas, flavonoides, taninos y antocianinas,
siendo los dos primeros los mas abundantes. Estos resultados coinciden con los
de Navarro R y Baltazar K**, quienes realizaron un estudio al extracto
hidroalcohélico de las hojas de la misma especie; también concuerdan con los

1.8, quien observo que el extracto

resultados del estudio de Mendoza J, et a
etandlico de las hojas de Solanum hispidum Pers presenta alcaloides y esteroides
de forma abundante seguido por saponinas.

En el estudio de Cafion T y Menco M??, también se identificaron en el

extracto hidroalcohdlico de las hojas de Solanum crinitipes Dunal. alcaloides,

compuestos fenolicos, taninos y flavonoides.
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La tabla 7 evidencia que los resultados del ensayo de la inhibicion
microbiana, que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Olmish presento
efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 a la
concentracion de 25, 50 y 90 % con halos de inhibicion promedio de 8,38; 11,10
y 13,43 mm respectivamente, mientras que en Bacillus cereus ATCC 11778 se
evidencio inhibicién del crecimiento al 25 % con un halo de 7,8 mm; al 50 %
con un halo de 8,63 mm y al 90 % con un halo de 13,03 mm.

Seglin la escala de Duraffourd Staphylococcus aureus es sensible a las
tres concentraciones del extracto hidroalcohdlico de olmish, mientras que
Bacillus cereus al 25 % presento sensibilidad nula, y para la concentracion del
50y 90 % fue sensible.

Interpolando los datos del ensayo microbiologico para las tres
concentraciones con la prueba de T de Student se corrobora que los didmetros
promedios obtenidos fueron significativamente superior a los 6 mm del blanco
(p valor <0,05). Concluyendo que todas las concentraciones empleadas
presentaron efecto sobre Staphylococcus aureus y Bacillus cereus, por lo que las
hipdtesis especificas alternas Hi son aceptadas y las hipdtesis especificas nulos
Ho son rechazados.

El efecto antibacteriano presentado frente a las dos cepas bacterianas
gram positivas tiene relacion con el estudio de Navarro R y Baltazar K2*; porque
como resultado de su estudio sobre la actividad antibacteriana del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de olmish se evidencio que Shigella sonnei fue
sensible al 25 % con un halo de 9,50 mm, al 50 % con un halo de 10,59 y al 90

% con un halo de 13,37 mm.
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Segiin ambos estudios se amplia mas el panorama sobre el efecto
antibacteriano que posee olmish, porque se evidencia que el extracto a base de
las hojas posee metabolitos secundarios con propiedades que inhiben el
crecimiento in vitro de dos bacterias gram positivas y una gram negativa;
quedando estos resultados como precedente para futuras investigaciones.

Sin embargo, en su estudio Ramon-Valderrama J, Galeano-Garcia P?°,
demostraron que a la concentracion de 20 mg/mL los extractos metanolicos a
base de diez especies de Solanum no presentaron efecto sobre Staphylococcus
aureus.

Por otro lado, Heredia-Ortiz C, et al.?! en su estudio evidenciaron que a
la concentracion de 0.84 g/l del extracto etandlico y del metandlico de Solanum
dolichosepalum se presentd un ligero efecto antibacteriano sobre
Staphylococcus aureus, al igual que en el estudio de Cafion T y Menco M?? se
observé un bajo efecto antibacteriano con un halo de inhibicion promedio de 9
mm para el extracto etanolico de las hojas de Solanum crinitipes Dunal, sobre
Staphylococcus aureus.

Por otro lado, tenemos a la especie Bacillus Cereus una especie
bacteriana que hasta la actualidad no presento un estudio antimicrobiano con
algln extracto vegetal de la especie Solanum, siendo este el primer estudio que
la incluye.

Basandose en los resultados de los estudios antes mencionados se infiere
que los metabolitos secundarios presentes en la especie Solanum poseen efecto
antibacteriano sobre especies bacterianas y que dicha actividad demostrada se

vio influencia en gram medida por el tipo de solvente que se empled para
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extraerlos; quedando como presente que los solventes polares son los mas
idoneos para su extraccion.

Finalmente basandonos en la estadistica de ANOVA se demuestra que
el p valor es < 0,05 demostrando que existe diferencia entre el halo de inhibicién
del blanco y los de las pruebas; mientras segiin la prueba de Tukey al 5 % se
demostré una significancia para las concentraciones al 25, 50 y 90 %
evidenciando que a mayor concentracion hay mayor efecto, por lo que la
hipdtesis general alterna Hi de que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Solanum aphyodendron S. Knapp (olmish) posee efecto antibacteriano sobre
cepas de Staphylococcus aureus 'y Bacillus cereus, estudio in vitro es aceptada;

y la hipétesis general nula Ho es rechazada.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones

Primera. Se estipuld que el extracto de las hojas de olmish posee efecto
antibacteriano sobre Staphylococcus aureus y Bacillus cereus, estudio in vitro.

Segunda. Se identificod la presencia de componentes quimicos en el extracto
hidroalcohélico de las hojas de olmish, tales como. compuestos fendlicos, saponinas,
alcaloides, lactonas alfa y beta insaturadas, taninos, antocianinas y flavonoides.

Tercera. La concentracion al 25 % del extracto de las hojas de olmish posee
efecto antibacteriano significativo (p valor <0,05) en cepas de S. aureus, estudio in
vitro, con un didmetro de inhibicidon promedio de 8,384 mm la cual al ser comparada
con la escala de Duraffourd se evidencia que es Sensible (+).

Cuarta. La concentracion al 50 % del extracto de las hojas de Solanum
aphyodendron S. Knapp posee efecto antibacteriano significativo (p valor <0,05) en
cepas de S. aureus, estudio in vitro, con un didmetro de inhibicién promedio de 11,096
mm la cual segun la escala de Duraffourd es de nivel Sensible (+).

Quinta. La concentracion al 90 % del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
olmish posee efecto antibacteriano significativo (p valor <0,05) en cepas de
Staphylococcus aureus, estudio in vitro, con un didmetro de inhibicion promedio de

13,418 mm la cual segun la escala de Duraffourd es de nivel Sensible (+).



47

Sexta. La concentracion al 25 % del extracto de las hojas de Solanum
aphyodendron S. Knapp posee efecto antibacteriano significativo (p valor <0,05) en
cepas de Bacillus cereus, estudio in vitro, con un didmetro de inhibicion promedio de
7,800mm, pero que en la escala de Duraffourd es nula.

Séptima. La concentracion al 50 % del extracto de las hojas de Solanum
aphyodendron S. Knapp (olmish) posee efecto antibacteriano significativo (p valor
<0,05) en cepas de Bacillus cereus, estudio in vitro, con un didmetro de inhibicion
promedio de 8,634 mm, la cual seguiin la escala de Duraffourd es de nivel Sensible (+).

Octava. La concentracion al 90 % del extracto hidroalcoholico de las hojas de
Olmish posee efecto antibacteriano significativo (p valor <0,05) en cepas de Bacillus
cereus, estudio in vitro, con un diametro de inhibicion promedio de 13,024 mm, la cual
segun la escala de Duraffourd es de nivel Sensible (+).

5.2.Recomendaciones

Se recomienda continuar con otros estudios del efecto antibacteriano sobres
otras bacterias gram positivos o gram negativas.

También determinar la concentraciéon minima inhibitoria del extracto de las
hojas de olmish sobres las bacterias ya estudiadas Staphylococcus aureus y Bacillus
cereus.

Se recomienda realizar estudios sobre la actividad antioxidante del extracto de
las hojas de olmish, porque presenta compuestos fenolicos.

Se recomienda realizar estudios sobre la actividad antiespasmddica del extracto
de las hojas de Solanum aphyodendron S. Knapp, porque presenta alcaloides.

Se recomienda realizar un estudio sobre la actividad antifingica del extracto

hidroalcohdlico de las hojas de olmish.
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Se recomienda realizar un estudio sobre la actividad citotoxica de las hojas de
Solanum aphyodendron S. Knapp.

Se recomienda realizar un estudio para separar, purificar los metabolitos
secundarios con mayor presencia en el extracto hidroalcohoélico de las hojas de olmish.

Se recomienda realizar un estudio sobre la actividad antibacteriana del extracto
de las hojas de Solanum aphyodendron S. Knapp y comparandolo con un control

positivo.
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ANEXOS

Anexo 1: Matriz de consistencia

Tabla 16.
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“EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Solanum aphyodendron S. KNAPP (Olmish)
SOBRE Staphylococcus aureus Y Bacillus cereus IN VITRO”

Formulacién del problema Objetivos Hipétesis Variables Disefio metodolégico
Problema general Objetivo general Hipétesis general Variable 1 Método de investigacion
(El extracto hidroalcoholico de las hojas  Determinar si el extracto  Hi: El extracto hidroalcoholico de las hojas de  Extracto hidroalcoholico de las »  Hipotético — Deductivo

de Solanum aphyodendron S. Knapp
(olmish) posee efecto antibacteriano
sobre cepas de Staphylococcus aureus 'y
Bacillus cereus, estudio in vitro?

—_

Problemas especificos

. {Qué metabolitos secundarios estaran

presentes en el extracto
hidroalcoholico de las hojas de
Solanum aphyodendron S. Knapp
(olmish)?

.¢La concentracion al 25 % del

extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Solanum aphyodendron S. Knapp
(olmish) posee efecto antibacteriano
en cepas de Staphylococcus aureus,
estudio in vitro?

.¢La concentracion al 50 % del

extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Solanum aphyodendron S. Knapp
(olmish) posee efecto antibacteriano
en cepas de Staphylococcus aureus,
estudio in vitro?

.(La concentracion al 90 % del

extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Solanum aphyodendron S. Knapp
(olmish) posee efecto antibacteriano

hidroalcoholico de las hojas de Solanum
aphyodendron S. Knapp (olmish) posee
efecto antibacteriano sobre cepas de
Staphylococcus — aureus 'y  Bacillus
cereus, estudio in vitro.

Objetivos especificos

1. Identificar que metabolitos
secundarios estan presentes en el
extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Solanum aphyodendron S. Knapp
(olmish) mediante el analisis
cualitativo preliminar.

2. Determinar si la concentracion al 25
% del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Solanum aphyodendron S.
Knapp (olmish) posee efecto
antibacteriano en  cepas de
Staphylococcus aureus, estudio in
vitro.

3. Determinar si la concentracion al 50
% del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Solanum aphyodendron S.
Knapp (olmish) posee efecto
antibacteriano en  cepas de
Staphylococcus aureus, estudio in
vitro.

4. Determinar si la concentracion al 90
% del extracto hidroalcohdlico de las

Solanum aphyodendron S. Knapp (olmish) posee
efecto  antibacteriano  sobre  cepas  de
Staphylococcus aureus 'y Bacillus cereus, estudio in
vitro.
Ho: El extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Solanum aphyodendron S. Knapp (olmish) no
posee efecto antibacteriano sobre cepas de
Staphylococcus aureus 'y Bacillus cereus, estudio in
vitro.

Hipotesis especificas
Hi: El extracto de las hojas de olmish posee
metabolitos secundarios.
Ho: El extracto de las hojas de olmish no posee
metabolitos secundarios.
Hi: La concentracion al 25 % del extracto de las
hojas de olmish posee efecto antibacteriano en
cepas de Staphylococcus aureus, estudio in vitro.
Ho: La concentracion al 25 % del extracto de las
hojas de olmish no posee efecto antibacteriano en
cepas de Staphylococcus aureus, estudio in vitro.
Hi. La concentracion al 50 % del extracto de las
hojas de olmish posee efecto antibacteriano en
cepas de Staphylococcus aureus, estudio in vitro.
Ho: La concentracion al 50 % del extracto de las
hojas de olmish no posee efecto antibacteriano en
cepas de Staphylococcus aureus, estudio in vitro.
Hi: La concentracion al 90 % del extracto de las
hojas de olmish posee efecto antibacteriano en
cepas de Staphylococcus aureus, estudio in vitro.
Ho: La concentracion al 90 % del extracto de las
hojas de olmish no posee efecto antibacteriano en
cepas de Staphylococcus aureus, estudio in vitro.

hojas de Solanum aphyodendron

S. Knapp (olmish).
Dimensiones:

» Metabolitos secundarios
» Concentracion

Variable 2
Actividad antibacteriana

sobre

Staphylococcus aureus 'y Bacillus

cereus in Vvitro.

Dimensiones:

» Halos de inhibicion
crecimiento bacteriano.

del

Enfoque de investigacion
»  Cuantitativo

Tipo de investigacion
»  Aplicada

Diseifio de investigacién
»  Experimental

Corte y nivel de investigacion
»  Transversal
»  Explicativo

Poblacién
» 5000 g de hojas de
Solanum aphyodendron
S. Knapp (olmish).

Muestra
» 500 g de hojas de
Solanum aphyodendron
secas y pulverizadas.
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en cepas de Staphylococcus aureus,
estudio in vitro?

.(La concentracion al 25 % del
extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Solanum aphyodendron S. Knapp
(olmish) tienen efecto antibacteriano
en cepas de Bacillus cereus, estudio in
vitro?

.(La concentracion al 50 % del
extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Solanum aphyodendron S. Knapp
(olmish) tienen efecto antibacteriano
en cepas de Bacillus cereus, estudio in
vitro?

.¢(La concentracion al 90 % del
extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Solanum aphyodendron S. Knapp
(olmish) tienen efecto antibacteriano
en cepas de Bacillus cereus, estudio in
vitro?

hojas de Solanum aphyodendron S.
Knapp (olmish) posee efecto
antibacteriano  en  cepas de
Staphylococcus aureus, estudio in
vitro.

. Determinar si la concentracion al 25

% del extracto hidroalcoholico de las
hojas de Solanum aphyodendron S.
Knapp (olmish) posee efecto
antibacteriano en cepas de Bacillus
cereus, estudio in vitro.

. Determinar si la concentracion al 50

% del extracto hidroalcohoélico de las
hojas de Solanum aphyodendron S.
Knapp (olmish) posee efecto
antibacteriano en cepas de Bacillus
cereus, estudio in vitro.

. Determinar si la concentracion al 90

% del extracto hidroalcohoélico de las
hojas de Solanum aphyodendron S.
Knapp (olmish) posee efecto
antibacteriano en cepas de Bacillus
cereus, estudio in vitro.

Hi: La concentracion al 25 % del extracto de las
hojas de olmish posee efecto antibacteriano en
cepas de Bacillus cereus, estudio in vitro.
Ho: La concentracion al 25 % del extracto de las
hojas de olmish no posee efecto antibacteriano en
cepas de Bacillus cereus, estudio in vitro.
Hi: La concentracion al 50 % del extracto de las
hojas de olmish posee efecto antibacteriano en
cepas de Bacillus cereus, estudio in vitro.
Ho: La concentracion al 50 % del extracto de las
hojas de olmish no posee efecto antibacteriano en
cepas de Bacillus cereus, estudio in vitro.
Hi: La concentracion al 90 % del extracto de las
hojas de olmish posee efecto antibacteriano en
cepas de Bacillus cereus, estudio in vitro.
Ho: La concentracion al 90 % del extracto de las
hojas de olmish no posee efecto antibacteriano en
cepas de Bacillus cereus, estudio in vitro.




Anexo 2: Instrumentos

Tabla 17.

Analisis cualitativo preliminar del extracto hidroalcohdlico de las
aphyodendron S. Knapp (olmish)

Dragendorff
Mayer Alcaloides
Wagner
Cloruro férrico Compuestos fendlicos
Baljet Lactonas o y B-insaturadas
Borntriger Antraquinonas
Espuma Saponinas
Shinoda Flavonoides
Gelatina .
Taninos

Gelatina - Sal

Liebermann - Burchard

Terpenos y esteroides

NaOH 10 %

Antocianinas

Donde:

— (-) Ausencia.

— (+) Presencia.

hojas de Solanum
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Tabla 18.

Ensayo del efecto antibacteriano in vitro de las hojas de Solanum aphyodendron S. Knapp
(olmish)

Donde:

(-) Sensibilidad nula < 8 mm.

(+) Sensible > 8§ mm y < 14 mm.

(++) Muy sensible < 14 mm y <20 mm.

(+++) Sumamente sensible > 20 mm.
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Anexo 3: Validez del instrumento.

NP\
Universidad
Norbert Wiener
Observaciones (precisar si hay suficiencia):_51 existe suficiencia para la recoleccion de datos

Opinion de aplicabilidad: Aplicable [X ] Aplicable despueés de corregir [ | No aplicable [ ]
Apellidos vy nombres del juez validador. Dy/: Tasaveo Yataco, Nesawen Jose
DNI: 21873096

Especialidad del validador: DOCTOR EN SALUD

‘Pertinencia: El fem comresponds al cancepto tedrice formmlade. 25 de nowiembrea dal 2023

“Relevancia: El item ez apropiado pera reprezentar al componente o dimension espacifica del constructa =2 ;%
T

=

o

*Claridad: 2e sptiende sin dificaltad alpunz el emnciade del fem es concise, exacto ¥ directa
firna del expario mfonmante

Nota: Suficienciz se dice suficiencia cuando los ftems plamtaades son snficientas para madir Ia dimensidn
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! s
T

Universidad
Norbert Wiener

Observaciones (precisar si hav suficiencia): 51 existe suficiencia para la recoleccion de datos

Opinion de aplicabilidad: Aplicable [X ] Aplicable después de corregir [ | No aplicable [ ]

Apellidos y nombres del juez validador. Dr/: Marguez Caro, Orlando Juan
DNT: 09073930

Especialidad del validador: Magister en Salud Publica v gestion sanitaria

2 71 2023
'Pertinencia: El itam comrazponde al concepto tadnico formulade. 26 de noviembre del 20

‘Relevancia: Fl item es apropiado para representar al componante o dimenzion espacifica dal constmeto c%fb“&- ﬁ

*Claridad: 32 entiends zin dificultad alzunz ol eminciado del ftem. es concizo, exacto v directn

firma del experto mfommants
Nota: Suficienciz, se dice suficiancia cuando los items planteados son suficiantas para medir |a dimensién
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\a\/z

Universidad
Norbert Wiener

Observaciones (precisar si hay suficiencia):_Si existe suficiencia para la recoleccion de datos

Opinion de aplicabilidad: Aplicable [X | Aplicable después de corregir | | No aplicable | |

Apellidos y nombres del juez validador. Mg: Jose Rincon Chavez
DNI: 08863131

Especialidad del validador: Magister en Salud Publica y gestion sanitaria

'Pertinencia: El item corresponde al concepto tedrico formulado. 22 de noviembre del 2023

“Relevancia: Fl ftem es apropiado para representar al componente o dimension especifica del constructo

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

firma del experio informante

Nota: Suficiencia, se dice suficiencia cuando los items planteados son suficientes para medir la dimension
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Anexo 4: Aprobacion del Comité de Etica.

’4" COMITE INSTITUCIONAL DE ETICA PARA LA
" INVESTIGACION
Universidad
Norbert Wiener
CONSTANCIA DE APROBACION
Lima, 08 abril de 2024
Investigador(a)

VERONICA MACIEL VALDIVIA MORA
FLOR DE MARIA NARCISO MAURICIO
Exp. N°: 0170-2024

De mi consideracion:

Es grato expresarle mi cordial saludo y a la vez informarle que el Comité Institucional de
Etica para la hlve§ti gacion de la Universidad Privada Norbert Wiener (CIEI-UPNW)
evalué y APROBO los siguientes documentos:

e Protocolo titulado: “EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Solanum aphyodendron S.
KNAPP (Olmish) SOBRE Staphylococcus aureus Y Bacillus cereus IN
VITRO” Version 01 con fecha 18/03/2024.

El cual tiene como investigador principal al Sr(a) VERONICA MACIEL VALDIVIA
MORA y FLOR DE MARIA NARCISO MAURICIO.

La APROBACION comprende el cumplimiento de las buenas practicas éticas, el balance
riesgo/beneficio, la calificacion del equipo de investigacion y la confidencialidad de los
datos, entre otros.

El investigador debera considerar los siguientes puntos detallados a continuacion:

1. La vigencia de la aprobacion es de dos anos (24 meses) a partir de la emision
de este documento.

2. El Informe de Avances se presentara cada 6 meses, y el informe final una vez
concluido el estudio.

3. Toda enmienda o adenda se debera presentar al CIEI-UPNW y no podra
implementarse sin la debida aprobacion.

4. Si aplica, l1a Renovacion de aprobacion del proyecto de investigacion debera
iniciarse treinta (30) dias antes de la fecha de vencimiento, con su respectivo
informe de avance.

Es cuanto informo a usted para su conocimiento y fines pertinentes.

Atentamente, e
; ;{quﬂg‘wa R
///
- o He =2
p L & \ Moperces
<’(€'é//’%’0“: & #
) ?\‘:t‘hnv““
Raul Antonio Rojas Ortega
Presidente
Comité Institucional de Etica para la Investigaciéon
UPNW

Av. Arequipa 440 — Santa Beatriz

Universidad Privada Norbert Wiener

Teléfono: 706-5555 anexo 3290 Cel. 981-000-698
Correo:comite etica@uwieneredu. pe
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Anexo 5: Carta de aprobacion de la institucion para el desarrollo experimental

I Santa RosaciiL

ATORIO BIOLOGICO Y ANALISIS CLINICO

“Afio del Bicentenario, de la consolidacién de nuestra Independencia, y de la conmemoracion
de las heroicas batallas de Junin y Ayacucho”

CARTA DE AUTORIZACION

El que suscribe Lic. TM. Siri Rodriguez, Walter Aurelio encargado de supervisar el
presente trabajo de investigacion en el Laboratorio Bioldégico y Analisis Clinico Santa

Rosa E.ILR.L., autoriza que:

Las bachilleres de la Facultad de Farmacia y Bioquimica, Escuela Académica Profesional
de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Norbert Wiener, Bach. VALDIVIA MORA,
VERONICA MACIEL y Bach. NARCISO MAURICIO, FLOR DE MARIA, realicen los
ensayos microbiologicos de su proyecto de tesis titulado: “EFECTO ANTIBACTERIANO
DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Solanum aphyodendron S.
KNAPP (Olmish) SOBRE Staphylococcus aureus Y Bacillus cereus IN VITRO”, dentro de las

instalaciones del laboratorio.

Se expide la presente carta a solicitud de los interesados, para los fines correspondientes.

Lima 07 de noviembre del 2024

p
Lic. T.M. Walter A. Siri'Rodriguez
CTMP. 10808

Jr. Comercio Nro. 597 Int. B — Pachacamac - Lima, Peru
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Anexo 6: Programa de intervencion.

Recoleccion de las hojas de Solanum
aphyodendron S. Knapp (olmish)

Lavado y desinfeccion de las hojas de

olmish en el laboratorio

Maceracion hidroalcoholica de las hojas de Solanum
aphyodendron S. Knapp (olmish)

P

Analisis cualitativo preliminar Ensayo del efecto antibacteriano

v

Interpretacion y analisis de resultados. Preparacion de las concentraciones al
25,50 v 90 %.

Preparacion del inoculo.

Inoculacion en las placas conteniendo
el agar Mueller Hinton.

Grupo control (etanol 70 %),

Grupos de ensayo (discos de 25, 50 y Preparacion de los grupos.
90 %).

Colocacion de los grupos de estudio
sobre las placas sembradas e
inoculacion a 37° C por 24 horas.

Medicion de los halos e interpretacion
de los resultados con la escala de
Duraffourd.

¥
Analisis de datos.
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Anexo 7: Protocold de ensayo del efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de las

hojas de Solanum aphyodendron S. Knapp (olmish) sobre Staphylococcus aureus y Bacillus

cereus, estudio in vitro.

Adquisicion de la muestra

)

Antes de proceder con el
trabajo experimental el
personal deberd contar
con su EPP.

]

Ubicacion de la muestra

biologica

Durante el estudio

Después del estudio

/Adquirir la muestra en el distrito de San Lorenz ,\
provincia de Jauja y departamento de Junin.

Transportar la muestra por medios seguros (caja de
Tecnopor) al laboratorio Biologico y Analisis
Clinico Santa Rosa E.ILR.L. ubicado en la ciudad

Qie Lima. /

Recepcion, evaluacion y seleccion de

m las hojas de olmish.
Preparacion del extracto

hidroalcohdlico por maceracion.

AN

Preparacion de la muestra para el

ensayo para analisis cualitativo
Etapa 2 preliminar.

Preparacion de la muestra para el
ensayo de Kirby Bauer. /

Andlisis cualitativo preliminar del extracto

— | hidroalcohélico de las hojas de olmish, para

determinar la presencia de los metabolitos
secundarios.

J

Ensayo del efecto antibacteriano del extracto
hidroalcohdlico sobre Staphylococcus aureus y
Bacillus cereus in vitro, para determinar la
sensibilidad bacteriana. D

(Recoleccic')n de los resultados para su posterior\
analisis e interpretacion mediante estadistica.

Los residuos bioldgicos del ensayo in vitro,
posterior al estudio, fueron desechados segun la
Norma de eliminacién y disposicion de residuos

\comunes y especiales. (ver anexo 8) j
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Anexo 8: Ciclo de manejo de residuos segun Norma Técnica de Salud N° 2010-

MINSA/DIGESA-V.01: "Gestion y Manejo de Residuos Solidos en Establecimientos de Salud

y Servicios Médicos de Apoyo a nivel Nacional"

CICLO DE MANEJO DE RESIDUOS

Acondicionamiento

¥

Segregacion

L 2

Transporte interno

¥

Cuenta con
almacenamiento

NO
¥

Almacenamiento Central

SI B

(=

Almacenamiento Intermedio

Transporte Interno

v

y

v

R. Biocontaminado R. Especial R. Comun
v r v
R. Citostatico R. Quimico R. Radiactivo
v IPEN
El EESS/SMA
cuenta con Tx para +—
este tipo de
SI
Tratamiento
> Recoleccion y transporte — 1
externo
. . Disposicion final en lugar
Recoleccion y tratamiento  |——» .
autorizado




Anexo 9: Certificado botanico

JOSE R. CAMPOS DE LA CRUZ
CONSULTOR BOTANICO
C.B.P. 3796

Cel: 940 541 762
Email; jocamdewgmail.com

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

ammuumumwm-nunmumummu
DENTACADIN TATIEMICA € ESPECIMENES Y PRISECTES OF FLORA - FESTLICHN ORECTIRA N7 E3N- 200 MMAGR-DGFFS-SEEFFE.

CERTIFICA

Que, las Bachilleres VALDIVIA MORA Veronica Maciel y NARCISO MAURICIO Flor de
Marfa, egresadas de Ja Universidad Norbert Wiener, Facultad de Farmacia y Bioguimica,
Escuela Asadémico Profesional de Farmacia y Bioguimica. Con fines de investigacion para
desarrollar el proyecto de tesis titulado: EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Solanum aphyodendron S. Kanpp (olmish)
SOBRE Staphylococcus aurens y Bacillus cerens In Vitro., han solicitado Ia identificacion y
certificacin botdnica de una planta recolectada en ¢l departamento de Junin, provincia Jauja,
distrito de San Lorenzo, donde ¢s conocida con ¢l nombre vulgar de “olmish™; la muestra ha
sido identificada como Solanum aphyodendron S. Knapp. Se certifica conforme a [a base de
datos de WTropicos del Missouri Botanical Garden que siguc ¢l sistema modemo de clasifi-
cacién del grupo de filogenio de las angiospermas (APG 111), publicado en 1998 y la actuali-
sacion realizada en 2016 por APG IV. Este sistemna evita ¢l uso de la nomenclatura taxond-
mica clasica por arriba de orden. Chase Mark W. & James L. Reveal (2009 - en APG I1I)
consideran a todas las plantas verdes en la Clase Equisetopsida. Teniendo en cuenta los datos
de la base de W*Tropicos, APG I, APG IV y WFO. La especie identificada presenta las
siguientes categorias taxondmicas y clados:

Clase: Equisctopsida
Subclase: Magnoliidas
: Asteranas
Orden: Solanales
Familia: Solanaccae
CGiénero: Solgnum
Especie: Solanum aphyodendron S. Knapp

Nombre vulgar: “Olmish”™
Se expide la preseate certificacion con fines de investigacion cientifica.
Lima, 10 de junio del 2024

Jr. Sdocher Siva 155 - Piso 2-Unk Soote Luzwodly ~Lie 07 -Livw
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Anexo 10: Certificado de andlisis de Staphylococcus aureus

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

71

SPECIFICATIONS: RELEASE INFORMATION:
Product Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus Quality Control Technologist: Kavitha Gobalan
Catalog Number: 0360 Release Date: 2023/01/09

Lot Number: 360-586**

Reference Number: ATCC® 25923 ™*
Passage from Reference: 3

(7) Mean Assay Value (MAV): 7.9E+07 CFU per pellet
Expiration Date: 2024/11/30

Performance
Macroscopic Features: Medium:

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

Microscopic Features: Method:

Gram positive cocci occurring singly, in pairs and in irregular clusters Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF (1)

See attached ID System results document.

QQW\A&/K%%

Amanda Kuperus
Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

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

Refer to the enclosed product insert for instructions, intended use and hazard/safety information.

Individual products are traceable to a recognized culture collection.
(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025.

ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01

ATCC Licensed \' (*) The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are trademarks of
CCLicansed ) ATCC. Microbiologics, Inc. is licensed to use these trademarks and to sell products derived from ATCC® cultures.

L)

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT #2655.02

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

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

Meaning of Score Values

R )
BRUKER
L)

Range Interpretation Symbols Color
2.00-3.00 (+++) Green
0.00-1.69 (-) Red

Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Interpretation
(A) High consistency: The best match is a high-confidence identification. The second-best match

is (1) a highconfidence identification in which the species is identical to the best match, (2) a
low-confidence identification in which the species or genus is identical to the best match, or (3)
a non-identification.

(B) Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high-
or low-confidence identification. The second-best match is (1) a high- or low-confidence
identification in which genus is identical to the best match or (2) a non-identification.

(C) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.

Run Creation Date/Time:
Applied MSP Library(ies):

2023-01-03T14:49:27.651 KG
BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library

Sample Name

Sample ID

A3 (++4) (A)

360-586

Organism (best match) Score Value
Staphylococcus aureus

Comments:

n/a




Microbiologics

Statistical Ahalysis Certificate

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

Catalog #: 0360

Lot #: 360-586**

Expiration Date: 2024/11/30

(7) Mean Assay Value (MAV): 7.9E+07 CFU per pellet
Standard Deviation: 1.6E+07

Coefficient of Variation: 20%

99% Confidence Interval of 6.7E+07 to 9.1E+07 CFU

95% Confidence Interval of 7.1E+07 to 8.8E+07 CFU

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

(4*%«'&»/#/»;0%

Amanda Kuperus
Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

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

The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this certificate is the actual base lot
number. The information included in this Statistical Analysis Certificate is strictly based on the product's lot number. A product lot number may be assigned to multiple packaging
configurations. As a result, this certificate only lists the lot number and does not include a product description.

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303
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Anexo 11: Certificado de analisis de Bacillus cereus

Microbiologics

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

SPECIFICATIONS: RELEASE INFORMATION:
Product Name: Bacillus cereus Quality Control Technologist: Kalina E George
Catalog Number: 0256 Release Date: 2023/02/06

Lot Number: 256-113**

Reference Number: ATCC® 11778™*
Passage from Reference: 3
Expiration Date: 2024/12/31

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Large, circular to iregular, flat, erose edge, gray, dull, beta hemoytic. SBAP
Microscopic Features: Method:
Straight, gram positive rods with rounded ends; occurring mostly in chains. Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF (1)
See atftached ID System results document.
Other Features/ Challenges: Results
(1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): positive Qlwun.\_,L gl
Parasporal crystals (Phase Contrast Microscopy): not present
Rhizoid colonies: not present Amanda Kuperus
Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

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

Refer to the enclosed product insert for instructions, intended use and hazard/safety information.

Individual products are traceable to a recognized culture collection.

(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025.

ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01

ATCC L ‘ (*) The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are trademarks of
(G Licensed ) ATCC. Microbiologics, Inc. is licensed to use these trademarks and to sell products derived from ATCC® cultures.

L)

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT #2655.02

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

Meaning of Score Values

R )
BRUKER
L)

Range Interpretation Symbols Color
2.00-3.00 (+++) Green
1.70-1.99 Low-confidence identification (+) Yellow
0.00-1.69 (-) Red

Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Interpretation

(A) High consistency: The best match is a high-confidence identification. The second-best match
is (1) a highconfidence identification in which the species is identical to the best match, (2) a
low-confidence identification in which the species or genus is identical to the best match, or (3)
a non-identification.

(B) Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high-
or low-confidence identification. The second-best match is (1) a high- or low-confidence
identification in which genus is identical to the best match or (2) a non-identification.

(C) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.

Run Creation Date/Time:
Applied MSP Library(ies):

2023-01-16T14:48:22.483 kel
BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library

Sample Name

F12 (+++) (A)

Sample ID Organism (best match) Score Value
256-113 Bacillus cereus

Comments:

Bacillus anthracis, cereus, mycoides, pseudomycoides and thuringiensis are closely related and members of
the Bacillus cereus group. In particular Bacillus cereus spectra are very similar to spectra from Bacillus
anthracis. Bacillus anthracis is not included in the MALDI Biotyper database. For differentiation an adequate
identification method has to be selected by an experienced professional. The quality of spectra (score)
depends on the degree of sporulation: Use fresh material.




Anexo 12: Certificado de analisis del Agar Mueller Hinton

Page 1 of 3
CERTIFICATE OF ANALYSIS
Delivery/Customer information
Date Printed
PRODUCT CMO0337B 2023.06.30
MUELLER HINTON AGAR 500g Delivery No.
LOT NUMBER 3681362 Customer

Customer Order Number

EXPIRY DATE  2028.06.05

DATE OF
MANUFACTURE 2023.06.07

Physical Characteristics Results Specification
Appearance Straw powder Straw powder
Colour on reconstitution Straw 2-3 Straw 2-3

pH (25°C) 73 7.2 74
Clarity Clear Clear

Microbiological Performance

Antibiotic susceptibility tests are performed in accordance with, and meet the acceptance limits of, the current ISO/TS 16782.
Performance is assessed using EUCAST methodology.

Staphylococcus aureus ATCC®25923 WDCM00034
Incubation at 35 + 1°C for 16-20 hours in ambient air

Zone Size Limits

(mm) (mm)
Erythromycin E15 29 22- 30
Tetracycline TE30 27 24 - 30
Ciprofloxacin CIPS 26 22- 30
Amoxicillin-clavulanate AMC30 34 28 - 36
Ampicillin-sulbactam SAM20 35 29 - 37
Linezolid LZD30 25 25- 32
Cefoxitin FOX30 29 23- 29
Gentamicin CN10 26 19- 27
Penicillin P10 35 26- 37
Staphylococcus aureus ATCC®29213 WDCMO00131
Incubation at 35 + 1°C for 16-20 hours in ambient air
Penicillin P1 15 12- 18
Cefoxitin FOX30 28 24 - 30
Ciprofloxacin CIP5 22 21- 27
Erythromycin E15 25 23-29
Gentamicin CN10 22 19- 25
Linezolid LZD10 22 21- 27
Tetracycline TE30 26 23- 31

@
Tested by the Quality Control Laboratory

OXOID LIMITED
Wade Road, Basingstoke, Hampshire RG24 8PW. England

oxoid@thermofisher.com www.oxoid.com FDA Reg No. 8010096
Certificate No. FM 09914



Page 2 of 3

CERTIFICATE OF ANALYSIS
PRODUCT CM0337B

MUELLER HINTON AGAR 500g
LOT NUMBER 3681362

Staphylococcus aureus ATCC®43300 WDCM00211
Incubation at 35 + 1°C for 24 hours in ambient air

Zone Size Limits
(mm) (mm)
Cefoxitin FOX30 11 <21
Staphylococcus aureus NCTC12493 WDCMO00212
Incubation at 35 + 1°C for 24 hours in ambient air
Cefoxitin FOX30 20 14- 20
Escherichia coli ATCC®25922 WDCMO00013
Incubation at 35 + 1°C for 16-20 hours in ambient air
Ampicillin AMP10 16 15- 22
Chloramphenicol C30 24 21-27
Gentamicin CN10 20 19- 26
Trimethoprim-sulfamethoxazole SXT25 29 23-29
Amoxicillin-clavulanate AMC30 20 18- 24
Ciprofloxacin CIPS 33 30- 40
Sulfisoxazole SF300 21 15-23
Tetracycline TE30 22 18- 25
Cefotaxime CTX5 28 25- 31
Tigecycline TGC15 22 20- 27
Escherichia coli ATCC®35218
Incubation at 35 + 1°C for 16-20 hours in ambient air
Amoxicillin-clavulanate AMC30 20 17- 22
Pseudomonas aeruginosa ATCC®27853 WDCMO00025
Incubation at 35 + 1°C for 16-20 hours in ambient air
Gentamicin CN10 19 16 - 21
Imipenem IPM10 22 20- 28
Aztreonam ATM30 24 23-29
Ciprofloxacin CIP5 25 25- 33
Tobramycin TOB10 23 19- 25
Ceftazidime CAZ10 24 21- 27
Piperacillin-tazobactam TZP36 25 23-29
Enterococcus faecalis ATCC®33186 WDCM00210
Incubation at 35 + 1°C for 16-20 hours in ambient air
Trimethoprim-sulfamethoxazole SXT25 25 20 -
Enterococcus faecalis ATCC®29212 WDCMO00087
Incubation at 35 + 1°C for 16-20 hours in ambient air
Ampicillin AMP2 18 15- 21
Imipenem IPM10 26 24 - 30
Linezolid LZD10 22 19- 25
Nitrofurantoin F100 22 18- 24

@
Tested by the Quality Control Laboratory

OXOID LIMITED
Wade Road, Basingstoke, Hampshire RG24 8PW. England

oxoid@thermofisher.com www.oxoid.com FDA Reg No. 8010096
Certificate No. FM 09914



Page 3 of 3

CERTIFICATE OF ANALYSIS

PRODUCT CMO0337B

MUELLER HINTON AGAR 500g
LOT NUMBER 3681362
Trimethoprim W5 30 24 - 32
Trimethoprim-sulfamethoxazole SXT25 31 26- 34
Vancomycin VA5 13 10- 16

Streptococcus pneumoniae ATCC®49619
Enriched with 5% v/v horse blood and 20mg/L 8-NAD
Incubation at 35 + 1°C for 18-20 hours in 5% CO2

Zone Size Limits
(mm) (mm)
Vancomycin VAS 21 <23
Haemophilus influenzae ATCC®49247
Enriched with 5% v/v horse blood and 20mg/L 8-NAD
Incubation at 35 + 1°C for 18-20 hours in 5% CO2
Ampicillin AMP2 10 6-12
Haemophilus influenzae ATCC®49766
Enriched with 5% v/v horse blood and 20mg/L 3-NAD
Incubation at 35 + 1°C for 18-20 hours in 5% CO2
Cefixime CFM5 31 29- 35

Control Medium: Mueller-Hinton Agar
Refer to product specification for full details.

The information given is believed to be comrect, all results reported inthis certificate relate only to the product and
lot stated in this certificate of analysis. However, both the information and the product are offered without warranty
for any application other than that specified in the current Oxoid Manual. This certificate shall not be reproduced
except in full, without written approval of the Quality Control Laboratory, Oxoid Limited, Basingstoke.

The results reported were obtained at the time of release.

Lot Accepted. 2023.06.16

st(.o«/rh%\r)

Carissa Courtney
Director Quality, EMEA

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

@
Tested by the Quality Control Laboratory

OXOID LIMITED
Wade Road, Basingstoke, Hampshire RG24 8PW. England

oxoid@thermofisher.com www.oxoid.com FDA Reg No. 8010096
Certificate No. FM 09914



Anexo 13: informe del asesor de Turnitin

NOMBERE DEL TRAB&IO

TESIS -NARCISO Y VALDIVIA LEVANTA
MIENTO DE LAS OBSERVACIONES-2.doc
X

RECUEMTO DE PALABRAS
15709 Words

RECUENTO DE PAGIMAS
104 Pages

FECHA DE ENTREGA
Jan 17, 2025 9:00 AM GMT-5

& 19% de similitud general

ALUTOR
NARCISO VALDIVIA

RECUEMTO DE CARACTERES
92854 Characters

TAMARD DEL ARCHIVD
9.9MB

FECHA DEL INFORME
Jan 17, 2025 9:02 AM GMT-5

El total combinado de todas las coincidencias, incluidas las fuentes superpusstas, para cada

base de datos.
« 17% Base de datos de Intermet
+ Base de datos de Crossref

+ 13% Base de datos de trabajos entregados

® Excluir del Reporte de Similitud
+ Material bibliografico
» Material citado

+ Blogues de texto excluidos manualmente

» 4% Basze de datos de publicaciones

+ Base de datos de contenido publicedo de
Crogsref

« bAaterial citado

+ Cpincidencia baja (menos de 8 palabras)

Rasumien
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Anexo 14: Evidencia del trabajo de investigacion

Figura 2.

Figura 3.

Poblacion vegetal

F 5 " 7l
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Figura 4.

Seleccion de hojas

Figura 5.

Maceracion por 14 dias y filtrado
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Figura 6.

Eliminacion del solvente
G

Figura 7.

Prueba de solubilidad




Figura 8.

Analisis cualitativo preliminar al extracto hidroalcohdlico
: l"'

Figura 9.

Preparacion de las concentraciones

&9



Figura 10.

Activacion de la cepa

Figura 11.

Preparacion del indculo
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Figura 12.

Preparacion del medio de cultivo

Figura 13.

Sembrado de placas
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Figura 14.

Colocacion de discos sobre el agar inoculado

Figura 15.

Incubaciéon
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Figura 16.

Figura 17.
Lectura de placas para Bacillus cereus ATCC 11778
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® 19% de similitud general

Principales fuentes encontradas en las siguientes bases de datos:
» 17% Base de datos de Internet

» Base de datos de Crossref

* 13% Base de datos de trabajos entregados

FUENTES PRINCIPALES

Las fuentes con el mayor nimero de coincidencias dentro de la entrega. Las fuentes superpuestas no se
mostraran.

repositorio.uma.edu.pe

Internet

repositorio.uigv.edu.pe

Internet

hdl.handle.net

Internet

repositorio.uwiener.edu.pe

Internet

redi.unjbg.edu.pe

Internet

1library.co

Internet

Universidad Cesar Vallejo on 2018-10-27

Submitted works

repositorio.unicauca.edu.co:8080

Internet

Reporte de similitud

» 4% Base de datos de publicaciones

» Base de datos de contenido publicado de
Crossref

3%

3%

1%

1%

<1%

<1%

<1%

<1%

Descripcion general de fuentes


https://repositorio.uma.edu.pe/bitstream/handle/20.500.12970/1040/TESIS%20EFECTO%20ANTIBACTERIANO%20IN%20VITRO%20DEL%20EXTRACTO%20HIDROALCOH%c3%93LICO%20DE%20LAS%20HOJAS%20DE%20Solanum%20aphyodendron%20S.%20KNAPP%20%28olmish%29%20SOBRE%20BACTE.pdf?isAllowed=y&sequence=1
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https://repositorio.uwiener.edu.pe/bitstream/handle/20.500.13053/9687/T061_70211423_T.pdf?isAllowed=y&sequence=1
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