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GLOSARIO DE TERMINOS

» ATCC : American type culture collection.
» CCF : Cromatografia de capa fina.

» CMI : Concentracién minima inhibitoria.
» CBM : Concentracion bactericida minima.
» EMB h Eosina Azul de metilo.

> 1IgG : Inmunoglobulina G.

> TL , Enterotoxina termolabil.

> TS ; Enterotoxina termoestable.

» TSB - Caldo soya tripticasa.

» UV : Ultravioleta.
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RESUMEN
Se realiz6 este presente trabajo de investigacion para determinar la actividad

antimicrobiana de las semillas de Carica papaya L. “PAPAYA” frente a las Cepas ATCC
Escherichia coli Y Staphylococcus aureus.

Se obtuvieron los Extractos Secos de las Semillas mediante el método de Extraccion
Soxhlet; posteriormente se realizO una Marcha Fitoquimica preliminar y una
Cromatografia de Capa Fina (CCF) de los extractos donde se observd presencia de
Taninos, Terpenos, Alcaloides y Flavonoides los que podrian proporcionar a la planta la
actividad antimicrobiana frente a gérmenes Gram negativos y Gram positivos.

Luego se evalué la actividad antimicrobiana mediante la determinacion de la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) por el Método de Dilucion de Caldo y la
Concentracion Bactericida Minima (CBM) por el Método de Diluciéon de Agar de las
cuales se obtuvo en: Escherichia coli con extracto etandlico de semillas una CMI de 15.63
mg/mL y una CBM de 31.25 mg/mL; con el extracto diclorometanico de semillas se tiene
una CMI de 62.5 mg/mL y una CBM de 125 mg/mL.

Para Staphylococcus aureus se obtuvo con extracto etandlico de semillas una CMI de
7.81 mg/mL y una CBM de 15.63 mg/mL; con el extracto diclorometanico de semillas se
tiene una CMI de 31.25 mg/mL y una CBM de 62.5 mg/mL.

Luego se evalud por el Método de Difusion de Agar la Actividad Antimicrobiana de los
Extractos Secos de Carica papaya L. “PAPAYA” frente a microorganismos Gram
negativos y Gram positivos con antibioticos de primera eleccion entre la cual tenemos
discos de: Lincomicina 2 ug, Eritromicina 15 pg y Neomicina 30 pg, incluyendo la

concentracion del extracto100 pg; mediante la medicion de Halos de Inhibicién.

Asi se encontré que hubo diferencias significativas en los halos producidos por los
antibidticos para Escherichia coli, (p<0.05; F: 4528.00), para Staphylococcus aureus,
(p<0.05; F: 109); al realizar la prueba de Tuckey los mejores tratamientos fueron con:
Lincomicina, Eritromicina y Extracto etandlico de semillas de Carica papaya L. para
Staphylococcus aureus, seguidos por Lincomicina, Neomicina y Extracto etanolico de
semillas Carica papaya L. para Escherichia coli.

Se concluye que la Carica papaya L. “PAPAYA” tiene efecto antimicrobiano.
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ABSTRACT
This present work of investigation was realized to determine the antimicrobial activity of

seeds of Carica papaya L. "PAPAYA" against the strains ATCC Escherichia coli and
Staphylococcus aureus.

It were obtained the dried extracts of the seeds by Soxhlet extraction method; later it was
made preliminary phytochemistry march and chromatography of thin layer (CFL) of the
extracts where the presence of Tannins, Terpenes, Alkaloids and Flavonoids which could
provide to plant the antimicrobial activity against germs Gram negative and Gram
positive.

Then that it was evaluated the antimicrobial activity by means of the determination of the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) by the Method of Dilution of Broth and the
Bactericidal Minimal Concentration (CBM) by the Method of Agar's Dilution of which
it was obtained in: Escherichia coli with Ethanolic Extract of seeds a CMI of 15.63
mg/mL and a CBM of 31.25 mg/mL; with Dichloromethane Extract of seeds has a CMI
of 62.5 mg/mL and a CBM of 125 mg/mL.

For Staphylococcus aureus was obtained with Ethanolic Extract of seeds of a CMI of 7.81
mg/mL and a CBM of 15.63 mg/mL; with Dichloromethane Extract of seeds has a CMI
of 31.25 mg/mL and a CBM of 62.5 mg/mL.

Then there evaluated for the Method of Agar's Diffusion the Antimicrobial Activity of
Dried extracts Carica papaya L. "PAPAY A" opposite to microorganisms negatives Gram
and positives Gram with antibiotics of first choice between which we have discs of:
Lincomycin 2 pg, Erythromycin 15 pug and Neomycin 30 pg, including the concentration
of extract 100 pug; by means of the medition of Halos of Inhibition.

So it was found that there were significant differences in the halos produced by the action
of the antibiotics to Escherichia coli, (p < 0.05; F: 4528.00), to Staphylococcus aureus (p
< 0.05; F: 109); to carry out the test o Tuckey the best treatments were with: Lincomycin,
Erythromycin and Ethanolic Extract of seeds of Carica papaya L. to Staphylococcus
aureus, followed by Lincomycin, Neomycin, and extract ethanolic seeds Carica papaya
L. to Escherichia coli.

It is concluded that the Carica papaya L. "PAPAYA" has antimicrobial effect.
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GENERALIDADES
INTRODUCCION

En los ultimos afios, la resistencia antimicrobiana se ha convertido en un problema
mundial y se ha analizado con mayor interés en muchos paises, reconociéndose
oficialmente que el incremento de la resistencia bacteriana a los antibi6ticos amenaza la

salud pablica. *°

Se sabe que las plantas han sido usadas por muchos cientos de afios con una amplia
variedad de propdsitos. Asi mismo se puede afirmar que presentan una complejidad de
propiedades medicinales, entre ellas la accion antimicrobiana. Por tal motivo algunas
plantas medicinales se pueden considerar como una posible alternativa de prevencion de

las enfermedades infecciosas.

La especie vegetal Carica papaya L. "PAPAYA", considerada como una planta
cosmopolita de amplio cultivo en nuestro pais, presenta diferentes constituyentes
quimicos distribuidos en toda su estructura: raices, tallo, hojas, flores, frutos y semillas,

lo que le confiere un indudable efecto medicinal. *

La investigacion cientifica, basada en el uso popular medicinal de esta especie, demuestra
la relacion que existe entre su composicion quimica y su propiedad terapéutica,
encontrandose antecedentes de la actividad antimicrobiana de las semillas, ademas de su

buena accion ya conocida contra los parésitos intestinales.

De lo antes mencionado se planted la presente investigacion teniendo como objetivo
determinar la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos etandlicos, metandlicos,
diclometéanicos y hexanicos de las semillas de Carica papaya L. “PAPAYA”, para llegar
a probar su eficacia en modelos in vitro frente a cepas de microorganismos patégenos,

con el proposito de ampliar el conocimiento sobre su accién antimicrobiana.
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HIPOTESIS

Dado que en la medicina tradicional existen antecedentes del uso de “PAPAYA” en
enfermedades infecciosas. ES PROBABLE que los extractos de Carica papaya L.
“PAPAY A” presente propiedades antimicrobiana frente a cepas ATCC Escherichia coli

y Staphylococcus aureus in vitro.
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OBJETIVOS

1. Obtener los extractos secos etanolicos, metandlicos, diclorometanicos y hexanicos
de las semillas de Carica papaya L. “PAPAYA” mediante el Método de
Extraccion Soxhlet.

2. ldentificar los metabolitos secundarios de los extractos etanolicos, metanolicos,
diclorometénicos y hexanicos de Carica papaya L. “PAPAYA” mediante la
realizacion de la Marcha Fitoquimica preliminar y Cromatografia de Capa Fina
(CCF).

3. Determinar la actividad antimicrobiana in vitro mediante la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Bactericida Minina (CBM) de los
extractos de Carica papaya L. “Papaya” frente a las cepas ATCC de Escherichia

coli y Staphylococcus aureus.

4. Evaluar y comparar la actividad antimicrobiana “in vitro” de Carica papaya L.
“Papaya” frente a cepas ATCC Escherichia coli y Staphylococcus aureus, con los
valores estandares de los halos de inhibicion de tres antibacterianos: Lincomicina,

Eritromicina y Neomicina.
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CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1 Carica papaya L.
2.1.1. Historia

Es una planta originaria de Ameérica tropical; sin embargo el centro de
origen boténico de la especie cultivada no puede ser establecido con
exactitud. Algunos autores consideran a las Antillas como su centro de
origen y otros a México, América Central y atn al Peri como los lugares
de donde proviene esta especie. *

Segun Linneo, Fernandez habia llamado a esta fruta "Higo de Mastuerzo",
y tuvo la idea de clasificarla como un higo (carica en griego) y ademas se
dice que las muestras que le llevaron provenian de la India, y
especialmente de una region del Asia que se llamaba en ese tiempo Carica,
bautizo este género con el vocablo Carica y lo apellidd con la
denominacion ya universal Papaya. 3

Los espafioles se encargaron de llevarla a todo el trépico del orbe, la
introdujeron en la Republica Dominicana (1525), la presentaron a los reyes
de Espafa (1535) y a las Filipinas (1550) diseminandola luego por el
Africa, Malasia y por todas las Islas del Pacifico. %

Desde fines del siglo XVIII, se sabia que algunos grupos indigenas
sudamericanos usaban las hojas del papayo para envolver la carne de los
animales que se cazaban con el objeto de hacerla méas suave y sabrosa;
otros acostumbraban frotar la carne dura con una tajada de papaya verde
para que se ablande o afiadian un pedazo de papaya verde al agua donde
se hierve la carne. Edlicher y Vanquelin reportaron en 1756, la accion
vermiciday digestiva del latex. Posteriormente Wurtyz en 1880, comunico
al mundo cientifico el descubrimiento de la Papaina una sustancia que

Chittenden califico como fermento vegetal en 1883. 32
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Hubo después una serie de investigaciones y descubrimientos
complementarios que progresivamente fueron atrayendo la atencion de

empresarios industriales.

Figura 2.1: Carica papaya L. “PAPAYA” #2
Fuente: Sanchez, I. 1992
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2.1.2. Divisién Taxondmica

De acuerdo al Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988) evaluado por
el Herbario San Marcos del Museo de Historia Natural, de la Universidad

Nacional Mayor de San Marcos, se determiné como:

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Orden : Violales

Familia : Caricaceae
Género ; Carica

Especie - Carica papaya L.

2.1.3.Descripcién Botanica
Planta de naturaleza herbacea, de porte variado de 3 a 10 m. de altura. Es
una planta frutal perennifolia, dioica con tallo uUnico raras veces
ramificado, frondosa en la parte superior y productora de latex. Es una
especie poligama, diferenciando plantas femeninas, masculinas vy
hermafroditas. * 32
* Tallo: Es cilindrico, hueco, desnudo, erecto y tiene un didmetro
hasta de 30 cm.; en la base adelgazandose hacia arriba; es carnoso,
poroso, y jugoso. Las cicatrices foliares grandes que presenta en la
superficie del eje de la planta, marca la ubicacién de hojas y frutos
que se han desprendido. 2
* Hojas: Ubicadas en el extremo superior del tallo, en una especie de
roseta espiral formando una corona o sombrilla, son alternas, simples
y palmeadas sin estipulas, tienen largos peciolos entre 50 a 90 cm.
de diametro, presenta entre 5 a 13 I6bulos; de matriz verde oscuro en
el haz y verde claro en el envés, con pocas vellosidades de 70 cm.
con un disefio redondo pero con profundas escotaduras y sus
nervaduras son muy prominentes en el envés. 32
¢ Raices: Consta de pocas ramificaciones, relativamente gruesas, las
mismas que en su extremo distal estan provistas de numerosas

raicillas. 32
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o Flores: Las flores emergen de las axilas de las hojas, son solitarias,
pentdmeras, nacen agrupadas en una inflorescencia cimosa hay
masculinas, femeninas y hermafroditas. 3

o0 Flor Femenina: Es de forma redondeada y el estigma en forma
de abanico. Son muy numerosas, pedunculadas, de color
blanco, solitarias en las axilas foliares, céliz pequefio, sésiles
de 8cm de largo, corola con 5 pétalos angostos separados entre
si, triangulares de 5a 7 cm. de largo, gineceo con ovario supero
y ovoide, tri 0 penta carpelar, unilocular y 5 placentas con
numerosos évulos.

o Flor Masculina: Aparecen en ramilletes que estan en el

extremo del peciolo (15 - 20 cm) de 4 cm de largo, de color
blanco cremoso a veces verdosas 0 amarillentas; se compone
de un tubo corto, en que abre 2/3 partes de su longitud
formando 5 pétalos, ubicandose a su alrededor 10 estambres
con anteras amarillas.

La corola es tubular (2- 3 cm.) con 5 I6bulos cortos y un pistilo
rudimentario y muy delgado, careciendo de estigma.

Son flores fragantes muy atractivas para los insectos diurnos y
nocturnos; ésta raras veces forman frutos o si los forma son
deformes y carecen de valor comercial.

o Flor Hermafrodita: Puede ser flor pentandria, intermedia y

alargada; son escasas y mas anchas que las masculinas. Poseen

5 pélalos gruesos de color verde claro, de apice pubescente,

agudo; posee de 5 a 10 estambres. Los filamentos son largos,

de dorso algo hendido, blancos adheridos al pétalo. Las anteras

poseen un conectivo verde y encorvado; el ovario con 5

estigmas desiguales papilosos y gruesos. Los frutos pueden ser
globulosos, alargados y deformes.

e Fruto: Tiene forma variada: esférica, periforme, ovalado, alargado

y otras. Es una baya grande de hasta 40cm. de diametro y 15 a mas

cm. de largo; tiene una piel delgada, savia lechosa, posee una pulpa

dulce suave.
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El peso varia desde 0.2 a 7.0 Kg.; el color de la pulpa puede ser de
amarillo anaranjado pélido, anaranjado rojo hasta rosado oscuro.
Como se observa en la Figura 2.2 la cavidad esta casi vacia con las

abundantes semillas cubriendo las paredes. *

Figura 2.2: Fruto maduro de Carica papaya L.

* Semillas: Un fruto normal contiene hasta mil semillas ovoides de 5
a 7 mm de didmetro; negras y recubiertas por un arilo o envoltura
mucilaginosa, gelatinosa que le da a la semilla una falsa cubierta lisa
y brillante; con la superficie rugosa Figura 2.3. Es de sabor picante;

el embrion es pequefio y los cotiledones estan bien desarrollados. #
32

Figura 2.3: Semillas de Carica papaya L.
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2.1.4. Habitad

Nativa de laderas bajas de los Andes orientales, la cuenca amazonica y
Centro América en clima tropical himedo en alturas hasta 1600 msnm.
Introducida en los trépicos del viejo mundo, donde se produce comercial
y artesanalmente.

El cultivo del papayo se extiende en la faja del planeta comprendido entre
los 22° latitud norte y 32° latitud sur. En condiciones de ambiente
ecologico favorable, calor y humedad apropiados, aproximadamente, a
partir de los 10 meses de su plantada, crece satisfactoriamente en un rango
de temperatura entre 22° C y 32° C. Las plantaciones con este frutal se
efectlan en areas protegidas de los vientos, con un rango de humedad
relativa de 70% y 80%.

2.1.5. Composicion Quimica

Dentro de su composicion quimica debemos destacar su riqueza en
vitaminas C y en provitamina A, en forma de carotenos dentro de las
cuales tiene principalmente: Betacarotenos, Gamma carotenos, Epsilon
carotenos y Criptoxantina, un compuesto que ademas de transformarse en
vitamina A en nuestro organismo, presenta propiedad antioxidante,
atribuyendosele accion preventiva frente al cancer y la enfermedad
cardiovascular.

También destaca la presencia de vitaminas del grupo B como son vitamina
B1 (Tiamina), B2 (Riboflavina) y B3 (Niocina).

En cuanto a los minerales, la papaya es rica en potasio y contiene
cantidades apreciables de calcio, magnesio, fosforo y hierro.

También es una buena fuente de fibra (principalmente insoluble), que
mejora el transito intestinal, evitando el estrefiimiento y protege frente al
cancer de colon y la enfermedad cardiovascular. % La papaya contiene una
alta proporcion de agua, siendo por el contrario su contenido en nutrientes
energéticos (hidratos de carbono, proteinas y grasa) muy bajo.

En papayas de pulpa roja, el pigmento o colorante natural mas importante

es el licopeno. En papayas de pulpa mas amarillenta, los pigmentos méas
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abundantes son el grupo de las criptoxantinas. La intensidad del color

depende de la concentracion del pigmento, la cual varia de una localidad a

otra.

En pulpas rojizas, los carotenos constituyen un 10% de los pigmentos,

mientras que en pulpas anaranjadas alcanzan un 30%. La pulpa contiene

muy pocos acidos organicos (0.099%) y éstos son una mezcla de 50% de

acido citrico y 50% de acido malico. 2

En el latex también encontramos compuestos como: Papaina, Lipasa,

Pectasa, Quimopapaina y Carpaina. Semillas tenemos la Caricina,

Carpasemina y Carpaina y las hojas la Carpaina

Tabla 2.1: Composicion de la fruta de papaya

Contenido en 100gramos de porcién comestible

Componentes dUnlda(_j Fruto verde | Fruto maduro
e media

CALORIAS
Valor energético | cal 28.0 32.0
COMPONENTES MAYORES
Humedad % 89.7 88.8
Proteina % 0.8 0.5
Grasa % 0.1 0.1
Cenizas % 0.4 0.5
Carbohidratos totales % 8.5 9.9
Fibra % 0.8 0.6
MINERALES
Potasio (K) Mg 195.0 257.0
Calcio (Ca) Mg 45.0 24.0
Fosforo (P) Mg 22.0 13.0
Hierro (Fe) Mg 0.3 0.4
VITAMINAS
Vitamina A Ug trazas 110.0
Tiamina (B1) Mg 0.04 0.03
Riboflavina (B2) Mg 0.03 0.03
Niacina (B3) Mg 0.2 0.30
Acido Ascorbico (C) Mg 52.0 62.0

Fuente: FAO/INFOODS. Tabla de composicion de Alimentos de América Latina

Los compuestos volatiles determinan el olor y el sabor de las frutas. Se han

detectado unos 134 compuestos volatiles en la papaya, la mayoria

identificados desde 1985. Los compuestos volatiles mas importantes de la
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pulpa de la papaya son el linool, el bencil isotiocianato y el &cido butandico
en la pulpa, encontrandose otros 20 compuestos de menor importancia. *?
El bencil isotiocianato le da a la papaya su olor fuerte caracteristico. El
linool es responsable del sabor y el aroma de la pulpa madura. Casi todos
estos compuestos se encuentran conjugados en el fruto, liberandose

cuando las células se rompen durante el corte o consumo de las frutas. *2

Tabla 2.2: Principales compuestos quimicos de la Carica papaya L. “Papaya”

a) Tiamina

b) Riboflavina

c) Niacina

d) Papaina

Fuente: Elaboracion propia
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2.1.6. Usos Medicinales

» Semillas:
Es conocida su buena accion contra los parasitos intestinales,
especialmente contra los ascérides se usa el polvo de las semillas secas
25-30g; una infusion de raiz (2-3 cucharadas al dia); semilla fresca
licuada con miel o el latex disuelto en agua (una cuchara grande para un
adulto) puede seguir usandose con aceite de ricino u otro purgante.
Como carminativo el cocimiento de semillas secas y molidas (20g/L de
agua) tomar un vaso 3-4 veces al dia. 101

» Hojas:
Las hojas de papaya en infusion se usa para controlar la disenteria
amebiana; las hojas secas se fuman contra el asma, en infusion o
decoccidn se usan para afecciones cardiacas, infusion de hojas tiernas se
aconseja como tonico cardiaco.
Como galactogogo el cocimiento de las hojas verdes de la planta madura
(3-4 hojas en 2L de agua) tomar 2 vasos 3 veces al dia. 1

> Létex:
El latex es utilizado para el tratamiento tonico de diversos procesos de la
piel; se usa el latex (o un trozo de papaya verde, 0 una porcion de hojas
mojadas) para extirpar verruga, suavizar un callo, hacer desaparecer una
peca o atacar el nido de una nigua. En preparacion con glicerina se usa
para aliviar la soriasis, controlar la hiperhidrosis de las manos o axilas.
Puro o diluido se usa para limpiar heridas o llagas infectadas y necraticas.
Una pincelacion de la faringe con una mezcla de latex y glicerina ayuda
a controlar la presencia de costras, secreciones en la difteria y otras
faringitis graves. 2°
Se usa topicamente para tratar afecciones dérmicas (eczemas, erisipela,
tinea), induraciones, cancer y tumores. Por via oral se usa para tratar
esplenomegalia, catarro intestinal y parasitos intestinales (oxiuros,
tricocéfalos, tenias). También se puede usar para el mismo fin el latex
diluido en alcohol.
El cocimiento de cogollos se usa para sacar las lombrices y tratar
paludismo y dispepsia.
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» Fruto:
Se alega también que el fruto verde molido con sus semillas y disuelto
en cerveza para quitarle el mal sabor, es un buen emenagogo y puede
proveer el aborto; en otros empleos menos generalizados se prepara
jarabes para la tos a partir de la fruta madura o de una infusién de las
flores, el jarabe también se usa por via oral contra afecciones intestinales)
y respiratorias (asma, catarro difteria, tos, tuberculosis), enfermedades
venéreas, fiebre, hipertension, locura, oliguria; se dice que el fruto mejora
la digestion y previene el reumatismo.
En Loreto las mujeres consumen media papaya madura en ayuna en los
dias de la menstruacion con fines anticonceptivos. 43

» Raiz:
La maceracion o infusion de raiz se usa para uretritis, sifilis y contener
hemorragias, se dice que en infusion concentrada puede ser abortivo.
En otros usos medicinales se indica como sedante, el cocimiento de
raices gruesas y afiejas (20g/L de agua) tomar un vaso 3 veces al dia.

> Flores:
Se usan las flores masculinas en infusion (1 taza de flores en 3 tazas de
agua), tomar 1 taza 3 veces al dia 3 dias antes de la menstruacion.
También se usa el jarabe de flores para tratar ictericia, bronquitis y otras
afecciones respiratorias.

Se le atribuye propiedad amebicida, anodina, antibidtica, antiflogistica,
bactericida, cardioténica, carminativa, colagoga, digestiva, diurética,
emenagogo, estomaquica, expectorante, fungicida, insecticida, laxante,
pectoral, pediculicida, proteolitica, tonica y vermifuga. 1!

2.1.7. Referencias Farmacoldgicas

El xilitol es un diurético reconocido, antihelmintico y productor de los
niveles de bilirrubina en ratas experimentalmente intoxicadas por
inyecciones saponosicas.”® En Alemania y Checoslovaquia usan
especialidades farmaceuticas como TROMALYT y UROGAX para el
tratamiento de infecciones urinarias resistentes.*® En Africa se demostro
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la actividad antihipertensiva de la papaya a dosis de 0.01mg por el
principio activo carpaina, la misma que inhibe in vitro cepas de

Mycobacterium tuberculosis.*

OH OH i
0 !
OH\/\/\/ oH Y\/\/V\(/\E
(0]
- Ij\/\/\/\/l
OH | o
H
Xilitol Carpaina

Estudios antibacterianos demuestran que el extracto de semillas y fruto
tierno y maduro son activos contra bacterias Gramnegativos; los extractos
etandlicos de hojas son activos contra Escherichia coli y Staphylococcus
aureus. Se tienen reportes sobre los extractos acuosos de varias partes del
fruto que no tienen actividad antimicrobiana.

Estudios de Nigeria mostraron que el extracto etanolico de la hoja seca
administrado por via intraperitoneal en ratas tiene efecto analgésico a la
dosis de 20mg/Kg, anticonvulsivante en dosis de 20mg/Kg y 100mg/Kag,
relajante del musculo esquelético a la dosis de 50mg/Kg, cronotropo

positivo a 20mg/Kg y tranquilizante a la dosis de 10mg/kg.*°

También presenta actividad antifingica in vitro especialmente frene a
Candida albicans (CL100=138ug/ml). *° Los extractos butanolico y en
alcohol isopentilico respectivamente ejercen una actividad espasmolitico
sobre el ileon aislado de cobayo a la concentracion de 0.2mg/mL. #°

El fruto y la semilla por via intraperitoneal en la rata tienen efecto
anticonceptivo por impedir la implantacién del huevo o cigoto en el Utero.
49

Asi mismo se reporta que en estudios con animales, la ictericia provocada
por la administracion de saponésidos desaparecié rapidamente al

administrar el extracto de Carica papaya L. *°
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De las semillas frescas machacadas se ha aislado la aglicona de
glucotropaeolin  bencil isotiocianato (BITC) que tiene actividad
bacteriostatica, bactericida y fungicida; la dosis efectiva Unica es de 4-5 ¢
(25-30 mg BITC). La tropaeolina también ha sido usada como agente

bactericida en infecciones intestinales y urinarias en dosis de 6 pg. *°

O/

3

Tropaeolina

En una investigacion realizada en Japan, se indica que las semillas y frutos
de la papaya presentan actividad antibacteriana y antioxidante. °
Mientras que en Camerun demostraron la actividad antimicrobiana frente
a especies de Salmonella. *

Por otro lado en Jamaica, mediante un estudio realizado sobre el efecto
antibacteriano de los frutos y semillas de Carica papaya L., se demostrd
que estas ultimas son portadoras de una actividad antibacteriana que inhibe
el crecimiento de los microorganismos Grampositivos y Gramnegativos.
Asi mismo se produjo zona de inhibicion alguna por parte de los extractos

de epicarpio y endocarpio. *°
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También se ha comprobado la accidn antiparasitaria de las semillas frente
al parasito nematodo Haemonchus contortus en una investigacion
realizada al Oeste de Africa y en Per( frente a Ascaris lumbricoides. % 34
Asi mismo se relaciona la actividad antihelmintica con el contenido de
bencilisotiocianatos.3® A su vez se considera a la papaya como una buena
alternativa para las quemaduras en pacientes pediatricos en el caso de

infecciones, tejidos necrosados y rupturas de implantes en la piel. 44

2.1.8. Referencias Toxicoldgicas

La carpaina actua a nivel del corazén como los digitalicos y es susceptible

de provocar fuertes dosis de paralisis y depresion cardiaca. *°

Carpaina

La quimopapaina tiene un efecto inmunogénico marcado en el hombre,
por lo que se ha limitado su utilizaciéon clinica en instilacion in situ
(tratamiento de hernias discales), produce choque anafilactico en el 1% de
los pacientes sometidos a dicho procedimiento.

En el perro la via intradiscal fue bien tolerada a dosis de hasta 25mg/kg,
no se observo ninguna toxicidad después de varios meses. Se ha
establecido la DLso por via intravenosa en el raton: 79mg/kg., en la rata:
120mg/kg, en el conejo: 15mg/kg y en el perro: 17mg/kg. Ademas la
papaina provoca enfisema pulmonar por inhalacion en el perro, en el
hamster y en la rata. ° La DLso del extracto acuoso de semilla, en el ratdn,
es superior a 10ml/kg. 4°
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2.2 METABOLITO SECUNDARIO

Son todas aquellas moléculas activas generadas por diversas especies vegetales.
Los metabolitos son moléculas que no son necesarias para el crecimiento y la
reproduccion de las plantas, pero cumplen con roles muy importantes en el reino

vegetal, pueden suponer una ventaja competitiva considerable. 48

2.2.1. Importancia de los Metabolitos Secundarios

A lo largo de la historia, los metabolitos secundarios de las plantas han
sido utilizados por la humanidad convirtiéndose en una fuente inagotable
de compuestos quimicos y complejas sustancias activas, que desde hace
muchos afios han sido explotadas por el hombre. 6

Asi mismo es importante destacar que a pesar de todos los esfuerzos de
naciones, instituciones gubernamentales y no gubernamentales e
investigadores en aumentar el nivel y el caudal de conocimientos
adquiridos sobre las metodologias de trasformacion secundaria (de frutos,
flores, semillas, hojas y tallos) y de la identificacion y caracterizacién de
los metabolitos secundarios de especies vegetales priorizadas, en la
actualidad so6lo unos pocos metabolitos se utilizan de forma industrial, por
lo que se ha creado la necesidad de generar opciones y alternativas de
produccion enfocadas al uso sostenible de todos aquellos recursos
vegetales disponible en el entorno trabajando activamente en la deteccion
y caracterizacion de sustancias producidas por diferentes especies
promisorias que pueden tener aplicacion en la industria (cosmética,

farmacéutica, textilera y agroalimentaria). 46

2.3 EXTRACTOS VEGETALES

Los extractos vegetales se han definido como un concentrado obtenido por
tratamiento de productos vegetales con solventes apropiados, tales como agua,
etanol o éter, de elementos solubles, constituidos por una mezcla de principios
activos y sustancias inertes que se producen de la totalidad o de partes de una

planta fresca o seca.
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2.3.1 Consistencia de los Extractos
Alzate en 1990, descubrio la consistencia ideal que debian tener los
extractos. De acuerdo con este aspecto comunmente los extractos se

clasifican en cuatro grupos: blandos, firmes, secos y fluidos. 3

2.3.1.1 Extractos blandos
Tienen la consistencia de la miel espesa; algunas veces, debido a la
absorcion de la humedad atmosférica, presentan una consistencia

menos densa. 3

2.3.1.2 Extractos firmes o de consistencia pilular
Como su nombre lo indica deben tener una estrecha semejanza con la
masa con la cual se fabrican o manufacturan las pildoras; deben tener
la caracteristica especial de no adherirse a los dedos. *

2.3.1.3 Extractos secos

Anteriormente se les conocia con la denominacion de “sales
esenciales™. Son los extractos en los cuales el disolvente ha sido casi
completamente eliminado. Contiene tan solo del 5 al 8% de agua. Se
reducen facilmente a polvo y facilitan su manipulacion y dosificacion.
La forma farmacéutica de extractos secos aparece en varias
farmacopeas (Belga, Norteamericana, noruega y mexicana), pero no
indican un método exacto para la preparacion de este tipo de extractos.
Golaz (1973) les dio el nombre de extractos unitarios y los recomienda
para la preparacion de tinturas y jarabe. *

2.3.1.4 Extractos fluidos
Son preparados en una forma tal que el peso del extracto corresponde
exactamente al peso de la sustancia empleada como medicamento,

desecada al aire y pulverizada. *
2.3.2 Caracteristicas de los Extractos

Estudios realizados por Corpas y Barrero entre 1988 y 1991, permitieron

fundamentar las siguientes caracteristicas especificas de los extractos:
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a) Los extractos bien preparados son de color mas 0 menos oscuros; cuando
han sido preparados al vacio, son ligeramente mas claros.

b) Algunos son de color café amarillento, otros rojizos; los extractos
provenientes de hojas son verdosos debido a la clorofila.

c) Su aspecto debe ser liso, fino y homogéneo.

d) Su olory sabor son propiedades caracteristicas de la materia prima que les
ha dado su origen. Cuando son mal preparados, adquieren olor a caramelo
o0 confitura poco conocida.

e) Lasolubilidad de los extractos es variable y esta en relacion directa con el
tipo de preparacion al cual fueron sometidos.

f) Los extractos acuosos son completamente solubles en agua y producen una
solucién transparente, algunas veces ligeramente turbia, debido a que han
sido preparados con mucha anterioridad.

g) Los extractos alcohdlicos son parcialmente solubles en agua y algunas
veces son totalmente insolubles, especialmente los extractos que han sido
preparados con alcohol fuerte tienen un excelente indice de disolucién, en
el mismo titulo alcoholimétrico del alcohol con el cual han sido
preparados.

h) Los extractos alcoholicos preparados con hojas, dan soluciones coloreadas
de verde, pues la eliminacion de la clorofila no puede ser total. Cordell
(1995) propuso ensayos generales para someter a los extractos a pruebas
especificas para observar su calidad y composicién final. Estos trabajos
fueron remontados por Corpas, quien propuso realizar ensayos de

identidad a los extractos obtenidos. 2

2.3.3 Conservacion de los Extractos

Segun Corpas y Barriga (1993), la conservacion de los extractos es
indispensable y deben cumplir las siguientes condiciones:

a) Se deben conservar protegiéndolos de la luz.

b) Los envases deben estar bien tapados.

c) Se deben conservar en un medio ambiente seco. 3
Desde luego, son numerosos los métodos que se han indicado para la
conservacion de los extractos. Para mayor comodidad ellos se pueden

clasificar, en dos categorias. *
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En el primer grupo lefiemos aquellos a los cuales no se les ha adicionado
ninguna materia extrafia. Al segundo grupo, por el contrario, pertenecen
aquellos extractos que han sido objeto de la adicion de productos extrafios,

de naturaleza fisico-quimica definida. 3

2.4 METODOS DE EXTRACCION
Deben obedecer a la informacion de la naturaleza quimica de las sustancias,
presentes en la planta y al propdsito de la investigacion. En el caso de bdsqueda
de sustancias para la comprobacion de actividad biolégica, la extraccion del
material vegetal debe hacerse en agua o con solucién disoténica (0.9 % NacCl).
Frecuentemente se usa la extraccion con solventes orgénicos de bajo punto de
ebullicion (alcohol, acetato de etilo) y de baja reactividad. Algunas veces es
conveniente desengrasar el material vegetal con éter de petrdleo (extracto etéreo)
o0 hexano. El alcohol es generalmente mas eficaz para recuperar la mayoria de los
metabolitos secundarios. Los extractos son evaporados bajo presion reducida o

liofilizados, en el caso de extraccion con agua. 2

Los métodos de extraccion Figura 2.4 se basan en las diferentes solubilidades de
los diversos compuestos encontrados en el material vegetal, asi, para sustancias
de baja polaridad (lipidos) se utilizan como solventes el éter de petrdleo y
cloroformo; para sustancias de mediana y alta polaridad el acetato de etilo, el
etanol y la acetona .

Las extracciones pueden hacerse por “extraccion continua en soxhlet”, en la cual
el material seco se sitia en una camara central y el solvente se hace evaporar en
caliente, en un recipiente inferior, el vapor del solvente asciende al condensador
y gotea sobre el material vegetal.

Por "reflujo”, el material vegetal y el solvente se colocan en un balon el cual tiene
acoplado un refrigerante, se calienta, el solvente evaporado se condensa y vuelve
a mezclarse con el material vegetal.

Y por "maceracion en frio", el material se mezcla con el solvente triturado

continuamente en frio. 2
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La extraccion puede clasificarse:

l Mecanica l l Destilaciénl I Gases ’ Disolventes

[ Expresion [ CO;
Calor Butano Maceracion Percolacion
Incisiones Digestion Soxhlet

Infusion

Incisiones

Figura 2.4: Clasificacién de Métodos de Extraccion
Fuente: Kuklinski, “Farmacognosia” 2

2.4.1. Extraccién por Soxhlet

Es un método de extraccion equivalente a una digestion y a una
percolacion, es un sistema cerrado y que permite el flujo del solvente en
ciclos. Los equipos de Soxhlet constan de tres partes: un reservorio de
solvente en la parte inferior, el cual es un balon, donde se coloca el solvente
extractor y se somete a ebullicion. La segunda parte es un soporte para el

material vegetal el cual se coloca empaquetado en papel filtro. Finalmente
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se tiene un refrigerante o condensador el cual recibe los vapores del
solvente que vienen desde el balon y los condensa para hacer gotear el
solvente sobre el material vegetal. Cuando el soporte que mantiene el
material vegetal se llena de solvente recién destilado, se activa un sifon
que hace que el extracto formado pase al balon donde continua en
ebullicién. Cada llenada del solvente en el soporte de muestra es un ciclo
y pueden repetirse varios ciclos de extraccion hasta el agotamiento de la

muestra. 26 47

2.5 CROMATOGRAFIA

La cromatografia es una técnica de separacion de los componentes de una mezcla
debido a la diferente velocidad de elucion a través de una fase estacionaria (Un
solido poroso o un liquido retenido en soporte solido) cuando la mezcla es
transportada por una fase movil (eluyente: puede ser liquido o gaseoso). Las
técnicas cromatografias, ademas de ser métodos para purificar y aislar productos,
tienen utilidad cualitativa (identificacion). °

La mas utilizada en quimica orgéanica es la cromatografia liquido-solido en sus
dos variantes: Cromatografia en Columna (CC) y Cromatografia en Capa Fina
(CCP).

2.5.1. Cromatografia de Capa Fina (CCF)

Es una técnica analitica de gran utilidad para la determinacion de la
complejidad y composicion de un extracto. La Cromatografia en Capa Fina
usa como fase estacionaria un solido poroso dispuesto, formandose una

capa delgada, sobre una placa metalica o de vidrio con gel de silice.l’

Una vez se ha depositado la muestra sobre la placa se coloca verticalmente
en un recipiente hermético que tiene el eluyente (fase mavil) en el fondo
del recipiente. La fase movil fluye en sentido ascendente arrastrando los
diferentes componentes de la mezcla a velocidades diferentes, con lo que

se consigue una separacion. >/
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Las sustancias que se estan analizando pueden controlarse visionando las
placas en el visible o en el ultravioleta, o utilizando reactivos reveladores

especificos para los distintos tipos de sustancias.®®

2.6 AGENTES ANTIMICROBIANOS

2.6.1. Definicion y Caracteristicas
Los antibacterianos son sustancias producidas por diversas especies de
microorganismos (bacterias, hongos, actinomicetos) que suprimen la

proliferacion de otros gérmenes y al final pueden destruirlos.

Se han identificado cientos de antibacterianos y muchos han sido llevados
a la etapa en que tienen utilidad en la terapia de enfermedades infecciosas.
Los antibacterianos muestran diferencia notables en sus propiedades
fisicas, quimicas y farmacologicas, asi como en sus espectros

antibacterianos y en sus mecanismos de accion. 2

2.6.2. Antibacterianos de Comparacion

» Para Staphylococcus aureus:
e Eritromicina 15 pg (Discos BBL Sensi- Disc- Antimicrobial
Susceptibility Test Discs)
e Lincomicina 2 pg (Discos BBL Sensi- Disc- Antimicrobial

Susceptibility Test Discs)

» Para Escherichia coli:
e Lincomicina 2 pg (Discos BBL Sensi- Disc- Antimicrobial
Susceptibility Test Discs)
e Neomicina 30 pg (Discos BBL Sensi- Disc- Antimicrobial
Susceptibility Test Discs)
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2.7 DESCRIPCION DE LAS BACTERIAS EN ESTUDIO

2.7.1 Staphylococcus aureus

Figura 2.5: Caracteristicas Macro y Microscopicas de Staphylococcus aureus.

Son cocos Gram positivos de 0,5 - 1 mcm de diametro, inmoviles, aerobios
0 anaerobios facultativos, caracterizados por su agrupacion en forma de
racimo. Crecen a una temperatura optima de 37°C y se desarrollan mejor
en un pH ligeramente alcalino de 7.6 la adicion de glucosa favorece el
crecimiento. °

Forma parte de la flora normal de mucosas y piel e intervienen en procesos
patologicos diversos como infecciones supurativas e intoxicaciones
alimenticias. > Mas del 95% de los Staphylococcus aureus producen
proteina A, la cual puede estar asociada a la célula o al medio extracelular,
con una importante afinidad por la fraccion Fc de la Ig G. La presencia de
proteina A 0 coagulasa es de gran utilidad clinica para diferenciar
Staphylococcus aureus de otras especies de Estafilococos. °
Staphylococcus aureus es una bacteria que puede causar infeccion en todos
los grupos de edad tanto en forma esporadica como epidémica y se ha
identificado como una de las principales causas de infeccion de heridas

quirdrgicas. Su principal forma de transmision es por contacto. *°

La capacidad de S. aureus para fermentar los azlcares como maltosa,

manitol, trehalosa es positiva. La produccion de una nucleasa termoestable
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es un buen indicador de la presencia S. aureus, al igual que la conversion
de nitratos a nitritos. ¢
Elaboran diversas enzimas: proteasas, lipasas, fosfatasas, gelatinasas,

catalasas y coagulasas.

En cultivo puro resisten una concentracion de fenol al 1% durante 15
minutos, pero solo los mata una concentracion al 2%. Soportan el calor
himedo a 60 °C durante 30 minutos. Muchas cepas de S. aureus toleran
concentraciones altas de cloruro de sodio (7,5 a 10%), y son facilmente
inhibidos por colorantes como el violeta de genciana. *

2.7.2 Escherichia coli

Figura 2.6: Caracteristicas Macro y Microscopicas de Escherichia coli.

Es un bacilo de 1- 3 um por 0.5 um, que se presenta solo, en pares, en
cortas cadenas o formando grupos. En general es movil (por flagelos
peritricos), aunque existen variantes inmdéviles no flageladas. No forma
esporas y por lo general es no capsulado y Gram negativo. En cultivos
jovenes la forma cocobacilar es bastante frecuente; en los viejos se
presentan formas de una dimension mayor. ¢

En agar forma colonias circulares de 3 a5 mm convexas, de borde continuo
0 un tanto ondulado, brillantes y de coloracion blanca un poco amarillenta.

Con produccidn de &acido y gas, fermenta la lactosa y un gran ndmero de
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carbohidratos; algunas cepas son lactosa negativas. Es indol positiva, rojo
de metilo positiva, Voges Proskauer (\VP) negativa y no utiliza el citrato.
Produce H2S en determinados medios.

Acidifica y coagula la leche. Pueden necesitarse pruebas adicionales en
casos de E. coli aislada de colitis hemorragicas, las cuales son tipicamente
negativas a sorbitol.

Este bacilo es aerobio y anaerobio facultativo. Su temperatura éptima de
crecimiento es de 37°C, pero posee propiedades de desarrollo en una gama
bastante amplia de temperaturas; el pH favorable es de 7 alguna cepas

producen hemolisina. %

Se ha considerado inicialmente s6lo como un habitante del intestino, desde
hace cerca de tres décadas se empez0 a estudiar su poder enteropatégeno.
Se ha visto que las cepas toxigénicas de E. coli pueden producir una
enterotoxina termol&bil (TL), una termoestable (TS) o ambas. La TL es
una proteina de alto peso molecular, que bioquimicamente es muy similar
a la toxina de Vibrio cholerae, activando la adenilciclasa. Es inactivada a

60°C. La TS es una pequefia molécula relativamente estable al ser hervida.
40

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR DE REALIZACION

La parte experimental del presente trabajo de investigacion se realizé en los
laboratorios H-102 y H-402 de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas.

Bioquimicas y Biotecnologicas de la Universidad Catolica de Santa Maria.

3.2 TIPO DE ESTUDIO
Investigacion experimental.
Investigacion descriptiva.

Investigacion longitudinal.

3.3 MATERIALES
3.3.1 Material Bioldgico
3.3.1.1 Semillas de Carica papaya L. “PAPAYA”

En el presente estudio se utilizaron semillas de “Papaya” las cuales
fueron adquiridas en el distrito de Juan Guerra, provincia de Tarapoto,

departamento San Martin.

3.3.1.2 Obtencion de las Cepas

Las Cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia coli fueron

obtenidas del Consorcio Industrial de Arequipa.

3.3.2 Material de Laboratorio

3.3.2.1 Material de Vidrio

Bagueta

Matraces de 10 mL, 100 mL, 200 mL y 250 mL
Mortero

Pipetas de 0.5mL, 1mL, 2 mL, 5mLy 10 mL

O O o o
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Placas petri.

Probeta de 50 mL y 100 mL

Tubos de ensayo

Vaso de precipitado de 100, 250 y 500 mL
Capilares sin Heparina.

Cuba Cromatografica

0O 0O 0O o o o o

Laminas Porta y Cubre Objetos

3.3.2.2 Equipos

Autoclave

Equipo de Soxhlet

Balanza Digital Scout Pro

Balanza Analitica (Modelo A-160 Benver Intrument Company)
Bario Maria

Bomba de Aire

Estufa (Fisher, Scientific Serie 500)
Incubadora

Rota-evaporador (Buchi),Modelo: R-114
Equipo de Luz Ultravioleta

Microscopio

Refrigerador (Coldex Autofront)

O O 0o o o o oo o o o o o

Cocina eléctrica (Gallenhamp)

3.3.2.3 Otros Materiales

Asa de Kolle

Espatula

Micropipeta

Mechero Bunsen

Hisopos

Papel Filtro Rapido WHATMAN
Algoddn

Papel Aluminio

Papel Kraf

O O O 0O o o o o o o

Pinzas
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Soporte Universal

Frascos de vidrio color Caramelo
Gasa

Gradilla

Guantes Quirurgicos

Jeringas de 1 mL

Malla de Asbesto

Tripode

Barbijos

O O O O o o o o o o

Camara digital

3.3.2.4 Reactivos

Etanol al 99% (Diproquim, Q.P)
Metanol al 99% (Merck, Q.P)
Diclorometano (Merck, Q.P.)

Hexano (Merck, Q.P.)

Acido Sulfarico 0,36N (Merck, Q.P)
Cloruro de Bario 0,048M (Merck, Q.P)

O O O O o o

» Marcha Fitoquimica

Tricloruro Férrico (Merck, Q.P)
Anhidrido acético (Merck, Q.P)

Acido sulfuarico (Merck, Q.P)

Hidroxido de sodio NaOH 5%

Gelatina (UCSM H-102)

Acido clorhidrico (Merck, Q.P)

Shinoda (UCSM H-102)

Reactivo de Dragendorft (UCSM H-102)
Vainillina (UCSM H-102)

O O O O 0o o o o o

» Cromatografia
0 Acetato de etilo (Merck, Q.P.)
o Acido acético (Merck, Q.P.)
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Acido formico (Merck, Q.P.)

Dragendorft Ay B (UCSM H-102)

Amoniaco NHs (Merck, Q.P.)

Vainillina 1% con etanol (UCSM H-102)

H2S04 5% en solucion etandlica (UCSM H-102)
Acido Sulftrico cc. (Merck, Q.P.)

Tricloruro Férrico (Merck, Q.P.)

0O 0O 0o o o o o

> Bateria para Coloracion Gram.
0 Alcohol - Acetona
o Cristal Violeta
o Safranina
o]

Solucién de Yodo

3.3.2.5 Cepas Microbianas

0 Escherichia coli ATCC 25922
o Staphylococcus aureus ATCC 25923

3.3.2.6 Antibacterianos de Comparacion

» Para Staphylococcus aureus:
e Eritromicina 15 pg (Discos BBL Sensi- Disc- Antimicrobial
Susceptibility Test Discs)
e Lincomicina 2 pg (Discos BBL Sensi- Disc- Antimicrobial

Susceptibility Test Discs)

» Para Escherichia coli:
e Lincomicina 2 pg (Discos BBL Sensi- Disc- Antimicrobial
Susceptibility Test Discs)
e Neomicina 30 pg (Discos BBL Sensi- Disc- Antimicrobial

Susceptibility Test Discs)
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3.4 MEDIOS DE CULTIVO
3.4.1 Agar Mueller Hinton (MH)

Carece de inhibidores que le permiten el crecimiento de gran cantidad de

microorganismos, tanto Gram positivos Gram negativos. (Anexo N°2)

3.4.2 Caldo Tripticasa Soya (TSB)

Es un medio de cultivo recomendado para la recuperacion y aislamiento
de toda clase de bacterias, grampositivas y gramnegativas aerobias.

El caldo tripticasa soya garantiza el crecimiento de todos los
microorganismos de importancia microbiologica tanto grampositivos
como gramnegativos, hongos y levaduras, este medio tiene multiples usos
puede ser utilizado para el monitoreo de areas y superficies, para el
mantenimiento de cepas ATCC y para el analisis de aguas y alimentos.
(Anexo N° 2)

3.4.3 Caldo peptonado

Se emplea como diluyente en muestras alimentarias, aguas y materiales
diversos. Para la realizacion de la prueba del Indol en aquellos
microorganismos capaces de producirlo.

En usos generales se puede emplear para el cultivo de una gran variedad
de microorganismos, siempre y cuando no presenten exigencias

particulares. (Anexo N° 2)

3.5 METODOLOGIA
3.5.1 Procesamiento del Material Vegetal
3.5.1.1 Recoleccidn

Para obtener las semillas de Carica papaya L., se recolectaron los frutos
en el distrito de Juan Guerra, provincia de Tarapoto, departamento de
San Martin Figura 3.1 en el mes de Marzo del 2012 posteriormente se

empacaron con proteccion adecuada para ser trasladados a la ciudad de
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Arequipa donde fueron cortados para obtener las semillas, las mismas

que se limpiaron.

Figura 3.1: Ubicacion geogréfica del distrito de Juan Guerra, Provincia de Tarapoto.

3.5.1.2 Estabilizacion

Una vez recolectadas las semillas se colocan inmediatamente en
bolsas de papel, las que fueron trasladadas al laboratorio H-102 de la
Universidad Catolica de Santa Maria para ser lavadas bajo chorros de
agua; luego las semillas fueron separadas y dispuestos en bandejas, las
cuales se sometieron a calor seco a una temperatura de 80°C en una
estufa Figura 3.2, por un periodo de 4 horas, para que no se produzca la
degeneracion y deterioro de sus principios activos. 2’
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Figura 3.2: Cstufa con Material Vegetal.

3.5.1.3 Secado
Una vez estabilizado el material vegetal, fue dispuesto en bandejas
sobre papel Kraf, para luego ser desecado a temperatura ambiente

durante 1 semana en un lugar fresco, seco y protegido de la luz solar.?’

3.5.1.4 Fragmentacion
El material vegetal desecado Figura 3.3; se procede a pulverizar en un
mortero hasta la obtencion de particulas uniformes Figura 3.4, lo cual

fue controlado con la ayuda de un tamiz Figura 3.6.

Figura 3.3: Pesado de las semillas Figura 3.4: Pulverizacion de las semillas
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Figura 3.5: Semilias puiverizadas. Figura 3.6: Tamizadu de {as semilias.
3.5.1.5 Almacenaje

Las semillas pulverizadas fueron guardadas en frascos de vidrio de

color &mbar rotulado y se conservaron en un ambiente fresco y seco.>?

3.5.2 Meétodo de Obtencidén del Extracto

Se realiz6 en el laboratorio H-102 del Programa Profesional de Farmacia
y Bioguimica de la Universidad Cat6lica de Santa Maria, mediante un

equipo de Soxhlet. (Anexo N°4)

o0 Fundamento de equipo de Soxhlet

Se fundamenta en la extraccion continua de una muestra por medio de un
solvente apropiado a ebullicion, para luego pasar a la fase de percolacién
y finalmente obtener el extracto que contiene los componentes solubles de
la planta. &4

o Procedimiento

Se pesd 10 g de muestra previamente desecada y pulverizada, se empacd
en un material fibroso adecuado, el cual recibi6 el nombre de cartucho y
fue colocado en el extractor (que forma parte del equipo), seguidamente
en el balon del equipo extractor se colocd 200 mL del solvente indicado

(etanol, metanol, diclorometano y hexano) y se procedié a armar el equipo,
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colocando el bal6n en un recipiente con agua sobre una cocina eléctrica;
(etanol y metanol) a una temperatura de 70°C, por un tiempo de 8 horas
Figura 3.7; (diclorometano y hexano) a una temperatura de 70°C, por un
tiempo de 2 horas Figura 3.8 hasta que el solvente haya agotado toda la
muestra del cartucho, finalmente se procedié a desarmar el equipo
sainandolo previamente y se obtuvo el extracto indicado.

Dicho procedimiento se realizé por duplicado para cada solvente.

Etanol | Metanol

—_—— T

Figura 3.7: Equipo de Soxhlet
Fuente: Elaboracién propia
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Figura 3.8: Equipo de Soxhlet
Fuente: Elaboracién propia

3.5.3 Determinacion del Rendimiento de la Extraccion

o Fundamento:

El porcentaje de rendimiento de extraccion (%RE) o el porcentaje de
solidos solubles, se fundamenta en determinar la diferencia de peso al

evaporar el solvente del extracto obtenido. 4

El porcentaje de rendimiento se determina mediante la siguiente ecuacion.

Peso de extracto seco
x 100

%RE =

Peso de semillas secas

o0 Procedimiento:

Se llevo el extracto al rota-vapor Figura 3.9 obteniéndose un extracto semi-
seco, este extracto se colocd en un vaso precipitado previamente tarado y
se llevd a bafio maria hasta sequedad total, para finalmente ser pesado y

determinar su porcentaje de rendimiento por diferencia de peso.
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Figura 3.9: Extracto metandlico en el equipo de rota-vapor.

3.5.4 Determinacion de las Caracteristicas Fisicas

3.5.4.1 Analisis Organolépticos de las Semillas de Carica papaya L.
“PAPAYA”

Para este analisis se toma en cuenta los siguientes caracteres:
o Color

o Olor

o Sabor

0 Aspecto

3.6 PROCESAMIENTO DE CEPAS EN ESTUDIO

3.6.1 Obtencion de Cepas

Las cepas en estudio fueron Escherichia coli y Staphylococcus aureus las

cuales se obtuvieron del Consorcio Industrial de Arequipa.

3.6.2 Conservacion de las Muestras

Las muestras seran repicadas en agar sangre cada 5 dias.
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3.6.3 Pruebas de Identificacion de Staphylococcus aureus

3.6.3.1 Cultivo de Agar Sangre
Figura 3.13 las cepas de Staphylococcus aureus presentaron colonias
grandes, color gris o amarillo dorado intenso. (Anexo N°2)

Figura 3.13: Cultivo de Staphylococcus aureus.

3.6.3.2 Prueba de Agar Manitol Salado
Esta prueba fue realizada en agar manitol salado en la que se produce
la degradacion del carbohidrato manitol hasta acido, hace virar el
indicador de fenol a un color amarillo Figura 3.14 lo que lo diferencia
de otros estafilococos. (Anexo N°2)
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Figura 3.14: Cultivo de Staphylococcus aureus.

3.6.3.3 Coloracién Gram

Se colocd una azada de bacterias sobre una lamina portaobjetos limpia.

- Sedej6 secar a temperatura ambiente, con la finalidad de que el material
no sea arrastrado durante el proceso de tincion.

= Se coloco la lamina sobre un soporte de tincion y fue cubierta con
solucién de Cristal Violeta por 1 minuto, luego se procedio a lavar la

lamina con agua de cafio.
= Se cubrio la lamina con lugol durante 1 minuto y se procedio a lavar.

- Se sostuvo la ldmina entre el pulgar y el indice y se bafio la superficie
con el decolorante Acetona-Alcohol hasta no arrastrar mas colorante

violeta (10 segundos).

= Se cubrio la superficie de la ldmina con Safranina por 1 minuto y se
procedié a lavar.

= Seseco al aire a temperatura ambiente.

= Se observd al microscopio a 40X y posteriormente a 100X con aceite
de inmersion, observandose colonias gram positivas agrupadas en
racimos Figura 3.15 lo que nos indica que son colonias de

estafilococos.?®
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Figura 3.15: Stahylococcus aureus.

3.6.3.4 Prueba de Catalasa

Realizar la prueba de catalasa a partir de las colonias que han
desarrollado en el agar sangre para identificar de que genero se trate.

0 Agregar en una lamina portaobjeto 1 0 2 gotas de perdxido de
hidrogeno al 3%, suspender una colonia y observar una rapida
aparicion y produccion de burbujas de gas o efervescencia Figura

3.16 siendo este un resultado positivo. 22 (Anexo N°3)

catalasa

H202 —— H20 + Oz (Burbuja de gas)

Figura 3.16: Catalasa positiva Staphylococcus aureus
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3.6.3.5 Prueba de Coagulasa

La principal caracteristica que diferencia a Staphylococcus aureus es la

produccion de la enzima coagulasa, las demés especies no producen

este enzima.

0 En un tubo de ensayo estéril se colocé 0.5 ml de plasma y con el
asa de Kolle se colocé una colonia.
Se mezcl6 por rotacion suave del tubo evitando remover o agitar el
contenido, se coloco el tubo en la incubadora a 37°C por 4 horas,
hasta observar la formacion de un coagulo visible Figura 3.17 lo

que se considerd una reaccion positiva. 2% (Anexo N°3)

Figura 3.17: Coagulasa positiva Staphylococcus adreus

3.6.4 Pruebas de Identificacién de Escherichia coli

3.6.4.1 Cultivo en EMB (Eosina-Azul de Metilo)
Figura 3.18 las cepas de Escherichia coli presentaron colonias verdosas

con brillo metalico y centro negro azulado. 2 (Anexo N°2)
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Figura 3.18: Cultivo de Eschericnia colT

3.6.4.2 Prueba de Catalasa

Realizar la prueba de catalasa a partir de las colonias que han

desarrollado en el agar sangre para identificar de que genero se trate.

0 Agregar en una ldmina portaobjeto 1 0 2 gotas de perdxido de
hidrogeno al 3%, suspender una colonia y observar una rapida
aparicion y produccion de burbujas de gas o efervescencia Figura
3.19 siendo este un resultado positivo. 23 (Anexo N°3)

catalasa

H202 ——— H20 + 02 (Burbuja de gas)

Figﬁra 3.19: Catalasa positiva &scherichia coli.
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3.6.4.3 Coloracion Gram

- Se coloco una azada de bacterias sobre una lamina portaobjetos limpia.

- Sedejé secar atemperatura ambiente, con la finalidad de que el material
no sea arrastrado durante el proceso de tincion.

= Se coloco la lamina sobre un soporte de tincién y fue cubierta con
solucion de Cristal Violeta por 1 minuto, luego se procedio a lavar la

ldmina con agua de cafio.
= Se cubrio la lamina con lugol durante 1 minuto y se procedio a lavar.

- Se sostuvo la ldmina entre el pulgar y el indice y se bafio la superficie
con el decolorante Acetona-Alcohol hasta no arrastrar mas colorante
violeta (10 segundos).

= Se cubrid la superficie de la lamina con Safranina por 1 minuto y se
procedio a lavar.

= Se seco al aire a temperatura ambiente.

- Se observd al microscopio a 40X y posteriormente a 100X con aceite

de inmersion Figura 3.20, observandose bacilos gram negativas. 2

Figura 3.20: Escherichia coli

3.6.4.4 Prueba de Indol
El indol es uno de los productos de degradacion metabdlica del

aminoéacido triptéfano. La prueba de indol esta basada en la formacion
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de un complejo rojo cuando el indol reacciona con el grupo aldehido
del p-dimetilaminobenzaldehido. Este es el principio activo de los
reactivos de Kovacs y Ehrlich. El medio de cultivo utilizado debe ser
rico en triptéfano.

o Inocular el caldo triptéfano con el organismo en estudio e
incubar a 35°C durante 18 a 24 horas. Al finalizar este periodo,
afiadir 5 gotas de reactivo de Kovacs por la pared interior del
tubo. El desarrollo de un vivo color rojo fucsia en la interfase
del reactivo y el caldo Figura 3.21, segundos después de afiadir
el reactivo indica la presencia de indol y una prueba positiva.

Figura 3.21: Indol positivo Escherichia coli.

3.7 ANALISIS FITOQUIMICO DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS,
METANOLICOS, DICLOROMETANICOS Y HEXANICOS DE Carica
papaya L. “PAPAYA”

3.7.1 Marcha Fitoquimica Preliminar

Se realizd la marcha fitoquimica preliminar para determinar
cualitativamente los componentes que pudieran estar presentes en el
extracto obtenido de las semillas de Carica papaya L. “PAPAYA”
Para esto se realizaron las siguientes reacciones:

a) Taninos

e Reaccion con Gelatina:
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- Fundamento
Los taninos al ser mezclados con gelatina, reaccionan dando una

turbidez o precipitado de color blanco.

- Procedimiento
Se tomo un 1ml del extracto correspondiente (etandlico, metanolico,
diclorometéanico y hexanico), en un tubo de ensayo y se le afiadio 1ml

de gelatina, y se agitd suavemente.

- Resultado
La formacidon de un precitado blanco o turbidez indica reaccion
positiva para taninos. 2
b) Compuestos fendlicos

e Reaccion con Tricloruro Ferrico (FeCls):

= Fundamento:
Los taninos al ser mezclados con sales fénicas, reaccionan dando lugar
a coloraciones o precipitados de color verde y azul intensos debido a
la formacion de tanato férrico.

= Procedimiento:
Se tomd un 1ml del extracto correspondiente (etandlico, metanolico,
diclorometéanico y hexanico), en un tubo de ensayo y se le afiadio gota

a gota tricloruro férrico, y se agitoé suavemente.

- Resultado:
El desarrollo inmediato de color verde y azul intenso son indicativos

de la presencia de compuestos fendlicos. 2

c) Triterpenoides y/o esteroides

e Reaccion de Liebermann - Burchard:

- Fundamento:
Se basa en la acilacion del anillo cromégeno por parte del acido
acético y anhidrido acético para dar lugar a la formacién de

coloraciones.

= Procedimiento:
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Se tom6 una pequefia cantidad del extracto correspondiente
(etandlico, metandlico, diclorometanico y hexanico), en un tubo de
ensayo y se afiadié 1ml de anhidrido acético y seguidamente se agrego

gotas de &cido sulfurico.

- Resultado:
El desarrollo de colores verde, azul o naranja indica la presencia de

Triterpenoides y/o esteroides. 2

d) Flavonoides

e Reaccion de Shinoda:

- Fundamento:
Se basa en la reduccion del anillo quindlico para dar lugar a la
formaciéon de grupos OH con aumento de dobles enlaces y por

consiguiente dar origen a coloraciones.

= Procedimiento:
Al extracto correspondiente (etandlico, metandlico, diclorometanico
y hexanico) se le coloco un pequefio trozo de magnesio y unas pocas
gotas de acido clorhidrico concentrado, y se agité suavemente.

- Resultado:
El desarrollo inmediato de coloracion es indicativo de la presencia de
flavonas y flavonoles (amarillo a rojo), flavanonoles (rojo a magenta),
flavanonas (rojo, magenta, violeta, azul), isoflavonas (amarillo);

chalconas y auronas no dan coloracion.?®

e) Alcaloides

e Reaccion de Dragendorff:

- Fundamento:
Se basa en la reaccion de alcaloides en medio bésico para dar lugar a
la formacién de sales insolubles, las cuales se evidencian por la

presencia de precipitados anaranjados.

- Procedimiento:
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En un tubo de ensayo se colocé el extracto correspondiente,
(etandlico, metandlico, diclorometanico y hexanico) y se le afiadio una
pequefia cantidad del reactivo recientemente preparado, se agitd

suavemente.

= Resultados:
La formacién de un precipitado anaranjado indica reaccion positiva

para alcaloides. 2

3.7.2 Meétodo de Identificacion por separacion de Cromatografia de Capa
Fina (CCF)

a) Fundamento

La Cromatografia es una técnica de separacion de mezclas (muestras
complejas) por una migracion diferencial de los componentes de la
mezcla, al ser transportados sobre una fase estacionaria, por un solvente o
fase mavil el proceso es posible porque los componentes de la mezcla
tienen diferente afinidad por la fase estacionaria y/o fase movil.

La impulsion de la fase movil se realizara por la fuerza de capilaridad. Las
coloraciones generadas por las sustancias fuertes y reveladores y la
distancia recorrida por cada componente de la droga en estudio permiten

ver la naturaleza de los componentes.

b) Fases moviles usadas

Acetato de etilo / Agua / Acido acético 10:5:1

Tolueno / Acetato de etilo 50:40

Acetato de etilo / Acido acético / Acido formico / Agua 100:11:11:26

o O O o

Acetato de etilo / Isopropanol / Amoniaco cc. 100:2:1
c) Reactivos reveladores

0 FeCl35% en agua

o Vainillina 1% - Acido sulftrico 5%
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0 Solucidn etanolica de Vainillina al 1% - Solucién etanolica de H2SO4
al 5%

o Dragendorff
0.5ml solucién A + 0.5ml solucién B

2ml acido acético + 10ml de agua

d) Preparacion de la Placa Cromatografica

Cortar una placa de silica gel de 10 x 10 cm y marcarla con lapiz para hacer
aplicaciones de muestras en forma de punto o barra. Las aplicaciones
deben realizarse en carriles de 1cm de ancho, y deben quedar espacios de
1 cm entre aplicaciones. Las aplicaciones se realizaran a 1 cm del borde
inferior de la placa. *3 °

Desarrollo:

La placa con las aplicaciones completamente secas colocarlas en la cuba

de desarrollo.®®

Figura 3.23: Placa cromatogréfica en la cuba

3.8 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
3.8.1 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

A. Meétodo Dilucién en Caldo
Se basa en la sensibilidad del Microorganismo y la exposicion de una serie
de diluciones de cada agente antimicrobiano, después de lo cual se
determina la concentracion de la droga que inhibe el crecimiento

bacteriano. 2> 37
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a) Preparacion del Extracto Madre
Se prepara una solucion madre con 2.5 g de ““Carica papaya L.”” los cuales
se diluyen en 10ml de agua destilada estéril.
(Concentracion = 250 mg/mL) 23

b) Preparacion del Indculo
Se tomo separadamente con una asa de kolle estéril, de 4 a 5 colonias de
las placas de cada una de las cepas en estudio; para posteriormente ser
diluidas en 10mL de caldo peptonado, enjuagar bien en el liquido para
descargar todo el material bacteriano y luego retirar el asa de kolle Figura
3.24.

La turbidez del medio debe ser semejante a la del tubo N° 05 de la Escala
de Mac Farland, la cual equivale a una concentracion de 108 UFC/mL). 2
(Anexo N°5)

Colocar en la estufa a 37°C por 24 horas.

Figura 3.24: In6culo
c) Procedimiento para determinar la CMI en Caldo Peptonado

Se realiz6 una dilucion de 1:100 del in6culo y asi se obtuvo una solucion
de 10° UFC/mL.
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Es decir, se hace una dilucion tomando 0.1ml del inoculo 108UFC/mL y
se agrega 9.9ml de caldo peptonado, repitiéndose el procedimiento para

las dos baterias en estudio.?

Se prepar6 dos baterias de 12 tubos estériles para cada bacteria,
conteniendo 1.0 mL de caldo peptonado para cada uno.

v Al tubo N°1 de cada serie se le agregd 1.0 mL del extracto madre
de “Carica papaya L." previa agitacion, extrayendo 1.0 mL de
solucién, el que se fue afiadiendo al tubo N°2 de la serie.

v' Del tubo N°2 retirar 1.0 mL de la solucion y afiadir al tubo N°3 y
mezclar.

v Del tubo N°3 retirar 1.0 mL de la solucion y afiadir al tubo N°4 y
mezclar.

v Del tubo N°4 retirar 1.0 mL de la solucion y afiadir al tubo N°5 y
mezclar.

v" Del tubo N5 retirar 1.0 mL de la solucion y afiadir al tubo N°6 y
mezclar.

v" Del tubo N9 retirar 1.0 mL de la solucion y afiadir al tubo N°7 y
mezclar.

v' Del tubo N°7 retirar 1.0 mL de la solucién y afiadir al tubo N°8 y
mezclar.

v" Del tubo N°8 retirar 1.0 mL de la solucion y afiadir al tubo N°9 y
mezclar.

v Del tubo N°9 retirar 1.0 mL de la solucion y afiadir al tubo N°10 y
mezclar.

v" Luego afadir a cada tubo 1.0 mL del inoculo a la concentracién de
108 UFC/ mL.

v' El tubo N°11 solo contiene caldo peptonado y suspension
bacteriana (Control Positivo).

v El tubo N°12 solo contiene caldo peptonado (Control Negativo).

v"Incubar los tubos a 37°C por 24 horas Figura 3.25.

Transcurrido este tiempo, observar la turbidez de los tubos para hallar el

punto de ruptura, el tubo en el cual no se aprecio turbidez sera considerado
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como la minima concentracion del antibacteriano que se requiere para no

producir el desarrollo bacteriano (CIM). 2 (Anexo N°5)

m

Figura 3.25: Baterias de tubos

3.8.2 Determinacion de la Concentracion Bactericida Minima (CBM)

A. Método: Dilucion en Agar

a) Fundamento
Determina la menor concentracion, que produce la muerte de méas del

99.9% de las bacterias en estudio.

b) Procedimiento
Se procedio a sembrar de todos aquellos tubos en los cuales no se observa
turbidez, el sembrado se realizd en placas conteniendo agar Mueller
Hinton.
Se incubd a 37°C por 24 horas y se observa el crecimiento bacteriano en
las placas, luego se procede a indicar el punto ruptura en las placas donde

hubo crecimiento y donde no hubo crecimiento. 2123

3.8.3 Determinacion de la Sensibilidad Antimicrobiana por medio de Halos
de Inhibicién
A. Meétodo de Difusién en Discos (Kirby - Bauer)

a) Fundamento
En el método de Kirby Bauer, el microorganismo es inoculado en la

superficie de una placa de agar, sobre el cual se colocan discos
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impregnados con una concentracion conocida del antibidtico. El
antibidtico difunde radialmente desde el disco a traves del agar, por lo que
su concentracion va disminuyendo a medida que se aleja del disco.

En un punto determinado, la concentracion del antibidtico en el medio es
incapaz de inhibir al germen en estudio. El diametro del area de inhibicion
alrededor del disco puede ser convertido a las categorias de sensible,
intermedio o resistente (S, I, 0 R) de acuerdo a tablas publicadas por los

organismos encargados del control de tales métodos. 213!

b) Preparacion del Extracto madre:
Se prepararon tres extractos madre del extracto seco de Carica papaya L.
"Papaya”. (Anexo N°12)
(Concentracion = 50 mg/ mL)
(Concentracion = 100 mg/ mL)

(Concentracion = 150 mg/ mL)

c) Preparacion del indculo

Se preparé de la misma manera que para la CMI.

d) Preparacion de los Discos
Se elaboraron discos de papel filtro Whatman N°4 de aproximadamente
6mm de diametro, con un perforador, los cuales fueron almacenados en

un frasco y esterilizados en una autoclave por 15 minutos a 121°C. 2

e) Inoculacion de los Discos
Una vez esterilizados y con la ayuda de una micropipeta, los discos fueron

impregnados con los diferentes extractos. 22

f) Preparacién para determinar la Sensibilidad Antibacteriana
Se prepararon placas conteniendo 20 ml de Agar Mueller Hinton para test
de sensibilidad, enseguida se sometieron a un control de esterilidad por
incubacién a 37°C por 24 h. Luego fueron inoculadas, con ayuda de un
hisopo estéril en forma horizontal de derecha a izquierda, en forma vertical
de arriba hacia abajo, en el sentido de las agujas de reloj y en contra del
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sentido de las agujas del reloj, teniendo la precaucion de no dejar algin
espacio sin suspensién, con el inoculo preparado de la suspension de cada
bateria en estudio equivalente a 105 UFC/ mL, dejar el inoculo por 5

minutos. °

Una vez realizada la siembra de bacterias se dividié cada placa en 4 partes
iguales, en las que se colocd los discos impregnados con el extracto de
"Papaya" (3 repeticiones de una misma concentracion para cada placa),
dejar secar por espacio de 30 min antes de ser llevadas a incubacion por
24ha37°C.®

La lectura entre si de cada placa, expresandolos en milimetros (mm), se

hace preferentemente desde el exterior de la tapa, sin quitar la tapa.

De igual forma para determinar el halo de inhibicion de los antibacterianos
se sembraron en placas de 130 x 20 mm la misma suspension de bacterias
usadas para el complejo activo de “"Papaya”. Transcurridos los 5 min se

coloca los discos de los antibacterianos en comparacion.

3.9 METODO ESTADISTICO

Para el andlisis de datos se realizo la técnica de analisis de varianza “ANOVA”,
Para el tratamiento de los datos se partio de un modelo matematico unifactorial.
Como prueba estadistica de prueba se utiliz6 la distribucion de probabilidad de
Fisher con un nivel de confianza del 95%. Para reforzar la decision tomada en el
analisis de varianza, se realizd la prueba de especificidad de Tuckey.

» Los resultados fueron sometidos a los siguientes analisis estadisticos:
v" Suma de cuadrados:

e Suma de cuadrados (entre)

SC(entre) = nZ(E k—x..)%
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Donde:
n: es el tamafio de la muestra

X - k: eslamediadel grupo

x ... eslamediageneral o la gran media

e Suma de cuadrados (en)

SC(en) = Z(fik —%.k)?

e Suma de cuadrados (total)

SC(total) = Z(J_cik _ %)

v Grados de libertad (gl)

Se halla para cada grupo donde k son el nimero de grupos.

gl(entre) =k —1 gl(en) =k(n—-1) gl(total) =nk -1

v Medias de los cuadrados:
Calculamos la media de cuadrados dividiendo cada suma de cuadrados por
sus gl. Finalmente hallamos la razén de las dos medias de cuadrados, la
razén F, para decir si es que existe diferencia significativa, observada en
tablas para el test de Fisher, donde se observa la diferencia entre los

grupos.

v" Prueba de comparaciones multiples: Diferencia Significativa Franca
(DSF) de Tuckey.
Es una prueba de comparacion multiple. Se basa en el analisis de varianza
y asegura que la probabilidad de una o mas comparaciones que se juzgue
significativa solamente por azar no sea mayor del 5%.
El estadistico q es igual a la raiz cuadrada de un dato estadistico para F,

(ue se encuentra en tablas. & 20
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MC(en)
DSF = qk_
qdk-m n
Donde:
n: es como antes, el tamafo de la muestra de cada grupo.
K: es el nimero de grupos.
M: son los gl del término “en”, igual a K (n-1).

MC: media de los cuadrados.

CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSIONES
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RESULTADOS

4.1 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS DE Carica papaya L. “PAPAYA”

La obtencidn de los extractos se siguio el procedimiento detallado en 3.5.2.
Se evalud el rendimiento y las caracteristicas organolépticas de las semillas como

se indica a continuacion.

4.1.1. Rendimiento

Los resultados de la obtencion de los extractos son expresados en
porcentaje de rendimiento, para lo cual se utilizé la Ecuacion del punto
3.5.3, y se elabord la Tabla 4.1:

TABLA 4.1

Porcentaje de rendimiento de los extractos de Carica papaya L. “Papaya”

Peso Total de las
. Peso del %
Sir Semillas Extracto Seco (g) = Rendimiento
Pulverizadas (g) 9
Etanol 20 2.49 12
Metanol 20 1.76 9
Diclorometano 20 3.14 16
Hexano 20 4.30 22

Fuente: Elaboracion propia.

Como observamos en la Tabla 4.1 los mejores porcentajes de rendimiento son del
extracto diclorometanico y hexanico, pero en este caso se decidid usar el extracto
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etandlico y el extracto diclorometanico, debido a que se realizé una prueba previa
al extracto metanolico y hexanico y no se obtuvieron halos de inhibicion.

En el Grafico 4.1 observamos mediante barras, el rendimiento de los extractos
obtenidos de nuestras semillas de Carica papaya L. “PAPAYA”

Grafico 4.1: Rendimiento de los Extractos por Soxhlet

10%

Porcentaje

0
ES

0%

Etanol Metanol Diclorometano Hexano

Tipo de Solvente

Fuente: Elaboracién propia

4.1.2. Caracteristicas organolépticas de las semillas de Carica papaya L.

Para garantizar la obtencion de un buen extracto de “Papaya” se considero

los siguientes pasos:
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TABLA 4.2
Caracteristicas Organolépticas de semillas Carica papaya L. “PAPAYA”
S
Olor Caramelo
Color Negro
Sabor Picante
Aspecto Uniforme

Fuente: Elaboracion propia.

Obtenida las semillas, se procedid a realizar una evaluacion sensorial de sus
caracteristicas organolépticas. Estas caracteristicas organolépticas fueron
comparadas con otras reportadas en literatura,* 32 las cuales indican para estas
semillas de “papaya” un color negro, olor a caramelo, un sabor picante, si
observamos la Tabla 4.2 podemos ver que las caracteristicas organolépticas
apreciadas por los sentidos son semejantes a las reportadas en literatura, por lo

que se puede decir que las semillas obtenido es de una buena calidad.

42 ANALISIS FITOQUIMICO DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS,
METANOLICOS, DICLOROMETANICOS Y HEXANICOS DE Carica
papaya L. “PAPAYA”

4.2.1. Marcha Fitoquimica Preliminar
La identificacion de los metabolitos secundarios de Carica papaya L. se

realiz6 segun se indico en el punto 3.7.
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TABLA 4.3
MARCHA FITOQUIMICA
: Extraccion por Soxhlet
Ensayo Reactivo Resultado
Etanol Metanol Diclorometano| Hexano
Reaccion con * * - - Blanco o
TANINOS Gelati Turbid
€latina Blanco Blanco Precipitado [ Precipitado urbidez
Reaccid
COMPUESTOS | "eaccencen * * * - Verde y Azul
FENOLICOS Tricloruro Férrico it
CI3Fe Verde | Verde azulado | Verde azulado [ Naranja intenso
TRITERPENOIDES | e2Ccon o + + " * | Verde, azul o
YO ESTEROIDES | Hebermann - ‘
/ Burchard Naranja Naranja Naranja Verde naranja.
A NGIBIES Resahc-cié?j de v e * * imalrillc\;,- Rlojo,
INQge Amarillo Amarillo Violeta Amarillo zuly Violeta
AE AL GRS [Fieaccié(? (rj-Fer A * ¥ + Precipit'a:o
sl Anaranjado| Anaranjado Anaranjado |Anaranjado anaranjado
Reaccion 3 - - - )
ANTRAQUINONAS Bornt Rojo
omtraee Rojo Rojo Rojo Rojo
SAPONINAS Agua Destilada Espuma
Espuma Espuma Espuma Espuma

Fuente: Elaboracion propia

Leyenda: Presencia (+)
No Presencia )
Los resultados del andlisis fitoquimicos preliminares, fueron comparados con

otras reportadas en literatura *® 2* las cuales demostraron que nuestros extractos

contienen Taninos, Compuestos fenolicos, Triterpenoides, Flavonoides y

Alcaloides.

4.2.2. Método de Identificacion por separacién de Cromatografia de Capa
Fina (CCF)
Se procedi6 a la realizacion de Cromatografia en Capa Fina para

determinar la huella cromatografica del extracto seco de semillas de
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En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
§ CATOLICA
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

Carica papaya L. “Papaya” por medio de una serie de coloraciones

caracteristicas.

» Taninos
En la placa Cromatogréafica se observa (coloracion de verde a marron
oscuro). Al observarse bajo luz UV a 364nm presentan fluorescencia verde

azulada correspondiente a este tipo de compuestos. Figura 4.1.

Figura 4.1: Cromatografia del Extracto Etanélico y Metandlico de semillas de

“Papaya”
=  EtOH-S : Extracto etanélico de semillas
=  MeOH-S : Extracto metandlico de semillas

» Flavonoides
En la placa Cromatogréfica se observa coloracion amarilla. Al observarse
bajo luz UV a 364nm presentan fluorescencia verde, amarillenta y azulada

correspondiente a este tipo de compuestos. Figura 4.2.
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Figura 4.2: Cromatografia del Extracto etanolico, metanolico, diclorometéanico y hexénico de

semillas de Carica de papaya L. “Papaya”

=  EtOH-S : Extracto etanélico de semillas

=  MeOH-S : Extracto metandlico de semillas

= DCM-S : Extracto diclorometanico de semillas
= Hex-S : Extracto hexanico de semillas

> Alcaloides

En la placa Cromatografica se observa coloracién naranja. Figura 4.3, al
observarse bajo luz UV a 364nm presentan fluorescencia naranja-amarillo

correspondiente a este tipo de compuestos.
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\ EtOH-S MeOH-S / Lep st

Figura 4.3: Cromatografia del Extracto etanolico, metanolico, diclorometanico y hexanico de
semillas de Carica de papaya L. “Papaya”

=  EtOH-S : Extracto etandélico de semillas

=  MeOH-S : Extracto metandlico de semillas

= DCM-S : Extracto diclorometanico de semillas
= Hex-S : Extracto hexanico de semillas

» Terpenos

En la placa Cromatografica se observa colores caracteristicos. Figura 4.4,
al observarse bajo luz UV a 364nm presentan fluorescencia violeta-

azulada correspondiente a este tipo de compuestos.
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-

Figura 4.4: Cromatografia del Extracto etanolico, metanolico, diclorometanico y hexénico de

semillas de Carica de papaya L. “Papaya”

= EtOH-S : Extracto etandlico de semillas

=  MeOH-S : Extracto metanolico de semillas

= DCM-S : Extracto diclorometéanico de semillas
= Hex-S : Extracto hexanico de semillas
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TABLA 4.4

CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA (CCF) DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICOS, METANOLICOS, DICLOROMETANICOS Y HEXANICOS DE
Carica papaya L. “PAPAYA”

CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA (CCF)

Extracciéon por Soxhlet
Ensayo Revelador

Etanol Metanol Diclorometano Hexano

Coloracion Coloracion
TANINO FeCl; 5% - -
> giap 0 ©h aguda Verde-Azulada | Verde-Azulada

Solucién etandlica de

Vainillina al 1% Coloracion Coloracion Coloracion Coloracion
Solucion etandlica de Amarilla Amarilla Amarilla Amarilla

H,SO, al 5%

IFLAVONOIDES

Coloracion Coloracion Coloracion Coloracion
AICALOIDES Dragendorff Ay B , h , i
Naranja Naranja Naranja Naranja
Vainillina 1% Coloracion Coloracion Coloracion Coloracion

TERPENOS y
Acido sulfurico 5% | Violeta-Azulada |Violeta-Azulada| Violeta-Azulada | Violeta-Azuladal

Fuente: Elaboracion propia.

43 PRUEBAS DE IDENTIFICACION PARA LAS CEPAS ATCC
Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

TABLA 4.5
Identificacion de Staphylococcus aureus.
Pruebas Staphylococcus aureus
Coloracion Gram Positivo
Catalasa Positivo
Coagulasa Positivo
Manitol salado Positivo

Fuente: Elaboracion propia.
TABLA 4.6
Identificacion de Escherichia coli.

Pruebas Escherichia coli
Coloracion Gram Positivo
Catalasa Positivo
Indol Positivo

Fuente: Elaboracion propia.
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4.4 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
(CMI)
Seguidamente se trabajo para hallar la concentracion minima inhibitoria (CMI)
del extracto seco de las semillas de Carica papaya L. “Papaya”, frente a cada una
de las bacterias por el método de dilucion en caldo. Se empled este método ya que
el extracto a pesar de tener un color amarillo, logro mostrar el punto de ruptura y
se pudo observar la turbidez en los tubos.

Este procedimiento se realizd como se indica en el punto 3.8.1 C.

TABLA 4.7
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) para cada bacteria por el Método
de Soxhlet con Etanol

Control| Contro

Ne° de Tubos
(+) (-)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Caldo peptonado 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml
Extracto madre
Iml 1ml 1ml 1ml Iml Iml Iml Iml 1ml Iml / /
(250mg/ml)
Inéculo 10° UFC/ml Iml Iml Iml Iml 1ml 1ml 1ml Iml 1ml Iml Iml /
Concentracion final
125 62,50 | 31,25 | 15,63 | 7,81 3,91 1,95 0,98 0,49 0,24 / /
del extracto (mg/ml)
Crecimiento
- - e _ b + + + + + + -
Staphylococcus aureus
CIM 7,81
Crecimiento
- - = = + + + + + + + -
Escherichia coli
CIM 15,63

Fuente: Elaboracion propia.

Interpretacion:

Como podemos observar el punto de ruptura para Staphylococcus aureus se
encuentra entre el tubo 5y 6, es decir que la CMI es de 7.81 mg/mL y para
Escherichia coli se encuentra entre el tubo 4 y 5, es decir que la CMI es de 15.63

mg/mL.
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Discusion:

La Concentracion minima inhibitoria (CMI), fue comparada con otras reportadas
en literatura & ¢ las cuales mostraron que la Tabla 3 16 la CMI para Staphylococcus
aureus es de 100 mg/mL mientras que en la Tabla 4.7 los resultados obtenidos
por nuestro estudio indicaron que la CMI para Staphylococcus aureus es de 7.81
mg/mL para Escherichia coli la Tabla 3y Tabla 3.7 6 la CMI es de 100 mg/mL
y 17.34 mg/mL respectivamente, mientras que en la Tabla 4.7 los resultados
obtenidos por nuestro estudio indicaron que el CMI para Escherichia coli es de
15.63 mg/mL. Por lo cual demostramos que la CMI de nuestro estudio es mas

eficaz que nuestra literatura. ® °

TABLA 4.8
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) para cada bacteria por el Método

de Soxhlet con Diclorometano

N° de Tubos Control| Contro
(+) )
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Caldo peptonado 1ml Iml 1ml Iml Iml 1ml Iml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml
Extract d
aracloma®e | tml | tml | 1ml | 1ml | 1ml | 1ml | 1ml | Iml | 1ml | 1ml | /
(250mg/ml)
Inéculo 10° UFC/ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml 1ml /
Concentracion final
125 | 62,50 | 31,25 | 15,63 | 7,81 3,91 1,95 0,98 0,49 0,24 / /
del extracto (mg/ml)
Crecimiento
- - - + + + + + + + + -
Staphylococcus aureus
CIM 31,25
Crecimiento
- - + + + + + + + + + -
Escherichia coli
CIM 62,5

Fuente: Elaboracion propia.
Interpretacion:

Como podemos observar el punto de ruptura para Staphylococcus aureus se
encuentra entre el tubo 3 y 4, es decir que la CMI es de 31.25 mg/mL y para
Escherichia coli se encuentra entre el tubo 2 y 3, es decir que la CMI es de 62.5

mg/mL.
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Discusion:

Sin embargo, en nuestro estudio el extracto etanolico de Carica papaya L. frente
a Staphylococcus aureus y Escherichia coli; Staphylococcus aureus es mas eficaz
auna menor concentracion y en la Tabla 4.8 el extracto diclorometéanico de Carica
papaya L. frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli; es més eficaz a una

mayor concentracion.

45 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION BACTERICIDA
MINIMA (CBM)
Para la determinacion de la concentracion bactericida minima (CBM) se empled
el método de dilucion en placa para cada bacteria en estudio; inoculando todos
aquellos tubos en los cuales no se observo turbidez.

Este procedimiento se realizé como se indica en el punto 3.8.2 B.

TABLA 4.9
Concentracion Bactericida Minima (CBM) para cada bacteria por el

Método de Soxhlet con Etanol
N¢ de Tubos 1 2 3 4 5

Concentracion final
del extracto (mg/ml)
Staphylococcus aureus NC NC NC NC C
CBM 15,63

125 62,50 31,25 15,63 7,81

Fuente: Elaboracion propia.

NC: No crecié C: Creci6

Interpretacion:

Se puede observar en la Tabla 4.9 que la CBM para Staphylococcus aureus es
de 15.63 mg/mL.

Discusién:
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La Concentracion bactericida minima (CBM), fueron comparados con otras
reportadas en literatura ® las cuales mostraron que la Tabla 3 ¢ la CBM para
Staphylococcus aureus es de 200 mg/mL y en la Tabla 4.9 los resultados
obtenidos por nuestro estudio indicaron que el CBM para Staphylococcus aureus
es de 15.63 mg/mL.

TABLA 4.10
Concentracién Bactericida Minima (CBM) para cada bacteria por el
Método de Soxhlet con Etanol

N¢ de Tubos 1 2 3 4
Concentracion final 125 62,50 31,25 15,63
del extracto (mg/ml)

Escherichia coli NC NC NC C
CBM 31,25

Fuente: Elaboracion propia.

NC: No creci6 C: Creci6

Interpretacion:

Se puede observar en la Tabla 4.10 que la CBM para Escherichia coli es de
31.25 mg/mL.

Discusion:

La Concentracién bactericida minima (CBM), fueron comparados con otras
reportadas en literatura 8 las cuales mostraron para Escherichia coli que
en la Tabla 3 ¥ y Tabla 3.9 ¢ la CBM es de 150 mg/mL y 58.53 mg/mL
respectivamente en la Tabla 4.10 los resultados obtenidos por nuestro
estudio indicaron que la CBM es de 31.25 mg/mL.

Por lo cual demostramos que la CBM de nuestro estudio es mas eficaz que

nuestra literatura. & 16
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TABLA 4.11
Concentracién Bactericida Minima (CBM) para cada bacteria por el
Método de Soxhlet con Diclorometano

1 2 3

125 62,50 31,25

NC NC C
62,5

Fuente: Elaboracion propia.

NC: No crecio C: Creci6

Interpretacion:

Se puede observar en la Tabla 4.11 que la CBM para Staphylococcus aureus
es de 62.5 mg/mL.

TABLA 4.12
Concentracion Bactericida Minima (CBM) para cada bacteria por el
Método de Soxhlet con Diclorometano

1 2
125 62,50
NC C
125
Fuente: Elaboracion propia.
NC: No crecié C: Creci0

Interpretacion:

Se puede observar en la Tabla 4.12 que la CBM para Escherichia coli es de
125 mg/mL.
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4.6 MEDICION DE LOS HALOS DE INHIBICION PARA LOS EXTRACTOS
ETANOLICOS Y DICLOROMETANICOS.
Se procedio a realizar la comparacion de los halos de inhibicion con las diferentes
concentraciones de los extractos para cada bacteria, dicho procedimiento se
realizd mediante el analisis de EXCEL y ANOVA.

Se procedid hacer diluciones a diferentes concentraciones a partir del extracto
madre. (Anexo N°12) las nuevas concentraciones son las siguientes:
(Concentracion = 50 mg/ mL)

(Concentracion = 100 mg/ mL)

(Concentracion = 150 mg/ mL)

Nuestra concentracion inicial del extracto madre es de 250 mg/ mL la cual también

trabajaremos para poder tener el halo de inhibicion.

TABLA 4.13

Halos de Inhibicion con el Método de Extraccion por Soxhlet con el Solvente

Etanol.

ETANOL 100ug 200ug 600ug 15009
Staphylococcus aureus 1 | 13 mm 20 mm 28 mm 30 mm
Staphylococcus aureus 2 | 13 mm 21 mm 29 mm 30 mm
Staphylococcus aureus 3 | 13 mm 21 mm 29 mm 30 mm
Promedio 13 mm 20,7 mm | 28,7 mm 30 mm

Fuente: Elaboracion propia.

Interpretacion:

En la Tabla 4.13 muestra datos registrados a diferentes concentraciones por el método de
extraccion por soxhlet con el solvente etanol para Staphylococcus aureus 1,
Staphylococcus aureus 2, Staphylococcus aureus 3, observandose que la concentracion
1500 pg tiene mayor halo de inhibicion y la concentracién 100ug tiene menor halo de
inhibicion.
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Grafico 4.2: Curva de Concentracién del Extracto vs. Tamafio del Halo
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Fuente: Elaboracion propia.

Discusion:

De acuerdo a varios estudios segun literatura " 6 5! se ha comprobado el efecto
antimicrobiano de Carica papaya L. frente Staphylococcus aureus.

Los resultados de la prueba de sensibilidad antimicrobiana por medio de halos de
inhibicion, el extracto etandlico de nuestro estudio mostré actividad antimicrobiana

contra Staphylococcus aureus.

% ANOVA Simple - Halos por ETANOL S. AUREUS

Variable dependiente: Halos
Factor: ETANOL (S. AUREUS)

NUmero de observaciones: 12
NUmero de niveles: 4

Este procedimiento ejecuta un analisis de varianza de un factor para halos.
Construye varias pruebas y graficas para comparar los valores medios de halos
para los 4 diferentes niveles de ETANOL S. AUREUS.

La prueba-F en la tabla ANOVA determinara si hay diferencias significativas
entre las medias. Si las hay, las Pruebas de Rangos Multiples le dirdn cuéles

medias son significativamente diferentes de otras. (Anexo N° 6)
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Medias y 95,0% de Tukey HSD
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Figura 4.5: Comparacion de los halos de inhibicion (mm) producidos por la cepa de
Staphylococcus aureus con extracto etanélico de semillas.

Al observar la grafica de cajas y bigotes, indica que realmente existe diferencia
estadisticamente significativa entre la cepa Staphylococcus aureus y los halos de

inhibicién.

TABLA 4.14
Halos de Inhibicion con el Método de Extraccion por Soxhlet con el Solvente
Etanol.

ETANOL 100ug 200ug 600ug 1500ug
Escherichia coli 1 10 mm 12 mm 13 mm 16 mm
Escherichia coli 2 10 mm 13 mm 14 mm 16 mm
Escherichia coli 3 10 mm 13 mm 14 mm 16 mm
Promedio 10 mm 12,7 mm | 13,5 mm 16 mm

Fuente: Elaboracion propia.

Interpretacion:

En la Tabla 4.14 muestra datos registrados a diferentes concentraciones por el método de

extraccion por soxhlet con el solvente etanol para Escherichia coli 1, Escherichia coli 2,
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Escherichia coli 3, observandose que la concentracién 1500 pg tiene mayor halo de

inhibicion y la concentracion 100ug tiene menor halo de inhibicion.

Grafico 4.3: Curva de Concentracion del Extracto vs. Tamafio del Halo
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Fuente: Elaboracion propia.

Discusion:

De acuerdo a varios estudios segun literatura " & 5! se ha comprobado el efecto
antimicrobiano de Carica papaya L. frente Escherichia coli.

Los resultados de la prueba de sensibilidad antimicrobiana por medio de halos de
inhibicidn, el extracto etandlico de nuestro estudio mostré actividad antimicrobiana

contra Escherichia coli.

% ANOVA Simple - Halos por ETANOL E. COLI

Variable dependiente: Halos
Factor: ETANOL (E. COLI)

NUmero de observaciones: 12
NUmero de niveles: 4
Este procedimiento ejecuta un analisis de varianza de un factor para halos.

Construye varias pruebas y graficas para comparar los valores medios de halos
para los 4 diferentes niveles de ETANOL E. COLI.

La prueba-F en la tabla ANOVA determinara si hay diferencias significativas
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entre las medias. Si las hay, las Pruebas de Rangos Multiples le diran cuéles

medias son significativamente diferentes de otras. (Anexo N° 7)

Medias y 95,0% de Tukey HSD
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Figura 4.6: Comparacion de los halos de inhibiciéon (mm) producidos por la cepa de
Escherichia coli con extracto etandlico de semillas.

Al observar la gréafica de cajas y bigotes, indica que realmente existe diferencia

estadisticamente significativa entre la cepa Escherichia coli en estudio.

TABLA 4.15
Halos de Inhibicion con el Método de Extraccion por Soxhlet con el Solvente

Diclorometano.

DICLOROMETANO 100ug 2009 6009 15009
Staphylococcus aureus 1 9mm 15 mm 18 mm 20 mm
Staphylococcus aureus 2 8 mm 15 mm 17 mm 20 mm
Staphylococcus aureus 3 8 mm 15 mm 17 mm 20 mm
Promedio 8,3 mm 15 mm 17,3 mm 20 mm

Fuente: Elaboracion propia.
Interpretacion:

En la Tabla 4.15 muestra datos registrados a diferentes concentraciones por el método de
extraccion por soxhlet con el solvente etanol para Staphylococcus aureus 1,
Staphylococcus aureus 2, Staphylococcus aureus 3, observandose que la concentracion
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1500 pg tiene mayor halo de inhibicion y la concentracion 100ug tiene menor halo de

inhibicién.

Gréfico 4.4: Curva de Concentracion del Extracto vs. Tamario del Halo
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Fuente: Elaboracién propia.

% ANOVA Simple - Halos por DICLOROMETANO S. AUREUS

Variable dependiente: Halos
Factor: DICLOROMETANO (S. AUREUS)

NUmero de observaciones: 12
NUmero de niveles: 4

Este procedimiento ejecuta un analisis de varianza de un factor para halos.
Construye varias pruebas y graficas para comparar los valores medios de halos
para los 4 diferentes niveles de DICLOROMETANO S. AUREUS.

La prueba-F en la tabla ANOVA determinard si hay diferencias significativas
entre las medias. Si las hay, las Pruebas de Rangos Multiples le diran cuales

medias son significativamente diferentes de otras. (Anexo N° 8)
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Medias y 95,0% de Tukey HSD
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Figura 4.7: Comparacion de los halos de inhibicion (mm) producidos por la cepa de
Staphylococcus aureus con extracto diclorometanico de semillas.

Al observar la grafica de cajas y bigotes, indica que realmente existe diferencia

estadisticamente significativa entre la cepa Staphylococcus aureus en estudio.

TABLA 4.16

Halos de Inhibicion con el Método de Extraccion por Soxhlet con el Solvente

Diclorometano.

DICLOROMETANO 100ug 200ug 600ug 1500ug
Escherichia coli 1 5mm 8 mm 10 mm 12 mm
Escherichia coli 2 5 mm 7 mm 9 mm 12 mm
Escherichia coli 3 5mm 7 mm 9 mm 12 mm
Promedio 5mm 7,3 mm 9,3 mm 12 mm

Fuente: Elaboracion propia.
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Interpretacion:

En la Tabla 4.16 muestra datos registrados a diferentes concentraciones por el método de
extraccion por soxhlet con el solvente etanol para Escherichia coli 1, Escherichia coli 2,
Escherichia coli 3, observandose que la concentracion 1500 pg tiene mayor halo de

inhibicidn y la concentracion 100ug tiene menor halo de inhibicion.

Gréfico 4.5; Curva de Concentracion del Extracto vs. Tamarfio del Halo

I —r
! /

Tamaiio de Halos (mm)

100pg 200pg 600ug 1500ug

Concentracion de Extracto Diclorometanico (ug)

Fuente: Elaboracion propia.

% ANOVA Simple - Halos por DICLOROMETANO E. COLI

Variable dependiente: Halos
Factor: DICLOROMETANO (E. COLI)

NUmero de observaciones: 12

NUmero de niveles: 4

Este procedimiento ejecuta un andlisis de varianza de un factor para halos.
Construye varias pruebas y graficas para comparar los valores medios de halos
para los 4 diferentes niveles de DICLOROMETANO E. COLI.

La prueba-F en la tabla ANOVA determinara si hay diferencias significativas
entre las medias. Si las hay, las Pruebas de Rangos Multiples le diran cuéles

medias son significativamente diferentes de otras. (Anexo N° 9)

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

Medias y 95,0% de Tukey HSD
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Figura 4.8: Comparacion de los halos de inhibicion (mm) producidos por la cepa de
Escherichia coli con extracto diclorometanico de semillas.

Al observar la grafica de cajas y bigotes, indica que realmente existe diferencia

estadisticamente significativa entre la cepa Escherichia coli en estudio.

<% CONENTRACIONES DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS Y
DICLOROMETANICOS FRENTE A Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Grafico 4.6: Concentraciones de los Extractos vs. Tamafio del Halos
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Fuente: Elaboracion propia.
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Grafico 4.7: Concentraciones de los Extractos vs. Tamafo del Halos
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Fuente: Elaboracion propia.

Interpretacion:

Se observa en el Grafico 4.6 y Grafico 4.7 que el extracto etanolico es mas eficaz ya que
presenta mayor halo de inhibicién frente a las cepas de Staphylococcus aureus y
Escherichia coli. Por lo cual se trabajara con el extracto etandlico para comparar los halos
de inhibicién con los antibidticos en estudio.

Discusion:
Los resultados de la prueba de sensibilidad antimicrobiana por medio de halos de
inhibicion, el extracto etandlico y diclorometanico de nuestro estudio mostro actividad

antimicrobiana contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

El extracto etanolico fue més eficaz que el extracto diclorometanico debido a que el
Staphylococcus aureus en la Tabla 4.13 y Tabla 4.15 demostré que a una concentracion
de 100 pg tiene un halo de inhibicion de 13 mm y 8.3 mm respectivamente, para
Escherichia coli la Tabla 4.14 y Tabla 4.16 a una concentracion de 100 pg tuvo un halo

de inhibicién de 10 mm y 5 mm respectivamente.
Segun literatura 8, el extracto etandlico para Staphylococcus aureus obtuvo un halo de

inhibicion de 8 mm a una concentracion de 250 mg/mL el cual fue menor que nuestro

extracto etandlico en estudio, ya que con la misma concentracién nos dio un halo de

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

inhibicion de 30 mm, por lo cual se concluye que nuestro extracto etanélico es mas eficaz

que el de la literatura .

4.7 COMPARACION DE LOS HALOS DE INHIBICION CON DIFERENTES
ANTIBIOTICOS

La actividad antimicrobiana del extracto etandlico se semillas de Carica papaya
L. fue comparable a la de los antibioticos. La demostracion de la actividad
antimicrobiana del extracto etandlico contra las bacterias de Staphylococcus

aureus y Escherichia coli fueron eficaces.

Tabla 4.17

Halos de Inhibicion de los Diferentes Antibidticos para Staphylococcus

aureus
EXTRACTO ETANOLICO

o Lincomicina | Eritromicina
Antibioticos 100pg 21g 15.g
Staphylococcus aureus 1 | 12 mm 38 mm 30 mm
Staphylococcus aureus 2 | 13 mm 38 mm 30 mm
Staphylococcus aureus 3 | 13 mm 38 mm 30 mm
Promedio 12,7 mm 38 mm 30 mm

Fuente: Elaboracion propia.

Interpretacion:

En la Tabla 4.17 nos muestra que la Lincomicina presenta el mayor halo de
inhibicion con 38 mm, siendo este el antibidtico de eleccion. En la Fotografia N°1
se observa la diferencia de los tamafios de los halos de inhibicion frente a
Lincomicina y Eritromicina. En la Fotografia N°3 se observa la diferencia de los
tamanos de los halos de inhibicion frente a Lincomicina, Eritromicina'y nuestro

extracto etanolico de semillas de Carica papaya L.
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Grafico 4.8: Halos de Inhibicion frente a Staphylococcus aureus
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Fuente: Elaboracion propia.

Discusion:

En la Tabla 4.17 el extracto etanolico a una concentracion de 100 pg (la menor de
nuestras concentraciones) frente a los antibidticos usados para Staphylococcus
aureus (Lincomicina 2 pg, Eritromicina 15 pg) se obtuvo halos de inhibicion de
12.7 mm para el extracto etanolico, 38 mm para Lincomicina y 30 mm para

Eritromicina.

Graéfico 4.9: Representacién Porcentual
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Fuente: Elaboracion propia.
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< ANOVA Simple - Halos por EXTRACTO ETANOLICO

Variable dependiente: Halos
Factor: EXTRACTO ETANOLICO (S. AUREUS)

NUmero de observaciones: 9
NUmero de niveles: 3

Este procedimiento ejecuta un andlisis de varianza de un factor para halos.
Construye varias pruebas y graficas para comparar los valores medios de halos
para los 3 diferentes niveles de EXTRACTO ETANOLICO.

La prueba-F en la tabla ANOVA determinard si hay diferencias significativas
entre las medias. Si las hay, las Pruebas de Rangos Multiples le diran cuéles

medias son significativamente diferentes de otras. (Anexo N° 10)

Medias y 95,0% de Tukey HSD

42

37

32

27

22

Tamafio del Halos (mm)

17

12 o

100 Eritromicina 1kingomicina 7 ) ug
EXTRACTO ETANOLICO

Figura 4.9: Tamafio de los halos de inhibicion (mm) para Staphylococcus aureus con los
diferentes antibioticos.

Al observar la grafica nos indica que la Lincomicina y Eritromicina muestran una
diferencia estadisticamente significativa; al igual que el extracto etanolico de semillas.

Segun los resultados se puede observar que el mejor antibiético para Staphylococcus
aureus es Lincomicina, seguido por Eritromicina y Extracto etanélico de semillas.
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Tabla 4.18
Halos de Inhibicion de los Diferentes Antibioticos para Escherichia coli.

Escherichia coli 1 10 mm 22 mm 17 mm
Escherichia coli 2 10 mm 22 mm 17 mm
Escherichia coli 3 10 mm 22 mm 17 mm
Promedio 10 mm 22 mm 17 mm

Fuente: Elaboracion propia.

Interpretacion:

En la Tabla 4.18 nos muestra que la Lincomicina presenta el mayor halo de
inhibicion con 22 mm, siendo este el antibiético de eleccion. En la Fotografia N°
2 se observara la diferencia de los tamafios de los halos de inhibicién frente a
Lincomicinay Neomicina. En la Fotografia N° 4 se observara la diferencia de los
tamarios de los halos de inhibicion frente a Lincomicina, Neomicina y nuestro

extracto etanolico de semillas de Carica papaya L.

Grafico 4.10: Halos de Inhibicion frente a Escherichia coli
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Fuente: Elaboracion propia.
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Discusion:

En la Tabla 4.18 el extracto etan6lico a una concentracion de 100 pg (la menor de
nuestras concentraciones) frente a los antibioticos usados para Escherichia coli
(Lincomicina 2 pg, Neomicina 30 pg) los halos de inhibicion fueron 10 mm para
el extracto etanolico, 22 mm para Lincomicina'y 17 mm para Neomicina.

Por lo que se concluye que hay una diferencia estadisticamente significativa
debido a que los halos de inhibicion de los antibidticos fueron superiores a nuestro
extracto etanolico de semillas de Carica papaya L. pero nuestro estudio nos
determiné que a mayor concentracion del extracto etanélico tendremos mayor

halo de inhibicion como se demuestra en la Tabla 4.17 y Tabla 4.18.

Segun literatura % 24, las bacterias gram negativas fueron mas susceptibles al
extracto etandlico pero en nuestro estudio se demostré que las bacterias gram

positivas fueron mas susceptibles que las gram negativas.

Grafico 4.11: Representacion Porcentual
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< ANOVA Simple - Halos por EXTRACTO ETANOLICO
Variable dependiente: Halos

Factor: EXTRACTO ETANOLICO (E. COLI)
NUmero de observaciones: 9
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NUmero de niveles: 3

Este procedimiento ejecuta un analisis de varianza de un factor para halos.
Construye varias pruebas y graficas para comparar los valores medios de halos
para los 3 diferentes niveles de EXTRACTO ETANOLICO.

La prueba-F en la tabla ANOVA determinara si hay diferencias significativas
entre las medias. Si las hay, las Pruebas de Rangos Multiples le diran cuéles

medias son significativamente diferentes de otras. (Anexo N° 11)

Medias y 95,0% de Tukey HSD
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Figura 4.9: Tamafio de los halos de inhibicién (mm) para Escherichia coli con los diferentes
antibioticos.

Al observar la grafica nos indica que la Lincomicina y Neomicina muestran una diferencia
estadisticamente significativa; al igual que el extracto etandlico de semillas.

Segun los resultados se puede observar que el mejor antibidtico para Escherichia coli es
Lincomicina, seguido por Neomicina y Extracto etandlico de semillas.

FOTOGRAFIA N°1
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Interpretacion:

Se observa gue la Lincomicina tiene un efecto mayor que la Eritromicina.

FOTOGRAFIA N°2

HALO DE INHIBICION DE Escherichia coli CON ANTIBIOTICOS

Interpretacion:

Se observa que la Lincomicina tiene un efecto mayor que la Neomicina.
FOTOGRAFIA N°3

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




» UNI\{ERSIDAD
i CATOLICA
TESIS UCSM 2  DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

HALO DE INHIBICION DE Staphylococcus aureus CON ANTIBIOTICOS
Y EXTRACTO ETANOLICO

Interpretacion:

Se observa que la Lincomicina tiene efecto mayor que la Eritromicina seguido en

menor proporcion por el extracto etandlico.

FOTOGRAFIA N°4

HALO DE INHIBICION DE Escherichia coli CON ANTIBIOTICOS Y
EXTRACTO ETANOLICO

Interpretacion:

Se observa que la Lincomicina tiene efecto mayor que la Neomicina seguido en

menor proporcion por el extracto etandlico.
CONCLUSIONES
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1. Se obtuvieron los extractos etanolicos, metandlicos, diclorometanicos y hexanicos
por método de extraccion por Soxhlet, encontrandose diferencia en el rendimiento
de cada extracto siendo el de mayor rendimiento con el solvente hexano con un
rendimiento de 22% y el de menor rendimiento fue el solvente metanol con un

rendimiento de 9%.

2. Mediante la marcha fitoquimica y cromatografia de capa fina (CCF) que se realizd
a los extractos etanolicos, metanolicos, diclorometanicos y hexanicos de semillas
de Carica papaya L. “Papaya”; se aprecia la presencia de Taninos, Flavonoides,
Alcaloides y Terpenos excepto en los extractos diclorometanicos y hexanicos, no

se aprecia Taninos.

3. Se evalu6 la actividad antimicrobiana mediante la determinacion de
Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Bactericida Minima
(CBM) de las cuales se obtuvo: para Staphylococcus aureus con extracto etanélico
una CMI de 7.81 mg/ml y una CBM de 15.63 mg/ml; con el extracto
diclorometanico se tiene una CMI de 31.25 mg/ml y una CBM de 62.5 mg/ml y
para Escherichia coli con extracto etanélico una CMI de 15.63 mg/ml y una CBM
de 31.25 mg/ml; con el extracto diclorometanico se tiene una CMI de 62.5 mg/mi
y una CBM de 125 mg/ml, lo cual nos indica que el extracto etanolico de semillas

es eficaz frente a nuestras bacterias en estudio.

4. En la comparacion de los extractos con los antibi6ticos se pudo observar que el
extracto etanolico de semillas presenta actividad antimicrobiana ya que hubo
presencia de halo de inhibicidon frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli;
los antibidticos usados para Staphylococcus aureus (Lincomicina, Eritromicina) y
para Escherichia coli (Lincomicina, Neomicina), presentd una diferencia
estadisticamente significativa debido a que el halo de inhibicion fue superior a

nuestro extracto.
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SUGERENCIAS

1. Es necesario revalorizar el estudio de las plantas, ya que podrian ser una

alternativa para la prevencion y curacion de enfermedades.

2. Serecomienda realizar investigaciones que determinen los efectos secundarios del

Extracto Seco de Carica papaya L. “Papaya” como antibacteriano.

3. Realizar pruebas “in vivo” para valorar la efectividad y toxicidad que pueden
proporcionar los componentes activos de Carica papaya L. “Papaya” como

también poder determinar sus dosis terapéuticas para su uso en la poblacion.

4. Investigar el desarrollo de una forma farmacéutica para el tratamiento

antimicrobiano de Carica papaya L. “Papaya”.
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ANEXO N°1
ESCALA DE MAC FARLAND
PREPARACION DEL ESTANDAR N° DE LA ESCALA DE MAC FARLAND

a) Composicion

BaCl; + H2SO4 —>  BaSOq
0.5ml 99.5ml Turbidez
0.05ml 9.95ml 10ml

b) Preparacion
La escala de Mac Farland, equivale a una concentracién de 108 UFC/ml.
Se prepara afiadiendo 0.5ml de BaCl2 0.048M a 99.5ml de H2SO4 0.36N.

c) Célculos

0.36e 98.08 1ml 100g H,SO
qX gX X g dy0oU,

H,S0, (036N) = 1L 2eq 1.84g 968

= 9.99ml/L

Necesito 9.99ml de H2SOascc. para preparar 1000ml de H2SO4 0.36N.

0.048mol _ 208.3g BaCl, 1L
X X

BaCl, (0.048M) = 1L 1mol 1000ml

= 0.0099g/ml

Necesito 0.0099g de BaCl. para preparar 1ml de BaCl2 0.048M.

e Enun tubo de ensayo colocar 10ml de H2SO4 0.36N y retirar 0.05ml.
e Completar 0.05ml con BaClz 0.048M; agitar.
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e La turbidez de ese tubo de ensayo es similar al tubo N°5 de la Escala de
Mac Farland, la que es equivalente a la concentracion de 108 UFC/ml del

inéculo.

ANEXO N° 2

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

1. MUELLER HINTON
Medio de cultivo recomendado universalmente para la realizacion de la prueba de

sensibilidad a los antimicrobianos.

1.1 FUNDAMENTO
En la preparacion de este medio es fundamental que las
concentraciones de timina, timidina y acido 4-aminobenzoico, sean lo
suficiente bajas para no inhibir la actividad antibacteriana de
antibioticos y sulfamidas. Las dos primeras inhiben los antibioticos y el
altimo las sulfamidas. El ensayo de sensibilidad de un microorganismo frente a
un antibidtico se puede realizar sobre placas de agar Mueller-Hinton por
procedimientos de difusion, por diluciones seriadas o por técnicas
turbidimétricas en el Mueller-Hinton. En las técnicas de difusion se
mide el halo de inhibicion del crecimiento confluente alrededor del depdsito

de antibidtico (discos, torrecillas, etc.).

1.2 COMPOSICION

Almidén 1.59
Infusion de Carne (a partir de 3009) 2.0g
Peptona de Caseina Hidrolizada 17.5g
Agar 17.0g
pH final: 7.4%0.2
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1.3 PREPARACION
Suspender 38g (Agar) en 1L de agua destilada; calentar y agitar hasta ebullicion
y hervir durante 1 minuto. Distribuir y esterilizar a 121°C durante 15 minutos.
2. AGAR SANGRE

Se emplea, afiadiendo sangre o sangre cocida, para el cultivo y
aislamiento de microorganismos exigentes, sobre todo patdégenos y para
su determinacién. Si no se afiade sangre, es adecuado como base para la

preparacion de otros medios especiales.

2.1 FUNDAMENTO

Dada la excelente base nutritiva, permite el crecimiento de practicamente todos
los microorganismos que pudieran estar presentes. Si se afiade sangre se pueden
determinarlas distintas formas de hemdalisis que pudieran tener lugar. Si se calienta
se obtiene el Agar Chocolate, también muy empleado. Por la adicion de distintos

antibidticos se obtienen medios con caracteres selectivos.

2.2 COMPOSICION

Formula (por litro)

Infusion del Musculo Cardiaco (a partir de 375g) 10.0g
Peptona de Carne 10.0g
Sodio Cloruro 5.0g
Agar 15.0g

pH final: 7.3+0.2

2.3 PREPARACION
Suspender 40g en 1L de agua destilada; calentar y agitar hasta
ebulliciéon y hervir durante 1 minuto. Esterilizar a 121°C durante 30
minutos (para cantidades de mas de 1L). Para preparar placas de Agar
Sangre incorporar 5 a 8% de sangre desfibrinada antes de distribuir en

placa.
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3. AGAR MANITOL SALADO
Se emplea para el aislamiento selectivo y recuento de Estafilococos patdgenos en
productos lacteos, camicos, marinos y otros productos alimenticios. También se

emplea con el mismo fin en productos farmacéuticos y cosméticos.

3.1 FUNDAMENTO
El efecto inhibidor se debe a la alta concentracion de Sodio Cloruro del medio.
Con la fermentacion de la D(-)-Manita se genera acido que ocasiona el viraje
del rojo de fenol al amarillo, permitiendo asi una mayor claridad en el
momento de establecer el diagndstico, ya que la mayoria de los
Estafilococos patogenos fermentan este azlcar.

3.2 COMPOSICION

Sodio Cloruro 75.0g
D(-)-Manita 10.0g
Extracto de Carne 1.0g
Mezcla de Peptonas 10.0g
Rojo de Fenol 0.025¢
Agar 15.0g
pH final: 7.4+0.2

3.3 PREPARACION
Suspender 1119 en 1L de agua destilada; calentar y agitar hasta ebullicion y

hervir durante 1 minuto. Distribuir y esterilizar a 121°C durante
15 minutos.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




v . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE -

TESIS UCSM - DE SANTA MARIA

4. EMB (Eosina Azul de Metilo)
Se emplea para la investigacion y diferenciacion de bacilos entéricos y
microorganismos coliformes. Con este medio se puede identificar Escherichia coli y

Enterobacter. También permite la identificacion Candida albicans.

4.1 FUNDAMENTO
La eosina y el azul de metileno son productos que inhiben parcialmente el
crecimiento de microorganismos gram-positivos, entre ellos los Estreptococos
fecales. Ademés la combinacion de azul de metileno y la eosina permite

diferenciar los gérmenes lactosa positivos de los lactosa negativos.

4.2 COMPOSICION

Eosina Amarillenta 0.49
Azul de Metilo 0.065¢
Lactosa 10.0g
Peptona de Gelatina 10.0g
di- Potasio Hidrogeno Fosfato 2.0g
Agar 15.0g
pH final: 7.1+0.2

4.3 PREPARACION
Suspender 37.4g en 1L de agua destilada; calentar y agitar hasta
ebullicion y hervir durante 1 minuto. No sobre calentar. Distribuir y esterilizar

a 121°C durante 15 minutos.
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5. TSB (Caldo Tripticasa Soya)
Se emplea como medio de uso general para el cultivo de todo tipo de

microorganismo.

5.1 FUNDAMENTO
Se ajusta a la formulacion de la USP y a la Ph. Eur. Por el contenido de peptona
de soja y peptona de caseina resulta una aportacion nutritiva que permite
el desarrollo 6ptimo de un gran niumero de microorganismos, tanto
exigentes como no exigentes. Se utilizan como tales o como base para

preparar medios especiales (Agar Sangre, Agar Proteus).

5.2 COMPOSICION

Peptona de Soja 3.0g
D(+)-Glucosa 2.5¢
Peptona de Caseina 17.0g
di- Potasio Hidrégeno Fosfato 2.59
Sodio Cloruro 5.0g
pH final: 7.3+0.2

5.3 PREPARACION
Suspender 30g en 1L de agua destilada; mezclar bien y calentar ligeramente hasta

disolucién total. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.
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6. CALDO PEPTONADO
Se emplea como diluyente en muestras alimentarias, aguas y materiales diversos.
Para la realizacion de la prueba del Indol en aquellos microorganismos capaces de

producirlo.

6.1 FUNDAMENTO

La peptona tiene una elevada concentracion de Tript6fano, el cual es degradado a
Indol por un cierto numero de micro-organismos entre ellos E. coli. La deteccién
de este producto se hace afiadiendo el reactivo de KOVACS después de la
incubacién. Este medio es adecuado para determinar los organismos Indol-
positivos y puede utilizarse en lugar de los Caldos Triptéfano. En usos generales
se puede emplear para el cultivo de una gran variedad de microorganismos,

siempre y cuando no presenten exigencias particulares.

6.2 COMPOSICION

Peptona 10g

Sodio Cloruro 50
pH final: 7.2+0.2

6.3 PREPARACION
Suspender 15 g en 1L de agua destilada; agitar hasta disolucion total. Distribuir y

esterilizar a 121°C durante 15 minutos.
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ANEXO N° 3
PRUEBAS DE IDENTIFICACION

1. PRUEBA DE COAGULASA
La coagulasa se halla presente en dos formas “libre y fija”, cada una de ellas posee
propiedades que requieren el uso de técnicas separadas.

La coagulasa fija (portaobjetos): Conocida como factor de aglutinacion esta
unida a la pared celular bacteriana y no esta presente en los filtrados de cultivo.
Los hilos de fibrina formados entre las células bacterianas suspendidas en el
plasma (fibrindgeno) provocan su aglutinacion. La cual se indica por la aparicion

de agregados visibles en el portaobjetos.

La coagulasa libre (Prueba en tubo): Es una sustancia semejante a la trombina,
que se halla presente en los cultivos de filtrados. Cuando una suspension de
bacterias productoras de coagulasa se mezclan con partes iguales de plasma, se
forma un coagulo visible como consecuencia de los factores de coagulacion del
plasma.

Técnica
1. Coagulasa Fija:
o Con un asa de kolle en punta, coger del centro de la placa una colonia a
investigar.
0 Agregar 1 0 2 gotas de plasma humano o de conejo a un portaobjeto.
o Suspender el organismo e inclinar el portaobjeto hacia uno y otro lado y
observar si hay la aparicion de grumos.

Interpretacion
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0 La rapida aparicion de un precipitado granular o la formacién de grumos

aparece a los 30seg. Y se considera una reaccion positiva.

2. Coagulasa Libre:
o0 En un tubo colocar 0.5ml de plasma.
0 Con el asa de kolle en punta coger el centro de la placa una colonia a
investigar.
0 Mezclar por rotacién suave del tubo, evitando remover o agitar el
contenido.
o Colocar el tubo en la estufa a 37°C por 4 horas, hasta observar la
formacion de un coagulo visible. En caso de ser negativo debera

dejarse por 18-24 horas y observar.
Interpretacion

o0 La reaccion se considera positiva ante cualquier grado de
coagulacion visible dentro del tubo. Las bacterias fuertemente
positivas pueden producir un coagulo en 1-4 horas. Por lo tanto
pruebas negativas a las 4 horas, deben observarse después de 18-

24 horas de incubacion.

2. PRUEBA DE CATALASA
La catalasa es una enzima que descompone el perdxido de hidrogeno en oxigeno
y agua. Quimicamente la catalasa es una hemoproteina de estructura similar a la
hemoglobina, excepto que los cuatro &tomos de hierro de la molécula estan en
estado oxidado (Fe *3)
El peréxido de hidrogeno se forma como uno de los productos finales del

metabolismo oxidativo o aerébico de los hidratos de carbono.

catalasa

H202 ————— H20 + Oz (Burbuja de gas)
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Técnica
o Con un asa de kolle en punta colocar en el centro de la placa una colonia
a investigar.
0 Agregar 1 0 2 gotas de perdxido de hidrogeno.
o Suspender el organismo y observar si hay aparicion de burbujas debido al

desprendimiento del oxigeno.
Interpretacion

0 La réapida aparicion y produccion sostenida de burbujas de gas o

efervescencia indica una reaccion positiva.
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3. Inéculos

2. Preparar los in6culos de acuerdo
a la escala de Mac Farland

111

ANEXO N° 5
PREPARACION DE LA SUSPENSION BACTERIANA
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ANEXO N° 6

EXTRACTO ETANOLICO DE SEMILLAS EN STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Tabla ANOVA para Halos por ETANOL S. AUREUS

Entre grupos 559,6 3 186,5 1119,17 0,0000
Intra grupos 1,333 8 0,1667
Total (Corr.) 560,9 11

La tabla ANOVA, la Razon-F, que en este caso es igual a 1119,17 es el cociente entre el
estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el Valor-P de la
prueba-F es menor que 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la
media de halos entre un nivel de ETANOL S. AUREUS y otro, con un nivel del 95,0%

de confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para Halos por ETANOL S. AUREUS

Método: 95, 0 porcentaje Tukey HSD

100 3 13,0 (X

200 3 20,67 X
600 3 28,67 X
1500 3 30,0 X

El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento
de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo
del 5,0% al decir que uno o mas pares son significativamente diferentes, cuando la
diferencia real es igual a 0.

Por ello, podemos decir que la concentracion de 1500 tiene mayor efecto frente a las

demas concentraciones debido al tamafio del halo de inhibicién.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

TESIS UCSM

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

ANEXO N° 7

EXTRACTO ETANOLICO DE SEMILLAS EN ESCHERICHIA COLI

Tabla ANOVA para Halos por ETANOL E. COLI

Entre grupos 55,58 3 18,53 111,17 0,0000
Intra grupos 1,333 8 0,1667
Total (Corr.) 56,92 11

La tabla ANOVA, la Razon-F, que en este caso es igual a 111.2, es el cociente entre el
estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el Valor-P de la
prueba-F es menor que 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la
media de halos entre un nivel de ETANOL E. COLI y otro, con un nivel del 95,0% de

confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para Halos por ETANOL E. COLI

Método: 95, 0 iorcenta'ie Tukei HSD

100 3 10,0 X
200 3 12,67 X
600 3 13,67 X
1500 3 16,0 X

El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento
de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo
del 5,0% al decir que uno o mas pares son significativamente diferentes, cuando la
diferencia real es igual a 0.

Por ello, podemos decir que las concentraciones 200 y 600 no hay mucha diferencia
significativa en comparacién con las otras concentraciones, siendo la concentracion de

1500 el que tiene mayor efecto debido al tamafio del halo de inhibicién.
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ANEXO N° 8

EXTRACTO DICLOROMETANICO DE SEMILLAS EN STAPHYLOCOCCUS
AUREUS

Tabla ANOVA para Halos por DICLOROMETANO S. AUREUS

Entre grupos 2243 3 74,78 448,67 0,0000
Intra grupos 1,333 8 0,1667
Total (Corr.) 225,7 11

La tabla ANOVA, la Razon-F, que en este caso es igual a 448.7, es el cociente entre el
estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el Valor-P de la
prueba-F es menor que 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la
media de halos entre un nivel de DICLOROMETANO S. AUREUS y otro, con un nivel
del 95,0% de confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para Halos por DICLOROMETANO S. AUREUS

Método: 95, 0 porcentaje Tukey HSD

100 3 8,333 X

200 3 15,0 X
600 3 17,33 X
1500 3 20,0 X

El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento
de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo
del 5,0% al decir que uno o mas pares son significativamente diferentes, cuando la
diferencia real es igual a 0.

Por ello, podemos decir que la concentracion de 1500 tiene mayor efecto frente a las

demas concentraciones debido al tamafio del halo de inhibicién.
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EXTRACTO DICLOROMETANICO DE SEMILLAS EN ESCHERICHIA COLI

Tabla ANOVA para Halos por DICLOROMETANO E. COLI

Suma de Cuadrado .

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 79,58 3 26,53 159,17 0,0000
Intra grupos 1,333 8 0,1667
Total (Corr.) 80,92 11

La tabla ANOVA, la Razon-F, que en este caso es igual a 159.2, es el cociente entre el
estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el Valor-P de la
prueba-F es menor que 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la
media de halos entre un nivel de DICLOROMETANO E. COLI y otro, con un nivel del

95,0% de confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para Halos por DICLOROMETANO E. COLI

Método: 95, 0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos Media (mm) Grupos Homogéneos
100 3 5,0 X

200 3 7,333 X

600 3 9,333 X

1500 3 12,0 X

El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento
de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo
del 5,0% al decir que uno o mas pares son significativamente diferentes, cuando la
diferencia real es igual a 0.

Por ello, podemos decir que la concentracion de 1500 tiene mayor efecto frente a las

demas concentraciones debido al tamafio del halo de inhibicion.
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ANEXO N° 10

EXTRACTO ETANOLICO CON LOS DIFERENTES ANTIBIOTICOS FRENTE
A STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Tabla ANOVA para Halos por EXTRACTO ETANOLICO

Suma de Cuadrado ,

Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 1006,2 2 503,1 4528,00 0,0000
Intra grupos 0,6667 6 0,1111
Total (Corr.) 1007,0 8

La tabla ANOVA, la Razon-F, que en este caso es igual a 4528.00, es el cociente entre
el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el Valor-P de la
prueba-F es menor que 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la
media de halos entre un nivel de EXTRACTO ETANOLICO y otro, con un nivel del

95,0% de confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para halos por EXTRACTO ETANOLICO

Método: 95, 0 porcentaje Tukey HSD

Nivel Casos SIEETE Grupos Homogéneos
(mm)
100 ug 3 12,67 |X
Eritromicina 15 pg 3 30,0 X
Lincomicina 2 pg 3 38,0 X

El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento
de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo
del 5,0% al decir que uno o mas pares son significativamente diferentes, cuando la
diferencia real es igual a 0.

Por ello, podemos decir que el antibacteriano de mejor eleccion seria la Lincomicina ya
que presenta mayor tamafio del halo de inhibicién pero nuestro extracto a una

concentracion de 100 también presenta halo de inhibicién.
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ANEXO N° 11

EXTRACTO ETANOLICO CON LOS DIFERENTES ANTIBIOTICOS FRENTE
A ESCHERICHIA COLI

Tabla ANOVA para Halos por EXTRACTO ETANOLICO

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos 218,0 2 109,0
Intra grupos 0,0 6 0,0
Total (Corr.) 218,0 8

La tabla ANOVA, la Razon-F, que en este caso es igual a 109.0, es el cociente entre el
estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el Valor-P de la
prueba-F es menor que 0.05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la
media de halos entre un nivel de EXTRACTO ETANOLICO y otro, con un nivel del
95,0% de confianza.

Pruebas de Multiple Rangos para Halos por EXTRACTO ETANOLICO

Método: 95, 0 porcentaje Tukey HSD

Media

Nivel Casos Grupos Homogéneos
(mm)
100 ug 3 10,0 X
Neomicina 30 pg 3 17,0 X
Lincomicina 200 ug 3 22,0 X

El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento
de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo
del 5,0% al decir que uno o mas pares son significativamente diferentes, cuando la
diferencia real es igual a 0.

Por ello, podemos decir que el antibacteriano de mejor eleccion seria la Lincomicina ya
que presenta mayor tamafio del halo de inhibicién seguido de la Neomicina, pero nuestro

extracto a una concentracion de 100 también presenta halo de inhibiciéon.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM -  DESANTA MARIA

ANEXO N° 12
HALLAR LAS CONCENTRACIONES DE LOS NUEVOS EXTRACTOS

MADRES PARA DETERMINAR LA SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA.
% CONCENTRACION 5%: 50 mg/mL
ViXxCi=V2xCs

V1(25%) = (10ml) (5%)
V1= 2ml del extracto madre

% CONCENTRACION 10%: 100 mg/mL
ViXCi1=V72xCsy

V1 (25%) = (10ml) (10%)

V1=4ml del extracto madre

% CONCENTRACION 15%: 150 mg/mL
VixCi=V2xCs

V1 (25%) = (10ml) (15%)

V1= 6ml del extracto madre

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




