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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar si el extracto etandlico de las
hojas de Jungia rugosa L. posee efecto antibacteriano sobre las cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 6538. Metodologia el estudio fue de tipo
experimental, disefio experimental mixto, transversal, in vitro. Se us6 el método de
difusidbn en agar (excavacion en placas), la determinacién experimental de la
actividad antibacteriana del extracto etandlico de las hojas de Jungia rugosa Less
(matico serrano) en concentraciones de (40%, 60% y 80%), considerando como
controles de susceptibilidades un blanco como el Dimetil sulfoxido (DMSO) para
descartar que la actividad inhibitoria fuese por el solvente del extracto etandlico y
un control de actividad antibacteriana como la Dicloxacilina de 500 mg, ademas
se usaron analisis estadisticos tales como (prueba de bondad, ajuste de Anderson
Darling, prueba paramétrica de T de 1 muestra, andlisis de varianza (ANOVA) y
prueba de Tukey. Resultados mediante la escala de Duraffourd se midi6 los halos
de inhibicion después de 24 horas para 40%(24.08 mm), 60%(25.94 mm) y
80%(28.98mm), siendo las cepa de Staphylococcus aureus sumamente sensible
a las concentraciones. Conclusiones la cepa de Staphylococcus aureus es
sumamente sensible a las concentraciones de 40%, 60% y 80% de Jungia rugosa
Les, segun la escala de Duraffourd y los estadisticos aplicados como Anova y
Tukey. Comparando la actividad antibacteriana del extracto etandlico de Jungia
rugosa Less (matico serrano) al 80%, es la concentracion de mayor actividad
antibacteriana comparado con la Dicloxacilina, que pudiera remplazar la actividad

del farmaco. Criterio de aceptacion: Si Pyor < 0.05.

Palabras clave:

Staphylococcus aureus, Jungia rugosa Less, actividad antibacteriana, ATCC



ABSTRACT

The objective of this work was to determine if the ethanolic extract of the leaves of
Jungia rugosa L. has an antibacterial effect on the strains of Staphylococcus
aureus ATCC 6538. Methodology The study was of experimental type, mixed
experimental design, transverse, in vitro. The method of agar diffusion (plate
excavation), the experimental determination of the antibacterial activity of the
ethanolic extract of the leaves of Jungia rugosa Less (Matico serrano) in
concentrations of (40%, 60% and 80%), was used. as controls of susceptibilities a
target such as Dimethyl Sulfoxide (DMSO) to rule out that the inhibitory activity
was by the solvent of the ethanolic extract and a control of antibacterial activity
such as Dicloxacillin 500 mg, in addition statistical analyzes such as (goodness
test , adjustment of Anderson Darling, parametric test of T of 1 sample, analysis of
variance (ANOVA) and Tukey test Results by means of Duraffourd scale inhibition
halos were measured after 24 hours for 40% (24.08 mm), 60 % (25.94 mm) and
80% (28.98mm), with the Staphylococcus aureus strain being highly sensitive to
concentrations. Conclusions The strain of Staphylococcus aureus is highly
sensitive to 40%, 60% and 80% of Jungia rugosa Les, according to the Duraffourd
scale and the statisticians applied as Anova and Tukey. The measurements of the
halogenated test have an antibacterial effect, compared to the positive control of
Dicloxacillin at a concentration of 150 mg / mL, with 80% being able to replace the

drug Acceptance criteria: If Pvalue <0.05.
Keywords:

Staphylococcus aureus, Jungia rugosa Less, antibacterial activity, ATCC



INTRODUCCION

El Peru es uno de los paises con gran biodiversidad botanica, lo que ha llevado
gue desde épocas ancestrales se use las plantas medicinales. Actualmente las
plantas son una alternativa o complemento a los tratamientos para la cura de las
enfermedades, siendo alrededor del 80% de la poblaciéon que considera el uso de
las plantas medicinales y con mas frecuencia en las zonas alejadas a la ciudad

donde la disponibilidad de medicamentos es escasa 0 casi nula.

El tratamiento a las enfermedades infecciosas es un poco mas complicada de
manejar, debido a la naturaleza de su origen y los tratamientos previos que haya
recibido el paciente, se ha observado que los microorganismos han desarrollado

la resistencia a los antibidticos, que complica el estado de salud de los pacientes.

Los organismos de salud han reportado que los microorganismos mas resistentes
a los tratamientos farmacologicos son, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Micobacterium tuberculosis, que
requieren, por tanto, atencidn urgente para la busqueda de alternativas

terapéuticas en el campo farmacoldgico.

Ante tal panorama de nuestra sociedad, la investigacion considero el estudio de
una de las plantas medicinales que utiliza la poblacién para tales fines, evaluo la
actividad antibacteriana del extracto etandlico de las hojas de Jungia rugosa
(Matico serrano) sobre cepas de Staphylococcus aureus. De esta manera con la
ayuda de la naturaleza se facilitara que las personas sean expuestas a menos
efectos secundarios, ocasionados por los medicamentos, como son

principalmente las alergias o resistencia microbiana.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcion de larealidad problematica

Uno de los problemas mas grandes de salud es la resistencia microbiana
que se ha generado en el hombre, esto debido al uso indiscriminado e
irracional de los antibidticos, problema que se ve reflejado cuando los
pacientes acuden a los hospitales, haciéndose mas dificultoso su
tratamiento. Debido a este problema, la OMS ha podido elaborar una lista de
microorganismos que han adquirido resistencia a varios antibioticos, entre
ellas estan: Acinetobacter, Pseudomonas, Klebsiella, Escherichia coli,
Serratia, Proteus, Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Helicobacter pylori, Campylobacter spp., Salmonellae,

Neisseria gonorrhoeae, Streptococcus pneumoniae.

Ante esta problemética, las investigaciones en la actualidad estan dirigidas a
conocer el mecanismo y causas gue originan esta resistencia y asi como la
creacion de nuevos antibacterianos naturales para poder combatirlos. D La
medicina complementaria o0 medicina alternativa, es utilizada para el
tratamiento paliativo de dolencias y enfermedades crénicas, con la finalidad

de mejorar la calidad de vida. ?

En el interior de nuestro pais, la medicina complementaria es la primera
alternativa de los pacientes, por las creencias y efectos positivos que se han
conseguido. Es asi que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como
ente rector en salud a nivel mundial, fomenta el uso de la medicina
complementaria o medicina alternativa, pero en la mayoria de los paises no
existen sistemas de vigilancia de la seguridad o el sistema de vigilancia no

abarca a las medicinas herbarias. 2)



La OMS ayuda a recopilar y conservar los conocimientos de la medicina

complementaria, pero debido a la idea que lo natural es inocuo, la OMS

también respalda la idea que se realice un estudio sobre sus posibles

efectos secundarios, asi como el ¢Cuando? y ¢Como? se puede tomar las

medicinas herbarias sin riesgo.

Debido a dicha problemética, el desarrollo de este estudi6 comprendi6 la

evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto etandlico de las hojas

de Jungia rugosa. L (matico serrano) sobre Staphylococcus aureus debido a

los reportes que revelan su resistencia a los antibidticos.

1.2. Problema

1.2.1.

1.2.2.

Problema general:

¢ El extracto etandlico de las hojas de Jungia rugosa L., (matico serrano)

posee efecto antibacteriano sobre cepas de Staphylococcus aureus?
Problemas especificos:

¢El extracto etandlico de las hojas de Jungia rugosa L. (matico serrano)

posee metabolitos secundarios?

¢, Cual es la concentracion del extracto etandlico de las hojas de Jungia
rugosa L. (matico serrano) con efecto antibacteriano sobre cepas

Staphylococcus aureus?

¢El efecto antibacteriano del extracto etandlico de las hojas de Jungia
rugosa L. (matico serrano) sera mas eficaz frente a la dicloxacilina 500mg

sobre cepas Staphylococcus aureus?

1.3. Objetivos de la investigacion

1.3.1.

Objetivo general:

Determinar si el extracto etandlico de las hojas de Jungia rugosa L. (matico

serrano) posee efecto antibacteriano sobre cepas de Staphylococcus

aureus.



1.3.2. Objetivos especificos:

1. Identificar algunos de los metabolitos secundarios presentes en el
extracto etandlico de las hojas de Jungia rugosa L. (matico serrano)

responsables del efecto antibacteriano frente a Staphylococcus aureus

2. Determinar qué concentracion del extracto etandlico de las hojas de
Jungia rugosa L. (matico serrano) posee efecto antibacteriano sobre

cepas Staphylococcus aureus.

3. Comparar la actividad antibacteriana del extracto etandlica de las hojas de
Jungia rugosa L. (matico serrano), con la actividad de dicloxacilina sobre

las cepas de Staphylococcus aureus.

1.4. Justificacién

En la actualidad el acceso a los medicamentos es limitada, ya sea en los
hospitales y con mas razon en los centros de salud, lo que ocasiona que la
poblacién no pueda acceder a un tratamiento para las enfermedades que
contrae, principalmente enfermedades infecciosas que al no ser tratadas a
tiempo y con los antibidticos correctos, conllevan a que las personas

generen resistencia a los diversos antibioticos'

A esta aparicion de resistencia, le podemos sumar la automedicaciéon que
realiza la poblacién, uso incorrecto del medicamento o asi como el uso
excesivo de algun principio activo en particular, los que complican que se
pueda realizar un tratamiento correcto, siendo un gran problema de salud

publica.

Ante tal situacion, la poblacion recurre a alternativas terapéuticas
innovadoras, haciendo que su atencion sea rapida y efectiva, como es la
medicina natural. Justamente este fue el propdsito del estudio: evaluar el
efecto antibacteriano del extracto de las hojas de Jungia rugosa L. (matico

serrano) sobre cepas de Staphylococcus aureus.



1.5 Limitaciones metodologicas

En el presente estudio de investigacibn se tuvo inconvenientes en la
obtencion de la cepa de Staphylococcus aureus, asi como el tiempo de

entrega, esto fue solucionado gracias al laboratorio Microbiologico.

Las limitaciones en la parte practica para el método de difusién en Agar
(excavacion en placas) fueron solucionadas gracias al manual de

sensibilidad microbiana descrita por el Instituto nacional de salud (INS).

En el desarrollo de la parte fitoquimica presenté algunos inconvenientes en
la utilizacion de reactivos controlados y la preparaciéon de los mismos, se
solucion6é gracias al laboratorio de la Facultad de la universidad Inca

Garcilaso de la Vega.



CAPITULO I

MARCO TEORICO
2.1. Estado del arte
2.1.1. Antecedentes nacionales

Bejar, E. etal. (2016): realizaron un estudio experimental titulado “Efecto
antioxidante del extracto hidroalcohdlico de hojas de Jungia paniculata (DC.)
A. Gray (matico serrano) sobre el tejido gastrico de ratas injuriado por etanol
70%”. El objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto antioxidante
del extracto hidroalcohdlico de hojas de Jungia paniculata (DC.) A. Gray
(matico serrano) sobre el tejido gastrico de ratas injuriado por etanol 70%. La
metodologia empleada, se preparé un extracto hidroalcohdlico 70% de hojas
estabilizadas. La capacidad antioxidante se evalué mediante DPPH. Se
distribuyeron aleatoriamente 24 ratas Sprague - Dowley en 4 grupos: | (NaCl
- NaCl), Il (NaCl - EtOH), Il (extracto 600 mg/kg — EtOH) y IV (extracto 600
mg/kg — NaCl). El estémago fue obtenido por laparotomia, se preparé un
homogenizado de la parte glandular y se centrifugé a 2 000 RPM x 5, las
pruebas bioquimicas se realizaron en el sobrenadante: cuantificacion de
GSH reducido, actividad especifica de superoxido dismutasa (SOD) y
catalasa (CAT). La toxicidad aguda se evalué a dosis limite. Resultados el
extracto present6 una capacidad antioxidante de 4,15 pg/ml en comparaciéon
a Vitamina C 2,29 pg/ml. Se observd un incremento de GSH reducido y total
en el grupo IV. Con respecto a la toxicidad aguda resultd ser no dafina.
Conclusiones el extracto hidroalcohdlico en el ensayo fitoquimico presento
alta concentraciobn para flavonoides, compuestos fendlicos y taninos,
también presenta actividad antioxidante y efecto gastroprotector,

previniendo la lipoperoxidacion e incrementando la capacidad antioxidante
(GSH y SOD). (3)



Escobar, et.al. (2017) Realizaron un estudio experimental titulado “Actividad
antibacteriana de los extractos de acetato de etilo y acetona del zumo de
Punica granatum L. (granada)”. El objetivo de esta investigacion fue evaluar
la actividad antibacteriana del extracto de acetato de etilo y acetona del
zumo de Punica Granatum. La metodologia empleada, usaron la prueba de
sensibilidad, utilizando la técnica de difusion en disco, los extractos se
sometieron a maceracion, filtracion y finalmente secado. Se prepararon 4
concentraciones de extracto en acetato de etilo y acetona en el zumo de
Punica granatum L. “granada”; 200 mg/mL. 300 mg/mL. 400 mg/mL. 500
mg/mL. Los cuales fueron enfrentados al crecimiento de Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Las zonas de inhibiciébn se determiné de manera
cualitativa de acuerdo a lo establecido a la escala de Durafford; efecto
inhibitorio in vitro en fitoterapia y segun la CLSI en estandares
antimicrobianos. Los halos de inhibicion formados por Staphylococcus
aureus ATCC 25923 fueron (16,5; 14 y 12 mm). Los halos de inhibicién
formados por Escherichia coli ATCC 25922 fueron de (12,5 y 11 mm) vy el
estudio comparativo fitoterapéutico entre la inhibicion microbiana y la
cuantificacion del acido elagico fue inversamente proporcional a la inhibicion
microbiana. Las conclusiones que llegaron fueron, ambos extractos
presentan fitoconstituyentes como taninos, flavonoides y azlcares
reductores y que ambos extracto se manifiesta la actividad inhibitoria frente a
Escherichia coli y Staphylococcus aureus, mas no frente a Pseudomonas

aeruginosa. ¥

Espejo, et.al. (2014): Realizaron un estudio experimental titulado “Efecto
antibacteriano del extracto etanolico de Piper aduncum frente a cepas de
porhyromonas gingivalis estudio in vitro”. El objetivo de esta investigacion
fue evaluar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Piper aduncum
frente a cepas de Porhyromonas gingivalis in vitro. Metodologia emplearon
un estudio tipo experimental, prospectivo, longitudinal, comparativo; para lo
cual se utilizaron 20 cultivos de Porhyromonas gingivalis. En todas las

muestras se midié el halo de inhibicion segun los objetivos marcados y

7



finalmente se compararon dichas medidas. Se procesoé las hojas secas para
obtener el extracto etandlico, a partir de la masa de extracto seco de Piper
aduncum se prepararon concentraciones de 0.5%, 0.25% y 0.062% las que
fueron preservadas en frascos color ambar estéril y conservado en
refrigeracion. Los resultados demostraron que el promedio del didmetro de
los halos de inhibicién sobre las cepas de Porhyromonas gingivalis a las 72
horas del extracto de Piper aduncum al 0.5% fue de 8.65 mm, para el de
0.25% fue de 6.25 mm y en menor didmetro para el de 0.062% es de 4.8 mm
y a las 96 horas para el extracto de Piper aduncum al 0.5% fue de 16.25
mm, para el de 0.25% fue de 10.95 mm y en menor diametro para el de
0.062% es de 7.35 mm. La conclusion que llegaron fue, el extracto etandlico
de Piper aduncum (matico) tiene efecto antibacteriano sobre las cepas de
Porhyromonas gingivalis y en las diferentes concentraciones de 0.5%, 0.25%

y 0.062%, independientemente muestran un efecto inhibitorio. ©

Arriola. et.al. (2014): Realizaron un estudio experimental titulado “Actividad
antibacteriana in vitro de extractos de Piper angustifolium (matico) y
Matricaria chamomilla (Manzanilla) en cepas de Staphylococcus aureus con
resistencia multiple”. El objetivos de esta investigacion fue evaluar el efecto
de los extractos etandlicos de Piper angustifolium (matico) y Matricaria
chamomilla (manzanilla) en cepas de Staphylococcus aureus con resistencia
multiple. En la metodologia se empled concentraciones diferentes de
extracto de Matricaria chamomilla (manzanilla) y Piper angustifolium (matico)
y se midieron los halos de inhibicion formados alrededor de los pocillos en
placas de agar TSA embebidos con cepa de Staphylococcus aureus con
resistencia multiple. Los resultados demostraron que las concentraciones al
100% del extracto de Piper angustifolium (matico) mostro una actividad
antibacteriana  significativa en la inhibicion del crecimiento de
Staphylococcus aureus en comparacion con el efecto observado de
Matricaria chamomilla (manzanilla) a concentraciones menores del extracto
para ambas especies en estudio el efecto antibacteriano no fue significativo.
Del analisis estadistico se infiere que si existen diferencias significativas
entre los didmetros promedios de inhibicién del crecimiento bacteriano y los



2.1.2.

extractos vegetales en estudio (p < 0.05). La conclusién que llegaron fue que
los extractos etanodlico de Piper angustifolium (matico) al 100% presentan
actividad antibacteriana frente a cepas de Staphylococcus aureus de
resistencia multiple. El extracto etandlico de Matricaria chamomilla
(manzanilla) 10, 25 y 50% no presentaron actividad antibacteriana frente a
cepa de Staphylococcus aureus con resistencia mdultiple. El extracto
etanolico de Piper angustifolium (Matico) al 10, 25 % no presentaron
actividad antibacteriana frente a cepa de Staphylococcus aureus con
resistencia multiple. El extracto etandlico de Matricaria chamomilla
(manzanilla) 100% presentaron una actividad poco significativa frente a cepa

de Staphylococcus aureus con resistencia multiple. ©

Antecedentes extranjeros

Oriani, et.al (1999): Realizaron un estudio experimental titulado “Inhibicidén
de Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae por metabolitos de
Pseudomonas aeruginosa”. El objetivo de este trabajo de investigacion fue
comprobar la accién tanto in vitro como in vivo, de los metabolitos de
Pseudomona aeruginosa, asi como su inocuidad en ratones. La metodologia
empleada fue mediante la técnica de difusion en agar, previa obtencién de
los mismos por filtracién del caldo Tripticasa Soya inoculado con la cepa de
referencia ACTI 27853. Las cepas a ensayar fueron Staphylococcus aureus
y Streptococcus agalactiae aisladas a partir de leche de bovinos con mastitis
resistentes a los tratamientos convencionales. La inocuidad en ratones se
determiné comparando dos grupos de 20 animales de igual peso y edad, no
registrandose diferencias significativas en el aumento de peso entre el grupo
inoculado con el filtrado de cultivo y el grupo control (Test de Student
p=0,84). Se determind la accién inhibitoria in vivo, inoculando en ratones la
dosis letal y la dosis reactiva para las cepas de S. agalactiae y S. aureus
respectivamente. El porcentaje de mortalidad y de morbilidad de los
animales inoculados con el filtrado fue del 20%, mientras que el grupo
control fue del 80%. Los resultados demostraron que los productos
metabodlicos de Pseudomona aeruginosa impiden la proliferacion de S.

aureus y S. agalactiae tanto in vivo como in vitro, ademas de ser inocuos
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para los ratones en la dosis ensayada. La conclusién que llegaron fue que
los metabolitos de pseudomonas aeruginosa inhibe el desarrollo de S.
aureus y S. agalactiae tanto en vivo como in vitro, de mostraron ademas ser
inocuos, para el modelo animal seleccionado en las condiciones del ensayo.
También por lo expuesto es posible su aplicacibn en la terapia de
infecciones a estos microorganismos resistentes a tratamientos

convencionales.

Concepcion. et.al. (2009): Realizaron un estudio experimental titulado
“Susceptibilidad in vitro de una cepa de Staphylococcus aureus resistente a
diferentes extractos vegetales”. El objetivo de este trabajo fue evaluar la
susceptibilidad de dos cepas de S. Aureus, una hospitalaria, y la otra de
referencia (ATCC 25923), a 10 extractos vegetales y dos aceites esenciales.
En la metodologia, evaluaron extractos alcohdlicos e hidroalcohdlicos de:
perejil (Petroselinum sativum), ruda (Rutagraveolens), tomillo (Thymus
vulgaris) y gobernadora (Larrea tridentata); y los aceites esenciales de clavo
(Syzygium aromaticum) y orégano (Lippia graveolens), determinando las
concentraciones minimas inhibitorias (CMI) mediante el método de
macrodilucion. Los resultados mostraron que no existié diferencia en las CMI
(2.77mg mL-1) en los extractos vegetales, tanto alcohdlicos como
hidroalcohodlicos en las dos cepas, mientras que los aceites esenciales
inhibieron el crecimiento bacteriano a CMI inferiores a las de los extractos
alcohdlicos e hidroalcohélicos de clavo (1.38mgmL™) y orégano (0.17mg
mL™) para la cepa hospitalaria, y clavo (0.34mg mL™) y orégano (0.17 mg
mL™) para la cepa de referencia. En conclusion el presente estudio tiene una
aplicacion potencial como antibacterianos por lo que se sugiere medir sus
propiedades farmacéuticas para establecer su uso como agentes

terapéuticos. ©

Expdsito, et.al. (2017): Realizaron un estudio experimental titulado “Accién
antimicrobiana in vitro de extractos hidroalcohdlicos de frutos y hojas de la
especie Ficus carica L.” El Objetivo fue determinar la accion antimicrobiana

de extractos hidroalcohdlicos de frutos y hojas de la especie Ficus carica L.
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El Método utilizado fue un estudio experimental de la planta Ficus carica L,
en el periodo comprendido de febrero de 2015 a septiembre de 2016. Se
utiliz6 como materia prima material vegetal fresco de las hojas, frutos verdes
y maduros. Se determind la actividad antimicrobiana mediante extractos
hidroalcohdlicos, que se enfrentaron a cuatro microorganismos Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa, Candida albicans. Se
determind la concentracion minima inhibitoria a través del método de
macrodilucion en caldo. Los resultados constatan que los extractos puros del
fruto verde, fruto maduro y hojas mostraron crecimiento microbiano. En la
dilucion 1:2 no existio crecimiento bacteriano de los gérmenes estudiados sin
embargo, la dilucidon 1:4 fue sensible a los extractos de fruto verde y fruto
maduro para la Pseudomona aeruginosa y Escherichia coli, especificamente
para el fruto verde a la dilucidon 1:4 hubo inhibicion del crecimiento del
Staphylococcus aureus, en la 1:8 la Pseudomona aeruginosa y en ambas
diluciones la Candida albicans. Conclusiones la planta de la especie Ficus
carica L presenta sustancias bioactivas con efectividad antimicrobiana en

extractos hidroalcohélicos de frutos y hojas. ©

Nidia, et.al. (2008): Realizaron un estudio experimental titulado “Actividad
antimicrobiana de Waltheria indica y Acacia farnesiana”. El presente trabajo
tuvo como objetivo evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de los
extractos acuosos y etandlicos preparados con las raices de ambas plantas.
Metodologia usada para estos extractos, se les determiné el rendimiento de
sélidos solubles totales y se les realizd el andlisis fitoquimico general. La
actividad antimicrobiana se evalud frente a 25 cultivos bacterianos, dos
cepas de hongos filamentosos y 13 cepas de siete especies de levaduras del
género Candida. Resultados en ambas plantas, los extractos etandlicos
tuvieron mayor actividad que los acuosos. Los extractos etandlicos de estas
especies vegetales afectaron el crecimiento de siete cepas bacterianas, lo
cual correspondié al 28 % de los cultivos evaluados. Esta actividad fue
bacteriostatica y bactericida para los dos extractos, a los que se les
determinaron las Concentraciones Minimas Inhibitoria (CMI) y Bactericida
(CMB) frente a los cultivos sensibles. En conclusion Solo se detecto
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actividad antifangica por el extracto de W. indica sobre la cepa de C. utilis.
La accion sobre bacterias enteropatdégenas in vitro valida el uso de estas
plantas en medicina tradicional y reafirma la necesidad de estudios

toxicoldgicos para asegurar la inocuidad de su uso (10)

Roméan. etal. (2013): Realizaron un estudio experimental titulado
“‘Evaluacion de la actividad antimicrobiana de extractos de plantas frente a
cepas bacterianas multiresistentes”. El objetivo fue Evaluar la actividad
antimicrobiana de extractos metandlicos y diclorometanicos de seis plantas
contra bacterias multiresistentes. Métodos, los extractos fueron obtenidos de
las hojas de cada planta estudiada por el método de extraccion con
solventes (metanol y diclorometano) y secados en rotaevaporador. Para
evaluar la actividad antimicrobiana se utilizé la técnica de dilucién en agar
(adaptada del EUCAST) para determinar la CMI probando cinco diluciones
(10, 5, 2, 1 y 0,5 mg/mL) contra seis cepas bacterianas con resistencia
multiple a los antibiéticos. Todos los ensayos se realizaron por duplicado y
se incubaron 24 horas a 37°C. Resultados de los doce extractos de plantas
analizadas, dos mostraron efecto inhibitorio. Los extractos de Helichrysum
italicum inhibieron las bacterias grampositivas en estudio (S. aureus ATCC
43300 y E. faecalis ATCC 51299). La CMI con el extracto metandlico para
las dos cepas mencionadas anteriormente fue 1,0 mg/ml y con el extracto
diclorometanico fue de 0,5 mg/ml. En conclusién el estudio de las
propiedades medicinales de las plantas ha generado resultados que han
aportado soluciones a problematicas tan importantes como la malaria. En
este caso el tamizaje de seis especies vegetales dio como resultado el
hallazgo de un ejemplar cuyos extractos metandlicos y diclorometanicos
inhiben en bajas concentraciones dos cepas bacterianas multiresistentes.
Esto representa una nueva fuente potencial de moléculas que podrian ser

utilizadas como alternativa en la lucha contra la resistencia bacteriana.
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2.2. Bases tedricas y/o legales
2.2.1. Descripcion general Jungiarugosa Less (matico serrano)

La Sierra de nuestro pais posee una variedad de flora con diversas
propiedades medicinales, de alto beneficio para la salud de la poblacion.
Dentro de estas plantas se encuentra Jungia rugosa Less (matico serrano),
especie que crece en las zonas andinas de nuestro pais, cuyas hojas son
utilizadas principalmente como desinflamante y cicatrizante. En el Per( es
conocida popularmente como, matico serrano, matico de puna, guayombo y

tricache. *?

Figura N° 01: Jungia rugosa Less
Fuente: propia

e Distribucion taxonémica
Division: Magnoliopsida

Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae

Geénero: Jungia
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Especie: Jungia rugosa Less.

e Origen de “Jungiarugosa L.”
No se cuenta con mucha informacion sobre Jungia rugosa Less. Segun

literatura cientifica, su nombre fue aceptado en la comunidad botanica en
1830, su récord consta en los datos TICA (The International Compositae
Alliance) (record 436A8FFB-1316-47E0-9E5A-1CDF1024CDCF). Fue

descrita por Christian Friedrich Lessing médico y botanico aleman en 1830.
(13) (14)

e Descripciéon botanica
Jungia rugosa less es un arbusto de la familia de las asteraceas, crece
en climas frio y humedos entre altitudes de 2900 a 3800 metros sobre el

nivel del mar. ®

Raiz: Su sistema radicular es abundante y poco profunda, la raiz principal

se ramifica en raices primarias y estas a su vez se vuelven a subdividirse.

Tallo: Son lefiosos, duros, verdes sin estrias longitudinales, trepadoras y
largas. La longitud del tallo puede alcanzar hasta 0.8 a 2 m de altura,

siendo delgados y lisos.

Hojas: Miden de 3 X 5 cm hasta 10 X 12 cm, las hojas estan alternadas y
cubiertas de vellosidades, sus l6bulos son muy marcados pudiendo tener
hasta ocho. Presenta una marcada nervadura antiparalela, y son
pecioladas. El haz presenta una coloracidon verde intensa y de aspecto
rugoso. El envés presenta en color verde palido.

Flores: Se encuentra en una cépsula verde, y son de color blanquecinos.

Semilla: Posee semillas de color negro, muy pequefias. *?

e Habitat
Jungia rugosa Less se encuentra ampliamente distribuida a lo largo de los
andes de Ecuador, Perl y Bolivia. Se la puede localizar en lugares cuyas

altitudes varian entre 2900- 3800 metros sobre el nivel del mar. ¢?

e Propiedades medicinales
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Esta planta nativa tiene utilidad terapéutica tradicional muy variada, la
parte utilizada son las hojas, como infusidn en casos de gastritis, Ulceras
gastricas, tratamiento de diversas afecciones bronquiales (expectorante y
antitusigeno), como emplasto para el tratamiento de heridas, prevencién
de hemorragia y golpes, para el caso de lavados vaginales e inflamacién
de ovarios se asocia con otras plantas medicinales entre ellas la cola de

caballo, salvia y ortiga blanca. @@

e Actividad antibacteriana
La actividad antibacteriana es una propiedad de los organismos vegetales

y animales, que por su composicién quimica ha demostrado que pueden
combatir los microorganismos que estan en el ambiente, sin dafar el

objeto, ambiente u organismo que las porta. "

2.2.2. Staphylococcus aureus

El nombre de Staphylococcus, que significa racimo de uvas, son los
responsables de la inflamacion y supuracion. Staphylococcus aureus es una
bacteria anaerobia facultativa, Gram positiva en forma de cocos, productora
de coagulasa y catalasa. Es un importante patdgeno humano, porque
presenta varios factores de virulencia entre ellos una capsula mucoide, que
incrementa su capacidad de adherencia y refuerza el efecto antifagocitico,
causante de diversas infecciones agudas, piogénicas y superficiales en la
poblacion, asi como infecciones hospitalarias entre otras. Se encuentra en
todo el mundo presenta capacidad de adaptacion y supervivencia, lo que

conlleva al aumento progresivo de resistencia a los farmacos @& 9

e Taxonomia
Reino: Bacteria

Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli

Orden: Bacillales
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Familia: Staphylococcaceae
Género: Staphylococcus
Especie: Staphylococcus aureus
Habitat
Staphylococcus aureus se encuentra normalmente en la zona nasofaringea

y en zonas humedas como pliegues inguinales y axilas. (20)

Cerca del 30% de la poblacion es portador permanente, el 50% portador
intermitente y el 20% no es colonizado. Las poblaciones que pueden tener
una mayor tasa de colonizacién son el personal de salud, los pacientes en

hemodialisis, diabéticos, adictos a drogas intravenosas, etc. (20)

Por otro lado, Staphylococcus aureus, a pesar de tener numerosos factores

de virulencia, puede convivir con el huésped humano formando parte de su

flora normal sin causar ningtn dafio. ?%

e Morfologia

Staphylococcus aureus presenta forma de Cocos es Gram positivo de 0.8 a
1 micrometro de diametro, con tendencia a agruparse en racimos. No

poseen capsula aunque existen algunas cepas que desarrollan una capsula.

Es aerobio y anaerobio facultativo por lo que puede crecer tanto en una
atmosfera con o sin oxigeno. No presenta movilidad es capaz de crecer

hasta con un 10 % de sal comun. Por esto puede crecer en el agua del mar.
(20) (21)

Patogenia
Cualquier enfermedad infecciosa es el resultado de la interaccion entre el
microorganismo causal y el huésped. Staphylococcus aureus presenta un
amplio arsenal contra las defensas del hospedero, puede comportarse como

un organismo comensal y como un agente patégeno.

La mucosa nasal es el principal sitio de colonizacion en los seres humanos.
Se ha estimado que aproximadamente el 30% de la poblacion general es
portadora de esta bacteria. ® @7
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Staphylococcus aureus produce infecciones de dos maneras: "

a.- En forma directa, por invasién y posterior destruccion tisular local

(proceso supurado), o luego de haberse diseminado por via sanguinea.
b.- A través de efectos de toxinas.

Manifestaciones clinicas

Staphylococcus aureus es un microorganismo causante de diversos
procesos infecciosos, adquiridas en la comunidad y/o a nivel hospitalario,
gue van desde infecciones cutaneas hasta infecciones sistémicas mortales.

(18) (22)

Tabla 01: Manifestaciones clinicas.

L r . . ., .
uga 'o,Ie Cuadro Clinico Localizacion de Lesiones
Infeccion
Forunculosis = Epidermis (superficial)
- Epidermis (superficial
En piel y Impétigo p- _ (sup _ )
mucosas Paroniquia Epidermis y dermis
. Tejido blando junto a las
Celulitis =
ufas
Bacteriemia Torrente circulatorio
— Hueso (extremidades
Osteomielitis . .
_ inferiores)
Generalizada Artritis . _
syen N Articulaciones
visceras Endocarditis Endocardio
Neumonia .
Pulmon
Meningitis Meninges
Sindrome de la piel escaldada Base de epidermis
Por accion Sindrome de shock toxico Difuso (piel, rinones,
toxica musculo)

Intoxicaciones alimentarias

Aparato digestivo

2.2.3. Dicloxacilina. Descripcion y farmacocinética

e Descripcion

Fuente: Lowy, F*®

Es un antibiético de segunda generacion que se usa para tratar infecciones
causadas por bacterias. Este farmaco entr6 en uso meédico aprobado en
1968 en los Estados Unidos y hoy en dia es usado mundialmente para tratar

muchas infecciones comunes.
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Es un antibiético que se encuentra en la clase de medicamentos llamados
penicilinas, su actividad farmacoldgica se debe a que detiene el crecimiento
de las bacterias (bacteriostatica) o matandolas (bactericida), en un

mecanismo que se conoce como antibiosis. ¢

HO\;;O
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Figura N° 02: Estructura quimica de la Dicloxacilina
Fuente: Ministerio de salud ®®

e Farmacocinética
Presenta una buena absorcion en TGI, pero disminuye su absorcion en
presencia de alimentos. Cerca del 95%-99% se une a proteina plasmatica,
con un tiempo de vida media de 0.6 a 1 h, prolongandose en neonatos. Se
distribuye en tejidos y fluidos corporales. Se metaboliza parcialmente. Cerca
del 60% se excreta en forma inalterada por filtracion glomerular, secrecion
tubular, y so6lo una pequefia cantidad en heces. La concentracion se reduce

en paciente con fibrosis quistica.

2.3. Hipoétesis
2.3.1. Hipotesis general:

El extracto etandlico de las hojas de Jungia rugosa L., (matico serrano)

posee efecto antibacteriano en cepas de Staphylococcus aureus.

2.3.2. Hipotesis especificas:

1. Existe metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de las
hojas de Jungia rugosa L., (matico serrano) responsables del efecto

antibacteriano sobre cepa de Staphylococcus aureus.

18


https://es.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus
https://es.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus

2. Existe una concentracion del extracto etandlico de las hojas de Jungia

rugosa L., (matico serrano) con efecto antibacteriano sobre cepa de

Staphylococcus aureus.

3. Existe efecto antibacteriano del extracto etandlico de las hojas de Jungia

rugosa L., (matico Serrano) comparado con el farmaco de Dicloxacilina

sobre cepas de Staphylococcus aureus.

e Variables

Variable independiente: Extracto etandlico de las hojas de Jungia

rugosa L. (matico serrano).

Variable dependiente:

Staphylococcus aureus.

e Tabla de operacionalizacién de variables

Efecto antibacteriano frente a la cepa de

Tabla 02: Operacionalizacion de Variables

VARIABLES

DIMENSIONES

INDICADORES

V. Independiente

Extracto etandlico de las hojas de
Jungiarugosa L. (matico

serrano)

Tamizaje fitoquimico

Alcaloides
Flavonoides
Saponinas
Taninos

Compuestos fendlicos

Quinonas
Cromatografia en Alcaloides
Capa fina Flavonoides

Concentraciones de
Jungia rugosa L.

Concentraciones al 40%,60% y 80%
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Medicion de los diametros de
inhibicién de los Halos en mm

referidos segun escala de Duraffourd

V. Dependiente Método de Difusién en Nula (-): diametro inferior a 8 mm.
Efecto antibacteriano frente a la Agar (Excavacion en Sensible (+): didmetro de 8 a 14 mm.
cepa de Staphylococcus aureus. placa) Muy Sensible (++): diametro de 14 a
20 mm.

Sumamente Sensible (+++): diametro

superior a 20 mm.

Fuente: Elaboracién propia

2.4. Definicién de términos béasicos

e Antibacteriano. Dicese del farmaco capaz de inhibir el crecimiento y
desarrollo de bacterias o su eliminacion sin dafiar el organismo

infectado. ?¥

e ATCC. American Type Culture Collection. Es una organizacion sin
fines de lucro que recolecta, almacena y distribuye microorganismos
de referencia estandar, lineas celulares y otros materiales para

investigacion y desarrollo.

e Bacteriostatico. Un efecto bacteriostatico es aquel que aunque no
produce la muerte a una bacteria. Impide su reproduccion; la bacteria
muere sin dejar descendencia. Un efecto bacteriostatico esta
producido por sustancias bacteriostaticas. Estas sustancias son
secretadas por los organismos como medios defensivos contra las

bacterias. *®

e Cepa. Cultivo puro formado por bacterias descendientes de un solo

aislamiento.®®
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Extracto. Sustancia muy concentrada que se obtiene de una planta,
semilla u otra cosa por diversos procedimientos, a menudo se usa
etanol o agua como solventes. Los extractos pueden comercializarse

como tinturas o en forma de polvo. *®

Efecto farmacoldgico. Cualquier cambio producido en el organismo
después de la administracion de dosis normales de un farmaco o
quimico. Puede ser de dos tipos: principal o beneficioso e indeseables

o adversos. ®

Efecto antibacteriano. Capacidad de matar o destruir o inactivar
microrganismos, impedir su proliferacion y/o impedir su accion

patégena. ®

Fundamento quimico de marchas fitoquimicas. El tamizaje
fitoquimico o screnning fitoquimico es una de las etapas iniciales de la
investigacion fitoquimica, que permite determinar cualitativamente los
principales grupos quimicos presentes en una planta y a partir de alli,
orientar la extraccion y/o fraccionamiento de los extractos para el

aislamiento de los grupos de mayor interés. @®

Metabolitos primarios. Son todos aquellos que intervienen
directamente en los procesos quimicos en la supervivencia,
crecimiento y reproduccion de las plantas. Estos metabolitos son muy
importantes para la vida vegetal: proteinas, lipidos, carbohidratos,

vitaminas y hormonas #®

Resistencia antibidtica. Es la capacidad de un microorganismo para

resistir los efectos de un antibiético. ©”

Tamizaje fitoquimico. Es la extraccion de metabolitos de la planta a
través de solventes apropiados y la aplicacion procedimiento

adecuados de: reaccion de color y precipitacion. Los resultados del
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tamizaje fitoquimico constituyen Unicamente en una orientacion y
debe de interpretarse en conjunto con los resultados del Screnning

farmacoldégico. (26)
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3.1.

3.2.

CAPITULO Il

METODOLOGIA

Tipo y disefio de investigacion
El tipo de estudio es experimental.

El disefio de estudio empleado es experimental mixto, porque une ambos
tipos de investigacion cualitativa y cuantitativa para lograr un mayor

entendimiento del estudio.

Transversal: el estudio se realiz6 en un tiempo determinado, siendo asi que
las variables fueron observadas en un solo momento después de un tiempo

de 24 horas de cultivo.

In Vitro: esta investigacion se realiz6 con pardmetros controlados
establecidos por normas, es asi que los medios de cultivo han servido para
el desarrollo de las bacterias y estas se manejaron de manera intencional

para la investigacion propuesta.

Poblacién y muestra

Poblacion botanica: La poblacion fue constituida por las hojas de Jungia
rugosa L. (matico serrano) que se encuentra en un &area de 4m?
provenientes del centro poblado Matacoto, provincia Yungay, departamento

de Ancash.

Poblacion microbioldgica: La poblacion microbiolégica fue constituida por

las bacterias Staphylococcus aureus.
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Muestra botanica: La muestra fue constituida por 500 g de las hojas de

hojas de Jungia rugosa L. (matico serrano).

Muestra microbioldgica: La muestras fue constituidas por las colonias de

Staphylococcus aureus ATCC6538.

3.3.  Equipos, materiales y reactivos

e Equipos:
= Balanza gramera

» Balanza analitica.

= Estufa.

= Rotavapor.

= Plancha de calentamiento.
=lLuz UV 254y 366 nm.

= Autoclave.

= Incubadora.

=\/ernier.

e Materiales:
= Material estéril de Laboratorio

= Matraz erlenmeyer 250 y 500 mL
= Embudo de vidrio

= Tubos de ensayo

= Pipetas

* Fiolas de 50 mL

= Pera de bromo de 250 mL

» Estandar de quercetina

= Estandar de cafeina

= Pipeta de 25 mL
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= Sacabocado

= Placas petri

= Micropipetas de 100 uL

= Tubos de ensayo de 15 x 150
* Mechero

= Asa de Kolle

Reactivos:

=2,4 DNPH

=\Wagner

= Dragendorff

= Reineckato

= Shinoda (Limaduras de magnesio mas HCI)
= Cloruro feérrico

= Gelatina al 1%

= Hidroxido de sodio al 5% (reaccién de Bortranger)
= Ninhidrina

*Fehling Ay B

= Lugol

= Alcohol (OH)de 96°C

= Metanol (MeOH)

= Cloroformo (CHCI?3)

= Agua destilada

= |sopropanol (C3H80)

= Tricloruro de Aluminio al 2%

= Metanol : Agua (25:75)

= BAW (Butanol : Agua : AAG) (4:3:1)
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3.4.

= Acido sulfarico 2 N

= Agar Soya Tripticasa (TSA)

= Solucién salina fisioldgica

= Caldo Tioglicolato

= Dimetil sulfoxido (DMSOQO)

= Control Positivo “Dicloxacilina”

e Material bioldgico: Staphylococcus aureus ATCC 6538

Procedimiento experimental

La muestra de las hojas de Jungia rugosa. L (matico serrano) fue adquirida
en el departamento de Ancash, provincia de Yungay en la fecha 13 de
enero 2018, para poder trabajar con las hojas; se llevo al museo de historia
natural en la Universidad Mayor de San Marcos, para el reconocimiento

taxonomico de nuestra planta.

A. Secado de las hojas de Jungiarugosa Less (Matico serrano)

Para poder trabajar con las hojas de Jungia rugosa. L (matico serrano) se
selecciond y se elimind las impurezas de las hojas con agua destilada, luego
se colocan en papel kraft, para ser llevada a la estufa a una temperatura de

40° a 45°¢c°, la temperatura es para no alterar los metabolitos.

B. Extraccion etandlica de las hojas de Jungia rugosa Less (Matico serrano)

Una vez secas las hojas se llevé a molienda y luego se peso en la balanza
analitica la cual pes6 500 gr. Se adicion6 un promedio de 1000 ml de etanol,
luego se procedi6 a envasar y rotular la muestra en un frasco ambar y
dejarlo a maceracion por 7 dias, asimismo se agito con una bagueta cada 3
a 4 horas, para tener una buena concentracion de principios activos,
después del tiempo estimado se filtré el extracto de Jungia rugosa. L (matico
serrano) con papel whattman N° 40, el volumen total obtenido de extracto
etanolico de Jungia rugosa. L (matico serrano) fue de 450 ml. El extracto que

obtuvimos servira para los andlisis posteriores. Ver (anexo 5)
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C. Extracto seco de las hojas de Jungia rugosa Less (Matico serrano)

Para la obtencion del extracto seco, el liquido filtrado de Jungia rugosa. L
(matico serrano) se pasO al rotavapor, equipo que sirvi6 para la
concentraciéon de la muestra y la recoleccion del alcohol utilizado. Este
trabajo se realiz6 a temperatura controlada de 50°C; cuando se observo que
la muestra fue reducida a un aproximado de 250 ml se deposité en crisoles y
fue llevado a la estufa a 40c® por 72 horas al final se obtuvo un total de 120 g
de extracto seco de Jungia rugosa. L (matico serrano). La muestra se
recolectd en un envase de color ambar protegido de la luz y se guardd a
temperatura de 2 a 8 °C hasta su utilizacién. A su vez se puede corroborar el
rendimiento del proceso de extraccion del extracto etandlico de Jungia

rugosa. Ver (anexo N° 6y 7)

D. Tamizaje fitoquimico

Para la realizacion del tamizaje fitoquimico se procedi6, segun el estudio de
Olga Look de Ugas @®: determinacion de metabolitos mediante diversos tipos

de ensayos.

Estos ensayos se verificaron a partir de la muestra seca (siendo
reconstituida o liquida), segun sea el disolvente de eleccion inicial. Estos
ensayos son de tipo cualitativo que permitieron la identificacion de la droga a

estudiar.

Las pruebas para el tamizaje fitoquimico consistieron en reacciones que se
evidenciaron en su forma coloreada, de precipitacién, fluorescencia y

microsublimacién. Ver (anexo 8).

e Determinacion de metabolitos primarios
Prueba para azlUcares reductores (carbohidratos)
Fehling Ay B

Para el reconocimiento de monosacéaridos se tom6 1 ml de solucion de
extracto de Jungia rugosa Less (matico serrano) se afiadiéo 0.5ml de fehling

Ay 0.5ml de fehling B, llevamos el tubo de ensayo con la muestra preparada

28



a calor por 1 min aproximadamente, logrando la presencia de un precipitado
color naranja ladrillo, que sera positivo para identificacion de azulcares

reductores.

Prueba para almidon
Lugol

Para el reconocimiento de almidon, se adicion6 a un tubo de ensayo 1 ml de
solucion de extracto de Jungia rugosa Less (matico serrano) y 3 gotas de
lugol, para ver si hay presencia de una coloracidon oscura que sera positiva

para el reconocimiento de almidon.

Prueba para Cetonas y aldehidos

2,4 Dinitrofenilhidrazina (DNPH)

Para el reconocimiento de cetonas y aldehidos, se adicion6 a un tubo de
ensayo 1ml de extracto de Jungia rugosa Less (matico serrano) y 3 gotas del
2,4-DNPH, para ver si hay presencia de la formacién de un anillo rojizo que

sera positiva para reconocimiento de cetonas.

e Metabolitos Secundarios
Prueba para alcaloides

Para la identificacién de alcaloides se us6 3 tubos de ensayo y se adiciono el
extracto de Jungia rugosa Less (Matico serrano) 1 ml y se adicioné a cada
uno de ellos los reactivos tales como (Dragendorff, Reineckato y Wagner)

para la identificacion de alcaloides.

Reactivo de Wagner.- (yodo-yoduro de potasio), presenta un color marrén

cuando se le agrega 5 gotas.

Reactivo de Dragendorff.- (Yoduro de bismuto y potasio), presenta un color

rojo a naranja cuando se le agrega 5 gotas.

Reactivo de Reineckato.- (NH4Cr(NH3)2(SCN)4]2H,0), presenta un

precipitado color rosa cuando se le agrega 5 gotas.
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Prueba de flavonoides y compuestos fendlicos

Para la identificacion de flavonoides y compuestos fendlicos, se tomod la
muestra de extracto de Jungia rugosa Less (matico serrano), se us6 una
gradilla con 4 tubos de ensayos en el cual a cada uno de los tubos se
adicion6 1ml de extracto de Jungia rugosa Less (matico serrano) preparada
anteriormente a esto se adicioné los reactivos tales como (Shinoda, cloruro

férrico, gelatina al 1% e hidréxido de sodio al 5%).

Reactivo de Shinoda. 1 ml de extracto mas (Limaduras de magnesio + HCI
concentrado) da color rojo magenta.

Reactivo de cloruro férrico. Si esta en la forma de cloruro férrico disuelto
en agua puede dar color verde, negra o azul si se le agrega 3 gotas.
Reactivo de gelatina al 1%. (Gelatina + cloruro de sodio), si presenta un
color blanco como precipitado cuando se le agrega de 3 gotas, es una

prueba para taninos.

Reactivo de hidroxido de sodio al 5% (Reaccion de Bortranger). Si
presenta un color rojo cuando se le agrega de 3 a 5 gotas, nos da el indicio

de la presencia de Naftoquinonas y Antraquinonas.

Tabla 03: Marcha fitoquimica

: Reactivo de Reaccion
Metabolitos : o .
identificacion Positiva
Wagner Precipitado marron
Dragendorff Precipitado rojo o naranja
Alcaloides Reineckato Color floculante color rosa
Flavonoides Shinoda Color rojo
Compuestos Fendlicos o
Cloruro férrico Color negro

Taninos

Gelatina al 1%

Precipitado blanco

Naftoquinonas
Antraquinonas

Reaccion de Bortranger

Color rojo

Saponinas

Formacion de espuma

Estable por 15 minutos

Aminoacidos Ninhidrina Color violaceo
Carbohidratos (azucares ) Precipitado naranja ladrillo
Fehling Ay B
reductores)
Almidon Lugol Precipitado naranja ladrillo
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‘ 10 ‘ Aldehidos y cetonas 2,4 DNPH Anaranjado rojizo

Fuente: Olga Look de Ugas(ze):

E. Prueba de solubilidad

Para la realizacion de la prueba se contd con el extracto seco de Jungia
rugosa (Matico serrano), se tomé 0.5 gr de extracto seco y se coloco en la
placa de toques; se afiadi los reactivos como (etanol, metanol, Cloroformo,
Isopropanol y agua) 1 mL. La prueba nos mostré la miscibilidad del soluto

con el solvente.

Tabla 04.

Prueba de solubilidad N° MUESTRA SOLVENTES (1 ml) en
diferentes solventes

01 Etanol

02 Metanol

03 Coroformo

04 Agua

05 Isopropanol

Fuente: Elaboracion propia
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F. Prueba de cromatografia en capa fina (CCF)

La prueba de cromatografia en capa fina es usada ampliamente para la
determinacion cualitativa de metabolitos, también esta técnica nos permite
comparar las intensidades de las manchas observadas con los estandares

adecuados. Ver (Anexo 9)

Para la deteccion de las manchas se utiliza una luz de onda corta a 254 nm
y una luz de onda larga a 365 nm para visualizar los colores dejados.

Cromatografia en capa fina para alcaloides

Esta prueba crométografica se llevé a cabo usando como fase estacionaria a
la silica gel de la marca Merck y como fase movil en proporciones
especificadas de 25:75, para metanol y agua respetivamente; es en esta
proporcion donde se vio la elucion de los metabolitos que pueda tener

Jungia rugosa (matico serrano).

Se uso el estandar de Cafeina como comparativo de que la fase movil es la
indicada para dicho metabolito. La concentracion de la Cafeina es de 10

mg/mL que se disolvié en metanol.

Para dicho ensayo se inyect6 una muestra de 5 pl, tanto para el estandar

como para la muestra de Jungia rugosa (matico serrano).

Una vez terminada la elucion de todos los metabolitos existentes en la
muestra, se retird la placa cromatografica y se esperd hasta la evaporacion
del solvente; se usé la plancha de calentamiento para ayudar con la
evaporacion, luego para la evidencia se rocié acido clorhidrico a una

concentracion del 2% vy el revelador de Dragendorff.

Se considerd positivo al observar manchas de color naranja, tanto en el

estandar como en la muestra de Jungia rugosa L (matico serrano).

Cromatografia en capa fina para flavonoides

Esta prueba crométografica se llevé a cabo usando como fase estacionaria a
la silica gel de la marca Merck y como fase movil en proporciones

especificadas de 20:5:15 para butanol, &cido acético glacial y agua
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respetivamente, es en esta proporcion donde se ve la elucién de los

metabolitos que pudiera tener el matico serrano.

Se uso el estandar de Quercetina como comparativo de que la fase movil es
la indicada para dicho metabolito. La concentracion de Quercetina es de 10

mg/mL que se disolvié en metanol.

Para dicho ensayo se inyectdé una muestra de 5 pl, tanto para el estandar

como para muestra de Jungia rugosa (matico serrano).

Una vez terminada la elucion de todos los metabolitos existentes en la
muestra como la de Quercetina, se retiré la placa y se esperé hasta la
evaporacion del solvente; este proceso se facilité usando la plancha de
calentamiento, se rocié como revelador el reactivo de tricloruro de aluminio

acido clorhidrico a una concentracion del 2%.

Se considerd positivo al observar manchas de color amarillo, tanto en el

estandar como la muestra de Jungia rugosa (matico serrano)

G. Método de difusidén en agar (excavacion en placa) del extracto etanélico

de Jungia rugosa (matico serrano) frente a Staphylococcus aureus

La determinacion experimental de la actividad antibacteriana del extracto
etandlico de las hojas de Jungia rugosa Less (matico serrano) en
concentraciones de (40%, 60% y 80%), frente a la cepa Staphylococcus
aureus ATCC6538, se empleando el método de difusion en agar (excavacion

en placa) para luego evaluar el diametro del halo que pudiese generar.

Considerando como controles de susceptibilidades un blanco como el
Dimetil sulfoxido (DMSO) para descartar que la actividad inhibitoria fuese por
el solvente del extracto etandlico y un control de actividad antibacteriana
como la dicloxacilina de 500 mg. Ver (Anexo 12y 13)

Preparacion del medio nutritivo Agar Soya Tripticasa (TSA)

La metodologia de preparacion del medio de cultivo Agar Soya Tripticasa se

encuentra relacionada segun la marca empleada.

Para este estudio se emple6 el medio de marca Merck cuya forma de
preparacion es 40 g del medio Agar Soya Tripticasa por cada 1000 ml de
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agua destilada, proceder con la homogenizacion en bafio maria hasta lograr

la disolucién completa.

Luego se llevo a la autoclave para su esterilizacion respectiva a 121°C y 15

libras de presién por un periodo de 15 minutos.

Terminado el tiempo el medio se retird de la autoclave dejando reposar

hasta obtener una temperatura aproximada de 45 a 50°C. ®® ver (Anexo 14)

Reactivacion del cultivos de la cepa de Staphylococcus aureus
ATCC6538

Para este ensayo se utilizd 2 placas petri que contengan 25 ml de Agar Soya
Tripticasa (TSA) previamente elaborada, luego se abre el dispositivo de la
cepa de Staphylococcus aureus ATCC6538 y se siembra con un hisopo a
cada una de las placas de Agar Soya Tripticasa (TSA) por un tiempo de 24
horas y a 37 °C de temperatura, pasado el tiempo estimado se vera el
crecimiento bacteriano de las cepa de Staphylococcus aureus ATCC6538 Ver
(Anexo N° 10)

Preparacion y estandarizacion de los inéculos de cepa staphylococcus
aureus ATCC6538

Para la estandarizacion de las colonias de cepa de Staphylococcus aureus
ATCC 6538 se uso el método de dilucion en Caldo tioglicolato, hasta obtener

la turbidez equivalente al Nefelémetro de Mac Farland (1.5 x 10® UFC/mL).

Para la preparacion del caldo tioglicolato, se tomé 15g de polvo nutritivo para
diluirlo en 1L agua destilada, se mezclo y calentd hasta ebullicién durante 1
min, se esterilizé en auto clave a 121°c durante 15 min para luego incubarlo
a 37 °C por 24 h y a partir de este se realizd diluciones seguidas hasta
obtener la turbidez equivalente al tubo N° 0,5 del Nefelometro de Mac
Farland (1.5 x 108 UFC/mL). Ver (Anexo 11)
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Cultivo Siembra Escalade 0.5 de Mc Farland

reactivado en TSA
de S. aureus

Figura N°3. Esquema de estandarizacion de Staphylococcus aureus

Fuente: Taroco®

Determinacion de la actividad antibacteriana

Para la determinacién de la actividad antibacteriana, se prepar6 en un
matraz 15g de TSA y se adicion6 375ml de agua destilada, esto se llevo al
autoclave para su esterilizacion a 121c® y 15 libras de presién por 15
minutos, trascurrido el tiempo se retira del autoclave y se deja reposar hasta

una temperatura entre 45 a 50c®.

Una vez logrado que el medio encuentre la temperatura esperada, se
incorpor6 empleando la micropipeta un volumen de 100 pL del inoculo
estandarizado de Staphylococcus aureus por cada 100 ml de agar

preparado, homogenizando con movimientos circulares.

Empleando una pipeta de 25 ml depositamos el agar Soya Tripticasa que
contiene el inoculo estandarizado de Staphylococcus aureus en las 15 placa
Petri que seran trabajadas posteriormente, dejandolo solidificar por un lapso

minimo de 10 a 15 minutos a temperatura ambiente.

Para la inoculacién del extracto etandlico de Jungia rugosa (matico serrano)
(concentraciones de 40%, 60% y 80%), Dimetil Sulfoxido (DMSO) vy

Dicloxacilina se utilizé el método de excavacion en placa.

A cada placa de agar TSA que contiene el inoculo estandarizado de

Staphylococcus aureus se hicieron excavaciones en namero de tres por
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cada placa de 8mm de didmetro y 8 mm de profundidad empleando un

sacabocado estéril, distribuidos de la siguiente manera:

Tabla 05. Efecto antibacteriano

GRUPOS :
. CONTROL CONCENTRACION DE
(5 placas por POSITIVO EXTRACTO
grupo)
) - Extracto etandlico de la Jungia
Dicloxacilina
N°1 DMSO rugosa Less “Matico Serrano”
150 mg/mL
40%
Dicloxacilina | Extracto etanélico de la Jungia
N°2 DMSO 150 mg/mL rugosa Less “Matico Serrano”
60%
Dicloxacilina Extracto etanolico de la Jungia
N°3 DMSO 150 mg/mL rugosa Less “Matico Serrano”
80%

Fuente: Elaboracién propia

Rotular todas las placas y proceder a incubar las placas a 37°C por un

periodo de 24 horas, todas las pruebas se realizaron por quintuplicado.

Sulidificar e rofula las placas y Medir con el
Cepa Apar TSA 58 cq\oca a muestra de vemnier los halas
estandarizada de Y BXcavar por Jungia rugosa blancoy de inhibicion
Staphylococcus triplicado usando contral posiiva, incubar

Aureus &l sacabocado a8 37y 24hrs,




Figura N° 04. Esquema de la actividad antibacteriana
Fuente: elaboracién propia

3.5. Procesamiento de datos
Para el analisis estadistico de los resultados se realiz6 lo siguiente:
Prueba de bondad y ajuste de Anderson y Darling.
Prueba paramétrica de T de 1 muestra o Wilcoxon.
Analisis de Varianza (ANOVA).

Prueba de Tukey
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4.1.

CAPITULO IV

RESULTADOS

Presentacion

Los resultados en todas las pruebas realizadas se muestran en tablas y

figuras para un mejor entendimiento de los objetivos planteados.

A. Resultados de marcha fitoquimica

El extracto etandlico de Jungia rugosa (Matico serrano) en la marcha
fitoquimica evidencié la presencia de metabolitos, dando positivo para,

alcaloides, flavonoides, compuestos fendlicos y taninos en mayor proporcion,

tal como se aprecia en la tabla 6.

. Reactivo de Reaccion
Metabolitos : o . Resultado
N identificacion Positiva
Wagner Precipitado marron (+++)
Dragendorff Precipitado rojo o naranja (++)
1 Alcaloides Reineckato Color floculante color rosa (+++)
2 Flavonoides Shinoda Color rojo (+++)
Compuestos Fendlicos )
Cloruro férrico Color negro
(+++)
Taninos Gelatina al 1% Precipitado blanco (+++)
Naftoquinonas Reaccion de Bortranger .
. Color rojo
Antraquinonas (++)
6 Saponinas Formacion de espuma Estable por 15 minutos )
7. Aminoéacidos Ninhidrina Color violaceo (++)
8. Carbohidratos Fehlin Ay B Precipitado naranja ladrillo (+4)
++
9 Almidon Lugol Azul - violeta )
Aldehidos y cetonas ) .
10 2,4 DNPH Anaranjado rojizo )
+

Tabla 06: Resultado de marcha fitoquimica de Jungia rugosa Less (matico serrano)

Leyenda: (-) nulo; (+) poco; (++) moderado; (+++) abundante.
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Fuente: Elaboracion propia
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B. Resultado de prueba de solubilidad

Los resultados corresponden a la prueba de solubilidad de Jungia rugosa
Less (Matico serrano), evidencié ser soluble en etanol 96° y metanol, poco
soluble en agua; esto se debe a que la extraccion fue en medio etandlico,

insoluble en cloroformo e isopropanol, tal como se aprecia en la tabla 7.

Tabla 07: Resultado de prueba de solubilidad Jungia rugosa Less (Matico serrano)

N° Solventes Resultado
1. Etanol 96° ++

2. Metanol ++

3. Cloroformo -

4. Agua +

5. Isopropanol -

Leyenda: (-) insoluble, (+) poco soluble, (++) soluble.

Fuente: Elaboracion propia

C. Pruebade cromatografia en capa fina

Se muestra la identificacion positiva para alcaloides y flavonoides, mediante

la cromatografia en capa fina, tal y como se aprecia en la tabla 8 y figura 5

Tabla 08: Prueba de cromatografia en capa fina Jungia rugosa Less (Matico serrano)

Metabolitos .
_ Fase Movil Resultado
secundarios
Rvo. BAW (Butanol:
. Acido acético Se evidencian
Flavonoides _
glacial: Agua) manchas amarillas
(20:5:25)
Se evidencian
_ Metanol:Agua
Alcaloides manchas
(25:75) )
anaranjadas
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Figura N°05. Cromatografia en capa fina de Alcaloides y Flavonoides
de Jungia rugosa Less (matico serrano)
Fuente: Elaboracidon propia

D. Resultado de la determinacién del efecto antibacteriano por el método de

difusion en agar (excavacion en placa)

Se trabaj6é con cinco (5) grupos de andlisis, siendo tres (3) concentraciones
de Jungia rugosa L (40%, 60% y 80%), control positivo (Dicloxacilina) y
control negativo (Dimetil sulfoxido), con cinco (5) repeticiones por cada
grupo.

Los resultados fueron interpretados segun la escala de Duraffourd, escala

utilizada para determinar el efecto inhibitorio in vitro segun diametro de

inhibicién. ¢
Tabla 09: Escala de Duraffourd
Diametro de halos de
Escala L
inhibicién
Sensibilidad Nula (-) Inferior a 8 mm
Sensible media (+) Entre 8 a 14 mm
Muy sensible (++) Entre 14 a 20 mm
Sumamente sensible (+++) Superior a 20 mm
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Tabla 10: Resultado de medicion de los halos de inhibicién en mm a la concentracion de 40% Jungia

rugosa Less “matico serrano

En la tabla 10: Muestran las mediciones hechas por un Vernier dichas
medidas dieron promedio de los halo inhibitorio de 24.08 mm para el
extracto, un halo de 32.82 mm para el control positivo de dicloxacilina y un
halo de 0.0 mm para el control negativo de Dimetil sulfoxido.
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Tabla 11: Resultado de medicion de los halos de inhibicién en mm a la concentracion de 60% Jungia

rugosa Less “matico serrano

32.92 mm

25.94 mm

En la tabla 11: Muestran las mediciones hechas por un Vernier dichas
medidas dieron un promedio de halo inhibitorio de 25.94 mm para el
extracto, un halo de 32.92 mm para el control positivo de dicloxacilina y un

halo de 0.0 mm para el control negativo de Dimetil sulfoxido
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Tabla 12: Resultado de medicién de los halos de inhibicion en mm a la concentraciéon de 80%

Jungia rugosa Less (matico serrano)

En la tabla 12: Muestran las mediciones hechas por un Vernier, dichas
medidas dieron un promedio de halo inhibitorio de 28.98 mm para el
extracto, un halo de 32.94 mm para el control positivo de Dicloxacilina y un
halo de 0.0 mm para el control negativo de Dimetil sulfoxido.

44



4.2 Contrastacion de hipotesis

Para la contrastacion de las hipotesis se usaron pruebas a lo largo de todo el
proceso de investigacion, como el tamizaje fitoquimico para saber qué
metabolitos tienen las hojas de Jungia rugosa Less (matico serrano) en
forma cualitativa; también la cromatografia en capa fina para determinar y
dar por sentado que si el extracto tiene metabolitos principales como los
alcaloides y flavonoides. Para saber si se tiene efecto antibacteriano se
trabajé con concentraciones del extracto al 40%, 60% y 80%, como un
control positivo a la Dicloxacilina a una concentraciéon de 150 mg/mL y un
control negativo como el Dimetil sulfoxido. Todas estas concentraciones
fueron trabajadas por quintuplicados (5 ensayos); los resultados estuvieron

sujetos a andlisis estadisticos y a la escala de Duraffourd respectivamente.

Para el disefio estadistico se hizo la prueba de bondad y ajuste de Anderson
Darling en el programa Minitab a fin de determinar si los resultados de los

halos de inhibicion guardan una distribucion normal de los datos.

Se trataron los resultados también aplicando el analisis de varianza de un
factor (ANOVA), en el cual se determina si hay diferencia significativa entre
las varianzas de los promedios de cada grupo y entre grupos de los halos de
inhibicion del extracto etandlico de las hojas de Jungia rugosa Less (matico

serrano).

El estadistico de Tukey con su procedimiento de diferencia honestamente
significativa que nos refleja la diferencia absoluta de los promedios de los
halos inhibitorios con respecto al control negativo, basandose en las tablas
asignadas para el numero de ensayos y grados libertad entre los grupos

ensayados.

Y por dultimo, demostrar la sensibilidad de los halos con respecto a
Staphylococcus aureus, teniendo en cuenta la escala de Duraffourd vy
aplicando el estadistico de T de una muestra (T-1 muestra) a cada
concentracién del extracto etandlico de las hojas de Jungia rugosa Less

(matico serrano).
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Para las contrastaciones de hipotesis se tiene que hacer referencia a las

hipotesis nulas y alternas respectivamente.
Contrastacién de hipodtesis general

La contrastacion de la hipdtesis general se basé en las contrastaciones de
las hipotesis especificas planteadas, ya que la hipétesis general gira en

sentido a ellas, por ser mas minuciosas.

Contrastacion de la hipétesis especifica 1:

Ho: El extracto etandlico de las hojas de Jungia rugosa Less (matico

serrano) poseen metabolitos secundarios.

Ha: El extracto etandlico de las hojas de Jungia rugosa Less (matico

serrano) no poseen metabolitos secundarios.

Para la contrastacidon de esta primera hipotesis especifica se realizd el
tamizaje fitoquimico y la cromatografia en capa fina para poder determinar si
se obtiene cualitativamente los metabolitos de Jungia rugosa Less (matico

serrano).

Los resultados para el tamizaje fitoquimico estan referidos en la tabla 6,
obteniendo como resultado segun el cuadro de leyenda una evidencia
notablemente (+++) para alcaloides, flavonoides, compuestos fendlicos,
taninos, antraquinonas, aminoacidos y carbohidratos; un poco de evidencia

(+) para aldehidos y cetonas y sin nada de evidencia (-) para saponinas.

Las pruebas de cromatografia en capa fina de igual modo evidenciaron la
presencia de alcaloides y flavonoides como podemos observar en la tabla 8

y figura 4.

En conclusion, al realizar el tamizaje fitoquimico se encontré6 notoriedad de
los resultados para alcaloides, flavonoides, compuestos fendlicos y taninos y
en cromatografia en capa fina una serie de flavonoides, segun se evidencio
al ser expuesta a luz uv de 366 nm. Con estos datos se aceptd la hipétesis
nula; eso quiere decir que el extracto etandlico de las hojas de Jungia rugosa

Less (matico serrano) poseen metabolitos secundarios.
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Contrastacion de la hipotesis especifica 2:

Ho: La cepa de Staphylococcus aureus es sensible a una de las
concentraciones de 40%, 60% y 80% de extracto etandlico de las hojas

de Jungia rugosa Less (matico serrano).

Ha: La cepa de Staphylococcus aureus no es sensible a una de las
concentraciones de 40%, 60% y 80% de extracto etandlico de las hojas

de Jungia rugosa Less (matico serrano).

Para la contrastacidon de esta segunda hipétesis especifica se realizaron los
estadisticos de bondad y ajuste de Anderson Darling para saber si los
resultados obtenidos en cada una de las concentraciones al igual que los del
control positivo tienen una distribucion normal de los datos; luego se aplico el
estadistico de T de 1 muestra a los halos de inhibicion para saber si la cepa
de Staphylococcus aureus es sensible a partir de 13 mm como lo indica el
manual de procedimientos para la prueba de sensibilidad antimicrobiana y a

la vez comparandolos con la escala de Duraffourd.

Se aplicé también el andlisis de varianza de un factor (Anova) y el test de
Tukey para determinar las diferencias de las varianzas en los promedios de
los grupos y dentro de los grupos asi como también ver la efectividad de

cada concentracion.
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Grafica de probabilidad de Conc. al 40%, Conc. al 60%, Conc. al 80%
Normal - 95% de IC
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Figura N°06. Grafica de Distribucion de Datos de los Halos de inhibicion.

Fuente: Elaboracion propia

En la figura 6 se observa la distribucién normal de los datos a partir de los
halos de inhibicién de las concentraciones del extracto etandlico de las hojas
de Jungia rugosa Less (matico serrano), para un mejor entendimiento se

hace referencia a las hipétesis correspondientes.
Ho: Los resultados de repetibilidad si presentan distribucién normal
Ha: Los resultados de repetibilidad no presentan distribucion normal

Para saber si los resultados presentan distribucion normal se tuvo en claro el
siguiente criterio de aceptacion.
Criterio de aceptacion: Si Pvalor > 0.05 se rechaza la Ha, demostrando que

los resultados presentan distribuciéon normal.

La tabla arroja resultados tales como 0.372, 0.331 y 0.273 como Pvalor, es

decir, se aceptd la hipotesis nula; por lo tanto los resultados presentan

distribucién normal.
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Tabla 13: Resultado de T de una muestra a las concentraciones de 40%, 60% y 80%

de Jungia rugosa Less (matico serrano)

T de una Muestra: Conc. 40%, Conc. 60% y Conc. 80%

Prueba de mu =13 Vs > 13

Variable N Media Des. St |E.StMe | 95% L.I. T P
Con.
5 24.08 0.1643 0.0735 | 23.9233 | 150.78 0.000
40%
Con.
5 25.94 0.1673 0.0748 | 25.7805 | 172.92 0.000
60%
Con.
o 5 28.98 0.0837 0.0374 | 28.9002 | 427.08 0.000
0

En la tabla 13 se constata que los resultados, al efectuar el analisis
estadistico de T de una muestra a las diferentes concentraciones, son los de
40%, 60% y 80%, teniendo como valor 13 mm de Sensibilidad para
Staphylococcus aureus, segun el manual de procedimientos para la prueba

de sensibilidad antimicrobiana.

Para un mejor entendimiento se hace referencia a las hipotesis

correspondientes:

Ho: Los halos de Inhibicidbn obtenidos son menores a 13 mm como marcador

de sensibilidad contra Staphylococcus aureus.

Ha: Los halos de Inhibicion obtenidos son mayores a 13 mm como marcador
de sensibilidad contra Staphylococcus aureus.

Criterio de aceptacion: Si Pvalor < 0.05 se rechaza la HO, demostrando que
los resultados son mayores a 13 mm como marcador de sensibilidad contra

Staphylococcus aureus.

Los resultados obtenidos son menores al Pvalor, demostrando que los
valores de los halos son mayores a 13 mm y verificando con la escala de

Duraffourd en la tabla 9, se pudo decir que son sumamente sensibles.
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Tabla 14: Resultado de Andlisis de Varianza a las concentraciones de 40%, 60% y 80%

de Jungia rugosa Less (matico serrano)

Analisis de Varianza

Origende | Sumade | Grados | Promedio Valor
las los de de los F Probabilidad | critico
variaciones | cuadrados | libertad | cuadrados para F
Ent. 2.51749 E-
3344.9016 4 836.2254 | 29035.60417 2.86608
Grupos. 37
Dent.
0.576 20 0.0288
Grupos.
Total 3345.4776 24

En la tabla 14 se constata que los resultados del analisis de varianza de un
factor de todas concentraciones ensayadas incluyendo a los controles
positivo y negativo respectivamente. Para un mejor entendimiento se hace

referencia a las hipétesis correspondientes.
Ho: Todos los grupos presentan igual inhibicién de halo (P > 0.05)

Ha: Todos o al menos uno de los grupos presentan diferente inhibicion de
halo (P < 0.05).

Criterio de aceptacion: como el nivel de significancia usado es de 5% y el P
hallado es menor a ese valor y el F experimental es > al F critico, se rechaza
la hipétesis nula y se acepta la alterna. Por lo tanto estadisticamente existe

diferencia significativa en todas las concentraciones ensayadas.

Los resultados obtenidos son (2.51 x 10 -37) menores al 0.05 del Pvalor y un
F experimental de 29035 mayor que el F critico, demostrando la aceptacion
de la hipoétesis alterna con la cual se dice que todos o al menos uno de los

grupos presenta diferente inhibicion de halo.
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Tabla 15: Resultado del Estadistico de Tukey a las concentraciones de 40%, 60%, 80% de

Jungia rugosa Less (matico serrano) y dicloxacilina

Estadistico de Tukey
HSD 0.32 (Diferencia honestamente significativa)
Mul 4.23 (Valor Q alfa de la prueba de Tukey)
Mse 0.03 (Cuadrado del valor medio)
. (Tamafio de muestra de cada uno de los grupos, nimero
n
de elementos de cada grupo)
Control Concentracion | Concentracién | Concentracion | Dicloxacilina
Negativo al 40% al 60% al 80% 150 mg/mL
Control
, 24.08 25.94 28.98 32.82
Negativo

En la tabla 15 se determina los resultados estadisticos de Tukey y

basandonos en el criterio de aceptacién que dice que los valores mayores al

HSD son los que hacen a diferencia, que los grupos comparados con el

control negativo presentan actividad.
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Lectura de los halos de inhibicién en mm
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Figura N°07. Lectura de los Halos de Inhibicion
Fuente: Elaboracion propia

En la figura 7 se evidencia que los halos de inhibicién a la concentracion de
40% tiene un halo promedio de 24.08 mm, a una concentracion de 60% un
halo promedio de 25.9 mm y a una concentracion de 80% un halo promedio
de 29.0 mm; estos datos comparados con la escala de Duraffourd nos dice
que la cepa de Staphylococcus aureus es muy sensible a las

concentraciones ensayadas en los tres tratamientos.

Para dar conformidad a los resultados se hizo las pruebas de Anova y
Tukey, concluyéndose que si hay diferencia significativa en los halos de
medicion para cada grupo ensayado y que todas las concentraciones tienen
efecto antibacteriano; es decir, que la cepa de Staphylococcus aureus es
sensible a las concentraciones ensayadas, por ende, se acepta la hipétesis

nula.
e Contrastacion de la hipotesis especifica 3:

Ho: El extracto etandlico de las hojas de Jungia rugosa Less (matico serrano)
presenta efecto antibacteriano comparado con Dicloxacilina sobre

Staphylococcus aureus
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Ha: El extracto etandlico de las hojas de Jungia rugosa Less (matico serrano)
no presenta efecto antibacteriano comparado con dicloxacilina sobre
Staphylococcus aureus.

Para la contratacion de esta tercera hipoétesis se realiz6 la prueba de bondad
y ajuste de Anderson Darling en el programa Minitab para determinar que los
halos de las concentraciones de 40%, 60% y 80% y el control positivo tienen
una distribucién normal de los datos; esto quiere decir que no tiene datos
atipicos; por ende, se puede aplicar el estadistico de T de una muestra para
saber mediante la hipétesis que los datos de los halos son mayores a 13
mm, como lo especifica en la sensibilidad para Staphylococcus aureus en el

manual de procedimientos para la prueba de sensibilidad antimicrobiana.

También se utiliz6 la escala de Duraffourd para ver la sensibilidad de
acuerdo a los halos obtenidos; y, por ultimo, un cuadro comparativo para ver

los porcentajes de inhibicién de cada una de las concentraciones y su control

positivo (Dicloxacilina).
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Figura N°08. Grafica de Distribucion de Datos de los Halos de inhibicién conteniendo a
las muestras y control positivo.

Fuente: Elaboracion propia
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La figura 8 nos muestra que el Pvalor para todas las muestras es mayor a
0.05, teniendo valores para el 40% de 0.372; al 60% de 0.331; al 80% de
0.273 y del control positivo de 0.815. Para el resultado se tom6é como base

las hipotesis correspondientes.
Ho: Los resultados de repetibilidad si presentan distribucién normal.
Ha: Los resultados de repetibilidad no presentan distribucién normal

Para saber si los resultados presentan distribucién normal se tomé en cuenta

el siguiente criterio de aceptacion.

Criterio de aceptacion: Si Pvalor > 0.05 se rechaza la Ha, demostrando que

los resultados presentan distribucién normal.

El resultado, segun tabla, es mayor al del criterio de aceptacién por ende,
aceptamos la hipotesis nula, por lo tanto los resultados presentan

distribucién normal.

Tabla 16: Resultado de T de una muestra con concentraciones de la muestra y el

control positivo de Jungia rugosa Less (matico serrano)

54



T de una Muestra: Dicloxacilina 150 mg/mL, Conc. 40%, Conc. 60% y Conc. 80%

Prueba de mu =13 Vs > 13

Variable Media | Des. St | E. St Me 95% L.I. T P
Diclo.
32.820 0.286 0.128 32.547 154.77 0.000
150mg/mL
Con. 40% 24.080 0.1643 0.0735 23.9233 | 150.78 0.000
Con. 60% 25.940 0.1673 0.0748 25.7805 | 172.92 0.000
Con. 80% 28.980 0.0837 0.0374 28.9002 | 427.08 0.000

Fuente: Elaboracién propia

En la tabla 16 se pude ver los resultados al efectuar el analisis estadistico de
T de una muestra a las diferentes concentraciones como son los de 40%,
60%, 80% Yy el control positivo, teniendo como valor 13 mm de sensibilidad
para Staphylococcus aureus, segun el manual de procedimientos para la

prueba de sensibilidad antimicrobiana.

Para un mejor entendimiento se hace referencia a las hipotesis

correspondientes.

Ho: Los halos de Inhibicidbn obtenidos son menores a 13 mm como marcador

de sensibilidad contra Staphylococcus aureus.

Ha: Los halos de Inhibicion obtenidos son mayores a 13 mm como marcador

de sensibilidad contra Staphylococcus aureus.
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Criterio de aceptacion: Si Py < 0.05 se rechaza la Hy, demostrando que los
resultados son mayores a 13 mm como marcador de sensibilidad contra
Staphylococcus aureus.

Los resultados obtenidos son menores al Pvalor, demostrando que los
valores de los halos son mayores a 13 mm y verificando con la escala de

Duraffourd en la tabla 9. Se puede decir que son sumamente sensibles.

Los halos obtenidos son sumamente sensibles por ser mayores a 20 mm

segln la escala de Duraffourd. ®®

Porcentaje de Inhibicion

. 2818 88.0

Concentracion al  Concentracion al  Concentracién al  Control Positivo
40% 60% 80% Dicloxacilina

TITULO DEL EJE

® Concentracion al 40% m Concentracion al 60%

B Concentracion al 80% B Control Positivo Dicloxacilina

Figura N°9. Grafica de los porcentajes de inhibicion
Fuente: Elaboracién propia

Tabla 17. Porcentaje de los halos de muestra de Jungia rugosa Less (matico

Serrano)
N® Dosis al Porcentaje Dosis al Porcentaje Dosis Porcentaje
Placa | 40 % J 60 % 1€ | al 80 % J
1 24.3 73.64 26 79.51 29 87.88
2 24.0 73.62 26.2 79.15 28.9 88.11
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3 23.9 73.54 25.9 78.72 28.9 88.38
4 24.2 73.78 25.8 78.18 29.1 87.65
5 24.0 72.29 25.8 78.42 29 87.88
Promedio 24.1 73.4 25.9 78.8 29.0 88.0

En la tabla 17 se evidencia que los halos de todas las muestras son
sumamente sensibles y en la figura 9, los porcentajes comparados con el
control positivo de Dicloxacilina. Con esto se acepta la hipétesis nula. Por lo
tanto, el extracto etandlico de las hojas de Jungia rugosa Less (matico
serrano) presentan efecto antibacteriano, comparado con dicloxacilina sobre
Staphylococcus aureus.

4.3 Discusién

En cuanto a la primera hipotesis podemos sefalar que los resultados
del tamizaje fitoquimico revelaron la presencia de alcaloides, flavonoides,
taninos, antraquinonas, compuestos fendlicos, aminoécidos y carbohidratos
en mayor cantidad que para aldehidos y cetonas; como se evidencia en
el trabajo de investigacion de Bejar, E. (2016) ® que sefiala, obtener
resultados muy notables en los metabolitos de flavonoides, compuestos
fendlicos y taninos al ser investigados con la especie de Jungia paniculata

en un extracto hidroalcoholico.

En las pruebas cromatograficas en capa fina, las fases mdviles tienen

buena elucion para los alcaloides y flavonoides como lo plantea Olga Lock,
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U (1994) ®® en su libro de “Investigacion fitoquimica”; con lo cual queda

demostrada la primera hipétesis.

En cuanto a la segunda hipoétesis, se puede afirmar que la actividad
antibacteriana del extracto etandlico de las hojas de Jungia rugosa L.
(matico serrano) que se procedid con el método de dilucibn en agar
(excavacion en placa) con la cepa de referencia de Staphylococcus aureus
ATCC 6538 sembrado en un agar nutritivo como el Tripticasa soya agar
(TSA), se hizo en tres concentraciones y cada una por quintuplicado como
son el 40%, 60% y 80%, comparandolo con un control positivo como la
Dicloxacilina a una concentracion de 150 mg/mL y un control negativo que
viene a hacer el reactivo de Dimetil sulfoxido, que a su vez actda como
diluyente del extracto seco de Jungia rugosa para obtener las
concentraciones antes sefialadas, la aplicacion fue de 100 pL en las placas
que contiene un hueco que previamente fue hecho por un sacabocado. Los
halos fueron medidos con un vernier, obteniéndose como promedio de las
cinco lecturas 24.08 mm para una concentracion de 40%; 25.94 mm para el
60% y 28.98 mm para el 80%, analizados en primera instancia con la escala
de Duraffourd que nos indica que los halos mayores a 20 mm son
sumamente sensibles; como lo fundamentdé en su trabajo Escobar, F.
(2017) ¥, quien también usé esta escala para saber si sus extractos
hidroalcoholicos de Punica granatum tienen efecto antibacteriano, logrando

obtener halos de 16.5 mm, 14 mm y 12 mm de sensible y muy sensible.

Finalmente en cuanto a la tercera hipotesis, se podria afirmar que la
concentracion del extracto a 80% es casi comparable al grado de
inhibicion bacteriana de Dicloxacillia a 150 mg/ml en la investigacion
realizada por Arriola. (2014): titulada “Actividad antibacteriana in vitro de
extractos de Piper angustifolium (matico) y Matricaria chamomilla
(manzanilla) en cepas de Staphylococcus aureus con resistencia multiple”.
En la metodologia se empled concentraciones diferentes de extracto de
Matricaria chamomilla (manzanilla) y Piper angustifolium (matico) y se
midieron los halos de inhibicion formados alrededor de los pocillos en placas

de agar TSA embebidos con cepa de Staphylococcus aureus con resistencia
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multiple, para la cual la concentracion al 100% del extracto de Piper

angustifolium (matico) mostro actividad antibacteriana significativa.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones:

1. El extracto etandlico de las hojas de Jungia rugosa Less (matico serrano)
presentd metabolitos secundarios tales como alcaloides, flavonoides,

compuestos fendlicos, taninos y antraquinonas.

2. La cepa de Staphylococcus aureus es sumamente sensible a las
concentraciones de 40%, 60% y 80% de extracto etandlico de Jungia

rugosa Less (matico serrano).

3. Comparando la actividad antibacteriana del extracto etandélico de las hojas
de Jungia rugosa Less (matico serrano) al 80%, es la concentracion que se

asemeja a la actividad antibacteriana que presenta la dicloxacilina.
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5.2. Recomendaciones:

1. Realizar estudios sobre la toxicidad aguda de las hojas de la planta de
(Jungia rugosa L), con la finalidad de garantizar su utilidad en los seres

humanos.

2. Profundizar en estudios para determinar la cantidad minima inhibitoria
(MIC) y bactericida (MIB)

3. Hacer investigaciones de sinergia con otras especies vegetales para
incrementar el efecto antibacteriano y probarlo en diferentes cepas

multiresistentes.
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ANEXO 1: Matriz de consistencia

ANEXOS

Actividad Antibacteriana del extracto etandlico de las hojas de Jungia rugosa Less (Matico serrano) sobre cepas de
Staphylococcus aureus

PROBLEMA

GENERAL

¢El extracto etandlico de las
hojas de Jungia rugosa Less
(matico  serrano) posee
efecto antibacteriano sobre
cepas de Staphylococcus
aureus?

ESPECIFICO

1 ¢El extracto etandlico de
las hojas de Jungia rugosa
L. (matico serrano) posee
metabolitos secundarios?

OBJETIVO

GENERAL

Determinar si el extracto
etandlico de las hojas de
Jungia rugosa Less (matico
serrano) posee efecto
antibacteriano sobre cepas de
Staphylococcus aureus.

ESPECIFICO

1 lIdentificar algunos de los
metabolitos secundarios
presentes en el extracto
etandlico de las hojas de
Jungia rugosa L. (matico
serrano) responsables  del
efecto antibacteriano frente a
Staphylococcus aureus

HIPOTESIS

GENERAL

El extracto etandlico de las
hojas de Jungia rugosa Less
(matico  serrano) posee
efecto antibacteriano en
cepas Staphylococcus
aureus.

ESPECIFICO

1. Existen metabolitos
secundarios presentes en el
extracto  etandlico de las
hojas de Jungia rugosa Less
(matico serrano)
responsables del efecto
antibacteriano sobre cepas
de

VARIABLES

V.

Extracto
etandlico de
las hojas de

Jungia rugosa
Less (matico
serrano)

V.D

Efecto
antibacteriano
sobre cepa de
Staphylococcu
S aureus.

DIMENSION
ES

Marcha
Fitoquimica

Prueba de
Solubilidad

Cromatografia
en capa fina

Concentracion
es de Jungia
rugosa Less

Método de
Difusién en
Agar
(excavacioén

en placa)

INDICADORE
S

e Alcaloides

e Flavonoides

e C. Fendlicos

e Taninos

Insoluble
Poco soluble
Soluble

Alcaloides
Flavonoides

e 40%, 60% y
80%

Diametros de
Inhibicién

medidos con el
Vernier en mm,

siguiendo la
escala de
Duraffourd:

METODOLOGIA

Tipo:

Experimental

Disefio:
Experimental mixto
transversal, In Vitro

Poblacion:
e Extracto etanolico de
Jungia rugosa Less

e Cepa de
Staphylococcus aureus
ATCC 6538

Muestra

¢ 500 gramos de hojas
de Jungia rugosa Less

e 15 placas Petri con
TSA cultivadas con
Cepa de

Staphylococcus aureus
ATCC 6538
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2 ¢Cudl es la concentracién
del extracto etandlico de las
hojas de Jungia rugosa L.
(matico serrano) con efecto
antibacteriano sobre cepas
Staphylococcus aureus?

3 ¢ El efecto antibacteriano
del extracto etandlico de las
hojas de Jungia rugosa L.
(matico serrano) serd mas

eficaz frente a la
Dicloxacilina 500mg sobre
cepas Staphylococcus
aureus?

2 Determinar qué
concentracion del extracto
etandlico de las hojas de
Jungia rugosa L. (matico
serrano) posee efecto
antibacteriano sobre cepas
Staphylococcus aureus.

3 Comparar la actividad
antibacteriana del extracto
etandlica de las hojas de
Jungia rugosa L. (matico
serrano), con la actividad de
dicloxacilina sobre las cepas
de Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus.

2. Existe una concentracion
del extracto etandlico de las
hojas de Jungia rugosa Less
(matico serrano) con efecto
antibacteriano sobre cepa de
Staphylococcus aureus.

3. Existe efecto
antibacteriano del extracto
etandlico de las hojas de
Jungia rugosa Less (matico
serrano) comparado con el
farmaco de dicloxacilina
sobre cepas de
Staphylococcus aureus.

e Nula (-) si el
diametro  es
menor a 8 mm

e Sensible (+) si
el didametro
esta entre 8 a
14 mm

e Muy Sensible
(++) si el
diametro esta
entre 14 a 20
mm

e Sumamente
Sensible
(+++) si el
diametro  es
mayor a 20
mm

Instrumento:

ficha de observacion ad-
hoc

Procesamiento y analisis
de datos:

Andlisis  descriptivo e

inferencial con los
programas Excel
mediante pruebas:

e Anova

e Tukey

o T de 1 muestra
e Anderson Darling

68



ANEXO 2: constancia  taxonOmica de Jungia rugosa

s UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS ?m.\
. Universidad del Peni, DECANA DE AMERICA

VICERRECTORADO DE NVESTIGACION ¥ POSGRADO 533:;5 v
(R MUSEO DE HISTORIA NATURAL S

“Afio del Didlogo y la Reconciliaciéon Nacional”

CONSTANCIA N°304-USM-2018

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (planta estéril), recicida de Kelll Mabel Rodriguez Tomés e Inés
Condori Cucchi; estudiantes de la Universided Inca Garcliaso de la Vega, Facultad de Ciencias
Farmacéuticas y Bioguimica; ha side estudiada y clasificeds come: Jungia rugosa Less; y
tiene la sigulente posicidn taxonémica, segin el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988):
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: ASTERIDAE
ORDEN: ASTERALES
FAMILIA: ASTERACEAE
GENERO: Jungia
ESPECIE: Jungia rugosa Less

Nombre vulgar: “Matico serrano”
Determinado por: Mg. Hamilton Beltran Santiago

Se extiende |2 presente constancia 8 solicitud de la parte interesada, para los fines que estime
conveniente,

Lima, 29 de agosto de 2018

- /'] l" '
N ' P NG
2N\ 7‘;‘ e "Q_B
3_},9. ASUNCION-A; CANO ECHEVARRIA
JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM)
N/
2=/

\

s
=,/

ACEddd

Less
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ANEXO 3: Certificado de la cepa Staphylococcus aureus ATCC 6538

E X RAirrrmloni I oo
V} iviiCi ug,);ue{,)tj\zg:;

Specifications
Microorganism Name: Staphylococcus aureus subsp aureus
Catalog Number: 0485

Certificate of Analysis Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release
Expiration Date: 2019/9/30

Release Information:
Quality Control Technologist: Kassandra L Hall

Lot Number: 485.577 Release Date: 2017/10/20
Reference Number: ATCC® 6538™"

Purity: Pure

Passage from Reference: 3
{7) Mean Assay Vaiue (MAV): 26 CFUper0 1t mi

2 Performance

Macroscopic Features: Medium:
#ednum to xar?ne 4co,nvei( circular, glistening, smooth, creamy‘ o&aque. beta SBARP

emolytic - both light gold and darkeér goid clionies may be pfesent
Microscopic Features: Method:
Gram positive cocci occurring singly. in pairs and in iregular clusters Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF

Other Features/ Challenges: Results

See attached ID System results document

(1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): positive
(1) Coagulase (rabbit plasma - tube): positive
(1) Beta Lactamase (Cefinase Disk) negative

iz

¥

Amanda Kuperus
Quality Control Manager

AUTHORIZED SIGNATURE

|

e dugiaved on (g certlioste

5 ire  oereed o pse

These lests 8 accredited 1 ISCAET 1710

ACCREDITED
TESTING CERT 22655.01

Tre Masn Assyy Vaiue (MAV) stated aliove may deviate
suth #% methods, Medks fype, egunment, Doeties. 804

Dusctarner The 38t BRHST of the K mumder 350ean On Ik PIORC! RON 0K DRI SUE AT8 Mirely 8 pACKE(Y avent oumber The bt
e
Note for Vitek®: um::;qh the Vitek® uses many conventional tests, the unigae of the cwd. with the short incubation penod, may prodiuce resuits that differ
from p resul by

+ Refar 1o the enciosed product inget for use and y Tty
ingividual products are tracesble to g Tecognized culture collection

ACCREDITED
REFLRINCE MATERTAL PRODU(ER
CEMT #2055 07
censed Denvatve Emb TCE Liceneed Denvetve word mark aod I ragemarks of AT

Tt @nd 10 68 Droducts derived from

feom e enc-users MAV Dased on vatiaties rheent 15 esch ehoratary anvror

ik ! TRChY e fechoe
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ANEXO 4: Hojas de Jungia rugosa (matico serrano)

Hojas de Jungia rugosa Less provenientes del centro poblado Matacoto,
provincia de Yungay departamento de Ancash.

Anexo N°05: Extracto etandlico de las Hojas de Jungia rugosa (matico serrano)

Extraccion etandlica de las Hojas de Jungia rugosa Less (matico serrano) se
realizo en el laboratorio de fitoquimica de la Universidad Inca Garcilaso de la
Vega facultad de ciencias farmaceéuticas y bioquimica.

Anexo N°06: Rendimiento del
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proceso de extraccion del extracto etandlico de las

hojas de Jungia rugosa. L
(matico serrano).

Mexr
.. -x 100
"M

n: Rendimiento del extracto
MEXT.: Peso del extracto seco
M?°: Peso inicial

100: Factor matematico para los calculos

Anexo N°07: Rotavapor del extracto etandlico de las Hojas de Jungia rugosa
(matico serrano) del laboratorio de la facultad Cayetano Heredia
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Anexo N°08: Tamizaje fitoquimico de Jungia rugosa (matico serrano) se realizo
en el laboratorio de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega facultad de ciencias
farmacéuticas y bioquimica.

Anexo N°09: Cromatografia en capa fina de Jungia rugosa L (matico serrano) en
el laboratorio de fitoquimica de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega facultad
de ciencias farmacéuticas y bioquimica.

Anexo N°10: Reactivacion de los cultivos de cepa Staphylococcus aureus
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Anexo N°11: Preparacion y estandarizacion de los in6culos de cepa Staphy
lococcus aureus

Para la estandarizacion de las colonias de Cepa suspendidas en
caldo Tioglicolato, a partir
de este se realizd una
se usé el método de dilucion en Caldo dilucién con solucion salina
fisiologica estéril

cepa de Staphylococcus aureus ATCC 6538

tioglicolato, hasta obtener la turbidez

equivalente al Nefelometro de Mac Farland
(1.5 x 108 UFC/mL).

Anexo N°12: Preparacion de Dicloxacilina 150mg/ml
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Muestra | W dicloxacilina | W Capsula vacia Dicloxacilina

M-1 0.6469 0.0982 548.7
M-2 0.6519 0.0997 552.2
M-3 0.6424 0.0957 546.7
M-4 0.6482 0.0991 549.1
M-5 0.6523 0.0997 552.6
M-6 0.6472 0.0971 550.1
M-7 0.6513 0.0984 552.9
M-8 0.6398 0.0957 544.1
M-9 0.6439 0.0974 546.5
Promedio 0.6471 0.0979 549.2

549.2 mg/Cap - 500 mg dicloxacilina

Xxmg < 150 mg dicloxacilina

= 164.76

entonces 164.76 mg se disolveran en 1 mL de DMSO

Entonces seria 1.6 gramos para 10 mL de DMSO

Anexo N° 13. Formulacion de las concentraciones del extracto etandlico de las
Hojas de Jungia rugosa (Matico serrano) y volumen de diluyente.

Concentracion inicial

Extracto de Jungia rugosa

100%

109

Densidad de dimetil sulfoxido (DMS) = 1.1 g/cm?®

ml

D=M/V---- Para 40% se diluye con 6g de DMS------ 5.45

concentracion | Extracto de Jungia DMS diluyente
rugosa en (gramos) (ml)
40% 4 gr 5.45 ml
60% 6 gr 3.63ml
80% 8gr 1.8 mi

Anexo N°14: Preparacion del medio de cultivo
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FEF 211043

£57] 6091769

500¢g
- 20203

il EBL™ Trypticase™ Soy Agar -
Agar

Medio de Cultivo Agar Soya
Tripticasa TSA

Pesar y colocar el medio de
cultivo TSA en un frasco 250 mL

Anexo N°15: Determinacion de la actividad antibacteriana

Se hicieron excavaciones en nimero de tres
por cada placa de 8mm de didmetro y 8 mm
de profundidad empleando un sacabocado
esteril

Inoculacion del extracto etanolico de las
hojas de la Jungia rugosa Less “Matico
Serrano” (concentraciones de 40%, 60% vy
80%), Dimetil Sulfoxido DMSO vy
Dicloxacilina, Rotular cada una de las
placas y proceder a incubar las placas a
37°C por un periodo de 24 horas

Anexo N°16: Lectura de resultados de halos de inhibitorios

76




Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, retirar las placas de la incubadora

y proceder a medir los diametros de los halos de inhibicion empleando el vernier
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Anexo N°17 Ficha de observacién AD-HOC

FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DE LA MARCHA FITOQUIMICA

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LAS HOJAS
DE (JUNGIA RUGOSA LESS) MATICO SERRANO SOBRE CEPAS DE
Staphylococcus aureus

INSTRUCCIONES

Antes de iniciar con la observacién, procure encontrarse en un estado de
equilibrio emocional y somatico.

Si se siente cansado, estresado o enfermo, suspenda la observacion.

Procure realizar todas las mediciones bajo las mismas condiciones de comodidad.

En el caso de no tener certeza sobre la medicion de alguna unidad de andlisis,
descarte su evaluacion.

Registre los datos sin borrones ni enmendaduras.

Los espacios en los que no pueda registrar informacion, tachelos con una linea

MARCHA FITOQUIMICA DE LAS HOJAS DE (Jungia rugosa Less)

N° | Metabolito Reactivo de Reaccién Positiva Resultado
Reaccion
1.| CARBOHIDRATO Fehling Ay Precipitado anaranjado
_ . +++
S Fehling B ladrillo
2. ] ,
ALMIDON Lugol Coloracion oscura -
3. , . ..
CETONAS 2,4 DNPH Formacion de anillo rojizo +
Wagner Precipitado marrén +++
4. . . .
ALCALOIDES Dragendorff Precipitado rojo o naranja ++
Reineckato Coloracion rosa +++
5| COMPUESTOS FeCl Col 5N et
FENOLICOS eCls oloracién Negro
6. . .
TANINOS Gelatina 1% Precipitado denso blanco +++
7. . . Roj
FL AVONOIDES Shinoda Flavanoles: Rojo a it
magenta
8. ) L e
AMINOACIDOS Ninhidrina Coloracién violacea +++
9.| NAFTAQUINONA
S,
Bortranger (NaOH ., .
ANTRAQUINONA go ( Coloracion roja +++
s 5%)
Y ANTRANONAS
Leyenda:
(-) :Nulo (++) : moderado

(+) :poco

(+++) : abundante




HOJA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO
CUSTIONARIO AD-HOC DE RECOLECCION DE DATOS| N°

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LAS HOJAS
DE (JUNGIA RUGOSA LESS) MATICO SERRANO SOBRE CEPAS DE
Staphylococcus aureus

Después de revisado el instrumento, es valiosa su opinion acerca de lo siguiente:
MENOS DE

50-60-70-80-90-100
1. ¢En qué porcentaje estima que con este instrumento se lograran los

0DbjetivOs PropuestoS?.........ccevvvveivvvriviiiiiinieeeeeeeeeeerrannen. (HYCH)CH)ye)H) o)
()

2. ¢En qué porcentaje considera que los items estan referidas a los
CONCEPLOS el tEMATZ... i e ()(C)(
) () ()X

3. ¢Qué porcentaje de un items planteados cree que son suficientes para
lograr 10S ODJELIVOS?......eviiieeiii e ()YCH)oH«
) (%) ()

4. ¢En qué porcentaje estima que los items del instrumento son de facil
(070 ] 0] o] (=115 (o] 4 10U UPT (YY) () ()X

5. ¢Qué porcentaje de los items considera usted que siguen una secuencia

0T o= 1RSSR (HOHYO)YO) ()X
6. ¢En qué porcentaje valora usted que con este instrumento se obtendran
datos similares si se explicara en otras muestras?...........C ) ( )( ) ( ) ()
(x)
SUGERENCIAS

1. ¢/Qué items considera usted que deberian agregarse?

Considero que los items propuestos son los indicados
2. ¢Qué items estima que deberian eliminarse?

Considero que los items propuestos son los indicados
3. ¢Qué items considera que deberan reformularse o precisarse mejor?
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Considero que el item para Flavonoides deberia de ser mas detallada con
reactivos mas especificos.

Fecha: 2018-10-07

NO

FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DE PRUEBA DE

SOLUBILIDAD

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LAS HOJAS
DE (JUNGIA RUGOSA LESS) MATICO SERRANO SOBRE CEPAS DE
Staphylococcus aureus

INSTRUCCIONES

Antes de iniciar con la observacion, procure encontrarse en un estado de
equilibrio emocional y somatico.

Si se siente cansado, estresado o enfermo, suspenda la observacion.
Procure realizar todas las mediciones bajo las mismas condiciones de comodidad.

En el caso de no tener certeza sobre la medicion de alguna unidad de analisis,
descarte su evaluacion.

Registre los datos sin borrones ni enmendaduras.
Los espacios en los que no pueda registrar informacion, tachelos con una linea

PRUEBA DE SOLUBILIDAD DE LAS HOJAS DE (Jungia rugosa Less)
N° Solventes Identificacion Resultado
1. Etanol Soluble, insoluble Soluble
y Poco soluble
2. Metanol Soluble, insoluble Soluble
y Poco soluble
3. Cloroformo Soluble, insoluble Insoluble
y Poco soluble
4. Agua Soluble, insoluble Poco Soluble
y Poco soluble
5 Isopropanol Soluble, insoluble Insoluble
Prop y Poco soluble
Leyenda: (ins®): Insoluble.  (PS°): Poco Soluble (89 : Soluble.
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HOJA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO
CUSTIONARIO AD-HOC DE RECOLECCION DE DATOS

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LAS HOJAS
DE (JUNGIA RUGOSA LESS) MATICO SERRANO SOBRE CEPAS DE
Staphylococcus aureus

Después de revisado el instrumento, es valiosa su opinion acerca de lo siguiente:
MENOS DE
50-60-70-80-90-100
7. ¢En qué porcentaje estima qgue con este instrumento se lograran los
0DbjetivOS PropueStOS?........uvvueeieiiiiiiiee e ceeeereeie e (YY) () ()X

8. ¢En qué porcentaje considera que los items estdn referidas a los

coNCEPtos del teMA?.........uveiiiiiie e (H)Yo)o)
()() X

9. ¢Qué porcentaje de un items planteados cree que son suficientes para
lograr 10S 0DJEtIVOS?........covveiiiiiic e (HYC)oH o)
) ()

10.¢.En qué porcentaje estima que los items del instrumento son de facil
(o70] 0] o] (=1 0151 (0] 4 10U (YY) () ()X

11.¢Qué porcentaje de los items considera usted que siguen una secuencia

JOGICA?......eeeeie et (Y)Y ()X

12.¢En qué porcentaje valora usted que con este instrumento se obtendran

datos similares si se explicara en otras muestras?.........( ) ( ) ( ) ( ) () (x)
SUGERENCIAS

4. ¢Qué items considera usted que deberian agregarse?

Considero que los items propuestos son los indicados, ya que otros pueden
muy toxicos Y fiscalizados.
5. ¢Qué items estima que deberian eliminarse?

Considero que los items propuestos son los indicados.
6. ¢Qué items considera que deberan reformularse o precisarse mejor?
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Considero que hay que tener cuidado con el Cloroformo y con el Metanol este
ultimo por ser controlado, pero con mayor accesibilidad.

Fecha: 2018-10-07

FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DE RECOLECCION DE DATOS PARA
DETERMINAR EL EFECTO ANTIBACTERIANO DE Jungia rugosa Less
(MATICO SERRANO SOBRE Staphylococcus aureus

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LAS HOJAS
DE (JUNGIA RUGOSA LESS) MATICO SERRANO SOBRE CEPAS DE
Staphylococcus aureus

INTRUCCIONES

Antes de iniciar con la observacién, procure encontrarse en un estado de
equilibrio emocional y somatico.

Si se siente cansado, estresado o enfermo, suspenda la observacion.
Procure realizar todas las mediciones bajo las mismas condiciones de comodidad.

En el caso de no tener certeza sobre la medicion de alguna unidad de analisis,
descarte su evaluacion.

Registre los datos sin borrones ni enmendaduras.

Los espacios en los que no pueda registrar informacion, tachelos con una linea

TABLA

Actividad Antibacteriana de Jungia rugosa Less (matico serrano) frente a
Staphylococcus aureus por el método de difusidn en agar (excavacion en placa) en 100

pl

CONTROLES
Concentracidn (%) del extracto etandélico de €] )
Jungia rugosa Less (Matico serrano) Dicloxacilina Dimetil
100 ul 150 Sulfoxido
N° mg/mL
BLACA Longitud del Halo de Inhibicién (mm)
Matico Matico Matico Dicloxacilina 150 . . .
serrano al serrano al serrano al ma/mL Dimetil sulfoxido
40 % 60 % 80 % g
1 24.3 26.0 29.0 33.0 0
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2 24.0 26.2 28.9 32.6 0

3 23.9 25.9 28.9 32.5 0
4 24.2 25.8 20.1 32.8 0
5 24.0 25.8 29.0 33.2 0

HOJA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO
CUSTIONARIO AD-HOC DE RECOLECCION DE DATOS

NO

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LAS HOJAS
DE (Jungiarugosa Less) MATICO SERRANO SOBRE CEPAS DE
Staphylococcus aureus

Después de revisado el instrumento, es valiosa su opinion acerca de lo siguiente:
MENOS DE
50-60-70-80-90-100

¢En qué porcentaje estima que con este instrumento se lograran los objetivos
PIOPUESTOS?. e BIGISISI®N

13.¢,En qué porcentaje considera que los items estan referidas a los

conceptos del temMa?.........uveiii i ()(C)(
) () ()X

14..:Qué porcentaje de un items planteados cree que son suficientes para
lograr 10S OBJELIVOS?......cciieiiie e (YY) () (
) (X)

15..,En gué porcentaje estima que los items del instrumento son de facil
COMPIENSION?. .ttt e e ()YC)YCH )Y o)
(x)

16. ¢ Qué porcentaje de los items considera usted que siguen una secuencia
[0 |03 1R (HO)YOH)YH))m™

17.¢En qué porcentaje valora usted que con este instrumento se obtendran
datos similares si se explicara en otras muestras?..........C ) ( )( )( ) ()
(x)

SUGERENCIAS
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7. ¢Qué items considera usted que deberian agregarse?

Considero que los items propuestos son los indicados.
8. ¢Qué items estima que deberian eliminarse?

Considero que los items propuestos son los indicados.
9. ¢Qué items considera que deberan reformularse o precisarse mejor?

Considero que se tomaron las medidas para que el trabajo abarque lo
esperado.

Fecha: 2018-10-07
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