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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo determinar el
efecto antibacteriano del extracto de las hojas de Brassica rapa |. (Nabo
silvestre) sobre microorganismos de Staphylococcus aureus y Escherichia
coli.

El estudio comienza con la obtencién de las hojas de nabo silvestre las
qgue fueron recolectadas en el distrito de Chiguata Departamento de
Arequipa, la cual fue desecada y pulverizada para obtener el extracto
acuoso y posteriormente ser sometido a un proceso de liofilizacion. Para
determinar su efecto antibacteriano se hizo mediante la difusion de
sustancias activas en un medio soélido con el extracto acuoso liofilizado a
concentraciones de 100 mg/ml, 50 mg/ml y 25 mg/ml. Los cuales se
colocaron sobre colonias en crecimiento de bacterias de Staphylococcus

aureus y Escherichia coli ATCC.

El extracto acuoso liofilizado de (Nabo silvestre) presento actividad
antibacteriana frente Staphylococcus aureus y Escherichia coli ATCC;
donde la mas alta actividad antibacteriana se obtuvo sobre el crecimiento
de Staphylococcus aureus a una concentracion de 100mg/ml, el cual
produjo un halo de inhibiciéon de 30 mm. En el de 50 mg/ml el halo fue de
27 mm y en el de 25 mg/ml tuvo un halo de 24 mm. La actividad
antibacteriana sobre la Escherichia coli a la concentraciéon de 100 mg/ml
fue de 14 mm, a la concentracion de 50 mg/ml y para 25 mg/ml fue de 10
mm y 8 mm. Todos los valores se analizaron por DS, ANOVA y Tukey con
un nivel de confianza de 95% (P < 0.05) mostrando diferencias en las

medidas de cada concentracion.

Palabras claves: Efecto antibacteriano, extracto acuoso, sensibilidad.



ABSTRACT

This research aims to determine the antibacterial effect of the extract from
the leaves of Brassica rapa |. (Wild turnip) on microorganisms
Staphylococcus aureus and Escherichia coli.

The study begins with obtaining wild turnip leaves that were collected in
the district of Chiguata Department of Arequipa, which was dried and
pulverized to obtain the aqueous extract and then be subjected to a
lyophilization process. To determine its antibacterial effect it was made by
diffusion of active substances in a solid medium with lyophilized aqueous
extract at concentrations of 100 mg / ml, 50 mg / ml and 25 mg / ml. Which
they were placed on growing bacterial colonies of Staphylococcus aureus
and Escherichia coli ATCC.

The dried aqueous extract (wild turnip) presented antibacterial activity
against Staphylococcus aureus and Escherichia coli ATCC; where the
highest antibacterial activity was obtained on the growth of
Staphylococcus aureus at a concentration of 200mg / ml, which produced
an inhibition of 30 mm. In the 50 mg / ml halo was 27 mm and the 25 mg /
ml had a 24 mm halo. The antibacterial activity on Escherichia coli at the
concentration of 100 mg / ml was 14 mm, the concentration of 50 mg / mi
and 25 mg / ml was 10 mm and 8 mm. All values are analyzed by DS,
ANOVA and Tukey with a confidence level of 95% (P < 0.05) showing

differences in the measurements of each concentration.

Keywords: antibacterial effect, aqueous extract, sensitivity
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INTRODUCCION
En la practica diaria encontramos que las enfermedades causadas por

bacterias, son patologias comunes entre los seres humanos siendo
consideradas como un problema de salud publica en todas partes del
mundo, debido a que afectan la calidad de vida de los que la padecen.
Cabe resaltar que las bacterias son los microorganismos unicelulares
mas abundantes del planeta ya que son capaces de resistir a
condiciones extremas y poseen formas variadas.

Tanto el Staphyococcus aureus como la Escherichia coli son
microorganismos patdégenos que pueden llegar a colonizar heridas,
causando en ellas infecciones y evitando asi el desarrollo del proceso
de cicatrizacion de estas enfermedades, estos microorganismos
patdégenos se encuentran en el organismo humano como microbiota
normal, pero en ocasiones en que las defensas caen puede causar

enfermedad.

El uso de plantas con fines terapéuticos es de gran utilidad, ya que de
ellas se puede obtener innumerables sustancias quimicas con
propiedades especificas que pueden ayudarnos a prevenir o tratar

enfermedades.

En el Perld, se posee una rica flora como parte de nuestra
biodiversidad, con plantas medicinales o que potencialmente lo son; y
una tradicién popular en su empleo para dar solucién sobre todo a

problemas primarios de salud.

Y existen muchas de nuestras especies de plantas a la que la
medicina tradicional atribuye eficaces propiedades terapéuticas, como
es el caso de la Brassica rapa |. (Nabo silvestre). El nabo silvestre es
una planta oriunda de Europa y Asia, en el Peru esta planta tiene
amplia utilizacibn empirica, por sus propiedades curativas, en

infecciones bronquiales, como antibacteriano.
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Por tales consideraciones, el Brassica rapa (nabo silvestre) se lo
reconoce en el medio popular como una planta que posee las
cualidades como la de curar de heridas infectadas, que hayan sido
causadas por lesiones de cortaduras, extraccion de ufias (donde por
causa de mala limpieza se infecta), etc. Donde los invasores mas
comunes y causantes de que se produzca la infeccion son el

Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Por todo lo expuesto, el objetivo principal de la presente
investigacion es evaluar la existencia de propiedades antibacterianas
del extracto acuoso liofilizado del nabo silvestre (Brassica rapa |.) y
proponer nuevas alternativas preventivas en base a las propiedades
fitoterapéuticas del extracto acuoso liofilizado de nabo silvestre
(Brassica rapa |.) a diferentes concentraciones sobre las bacterias

Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Xii



CAPITULO I:

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Descripcién de la realidad problematica
En la actualidad podemos observar con frecuencia que los antibidticos
0 antibacterianos ya no son tan eficaces contra bacterias patégenas,
debido a la resistencia que ellas crean para los medicamentos, por lo
gue podemos observar que el principal problema es la resistencia
bacteriana que presentan ciertos microorganismos como es el caso
del Staphylococcus aureus, Escherichia coli y entre otras bacterias
patdgenas, que son principales causantes de infecciones de heridas,

etc., los cuales termina por infectar y a la ves ofrecen resistencia.

Debido a los antecedentes que se van observando en los procesos
de tratamiento, podemos observar que se, esta tomando mas en
cuenta a la medicina a base de plantas medicinales, que es mas
conocida como medicina alternativa la cual basa sus tratamientos en
métodos naturales, a partir de infusiones, decoctos, aceites

esenciales, etc.

En estos tiempos muchos de los tratamientos son dados en
complemento con medicina a base tratamiento natural. La cual hace

mas efectivo el proceso de curacién del paciente.

En tratamientos referidos a infecciones, causadas por bacterias
oportunistas (Staphylococcus aureus y Escherichia coli), que se van
presentando nuevas alternativas de tratamientos a base de remedios

caseros que van ayudando a la pronta recuperacion del paciente.

Por tales motivos es necesario pensar en alternativas que pueden
llegar a ser efectivas para combatir a ciertas bacterias patdgenas

resistentes.
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1.2 Formulacién del Problema

1.2.1 Problema General
» ¢Tendra efecto antibacteriano in vitro el extracto acuoso
liofilizado de las hojas de Brassica rapa |. (Nabo silvestre)
sobre el crecimiento de las cepas ATCC de Staphylococcus
aureus 25923 y Escherichia. Coli 25922?

1.2.2 Problemas Especificos

» ¢Tendra efecto antibacteriano in vitro el extracto acuoso
liofilizado de las hojas de Brassica rapa |. (Nabo silvestre)
sobre el crecimiento de las cepas ATCC de Staphylococcus
aureus 259237

» ¢Tendrd efecto antibacteriano in vitro el extracto acuoso
liofilizado de las hojas de Brassica rapa |. (Nabo silvestre)
sobre el crecimiento de las cepas ATCC de Escherichia coli
259227

1.3 Objetivos de la Investigacion

1.3.1 Objetivo General
» Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto
acuoso liofilizado de hojas de Brassica rapa |. (Nabo silvestre)
sobre el crecimiento de las cepas ATCC de Staphylococcus
aureus 25923 y Escherichia coli 25922.

1.3.2 Objetivos Especificos
» Determinar la medida del halo de inhibicion del crecimiento
bacteriano sobre cepas ATCC de Staphylococcus aureus
25923.
» Determinar la medida del halo de inhibicion del crecimiento

bacteriano sobre cepas ATCC Escherichia coli 25922.

14



1.4 Hipotesis de la Investigacion

1.4.1 Hipotesis General
» El extracto acuoso liofilizado obtenido de las hojas de
Brassica rapa |. (Nabo silvestre) presenta significativo efecto
antibacteriano in vitro sobre el crecimiento de las cepas ATCC
de Staphylococcus aureus 25923 y Escherichia coli 25922.

1.4.2 Hipotesis Secundarias
» EIl extracto acuoso liofiizado de hojas de Brassica rapa I.
(Nabo silvestre) presenta un halo de inhibicién del
crecimiento bacteriano sobre cepas ATCC de Staphylococcus
aureus 25923.
» El extracto acuoso liofiizado de hojas de Brassica rapa I.
(Nabo silvestre) presenta un halo de inhibicion del

crecimiento bacteriano sobre cepas ATCC Escherichia coli.

1.5 Justificacion e Importancia de la Investigacion
El Perl es un pais que posee una gran variedad de especies de
plantas medicinales y los habitantes sobre todo en el area rural,
aprovechan los recursos de la flora, a todos los que retribuyen

propiedades medicinales.

El estudio sobre este tipo de plantas como es caso del Brassica rapa
|. (Nabo silvestre), es de interés ya que presentaria una alternativa,
para combatir infecciones, que puedan ayudar a personas de bajos

recursos.

Y por otro lado cabe resaltar que en estos tiempos el uso
indiscriminado de antibidticos ha ido dando lugar a la aparicion de
bacterias mas resistentes, por estos motivos el tratamiento con
plantas (Nabo silvestre) en estos momentos resulta de mucha ayuda

ya que se presenta como una alternativa.
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CAPITULO II:

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la Investigacion:

2.1.1. Antecedentes Nacionales
Segun, autor: Martinez Rodriguez, A. (2010), en su trabajo,
“AISLAMIENTO DE PROTEINAS (GLOBULINAS, ALBUMINAS
Y GLUTELINAS), DE SEMILLA DE BRASSICA RAPA L.
“NABO SILVESTRE” CON PROPIEDADES
ANTIBACTERIANAS Y ANTIFUNGICAS”. . Donde se
concluyeron que las fracciones proteicas obtenidas (globulinas,
albuminas y glutelinas). Mostraron actividad antibacteriana y
accion antifungica; lo cual fue revelado por su capacidad para
inhibir el crecimiento de bacterias (Escherichia coli, Proteus
mirabilis, Klebsiella pnemoniae y Staphylococcus aureus) y
hongos dermatofitos (Trichophyton rubrum y Microsporun

canis) utilizados en el presente trabajo.!

Segun, el autor: Rios, N. Davila, R. “ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA IN VITRO DE Geranium ayavacense
SOBRE Escherichia coli, Enterococcus faecalis
yStaphylococcus aureus, IMET — ESSALU - 2013”. El objetivo
principal del presente trabajo es evaluar la actividad
antibacteriana in vitro del extracto acuoso liofilizado del
Geranium ayavacense sobre Escherichia coli, Enterococcus
faecalis y Staphylococcus aureus, La actividad antibacteriana
se determind mediante la prueba de sensibilidad, utilizando la

técnica de disco en medio solido.13

2.1.2. Antecedentes Internacionales
Segun, el autor: Milin K. Agrawal, Deepa Rathore. (2013). En
su trabajo: “EFICACIA ANTIBACTERIANA DE LOS
EXTRATOS DE HOJA, TALLO Y RAIZ DE BRASSICA

16



CAMPESTRIS”. El estudio comprobé que los extractos
elaborados a base de etanol de todas las partes de la planta
demostr6 ser altamente eficaz, en comparaciéon con los
extractos de éter de petroleo, acetato de metilo y metanol que
tuvieron una actividad relativamente buena, esto en
comparacién con los extractos de benceno y cloroformo ya que
mostraron menos actividad antibacteriana contra los
microorganismos ensayados (S. aureus, Pseudomonas

aeruginosa, E. coliy S. epidermidis).*®

Segun, el autor: Amira Mohammed Beltagy. (2014). En su
trabajo: “INVESTIGACION DE NUEVOS ANTIMICROBIANOS
Y DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE BRASSICA RAPA L.".
Se evalué actividad antimicrobiana (Gram positivos Gram
negativos y hongos) y actividad antioxidante, donde se
encontraron que el extracto acuoso de Brassica rapa |. mostro
tener mayor actividad antioxidante un poco menos que la
vitamina C y un efecto antibacteriano. Dando como resultado
una actividad antibacteriana donde se ve que hay mayor
susceptibilidad las bacterias Gram positivas que las Gram

negativas.?°

Segun, el autor: Thaira Z., Riffat F., Muhammad A., Khalid M.
(2013), en su trabajo, IN — VITRO EVALUACION DE LA
ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE EXTRACTO DE
METANOL DE BRASSICA OLERACEA FRENTE A
BACTERIAS SELECCIONADAS. Demostré que el extracto de
metanol de la Brassica oleracea extrae mucho mejor
metabolitos segundarios tales como el glucosinolato los cuales
pueden ejercen mayor efecto antibacteriano sobre Escherichia

coli y un menor efecto sobre Staphylococcus aureus.?

Segun, el autor: Velasco, P., Fransisco, M., Moreno, D.

Ferreres, F. Garcia-viguerab, C. y Cartea, M., en su trabajo,
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(2011). “HUELLAS DIGITALES FITOQUIMICO DE VERDURAS
BRASSICA OLERACEA Y BRASSICA NAPUS POR
IDENTIFICACION SIMULTANEA DE GLUCOSINOLATOS Y
FENOLICOS promueven que la col rizada, col y hojas,
demuestran que son una buena fuente de glucosinolatos y
antioxidantes fendlicos. En el estudio realizado se ha tomado
en cuenta la presencia de sus metabolitos segundarios como

fuente de su accion antibacteriana. 12

2.2 Bases teodricas

2.2.1 GENERALIDADES DE Brassica rapal. (Nabo silvestre)

La Brassica rapa |. subsp. Campestris (L.) Clapham
“‘mostaza”. “mostacilla”. “pacchoy”. Originaria de Europa y
Asia, pero adventicia en América. Hierva con flores amarillas.
Comuan en lugares pedregosos y terrenos de cultivo donde
crece entre los 40 — 3270 m.s.n.m. en los departamentos de la
Libertad y Cajamarca. Las semillas se usan como alimento de
los “canarios”. Tiene una variedad originaria de la China, que
se denomina: Chinencis oleifera “colza”, de cuyas semillas se
extrae un aceite que actualmente se esta usando como
comestible.®

Brassica rapa |. pertenece a la familia Brassicaceae, también
llamadas cruciferas, son plantas angiospermas, desde
anuales hasta perennes, raramente subarbustos. Existen
unas 3000 especies, repartidas por todo el mundo, aunque
son mas abundantes en las regiones templadas y frias. El
género Brassica mas destacable por incluir muchas e
importantes especies cultivadas de agricultura y horticultura”.
“El género es nativo del Oeste de Europa, del clima

Mediterraneo y regiones templadas de Asia. Ademas de las
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especies cultivadas, que se producen mundialmente, muchas
de las especies silvestres son malezas, especialmente en

Norteamérica, Sudamérica y Australia. **

2.1.1.1 Clasificacién Taxon6mica
Brassica rapa |. (Nabo silvestre) presenta la

siguiente clasificacion taxondmica.
SINONIMIA CIENTIFICA: Bassica campestris .L.

SINONIMIA VULGAR: “mostaza”, “jitcka”, “labanus”,

” ”

“rapush”, “yuyo”, “mostacilla”, “pacchoy”

TABLA N° 1: Clasificacion Taxondmica de Brassica rapal. (Nabo
silvestre)

CLASE Magnoliopsida
SUBCLASE Dilleniidae
ORDEN Capparales
FAMILIA Brassicaceae
GENERO : Brassica
ESPECIE Brassica rapa subsp campestris
(1) Clapham

Fuente: Herbarium areqvipense
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Grafico N° 1: Brassica rapa |l. (Nabo silvestre)

Fuente: http://plants.usda.gov/plantguide/pdfpg_brrar.pdf/

Grafico N° 2: Brassica rapa |l. (Nabo silvestre)

Fuente: http://plantaslujan-a.blogspot.pe/2015/01/brassica-rapa.html
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2.2.1.2 Descripcion Morfologica
Hierba anual erecta de hasta 1.20 m de alto. Tallo

ramificados, cilindricos, glabros o esparcidamente
pilosos. Hojas inferiores cortamente pecioladas,
lirado-pinnatifidas; intermedias pinnatilolabas, con
|6bulo terminal irregularmente dentado, muy grande
y lébulos laterales pequefios, triangulares; y las
superiores abrazadoras y cordadas en la base,
lanceoladas, enteras. Flores pedunculadas,
dispuestas en racimos terminales, de 7 a 12 mm.
Sépalos verddo amarillentos. Pétalos amarillos
obovados, anchamente unguiculados. Estambres 6,
tetradinamos. Gineceo de ovario supero, coronado
por un estigma ancho. Silicua, con rostro delgado.
Semillas en una sola hilera, globosas, castafo-

rojizas.’

2.1.1.3 Eco geografia
a) Caracteristicas Edéaficas:

v Suelos: Arcilloso, areno-arcilloso, limo-arcilloso,
franco-areno-arcilloso, franco-limo-arcilloso.

v/ Habitat: Especie muy difundida como malezas
de los cultivos, en los rastrojos, escombros,
bordes de caminos, pastizales, campos
abiertos, laderas, etc.

b) Caracteristicas Climaticas:

v Clima: Calido, templado vy frio.

v" Temperatura (°C): 8-26

v" Precipitacion (mm): 500-3000.

v' Humedad Atmosférica (%): 60-90.

c) Caracteristicas Fitogeograficas:
v" Distribucién altitudinal: 10-4500 m.n.m.
v" Distribucién latitudinal: 5°- 13° L.S.
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v" Distribucién por departamentos: Cajamarca, La
Libertad, Ancash y Lima.
d) Caracteristicas fenoldgicas:
v' Epoca de Floracion: A lo largo de todo el afio
v Epoca de fructificacion: A lo largo de todo el
ano
v' Formas de propagacion: Semillas
e) Informacién Etno medicinal:
v/ Parte usada de la planta: Tallo, hojas y
semillas.
f) Forma de preparacion:
v Cocimiento.’

g) Usos Etno Medicinales:

Las semillas contienen un glucésido, la
gluconapina, acido erucico, diversos aceites
esenciales y una cantidad importante de aceite
graso (40%). De las semillas, asi mismo se extrae
un aceite que actualmente se esta usando como

comestible.’
h) Composicion Quimica:

Ademas de la presencia de abundante mucilago y
de una importante cantidad de lipidos. El principio

activo es el sinigrosido o alil glucosinolato.®

Los glucosinolatos se encuentran en plantas
dicotiledéneas, y son especialmente abundantes
en la familia de las Brassicaceae. Constituyen un

mecanismo de defensa para la planta.??
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Grafico N° 3: Estructura general de un glucosinolato.

Fuente: www.ehu.eus/biomoleculas/hc/sugar33c6.htm

2.2.2 Método de Extraccion
La extraccion es una de las operaciones farmaceéuticas por
medio del cual se obtienen los principios activos de una
manera mas concentrada; los componentes solubles
contenidos en un material vegetal debidamente preparado se
disuelven en uno o mas solventes o liquidos extractores
formando asi un extracto crudo o total el cual va a tener la
mayor cantidad de principio activos, pigmentos vegetales y

metabolitos primarios.3
Dentro de los procedimientos de extraccion tenemos: 3

v Infusién

v' Decoccién o cocimiento
v' Maceracion

v" Digestion

v' Lixiviacion o Percolacion
v' Soxhlet
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2.2.2.1 Extraccion por Decoccion o Cocimiento
Se pone en contacto la droga con el disolvente

(agua caliente) y se mantiene dicha ebullicién, el
tiempo de decoccion dependen de las caracteristicas
de la droga, es menor para drogas vegetales
blandas (hojas, flores, etc.) y mayor para drogas
vegetales duras (corteza, semillas, etc.).*

2.2.2.2 Liofilizacién
Es el método que reduce mas la cantidad de agua

de la droga. Consiste en congelar rapidamente la
droga a temperaturas muy bajas entre -40 °C y -80
°C, luego sublimar el agua aplicando el vacio y
calentando. El agua pasa directamente del solido
(hielo) a vapor y la droga queda con una cantidad de
agua muy baja y adquiere una consistencia
esponjosa. Este método se aplica principalmente en

el caso de liquidos extractivos acuosos.'#

2.2.3 Identificacion cromatografia
La cromatografia es un proceso fisicoquimico que va a

permitir la separacidon de los componentes 0 sustancias
integrantes de una mezcla en movimiento por absorcion de

estos sobre una superficie estacionaria movil.*

2.2.3.1 Cromatografia de Capa Fina
La cromatografia en capa fina 0 mas comunmente

llamado TLC (thin layer chromatography), una
técnica cromatografia utilizada, para separar los
componentes puros que forman parte de una

mezcla. 1°

Esta separacion se consigue mediante la diferencia
entre las fuerzas de adhesion de las moléculas de

los componentes a una fase maovil (normalmente un
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disolvente) y a una fase estacionaria (llamada capa
fina, que puede ser papel o gel de silice). Esta
diferencia se traduce en un mayor O menor
desplazamiento o movilidad de cada componente
individual, Lo cual permite su separacién e
identificacion. Lograndose eluir primero a los
componentes que tiene mayor afinidad por la fase
movil y posteriormente eluiran los componentes con

mayor afinidad por la fase estacionaria. °

Taninos: Los taninos estan constituidos por un
amplio grupo de compuestos hidrosolubles con
estructura polifendlica, capaces de precipitar ciertas
macromoléculas (proteinas, alcaloides, celulosa y
gelatina). Esta capacidad para precipitarlas es la
base de sus dos propiedades principales: su
capacidad de curtir la piel y su poder astringente.
Tales propiedades condicionan su uso. %
Sesquiterpenlactonas: Son isoprenoides que
poseen Cis Yy Se encuentran en aceites esenciales.
Son sustancias amargas que se encuentran en
todas partes de la planta, siendo las concentraciones
mayores en las hojas. Presentan accion citotéxica,
antitumoral, analgésica, inhibidores del crecimiento
de bacterias, entre otras. %!

Flavonoides: Los flavonoides y los compuestos
relacionados (antocianos, catequinas Yy leuco
antocianidinas) proceden del metabolismo
segundario de los vegetales atraves de la ruta del
acido shikimico y la ruta de los policétidos. Se
encuentran principalmente en hojas, flores, frutos.*
Los flavonoides se encuentran generalmente en

mezclas como agliconas y/o glicosidos aun de las
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L)

diferentes clases siendo este dltimo el mas comun,
destacaremos asi mismo la actividad antimicrobiana
_21

Saponinas terpenoidales: Las saponinas son
heterdsidos (azucar, aglicon) que se caracterizan por
su capacidad de producir espuma cuando se agita
una solucién acuosa que las contiene. Se forma
espuma debido a que las saponinas disminuyen la
tension superficial del agua. Son por lo tanto
tensioactivos naturales.*

Monoterpenos: Constituyen un importante grupo de
hidrocarburos, alcoholes y cetonas, que son los
compuestos mayoritarios de los aceites esenciales.
21 Hay dos tipos: El primero son los regulares que
se encuentran en los aceites esenciales y en las
oleorresinas y el segundo son los irregulares, aqui
se encuentran en los iridoides, secoiridoides y
piretrinas. Presentan también diversos grupos
funcionales y pueden encontrarse bajo la forma de
agliconas y glicosidos. 2!

Diterpenos: Estos isoprenoides poseen Cy. Que
puede presentarse en forma de hidrocarburos,
alcoholes, cetonas, lactonas y acidos carboxilicos,
siendo estos Ultimos conocidos desde tiempo atras
como &cidos resinicos y obtenidos como
componentes de las oleorresinas exudadas por
cortes en los troncos de pinos y abetos.??
Alcaloides: Son sustancias organicas nitrogenadas
con caracter basico y mayoritariamente de origen
vegetal. Tiene una estructura generalmente

compleja y ejercen las acciones fisiolégicas diversas
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a dosis muy bajas. Son muy téxicos y capaces de
precipitar con ciertos reactivos caracteristicos.*

Se encuentran en las semillas, raices, cortezas y
hojas; en estado libre o como glicosidos, o formando

sales &cidos organicos.?!

2.2.4 Bacterias
Las bacterias son microorganismos unicelulares que presentan
un tamafio de algunos micrémetros de largo (entre 0,5 a 5 um,
por lo general) y diversa formas incluyendo esferas, barras y
hélices.

Las bacterias son procariotas, generalmente poseen una pared
celular compuestas de péptidoglicano. Muchas bacterias
disponen de flagelos o de otros sistemas de desplazamiento y

son moviles.

Existen 4 morfologias para las bacterias, células esféricas o
cocos, en forma de bastdn, espiraladas y en forma de comas

llamadas vibriones.

Ademas de su tamafio, forma y disposicion celular otra o criterio
de diferenciacion de bacterias se basa sobre sus caracteristicas
de tincion con la tincion de Gram con esta técnica de tincion la
mayor parte de las bacterias pueden ser clasificadas como Gram

positivas y Gram negativas.*®

2.2.4.1 Bacterias Gram positivas
Se denominan Gram positivas aquellas bacterias que se

tifien por la tincion Gram.

Esta caracteristica esta intimamente ligada a la
estructura de la envoltura celular. La envoltura celular de
las bacterias Gram positivas comprende la membrana
citoplasmatica y una pared celular compuesta por una

gruesa capa de peptidoglicano, que rodea a la anterior.*®
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La pared celular se une a la membrana citoplasmatica
mediante moléculas de acido lipoteicoico; la capa de
peptidoglicano confiere una gran resistencia a estas
bacterias y es la responsable e retener el tinte durante la
tincibn Gram. A diferencia de las Gram negativas, estas
bacterias no presentan una segunda membrana lipidica

externa.'®
v Membrana citoplasmatica:

Es una fina estructura que rodea completamente a la
célula; la estructura general es una capa lipidica, los
fosfolipidos poseen tanto unidades altamente
hidrofilicas (acidos grasos) como unidades hidrofilicas

(glicerol). ¥
v/ Capa gruesa de peptidoglicano:

Esta constituida por N-Acetil muramico y N-Acetil
glucosamida unidos por compuestos peptidicos es el
responsable de que la capa este muy polarizada y
que la bacteria y tenga una gruesa superficie

hidrofilica. *°
v Acidos teicoicos y lipoteicoicos:

Los acidos teicoicos son polisacaridos acidos que
contienen glicerol fosfato o residuos de ribitol, que
estabilizan la pared celular. Los acidos lipoteicoicos
son aquellos acidos teicoicos que estan unidos a los

lipidos de la membrana.®®
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A. Staphylococcus aureus
a) Morfologia

Los Staphylococcus son cocos Gram positivos cuyo
didmetro varia de 0.8 a 1.0 um. En cultivos sélidos, se
desarrollan formando racimos, sin embargo en medios

liguidos forman a menudo cadenas cortas. 1°

Las colonias de Staphylococcus aureus son circulares
de 2 a 8 mm de didmetro, convexas, desde traslucidas

a opacas grises blanquecinas, amarillas.'®

Grafico N° 4: Colonias de Staphylococcus aureus en
agar Muller Hinton

Fuente:
https://www.google.com.pe/search?q=pdf+imagenes+

de+estafilococos+aureus&espv=2&biw=1024&bi
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b) Enzimas: Staphylococcus aureus producen varias

enzimas que pueden contribuir a su virulencia.

v Catalasa: La produccién de catalasa por parte de estos
microorganismos puede actuar para inactivar el
peroxido de hidrogeno y los radicales libres téxicos
formados por el sistema mieloperoxidasa dentro de las
células fagocitas después de la ingestiébn de estos
microorganismos.

v’ Coagulasa: Tanto la coagulasa libre como la unida
(también denominada factor de agregacién) pueden
recubrir las células bacterianas con fibrina y tornarlas
resistente a la opzomizacion y la fagocitosis.

v Fibrinolisinas  (Estafiloquinasa): Estas pueden
degradar coagulos de fibrina y permitir la diseminacion
de la infeccion a los tejidos contiguos.

v Hialuronidasa: Hidroliza la matriz intercelular
mucopolizacaridos en los tejidos y por lo tanto puede
actuar diseminando los microorganismos a zonas
adyacentes.

v  Lipasa: Las cuales son activadas sobre una variedad
de sustratos incluyendo plasma, grasas y aceites que
se acumulan en la superficie del cuerpo, lo cual explica
la intensa colonizaciéon del Staphylococcus por las
areas sebaceas de mayor actividad.

v Nucleasa: La elaboracion de una nucleasa resistente
al calor parece estar asociada con cepas de
Staphylococcus aureus. Se halla en la célula o en la

superficie de ella.®®
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c) Toxinas:

Toxinas citoliticas

v' Alfa hemolisina: Es una proteina que puede producir
lisis de los eritrocitos y lesionar las plaquetas.

v Beta hemolisina: Degrada la hemolisina y es toxica
para muchas clases de células, incluso los eritrocitos

v’ Leucosidinas: Toxina que puede matar a los leucocitos
expuestos de muchos animales. *°

Enterotoxinas

Hay por lo menos seis toxinas solubles designadas de la
A-F producidas por el Staphylococcus aureus, estas
son termoestables resistentes a ala ebullicion por 30
minutos y a la accion de las enzimas intestinales; son

causas importantes del envenenamiento con alimentos.
15

Toxina exfoliativa o epidermolitica

Esta toxina estd constituida por lo menos por dos
proteinas que producen la descamacion generalizada

del sindrome estafilocécico de piel escaldada.*®
d) Epidemiologia

Los Staphylococcus aureus explican su patogenicidad,
gue puede asumir varias formas. Crecen relativamente
bien en condiciones de presién osmotica elevada y
hameda reducida, lo que explica en parte que puedan
desarrollarse y sobrevivir en secreciones nasales
(varios de nosotros somos portadores nasales de esta
bacteria) y en la piel. Esto también explica porque S.
aureus puede crecer en ciertos alimentos con presién

osmoética elevada (como el jamén y otras carnes
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curadas) o en alimentos poco humedos que tienden a
inhibir el crecimiento de otros microorganismos. Es
probable que pigmento amarillo le confiera cierta
proteccion ante los efectos antimicrobianos de la luz

solar. 2

S. aureus produce varias toxinas que contribuyen a su
patogenecidad porque aumentan su capacidad para
invadir el cuerpo o dafiar los tejidos. La infeccion de las
heridas quirlrgicas por S. aureus es un problema
frecuente en hospitales. ?

S. aureus produce la toxina causante del sindrome del
shock una infeccion grave caracterizada por fiebres
elevadas vomitos y en ocasiones causar la muerte. S.
aureus una enterotoxina que al ser ingerida genera
nauseas y vomitos y es una de las causa mas comunes
de intoxicacion. ?

e) Patogenicidad

v' Sindrome de la piel escaldad por estafilococos: Es un
sindrome caracterizado por la descamacién diseminada
del epitelio de los recién nacidos y lactantes. °

v" Intoxicacion alimentaria: Proviene de la inoculacion de
una cepa toxigena en los alimentos por manipuladores
colonizados. La toxina queda después incluida en
productos que favorece su proliferacion, como natillas,
ensaladas de papa o de carnes preparadas. Aunque
se destruya la bacteria por calentamiento, la toxina
termoestable se conserva. Enfermedad comienza en
forma rapida y sus manifestaciones surgen en el plazo
de 1 a 6 horas después de la ingestion del alimento

contaminado. El cuadro se caracteriza por nauseas y
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vomitos, aunque también pueden surgir diarrea,
hipotensién y deshidratacion.®

Absceso cutaneo: Es una acumulacién de pus que
puede darse en piel y mucosas. También puede darse
en diferentes 6rganos (pulmén, higado, rifién y cerebro)
mediante la diseminacién bacteriemia. °

Impétigo: infeccidon cutanea localizada por la presencia
de vesiculas purulentas sobre la base eritematosa. Se
da en nifios, en zonas expuestas, en especial la cara. 1°
Foliculitis: es una infeccion restringida a los orificios de
los foliculos pilosos y se acompafa por la presencia de
lesiones dolorosas rojizas y pequefias sin sintomas
sistémicos. 1°

Furunculosis y antrax: son piodermas profundos que se
presentan como lesiones elevadas, firmes dolorosas y
son centros necroticos que contienen material
purulento.®

Endocarditis: Es la principal complicacion de la
bacteriemia. Aparicion de acumulaciones de pus o
supuracion en tejidos de otras localizaciones.®
Osteomielitis: infeccion y destruccion 0sea, en especial
en la metéfisis de los huesos largos de los nifios y la
columna vertebral en adultos mayores. 1°

Meningitis: infeccidn del sistema nervioso, se presenta
en pacientes con antecedentes de traumatismos,
cirugias inmunodeficiencias, neoplasias malignas e
hidrocefalia. °

Infecciones de vias respiratorias: infecciones graves en
recién nacidos y lactantes, causando disnea, fiebre e
insuficiencia respiratoria. En adultos en pacientes
intubados que se atiendes en unidades de cuidados

intensivos; los pacientes generan volimenes crecientes
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f)

de esputo purulento y terminan por mostrar un cuadro

disneico con fiebre y nuevos infiltrados pulmonares.®

Diagndstico: Las infecciones por S. aureus pueden
diagnosticarse con facilidad por medio de la tincién de
Gram y por el examen microscopico del contenido del
absceso o del tejido infectado. El cultivo sistémico del
material infectado suele generar resultados positivos, y
los cultivos de sangre son a veces positivos incluso
cuando la infeccion se localiza en zonas
extravasculares. Para el diagnéstico rapido de la
infeccion por el microorganismo mencionado se ha
aplicado métodos basados en la reaccion en cadena de
la polimerasa que se utilizan cada vez mas en los

laboratorios de microbiologia clinica.®

Hasta la fecha, los métodos serolégicos no han sido
Utles para el diagnéstico de las infecciones
estafilococicas. Sigue siendo un gran problema
diagnostico dilucidar si las personas con bacteriemia
corroborada por S. aureus también tienen endocarditis
infecciosa o0 algun foco metastasico infeccioso. De
manera invariable, los hemocultivos positivos sugieren

una infeccién endovascular del tipo de la endocarditis.®

g) Pruebas diagnésticas de Laboratorio

v' Muestras: Frotis superficiales, pus, sangre, material

aspirado de la trdquea, o liquido cefalorraquideo, para

cultivo, segun la localizacioén del proceso.*°

v Frotis: En los frotis teflidos de pus o esputo se

observan los estafilococos tipicos que aparecen como
cocos Gram positivos en forma de racimos con tincién

Gram.10
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v’ Cultivo: Las muestras sembradas a 37°C en placas de
agar sangre producen colonias tipicas en 18 horas,
pero no pueden presentar hemolisis y produccion de
pigmento sino hasta varios dias después y ambos
procesos son Optimos a temperatura ambiente. El S.
aureus, fermenta el manitol. El agar sal y manitol se
emplean para detectar portadores nasales de S.
aureus. El agar de sal manitol asi como los medios de
cultivo cromogénicos comercialmente disponibles se
utilizan en el escrutinio de portadores nasales de S.
aureus y en pacientes con fibrosis quistica.*?

v Prueba de la catalasa: Al entrar en contacto el H202
con la enzima catalasa va descomponer al mismo,
ocasionando la aparicion de burbujas de gas que indica
gue la reaccioén es positiva. °

Esta prueba es utilizada en la busqueda de enzimas del
complejo citocromo oxidasa. Se coloca una gota de
solucion de peréxido de Hidrogeno al 3% sobre un
portaobjetos y una pequefia cantidad del crecimiento
bacteriano es colocado en la solucion. La formacion de
burbujas (produccion de oxigeno) es indicativo de una
prueba positiva.®

v' Prueba de la coagulasa en porta objeto: El fibrin6geno
presente en el plasma al entrar en contacto con la
enzima coagulasa del S. aureus provoca su
aglutinacion. Dando asi coagulasa positiva. °

v' Prueba de la Coagulasa en tubo: La enzima coagulasa
gue presenta la bacteria al entrar en contacto con el
plasma va a activar los factores de coagulacion
produciendo asi un coagulo visible en el medio. Dando

coagulasa positiva. *°
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v/ Tinciébn Gram: Al observarse en el microscopio van a
presentar una coloracion violeta el cual nos indica que
es positivo a la tincion Gram: teniendo una disposicion
de racimo. 1°

v' Fermentacion del manitol: EI consumo de manitol por
Staphylococcus aureus hace virar el color del indicador
presente del medio a amarillo lo que se interpreta como

manitol positivo.™®
h) Tratamiento

Las infecciones por Staphylococcus aureus son causadas
por cepas productoras de B- Lactamasas y por tanto
resistentes a las penicilinas, el tratamiento de eleccion
es la administracion de una penicilina resistente a la
penicilinasa. Como medicamento de primera eleccion
se utiliza Cloxacilina también puede utilizar
Cefalosporinas, Quinolonas, Amoxicilina asociada a
inhibidores de  betalactamasa, Macrélidos vy
Clindamicina. Si el Staphylococcus aureus es resistente
a la Meticilina el antibiotico de eleccion es la

Vancomicina. 10

Tratamiento oral de las infecciones de la piel y tejidos
blandos, sensible a la Meticilina: Dicloxacilina (500mg/6

horas), Cefalexina (500mg/6 horas). 1°

2.2.4.2 Bacterias Gram Negativas
A. Escherichia coli

a) Morfologia

Se presenta como un bacilo corto de
extremos redondeados anaerobio facultativo,
Gram negativo no forma espora; presenta

movilidad flagelos peritricos, no delicados
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capaz de tolerar la bilis. Crece a 44°C en
medios de gran simplicidad por lo que son
poco exigentes en necesidades nutritivas y
realmente resistentes a los agentes
externos; forma  colonias  redondas,

convexas y lisas con bordes definidos.*®

Grafico N° 5: Colonias de E. coli en agar EMB

Fuente:
https://www.flickr.com/photos/last_sorrows/21106149
62

b) Patogenicidad
v’ Escherichia coli enteropatogenica (ECEP)

Escherichia coli enteropatogenica es el
agente causal predominante de diarrea en
ninios que viven paises en via de
desarrollo. Interacciona con las células
epiteliales  produciendo una lesion

histopatolégica caracteristica conocida
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como “adherencia/desnutricion” o lesion.
15

Escherichia coli enterotoxigenica (ETEC)

Se adhiere a la mucosa del intestino
delgado, no la invade, y elabora toxinas
que producen diarrea. No hay cambios
histolégicos en las células dela mucosa y
muy poca inflamacion. Produce diarrea no
sanguinolenta en nifios y adultos, sobre
todo en paises en via de desarrollo,
aunque los desarrollados también se ven

afectados. ©°
Escherichia coli enteroinvasiva (ECET)

Es movil, no fermenta la lactosa. Invade el
epitelio intestinal causando diarrea
sanguinolenta en nifios y adultos. Libera
el calcio en grandes cantidades
impidiendo  la  solidificacion  0Osea,
produciendo artritis y en algunos casos

arterioesclerosis. 1°

Escherichia coli enterohemorragica o

verotoxigenica (ECEH)

Producen verotoxinas que actuan en el
colon. Sus sintomas son: primero colitis
hemorragica. Luego sindrome hemolitico
ureico (lo anterior mas infecciones del
rifidn, posible entrada en coma y muerte),

y por dltimo, parpura trombocito
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penicatrombotica (lo de antes mas

infeccién del sistema central). 1°
v' Escherichia coli enteroagregativa (ECEA)

La capacidad de las cepas de Escherichia
coli  enteroagregativa (ECEA) para
sobrevivir largo tiempo en el intestino
humano y la produccion de una o méas de
las toxinas descritas, pudiera explicar la
persistencia de las diarreas por ellas
producidas. *°

v Escherichia coli Adherencia difusa
(ECAD)

Se adhiere a la totalidad de superficie de
las células y habitualmente causa
enfermedad en niflos inmunolégicamente
no desarrollados o mal nutridos. No se ha
demostrado que pueda causar diarrea en
ninos mayores de un afio de edad ni en

adulto. 1°
c) Pruebas diagndsticas de Laboratorio

v Muestra: Orina, secrecion, heces.

v Tincion de Gram: Al observar al
microscopio va a presentar una coloracién
roja o rosada la cual nos indica que es
negativo a la tincion Gram, se van a
observar bacilos cortos de color rojo o
rosado.

v Sensibilidad en medios de cultivo. 1°
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Agar Mac Conkey: se van a presentar
colonias pequefias de un color rosado ya
que la bacteria fermenta la lactosa y
produce acido haciendo que el indicador
del medio vire a un color rosado.

Agar Eosina Azul de Metileno: se observa
colonias de color verdoso con brillo
metalico debido a la fermentacién de la
lactosa. 1°

Pruebas de diferenciacién Bioquimica

% Triple azucar hierro (TSI): Al haber el

consumo de los tres azucares presentes
en este medio va a ocasionar el viraje del
indicador rojo neutro a una coloracion
amarilla (pico y fondo) con o0 sin
produccion de CO2. ¥

Agar Lisina Hierro (LIA): Escherichia coli
va a presentar una coloracion morada del
medio (k/k) por lo que indica la
descarboxilacion de la lisina

Prueba de Indol: la formacion de un anillo
de color rojo grosella después de haber
agregado el reactivo kovacs nos dara una
prueba de indol positiva para Escherichia
coli la que quiere decir que dicha bacteria
posee la enzima tript6fanos. °

Rojo de Metilo- Voges Proskawer: a
prueba de rojo de metilo es positiva ya
que se desarrolla un color rojo estable
esto indica que el microorganismo
fermento la glucosa por la via de los

acidos mixtos. 1°

40



Mientras que la prueba de voges
prosckawer es negativa ya que se
observa una coloracion amarilla. Lo cual
nos indica que no hay presencia de
diacetilo. *°

+ Citrato de Simmons: Se observara una
coloracion verde lo que indica de que no
hay consumo o utilizacion de citrato como
fuente de carbono por lo tanto la prueba

es negativa. ©°
d) Tratamiento

El tratamiento de la gastroenteritis por E. coli
se basa en la hidratacion, en cuanto a la
profilaxis la doxiciclina es atil. En las
infecciones urinarias bajas sin sepsis como
sistitis 0o bacteriemia asintomatica hasta la

administracion de cotrimoxazol.

Las sufonamidas y los antisépticos urinarios
como la nitrofurantoina (100 mg cada 6
horas), el acido nalidixico (0,5 a 1g cada 6
horas), o el norfloxacino que es una
quinolona con cierta penetracion son
suficientes; la duracion del tratamiento

convencional es de 5 dias. 1®

Por el contrario en las infecciones que se
acompafia con fiebre y alteraciones de
estado general (todas las cuales cursan en
sSu momento u otro de su evolucion con
bacteriemia) y por definicibn en la

bacteriemia con dicho patégeno hay que
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administrar  antibioticos de preferencia
bactericidas.®®

2.2.5 Método de difusion en agar

El principio de las pruebas de difusién por disco ha sido
utilizado por mas de 70 afios en los laboratorios de
microbiologia. Alexander Fleming utiliz6 una variante de la
técnica cuando trabajaba con penicilina en los afios cincuenta.
En ese tiempo, habia tantos procedimientos diferentes en uso
como microbioldgicos.

Los doctores Bauer, Kirby, Sherris y Turck probaron
minuciosamente todas las variables involucradas en el
proceso, tales como los medios de cultivo, la temperatura y el
espesor del agar. En 1966 ellos publicaron su estudio cimero

describiendo la prueba que se usa en la actualidad.

El NCCLS adopto los pasos basicos del procedimiento
descritos en el estudio de Bauer como el método de
preferencia para difusion por disco. Estos pasos deben de
seguirse en forma minuciosa para obtener resultados

precisos. 16

2.3 Definicion de términos Basicos:

v' Extracto: Preparacion en agua de la sustancia de una planta o un
animal que contiene la porcion bioloégicamente activa sin el residuo
celular.

v Rubefaciente: Producto que aplicado sobre la piel produce
irritacion y enrojecimiento.

v' Antibacteriano: Farmaco capaz de inhibir el crecimiento y
desarrollo de bacterias 0 su eliminacién sin dafar el organismo

infectado, como los antibiéticos
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Antibiético: Que destruye los microorganismos que producen
enfermedades e infecciones.

Liofilizado: La liofilizacion es un proceso en el que se congela el
producto y posteriormente se introduce en una camara de vacio
para realizar la separacion del agua por sublimacion. De esta
manera se elimina el agua desde el estado sélido al gaseoso del
ambiente sin pasar por el estado liquido

Cepas Certificadas: Es un material biolégico de referencia
certificado. La coleccion certifica que se suministra una
determinada cepa, que es un cultivo puro, y que se han observado
las convenientes pruebas morfoldgicas, bioquimicas y moleculares
correspondientes.

Cromatografia: Técnica de analisis que consiste en separar las
sustancias disueltas en una mezclas por absorcion o concentracion
selectiva de forma que produce manchas de diferente color en

ellas.
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CAPITULO Il

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1 Tipo de Investigacion

Aplicativa

3.2 Nivel de Investigacion
Explicativo: Porque busca explicar el efecto antibacteriano del extracto
acuoso liofilizado de las hojas de Brassica rapa |. (Nabo silvestre),
sobre cepas de Staphylococcus aureus 25923 y Escherichia coli
25922.

3.3 Método de Investigacion
% Analitico: El objeto de estudio es la determinacion del efecto del
extracto de hojas de Brassica rapa |. (Nabo silvestre).sobre cepas
de Staphylococcus aureus 25923 y Escherichia coli 25922.

% Inductivo: Se parti6 de algo particular para luego poder
generalizarlo.

s Experimental: Porque se pudo manipular todas las variables y a su

vez pudieron ser controladas.

e

*

Estadistico: Se realizaron los analisis estadisticos para observar el
grado de significancia que presenta el Brassica rapa |. (Nabo
silvestre) sobre cepas de Staphylococcus aureus 25923 vy
Escherichia coli 25922.

Laboratorio: Porque se realizd en el laboratorio de la Universidad

*

K/
*

Mayor de San Marcos.

K/
*

El método que se realizé es el método de excavacion-placa-cultivo.
descrito por el Laboratorio Internacional de Referencia: National
Committee for Clinical Laboratory Standars (NCCLS).
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3.4 Disefio de Investigaciéon
% Experimental: Porque se pueden manipular las variables y pueden

ser controladas.
3.5 Poblacion y Muestreo de la Investigacion

3.5.1 Poblacion
% Poblacion vegetal

Constituido por el conjunto de plantas de Brassica rapa I.
(Nabo silvestre).

+ Poblacidon bacteriana

Cepas de colonias de bacterias identificadas especificas de
Staphylococcus aureus 25923 y Escherichia coli 25922,
provenientes de la UNMSM.

3.5.2 Muestra

A. Muestra Vegetal

400 g de pulverizado de la planta de Brassica rapa |. (Nabo

silvestre).

Criterios de inclusion.

¢ Plantas adultas.

+» Plantas sanas.

+» Plantas en buen estado de conservacion.

¢ Plantas libre de excremento animal.

Criterios de exclusién.

% Plantas infestadas por microorganismos.

¢ Plantas secas o en mal estado de conservacion.

« Plantas con resto de excremento animal.
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B. Muestra Bacteriana

Colonias de Staphylococcus aureus 25923 y Escherichia coli
25922; que se emplearan para la preparacion del indculo
bacteriano.

(No probabilistico definida por la técnica.)

Criterios de inclusion.

% Colonias que reunan las caracteristicas microscépicas y

macroscopicas del microorganismo.

% Colonias con resultado positivo a las pruebas bioquimicas

propias del microorganismo.

Criterios de exclusion.

% Colonias que no reunan las caracteristicas microscopicas y

macroscopicas del microorganismo.

+ Colonias con resultado negativo a las pruebas bioquimicas

propias del microorganismo.

+ Colonias con presencia de contaminantes.

3.6 Variables e Indicadores

3.6.1 Variables

3.6.1.1 Variable Independiente (Y)
Efecto antibidtico del extracto acuoso Liofilizado de

hojas de Brassica rapa |. (Nabo silvestre).

Definicibn conceptual: Es la cantidad de extracto,
producto seco obtenido por liofilizacién, previa

extraccién de las hojas.
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Definicion operacional:

X/
L X4

Naturaleza: Cuantitativa.

X/
L X4

Medicion: Directa

X/
L X4

Escala: De razon o proporcion.

X/
L X4

Instrumento de mediciéon: Balanza analitica.

X/
L X4

Procedimiento de medicién: Se peso el extracto
seco (gr) luego se realiz6 su dilucién con agua
destilada.

% Indicadores: Diluciones seriadas porcentuales.

% Expresion final: %.

3.6.1.2 Variable Dependiente (X)
Crecimiento de las cepas Staphylococcus aureus

25923.

Crecimiento de las cepas Escherichia coli 25922.

Definicion conceptual: Es la capacidad inherente a
una sustancia de origen sintético o natural de inhibir

el crecimiento de la bacteria.
Definicion operacional:

% Naturaleza: Cualitativa

% Medicién: Directa.

% Escala: De razon y nominal.

% Instrumento de medicion: visual.

% Procedimiento de medicién: Se midi6 los halos
en las placas por las diferentes concentraciones
del extracto.

% Indicador: Ausencia o presencia de la formacion

del halo del crecimiento bacteriano.

X/
**

Expresion final: crecimiento del Halo
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3.6.2 Indicadores
Indicadores de la variable independiente

v' Concentracién del extracto acuoso liofilizado de hojas de
Brassica rapa |. (Nabo silvestre).

Indicadores de la variable dependiente

v' Diametro del Halo de inhibicion del extracto acuoso de
hojas de Brassica rapa |. (Nabo silvestre).
v Presencia de turbidez.

3.6.3.- Variables Implicada
Cepas bacterianas puras de Staphylococcus aureus 25923 y

Escherichia coli 25922.
Variables Intervinientes
De la planta:

» Lugar de recoleccion: Distrito de Chiguata Departamento

*,

de Arequipa

0‘0

Parte de la planta a estudiar: hojas

R/
0‘0

Tipo de extraccion: Decoccion

% Solvente usado: Agua.

TABLA N° 2: Variable independiente

Extracto acuoso Cantidad de Independiente
liofilizado de extracto disuelto ) cuantitativa
_ _ Materia seca
hojas de /cantidad de
brassicarapal. agua.

(nabo silvestre).

Fuente: Elaboracién propia
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TABLA N° 3: Variable Dependiente

Efecto antibacteriano
del extracto acuoso
liofilizado de hojas
de Brassica Rapa |.
(Nabo silvestre)
sobre Escherichia
Coliy
Staphylococcus

Aureus

Método de
difusion en
agar solido por

excavacion

Didametro en
milimetros (mm)
del halo
inhibicion.

Dependiente

cualitativa

Fuente: Elaboracién propia
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TABLA N° 4: Tabla de Variable Implicada

Observacion Cualitativa

Crecimiento
bacteriano

FUENTE: Elaboracion Propia

3.7 Procedimiento, Técnicas e Instrumentos de Recoleccién de
Datos:

3.7.1 Procedimientos

3.7.2 Técnicas
A. Recoleccién de la muestra vegetal

Recoleccion: Las hojas de Brassica rapa L. (Nabo silvestre)
se recolecto en la provincia de Chiguata, Departamento

de Arequipa.
B. Tipificacion de la muestra vegetal

La muestra fue llevada al HERBARIUM AREQVIPENSE
(HUSA) para ser identificada.

C. Preparacién del pulverizado vegetal

Se uso las hojas de planta.
Secado: Una vez recolectadas las hojas se trasladaron, en
un depdsito a un ambiente ventilado donde no llegue la luz

para su desecacién por un espacio de una semana.

50



Molienda: Las hojas secas se pulverizaron en mortero de
porcelana (previamente lavado y desinfectado con lejia al
0.5%) hasta la obtencion de particulas uniformes y se tomo
Su peso.

Pulverizado: Se guardd el producto obtenido en frascos
oscuros, seco, bien rotulado y cerrado hasta su posterior

USO'13
D. Preparacion del Extracto acuoso

Desengrasado de la muestra: Se desengraso con
bencina de petroleo (con la finalidad de eliminar grasas,
ceras, pigmentos y otros metabolitos que puedan interferir
con la extraccion de sus principios activos).

Decoccion o cocimiento: Se llevo a cabo la decoccion del
pulverizado a una temperatura de 70-80°C de las hojas de
planta durante cinco minutos, empleando como liquido

extractivo el agua; luego se filtré y se dejé en refrigeraciéon.*
E- Liofilizacion

Las muestras se colocaron en frascos especiales que
soporten grandes presiones.

Se llevé a congelar las muestras a una temperatura de -
4°C.

Luego se colocé en el equipo de liofilizacion por un tiempo
de 72 horas.

Se retir6 para su conservacién en medio ambiente. 4

E. Analisis fitoquimico en Cromatografia de Capa Fina
(CCF)

Donde la fase estacionaria es un soélido poderoso
dispuesto, formando una capa delgada, sobre una placa

metdlica o de vidrio. Una vez se ha depositado la muestra
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sobre la placa se coloca verticalmente en un recipiente
hermético que tiene el diluyente (fase movil) 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. 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. 3

% Preparacion de la fase movil
Mezclar en la cuba de cromatografia los solventes
elegidos en las porciones indicadas (para la respectiva
identificacion). Tapar la cuba y dejar en reposo.

% Preparacién de la placa cromatografia
La fase estacionaria (F. E.) empleada consiste en
cromatofélios de silica gel con base de aluminio,
cortadas en un tamafio de 10 x 5 cm, se traza una linea
a 1cm del borde inferior; al que se le aplica el extracto a
concentracion de 1mg/Ml y se aplica sobre la linea en
banda con capilares, dejando una distancia de 1 cm

entre cada extracto.

Dejar secar y posteriormente colocar la placa en la cuba

con la fase movil. 1°

% Desarrollo Cromatografico
Luego se colocan en una camara que se prepara 30
minutos antes para obtener una buena saturacion del
medio; se utiliza 5 mL de la fase movil (F.M.) cubriendo
el fondo hasta 0.3 cm de altura, se desarrolla el
Cromatograma hasta que la fase mévil llegue a 1cm del
extremo superior de la placa, para luego retirarlas y dejar

secar durante 30 minutos y se observa a la luz 254 n m,
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delimitando las zonas donde se pudieran visualizar los
componentes de extracto. 1°
% Revelado
Pulverizar la placa con sus respectivos reveladores y
someterla a 100°C durante 5 minutos.??
% Interpretacion
Identificacion del compuesto en general: Terpenos,
Flavonoides, Alcaloides y Taninos. %
% Identificacién de componentes
v Identificacion general
Fase movil
Acetato de etilo: Metanol: Agua (80:15:5)
Reactivos reveladores
Sol A: Acido sulfarico al 5% en etanol absoluto.
Sol B: vainilla al 1% en etanol absoluto.
Fase estacionaria
Placa de silica gel con marcador de fluorescencia a
una longitud de onda de 254 nm.
Revelador
Luz UV 254 nm.
v Identificacion de Terpenos
Fase movil
Tolueno. Acetato de Etilo (90:10)
Reactivos reveladores
Sol. A: Acido sulfarico al 5% en etanol absoluto.
Sol. B: Vainillina al 1% en etanol absoluto.
Revelador
Luz UV 254 nm.
v Identificacién de Taninos
Fase movil
Metanol: Agua (90:10)

Reactivos reveladores
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Cloruro Férrico al 1% en etanol.
v Identificacion de Flavonoides
Fase movil
Acetato de Etilo: metanol: Agua (80:15:5)
Reactivos revelador
Cloruro de Aluminio al 1% en etanol, luz ultravioleta
365 nm
Revelador
Luz UV 254 nm.
v Identificacion de Alcaloides
Fase movil
Acetato de etilo: metanol 80: 20
Reactivo revelador
Draggendorf. 2!
% Factor de referencia (RF)
Es un numero que permite identificar sustancias
considerando las distancias recorridas en un
Cromatograma y con un meétodo cromatografico dado.
Cada sustancia tiene Rf Unico y especifico, por medio

del cual se les identifica. ®

F. Preparacion de los extractos a diferentes

concentraciones

v Se procedi6 a hacer el calculo de las
concentraciones para cada extracto a utilizar.

v' Se peso 5 gr. De extracto liofilizado y se disolvio
en 5 ml de sulfoxido de dimetilo para obtener la
solucién stock con una concentracion 100 mg/ml.

v' A partir de esta solucion stock se procedi6 a
preparar las siguientes concentraciones: 50

mg/ml, 25 mg/ml.??
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G. Estandar de turbidez para la preparacion del

inoculo

v/ Se tomd una alicuota de 0,5 ml de BaCL2 al 1%
se agregd 99.5 ml de H2SO4 al 1% con
agitacion  constante para mantener la
suspension.

v La suspension de sulfato de bario se transfirié a
4 a 6 m a tubos con tapa rosca del mismo

tamario.??
H. Preparacion del estandar (0,5 Mc. Farland)

El presente trabajo de utilizo como referencia para
preparacion de las suspensiones bacterianas el tubo
namero 0,5 en la escala de Mc Farland cuyas
caracteristicas recaen en su  preparacion
estandarizada ya que esta se realizé con la mezcla
de 0,5 ml de una solucion de cloruro de bario
0,048M o al 1,1175% p/v con 99,5 ml de Acido
Sulfarico 0,18 M (0,36 N) 0 1% v/v. La misma que se
comprob6 dando una absorbancia de 0,08 a 0,1 a la
longitud de onda de 625 nm. La propiedad principal
de esta solucién es que un mililitro de nuestro cultivo
bacteriano comparado con el estandar nos equivale
a 1.5x108 UFC. ®

I. Preparacion del agar Muller Hinton

v Se prepar6 el medio a partir de la base
deshidratada, disolviendo 34gr en 1llt de agua
destilada.

v’ Se calent6 la suspension en bafio maria por unos

minutos hasta disolver completamente el agar.
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v" A continuacién se auto clavo a 121 °C y 1 atm de
presion durante 15min.

v Se dej6 enfriar en bafio de agua hasta que
alcance los 45 - 50 °C.

v Luego se reparti6 el medio en placas Petri
colocando entre 25 a 30ml del medio para las
placas de 100 mm de didmetro interno, de manera
gue el grosor del agar en la placa fue de 4mm.

v Se dejo solidificar a temperatura ambiente.

v Una vez esterilizado y solidificado se midi6 el pH,
el valor del mismo se encontro entre 7.2 — 7.4 a

temperatura ambiente.??
J. Preparacion del caldo Muller Hinton

v Se prepar6 el medio a partir de la base
deshidratada, disolviendo 21gr en 1llt de agua
destilada.

v' Se calent6 la suspension en bafio maria por unos
minutos hasta disolver completamente el polvo.

v' A continuacion se autoclavé a 121 °C y latm de
presion durante 15min.

v Se dej6 enfriar en bafio de agua hasta que
alcance los 45 - 50 °C.

v Luego se repartié el medio en tubos de ensayo y
se dejo reposar a temperatura ambiente.

¥ Se midi6 el pH, el valor del mismo se encontrd

entre 7.2 — 7.4 a temperatura ambiente.??

56



K. Seleccién de los discos de sensibilidad
antibiotica (control positivo)

La seleccion del antibiético que se utiliz6 como
control positivo se realiz6 teniendo en cuenta los
siguientes criterios:

v' Eficacia clinica documentada.

v Representatividad de una familia de antibiéticos.

v' Disponibilidad de criterios técnicos fiables para la
determinacion in vitro de su eficacia clinica.

v’ Estabilidad de la molécula en los discos para
antibiograma.

v’ Presencia en el mercado nacional.

v Importancia para la vigilancia de la resistencia

bacteriana.?
L. Preparacion del in6culo

v' Se tomo6 de 3 a 5 colonias bien aisladas del agar
de cultivo. Se toca la colonia por arriba con una
asa y el crecimiento se transfiere a un tubo con
5ml de caldo Muller Hinton.

El caldo de cultivo se incubo a 37°C hasta que
alcance la turbidez del estandar de 0,5 Mc
Farland. Esto resulta una suspensién que

contiene aproximadamente 1 a 2 x 108 UCF/mL. ®
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LL. Inoculacién de placas por el Método de

excavacion-placa-cultivo

v’ Se utilizé placas Petri estéril descartable de 90 x15
mm las cuales fueron preparadas con agar Mueller
Hinton (MH) (Merck)

v’ Se agregé 1ml de suspension del inoculo (Mac
Farland 0.5=3x10% UFC/ml) por cada 100 ml del
medio de cultivo, se mezclé asépticamente, luego
se repartio en las placas a razén de 25 ml por placa
y se dejo solidificar. Una vez que el agar solidifico
se hicieron pozos con la ayuda de un sacabocado
de 10 mm de diametro externo, se agregaron 100
mg/ml; 50 mg/ml y 25 mg/ml. Luego se coloco el
control positivo (discos de Gentamicina) y el control
negativo 100ul de DMSO (Dimetil sulfoxido), y se
repos0 durante 15 minutos y luego fueron
incubadas a 352C por 24 horas. El ensayo fue

repetido por tres veces.!®
M. Aplicacion del disco

v Se coloco el disco individual sobre la superficie del
agar con la ayuda de una pinza estéril presionando
suavemente sobre cada disco para asegurar un
contacto completo con | superficie del agar siendo
este el control positivo.

v Se distribuy6 los discos uniformemente, de modo
gue estén a una distancia minima de 25 mm (el
diametro de los discos segun las normas de la
OMS debe ser de 6 mm). 22
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M. Incubacién

v Se incubo las placas entre 35°C por 24 horas.

v Luego del tiempo recomendado de incubacién se
examiné cada placa y se midio los diametros de los
halos de inhibicién alrededor de cada pozo.??

N. Lectura de las placas e interpretacion de los
resultados

v' Se medio los diametros de las zonas de inhibicién
completa (incluyendo el diametro de la excavacion),
usando una regla o calibrador. Se mantiene
iluminada la parte posterior de la placa petri con
una luz reflejada localizada a unos cuantos
centimetros sobre un fondo negro. Se observara la
placa siguiendo una vertical directa para evitar una
lectura erronea de las marcas de la regla por efecto

de paralelismo. %2

El punto final se tom6 como el area que no muestra
un crecimiento obvio, visible, que puede ser
detectado mediante observacion visual, no
incluyendo verlo de crecimiento o colonias muy
pequefias que puedan ser detectadas solo con

mucha dificultad en el borde de la zona.??
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Formula para determinar el porcentaje de inhibicién.

TABLA N° 5: Porcentaje de inhibicién

Inactivo

- <40% mg/ml

Poco activo

40 - 50% mg/ml

Moderado activo

51 — 75% mg/ml

Buena actividad

>76% mg/ml

3.7.3 Instrumentos
3.7.3.1 Materiales de vidrio

v

DN N N NN SR

Baguetas

Embudo

Frascos de color ambar

Matraz Erlenmeyer de 500 ml

Vasos de precipitado de 100y 200 ml.
Placas Petri

Tubos de ensayo

Pinzas

3.7.3.2 Equipos de Laboratorio
Balanza analitica

v

AN N N

Mechero

Microscopio binocular Primo Star Zeiss

Autoclave

Refrigeradora

Estufa de incubacion J.P. Selecta

Cocina eléctrica J.P. Selecta
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3.7.3.3 Reactivos
v’ BaCl»

v H2S0q4
v' Etanol al 70%
v’ Bencina

v Agua destilada

v Hipoclorito de sodio al 0.5% (Legia)

3.7.3.4 Medios de cultivos
v' Caldo le Muller Hinton.

v' Agar Muller Hinton.

v' Agar Mac Conkey
v' Caldo Mueller Hinton

3.7.3.5 Material bioldgico

v

Hojas de Brassica rapa |. (Nabo silvestre).

v/ Cepas de Staphylococcus aureus

Escherichia coli.

3.7.3.6 Otros

v

NS N N N N N

Algoddn

Papel kraft

Gasa

Gradillas para tubos de ensayo
Guantes quirdrgicos

Jeringas

Mortero

Papel filtro

Tripode

Barbijo

25923y
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CAPITULO IV:

PRESENTACION, ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1 Resultados

TABLA N° 6 : Porcentaje de inhibicién para Staphylococcus
aureus

30 mm

29 mm 25 mm 116%
30 mm 25 mm 120%
27 mm 25 mm 108%
27 mm 25 mm 108%
28 mm 25 mm 112%
25 mm 25 mm 100%
24 mm 25 mm 96%
25 mm 25 mm 100%

Fuente: Elaboracion propia

INTERPRETACION: en la siguiente tabla se observa los porcentajes de
inhibicién obtenidos de las concentraciones 100 mg/ml, 50mg/ml y

25mg/ml en relacion con el control positivo.
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TABLA N° 7: Porcentaje de inhibicién para Escherichia coli

14 mm

13 mm 25 mm 52%
14 mm 25 mm 56%
9 mm 25 mm 36%
10 mm 25 mm 40%
10 mm 25 mm 40%
8 mm 25 mm 32%
7 mm 25 mm 28%
8 mm 25 mm 32%

Fuente: Elaboracion propia

INTERPRETACION: en la siguiente tabla se observa los porcentajes de
inhibicién obtenidos de las concentraciones 100 mg/ml, 50mg/ml y

25mg/ml en relacion con el control positivo.
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TABLA N° 8. Resultados de determinacion de la presencia de
metabolitos segundarios segun la metodologia thin layer
chromatography (TLC).

Determinacion de Metabolitos segundarios

Metabolitos segundarios Resultados
Taninos Positivo
Flavonoides Positivo
Alcaloides Negativo
Sesquiterpenlactonas Positivo
Saponinas terpenoidales Positivo
Mono terpenos Positivo
Di terpenos Positivo

Fuente: Elaboracion propia

INTERPRETACION: Los metabolitos segundarios que se encontraron
presentes fueron: Taninos, flavonoides, Sesquiterpenlactonas, Saponinas

Terpenoidales. Mono terpenos, Di terpenos.
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TABLA N° 9: Didmetros de los halos de inhibicion producido por el
extracto acuoso liofilizado de Brassica rapa |. (Nabo silvestre) sobre
Stahylococcus aureus.

25 mg/ml 25 mm 24,6 + 0,58 0 mm
50 mg/ml 25 mm 26,6 £ 0,58 0 mm
100 mg/ml 25 mm 29,6 £ 0,58 0 mm

Fuente: Elaboracion propia

INTERPRETACION: En la siguiente tabla se observa que en las
diferentes concentraciones hubo halos de inhibicion igual y mas elevada

gue la muestra patrén
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TABLA N° 10: Didmetros de los halos de inhibicion producido por el
extracto acuoso liofilizado de Brassica rapa |. (Nabo silvestre) sobre
Escherichia coli.

25 mg/ml 25 mm 76+058 0 mm
50 mg/ml 25 mm 9,6 £0,58 0 mm
100 mg/ml 25 mm 13,6 £0,58 0 mm

Fuente: Elaboracién propia

INTERPRETACION: En la siguiente tabla se observa que en las
diferentes concentraciones hubo halos de inhibicidon inferiores a la
muestra patron.

ANOVA

A fin de verificar la performance del compuesto propuesto Brassica rapa |.
(nabo silvestre) en las bacterias Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Escherichia coli ATCC 25922 sera considerado un estudio ANOVA. Asi,
fueron considerados 3 réplicas (i = 1; 2; 3) y 3 niveles de concentracion de
nabo silvestre, 100mg/ml, 50mg/ml y 25mg/ml asi como un grupo control
(Gentamicina) (j = 1; 2; 3; 4).

El modelo ANOVA es dado por

i =ptote;, =123 j=1223/4 (1)
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En que

e 7;; representa las medidas observadas que en este trabajo es el diametro del disco
e /i es una constante e indica la respuesta media de todos los niveles.
o o; es el efecto del nivel 7.

e ¢;; es el error no observado y es considerado una variable aletéria com distribucion normal
con media cero y varianza o

El analisis ANOVA descompone la variacién total de la muestra, en dos componentes:

Variacién Total = Variacién Entre + Variacion Intra

La igualdad anterior indica que la variacion total es igual a la suma de la
variacion o dispersion entre los grupos, mas la variacion o dispersion
dentro de cada grupo. Los grupos estan definidos por los niveles de
factor.

Los grados de libertad (nUmero de observaciones — parametros a estimar)
correspondientes a cada uno de los componentes de la variacion total

son:

e Variacion Entre: 4 — 1
. Variaciénl Intra: 12 —4

e Variacion Total: 12 —1

El Anova busca saber si los distintos niveles de un factor influye en los
valores de una variable continua (diametro del disco), para que
efectivamente si haya diferencias en los valores de la variable continua
segun el nivel del factor, se tiene que dar simultdneamente que el
comportamiento de la variable continua sea lo mas distinto posible para
los distintos niveles del factor, y a su vez, que dentro de cada grupo
(determinado por los niveles del factor) los valores sean lo mas

homogéneos posibles.
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Por tanto, se espera observar que la variacion intragrupos sea minima, y

gue la variacion entre-grupos sea maxima.

En este contexto, en el ANOVA se tiene que la hipotesis nula a contrastar
establece la igualdad de efectos

HD:Q1=CEQ=Q3=Q4=U (2)

siendo la hipétesis alternativa (H1) que alguno de los efectos diferenciales
sea distinto de cero.

El estadistico utilizado para realizar la prueba de hipétesis es dado por

Variacion entre/(4 — 1)
Variacion intra/(12 — 4)

~ ngg, (3)

En que F3z; g sigue una distribucion F con 3 grados de libertad en el
numerador y 8 grados de libertad en el denominador. Ver Grafico N°6 en

anexos

A continuacion en la tabla a seguir se muestra la estadistica F calculada.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Niveles 3 47.00 15.67 62.67  0.0000
Residuals 8 2.00 0.25

VERIFICACION DE LA HOMOGENIDAD DE LA VARIANZA

A fin de verificarla homogeneidad de la varianza entre los diferentes
grupos (3 niveles de concentraciones 100, 50, 25) sera considerado una
prueba de hipétesis para tener evidencia sobre la homogeneidad de la

varianza de los errores no observados. Recordemos que el modelo de
ANOVA es dado por
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Yij = p+oj+e, 1=1,2,3 j=1234 (1)
En que:

o y; representa las medidas observadas que en este trabajo es el didmetro del disco (E. coli
y 5. aureus)

¢ ;i es una constante e indica la respuesta media de todos los niveles.
¢ q; s el efecto del nivel j, osea, las diferentes concentraciones.

® ¢; es el error no observado y es considerado una variable aleatoria con distribucién
normal con media cero y varianza o2

Se debe notar que se esta asumiendo que la varianza o 2 es igual para
todos los grupos. Una vez que se asume esto, sera verificado esta

suposicion utilizando el test de Levene’s. Las hipotesis para este test son:

Hn:ﬂ'1=ﬂ'3=ﬂ'3=ﬂ'.1

H, : Las varianzas no son iguales,

En que el nivel de significancia generalmente es fijada en a = 0.05. Caso
el p-valor del test de Levene’s sea menor que 0.05 entonces se tiene
evidencia para rechazar la hipotesis de homogeneidad de la varianza,
esto es, los grupos tienen diferentes varianzas o j = 1, 2, 3, 4. Sin
embargo, si el p-valor es mayor que 0,05 entonces de acuerdo con los
datos no se tienen evidencia para afirmar que las varianzas son
diferentes. Nota: Fue utilizado el software R para el analisis estadistico
junto con la libreria car. Ademas, el valor del p-valor en este sofware es
dado en Pr (>F).
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Table 3: Resultados para aureus con nabo

Df F value Pr(>F)
group 3 0.33 0.8018
8

Table 4: Resultados para coli con nabo

Df F value Pr(>F)
group 3 0.33 0.8018
8

Interpretacion: Se puede observar que el p- valor para el caso de aureus
(0,8018) y para el caso de E. coli (0,8018) son iguales y mayores que
0,05. Esto indica que no se tiene evidencia para rechazar la hipotesis
nula, esto, suponer que la homogeneidad de la varianza es plausible, por

lo tanto, el ANOVA proporcionoé resultados coherentes.

Note se que Fsg= 62,67 y el p valor es menor que 0,05. De acuerdo con
el p- valor, se tiene que existe evidencia para rechazar Ho y considerar Hy,
esto indica que los efectos de cada nivel es diferente en la bacteria
Staphylococcus aureus (diferentes diametros).

A fin de saber si existe diferencia entre los diferentes niveles
(comparaciones) sera considerado la prueba HSD de Tukey. Sera
denotado por A al nivel 100, B al nivel 50, C al nivel 25 y por D al grupo

control.
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diff Iwr upr p adj
B-A -3 -4.30735 -1.69265 0.000367
C-A -5 -6.30735 -3.69265  8.6E-06
D-A  -4.66667 -5.97402 -3.35931 1.45E-05
C-B -2 -3.30735 -0.69265 0.005234
D-B  -1.66667 -2.97402 -0.35931 0.014916
D-C 0.333333 -0.97402 1.640688 0.845201

De acuerdo con la tabla anterior se puede observar que existe diferencias
significativas entre las diferentes concentraciones de nabo silvestre y el
grupo control (D). En este sentido, cuando se tiene una concentracion de
100 se observa que este supera el efecto del grupo control. Asi,
estadisticamente se tiene evidencia que la concentracion de nabo al 100 y
50 tiene un mejor desempefio al del grupo control (diametro del disco). La
concentracion a un nivel 25 no muestra este comportamiento, sin
embargo existe evidencia para indicar que efecto al nivel 25 y el grupo
control son iguales. Ver grafico N°7en anexos

Para el caso de la bacteria Escherichia coli se tiene los siguientes

resultados. Ver Grafico N°8 en anexos.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
Niveles 3 514.92 171.64 686.56  0.0000
Residuals 8 2.00 0.25

Asi, de acuerdo con la tabla anterior se tiene que el p- valor es menor que
0,05y por lo tanto se evidencia para rechazar la hipotesis Hoy considerar
la hipoétesis alternativa, osea, que los diferentes niveles Brassica rapa I.
(Nabo silvestre) tiene efectos diferentes (diametros en el disco)

A la luz del resultado anterior, ser4 considerada las operaciones de

Tukey.
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diff Iwr upr 8
B-A -3.66667 -4.97402 -2.35931 &.73E-05
C-A -6.66667 -7.97402 -5.35931 0.000001
D-A 10.66667 9.359312 11.97402 0
C-B -3 -4.30736 -1.69265 0.000367
D-B 14.33333 13.02598 15.64069 0
D-C 17.33333 16.02598 18.64069 0

De acuerdo con la tabla a continuacion, se tiene que ninguna de las

concentraciones tiene un desempefio mejor que el de grupo control.

Observacion: Puede ser considerado una comparacién de Duncan, sin

embargo el objetivo es comparar los diferentes niveles en la relacion con

el grupo control, y esa perspectiva es mas conveniente utilizar la

comparacion de Tukey o de Dunnett. Ver grafico N°9 en anexos
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DISCUSION
En el presente trabajo de investigacion se logré realizar los diversos
ensayos para demostrar el efecto antibacteriano del extracto acuoso
liofilizado de las hojas de Brassica rapa |. (Nabo silvestre) sobre bacterias
de Staphylococcus aureus y Escherichia coli que son de mucha
importancia médica por ser causante de enfermedades y ademas

infecciones.

A pesar de que se han hecho estudios acerca de las propiedades
medicinales de Brassica rapa |. (Nabo silvestre) en otras partes del
mundo, mas cabe resaltar que en nuestro pais no ha sido tan estudida,
por lo que es necesario profundizar su estudio y dar a conocer sus

aplicaciones como producto natural para la preparaciéon de medicinas.

En la actualidad el uso de productos naturales es una de las estrategias

mas importantes para el descubrimiento de nuevas medicinas. 9

El extracto acuoso liofilizado de las hojas de Brassica rapa |. (Nabo
silvestre), demostr6 la presencia de los metabolitos segundarios

antibacterianos presentes en el Nabo silvestre.

Los metabolitos presentes en el extracto acuoso de hojas de Brassica
rapa |. (nabo silvestre) tienen buen efecto antibacteriano sobre
Staphylococcus aureus llegando a presentar halos de inhibicion de hasta
30mm de didmetro los cuales han superado al control positivo
(Gentamicina) que presentd diametros de hasta 25 mm de diametro, lo
gue indica que el nabo silvestre que crece en el Departamento de
Arequipa también posee compuestos antibacterianos efectivos contra
bacterias de Staphylococcus aures tal como lo afirma también Martinez .
(2010) En su trabajo de Aislamiento de proteinas (globulinas, glutelinas y
albuminas), de semillas de Brassica rapa |. “Nabo silvestre” con
propiedades antibacterianas y anti fungicas, quien trabajé con el nabo
silvestre que crece en el mismo Departamento, y que ademas demuestra

también que tiene muy buen efecto anti fungico.
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La técnica que se eligio para la extraccion de los metabolitos que cumplen
el efecto antibacteriano fue la del extracto acuoso liofilizado es una
técnica poco utilizada, pero tiene buenos resultados ya que la liofilizacion
es una técnica que ayuda a conservar mejor la presencia de los
metabolitos antibacterianos, lo que podemos observar muy claramente en
los resultados obtenidos asi como también lo corrobora el trabajo de Rios
N., Davila R.(2013), en su trabajo Actividad antibacteriana in vitro de
Geranium ayavacense sobre Escherichia coli, Enterococcus feacalis y
Staphylococcus aureus. Quien también utiliza la técnica del liofilizado para

para preparar su extracto acuoso y donde tiene buenos resultados.

De acuerdo con los resultados obtenidos, en la comparacion de los
efectos antibacterianos de las diferentes concentraciones (100 mg/ml,
50mg/ml y 25 mg/ml) del extracto acuoso de Brassica rapa |. (Nabo
silvestre), en la (Tabla N°6 y Tabla N°7) indica que el mayor porcentaje de
inhibicion lo exhiben frente a las bacterias de Staphilococcus aureus y el
menor porcentaje de inhibicion lo exhiben frente a Escherichia coli. Se
presume que esto se debe a que el extracto acuoso de Brassica rapa |.
(Nabo silvestre) extrajo metabolitos antibacterianos mas efectivos para
Staphylococcus aureus que para Escherichia coli. Tal como lo afirma Milin
K. (2013) en su trabajo Eficacia bacteriana de la raiz Brassica campestris,
tallo y hojas extractos, que utilizando el método de difusién en disco
contra cinco bacterias (Staphylococcus aureus y Escherichia coli)
demuestra que el extracto de Etanol en comparacion con otros extractos,
incluido el extracto acuoso, es el mas efectivo para demostrar la actividad
antibacteriana ya que los diametros de inhibicion van hasta 25 mm de

didmetro tanto para Staphylococcus aureus como para Escherichia coli .

Amira M. (2014) en su trabajo Investigacion de nuevos antimicrobianos de
la actividad antioxidante de Brassica rapa |.Demostré el efecto inhibitorio
del extracto acuoso de la Brassica rapa |. (Nabo silvestre) tanto de la raiz
como de las partes aéreas de la planta frente a bacterias Gram positivas

(Staphylococcus aureus) como Gram negativas (Escherichia coli) donde

74



afirma que el efecto antibacteriano de la planta se debe a la presencia de
polifenoles los cuales son capaces de ejercer loa efectos antibacterianos
eficaces sobre todo en Staphylococcus aureus lo cual es concordante con
los resultados de nuestro trabajo ya que también el extracto acuoso de
nabo silvestre también tuvo mayor efecto inhibitorio sobre Staphylococcus

aureus.

Thaira Z., Riffat F., Muhammad A., Khalid M. (2013) en su trabajo In —
vitro evaluacion de la actividad antibacteriana de extracto de metanol de
Brassica oleracea frente a bacterias seleccionadas. Demostré que el
extracto de metanol de la Brassica oleracea extrae mucho mejor
metabolitos segundarios tales como el glucosinolato los cuales pueden
ejercen mayor efecto antibacteriano sobre Escherichia coli y un menor
efecto sobre Staphylococcus aureus; esto a diferencia del extracto acuoso

el cual es mas efectivo para Staphylococcus aureus.

Los estudios realizados a la familia de Brassicas, las cuales son muy
consumidas alrededor del mundo, han demostrado que son una muy
buena fuente de Ac. folico, carotenoides, compuestos fendlicos, selenio,
vitamina C y glucosinolatos siendo muy beneficiosas para combatir

enfermedades de (cancer).t”)

Velasco P., Fransisco M., Moreno d., Ferreres F., Garcia C., Cartea M. en
su trabajo Toma de huellas dactilares fitoquimico de Brassica oleracea y
Brassica napus vegetal y por la identificacion simultanea de
glucosinolatos y compuestos fendlicos. También afirma que las Brassicas
son una familia con muy buena fuente de antioxidantes fendlicos y
glucosinolatos. Lo que se puede decir que esta gran fuente de
antioxidantes cumplen la funcion de ser buenos antibacterianos. Cabe
resaltar que para obtener buenos resultados en este tipo de estudios hay
gue tener muy en cuenta la técnica que se va a utilizar para extraer los
metabolitos como también las partes utilizadas de la planta ya que las

concentraciones de principios activos varian en cada parte de esta.
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CONCLUSIONES

El extracto acuoso liofilizado de las hojas de Brassica rapa I. (Nabo
silvestre) presenta efecto antibacteriano sobre Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922. El efecto
antibacteriano fue evidenciado en los ensayos realizados DS
(Desviacion Estandar), ANOVA y la prueba de Tukey que
demuestran la inhibiciodn del crecimiento producida por el extracto
acuoso liofilizado de Brassica rapa |. (Nabo silvestre) sobre el
crecimiento de estas bacterias.

El extracto acuoso liofilizado de las hojas de Brassica rapa |I. (Nabo
silvestre) tiene efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus
ATCC 25923. Con un halo de inhibicion de 30 mm a las 24 horas a
una concentracion de 100 mg/ml presentando mayor porcentaje de
inhibicion con respecto a la inhibicion producida por el control
positivo (Gentamicina) tal como lo demuestran los ensayos de DS
(Desviacion Estandar), ANOVA y la prueba de Tukey.

El extracto acuoso liofilizado de las hojas de Brassica rapa I. (Nabo
silvestre) tiene efecto antibacteriano sobre Escherichia coli ATCC
25922. Con un halo de inhibicion de 14 mm a las 24 horas a una
concentracion de 100 mg/ml presentando menor porcentaje de
inhibicion con respecto a la inhibicion producida por el control
positivo (Gentamicina) tal como lo demuestran los ensayos de DS

(Desviacion Estandar), ANOVA y la prueba de Tukey.
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L)

L)

RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar con estudios de efecto antibacteriano de
plantas medicinales de uso popular como es el nabo silvestre y
comparar con las diferentes variedades de Brassicaceas.

Se recomienda posteriores estudios con otras bacterias de la linea de
Gram positivas sobre todo en la especie de estafilococos, para poder
determinar el porcentaje de efectividad de esta especie.

Realizar estudios de sus principales compuestos quimicos que
determinan su efectividad antibacteriana.

Realizar estudios con el aceite esencial de la planta entera de
Brassica rapa |. (Nabo silvestre).
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ANEXOS

GRAFICO N° 6: MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO DE TESIS:” EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL EXTRACTO ACUOSO LIOFILIZADO DE Brassica rapa |. (Nabo
silvestre) SOBRE CEPAS DE Staphylococcus aureus y Escherichia coli”

PRESENTADO POR: RAMOS QUISPE, RUTH

PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS TIPO Y NIVEL DE METODO Y DISENO VARIABLES POBLACION Y
GENERAL GENERAL GENERAL INVESTIGACION DE INVESTIGACION MUESTRA

¢Tendra efecto | Determinar la actividad | EI  extracto  acuoso | Tipo de | Método de | Variable Variable
antibacteriano in vitro el | antibacteriana in vitro del | liofilizado obtenido de investigacion: investigacion: Independiente (Y) Independiente (Y)
extracto acuoso | extracto acuoso | las hojas de Brassica Aplicativa
liofilizado de las hojas de | liofilizado de las hojas de | rapa |. (Nabo silvestre) . : . L . L
Brassica rapa |. (Nabo | Brassica rapa |. (Nabo | presenta efecto Nivel de Es Analitico e Inductivo. eYX.tra(g(c))ncentracmn del ;(.tra(ggncentracmn del
silvestre) sobre cepas | silvestre) sobre el | antibacteriano in vitro investigacion: El método estandarizado ) '
ATCC  Staphylococcus | crecimiento de las cepas | sobre cepas ATCC de ’ de difusion en disco . . . .
aureus y Escherichia | ATCC de | Staphylococcus aureusy o descrito or ol Indicadores: Indicadores:
coli? Staphylococcus aureus 'y | Escherichia coli. Expllcatlyo. Porque laboratorio In?emacional

Escherichia coli. busca explicar el efecto | /" o (National | YA: ~ Cantidad  del | Y1:  Cantidad  del
Problemas Hipotesis antibacteriano del | - ommittee For Clinical | €xtracto disuelto. extracto disuelto.
Especificos Objetivos Especificas ﬁgﬁﬁi&féso de las hip:sozg Laboratory Standars

Especificos Brassica rapa | ’(Nabo NCCLS) Y2: Cantidad del agua | Y2: Cantidad del agua
P.E.1: ¢Tendra efecto H.E.1: El extracto silvestre) sobre' cepas disuelta (ml). disuelta (ml).
antibacteriano in vitro el | Q.E.1: Determinar la | acuoso liofilizado de | ATCC de | Disefio de
extracto acuoso | medida del halos de | hojas de Brassica rapa I. | Staphylococcus aureus y | investigacion: Variable Variable
liofilizado de las hojas de | inhibicion del | (Nabo silvestre), | Escherichia coli. Dependiente (X): Dependiente (X):
Brassica rapa |. (Nabo | crecimiento bacteriano | presenta un halo Experimental
silvestre) sobre cepas | sobre cepas ATCC de | inhibicion del
ATCC  Staphylococcus | Staphylococcus aureus. | crecimiento  bacteriano

aureus?

P.E.2: ¢Tendra efecto
antibacteriano in vitro el
extracto acuoso
liofilizado de las hojas de
Brassica rapa |. (Nabo
silvestre) sobre cepas
ATCC de Escherichia
coli?

Q.E.2: Determinar la

medida del halos de
inhibicién del
crecimiento  bacteriano

sobre cepas ATCC de
Escherichia coli.

sobre cepas ATCC de
Staphylococcus aureus.

H.E.2: El extracto
acuoso liofilizado de
hojas de Brassica rapa |.
(Nabo silvestre),
presenta un halo
inhibicién del
crecimiento  bacteriano

sobre cepas ATCC de
Escherichia coli.

X: Actividad
antibidtica.

Indicadores:

X1: Diametro del halo
(mm).

X: Actividad
antibidtica.

Indicadores:

X1: Diametro del halo
(mm).

Fuente: Elaboracion propia
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Gréafico N° 7 : Prueba de ANOVA del Staphylococcus aureus
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Fuente: Elaboracion propia
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Gréafico N° 8: Prueba de Tukey del efecto antibacteriano del extracto
acuoso Liofilizado de Brassica rapa |. (Nabo silvestre) a diferentes
concentraciones sobre Staphylococcus aureus.

95% family-wise confidence level

e - ___l_

Differences in mean levels of categ

Fuente: Elaboracion propia

83



Gréafico N° 9: Prueba de ANOVA de Escherichia coli

diametro({coli}

Cc

concentracion (nabo)

Fuente: Elaboracion propia
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Gréafico N° 10 : Prueba de Tukey del efecto antibacteriano del
extracto acuoso Liofilizado de Brassica rapa |I. (Nabo silvestre) a
diferentes concentraciones sobre Escherichia coli.

95Y%, family-wise confidence level

o -4 ___l_

Differences in mean levels of categ

Fuente: Elaboracion propia
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Grafico N° 11: Imagenes de planta en estudio Brassicarapal. (Nabo
silvestre), recolectada en el Distrito de Chiguata - Arequipa.

Fuente: Elaboracion propia

Grafico N° 12: Proceso de desengrasado de la planta

Fuente: Elaboracion propia
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Grafico N° 13: Se observa las corridas de cromatografia de capa fina.

Fuente: Elaboracion propia

Grafico N° 14: Liofilizacion de la muestra.

Fuente: Elaboracién propia

87



Grafico N° 15: Autoclave utilizada para esterilizacion del material.

Fuente: Elaboracion propia

Grafico N° 16: Placas sembradas con bacterias y colocadas con sus
respectivos discos.

Fuente: Elaboracién propia
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Grafico N° 17: Lectura de inhibicién del extracto acuoso liofilizado
Brassica rapal. sobre Staphylococcus aureus.

Fuente: Elaboracion propia

Grafico N° 18: Lectura de inhibicion del extracto acuoso liofilizado
Brassica rapal. sobre Staphylococcus aureus.

Fuente: Elaboracién propia
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Grafico N° 19: Lectura de inhibicién del extracto acuoso liofilizado
Brassica rapal. sobre Staphylococcus aureus.

Fuente: Elaboracion propia

Grafico N° 20: Lectura de inhibicién de los halos a las diferentes
concentraciones con el control positivo y negativo

Fuente: Elaboracién propia
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Grafico N° 21: Lectura de inhibicién del extracto acuoso liofilizado
Brassica rapal. sobre Escherichia coli.

100 mg [ml

Fuente: Elaboracion propia

Grafico N° 22: Lectura de inhibicién del extracto acuoso liofilizado
Brassica rapal. sobre Escherichia coli.

SOmg/ml

Fuente: Elaboracion propia
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Grafico N° 23: Lectura de inhibicién del extracto acuoso liofilizado
Brassica rapal. sobre Escherichia coli.

'250‘\3/“\)

Fuente: Elaboracion propia
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA)

“ARO DE LA INVERSION PARA EL DESARROLLO RURAL Y SEGURIDAD ALIMENTARIA"

CONSTANCIA N2 025-2015-HUSA

El Director del Herborivm Areguipense [HUSA} de la Universidad Nacional de San Agustin de
Areguipa.

HACE CONSTAR.

Que en el Laboratario de Botinica so ha logrado determinar dos muestras frescas de plantas
traidas , 1). & la Locabdad de Chigusta- 2} dol mercedo San Camilo para & estudio  de
Idontificacidn Bioldgica v Tipificacion para 1 epcucion de nvestigadidn  ejecutado por  RUTH
RAMOS QUEPE de 13 Facultad de Farmaca y Bioguimica dke %3 Universidad Alas Peruaras .

Los resultados de dicha identificacion y tigeficacan COMespPonds a-

DIVISION - MAGNOLIOPHYTA

CLASE: MAGNOLIOPSIDA,

SUBCLASE: DILLENNDAE

ORDEN: Capparales

FANILLA: Brassicaceac

GENERO: Brassica

ESPECIE: Srassico ropo subsp campestss (1 | Clapham

Se expide 13 presemte  constancla a3 solicitud de & Interesada para los fines que «» estime
conveniente,
Q Arequipa 4 de Nowviembre del 2015,
/’f//’: ”

W Marifio Herrera
OIRECTDR

Herbanium Aregwipense |HUSA)

ANnide Dareed Alodes Camide 4/n cercado
Takifona: (054 237755 / QBL248574
Apurtedio Pastal 0028

ARSCLIPA - PERLD
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UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS @

LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

Ut G Joud S Ghwamoin CAMP LG LSV EITEAMO 2045 8 * B0 N 000 ANCAD 1 e
I ot SOy GO o e WO S canabuge T Acson S0

LRt

El que suscribe, Jefe del Laboratorio de Ensayo y Control de
Calidad de la U.C S M.

CERTIFICA

Que la elaboracion del desengrasado del material vegetal, fue
realizado en nuestro laboratorio, para el trabajo de tesis titulado:

"EFECTO ANTIBIOTICO IN VITRO DEL EXTRACTO ACUOSO
DE LAS HOJAS DE Brassica rappa L. (Nabo silvestre) SOBRE
CEPAS DE E.coliy S. aureus'

Lo cual, fue solicitado por la Bach. Ruth Ramos Quispe.

Se expide el presente certificado a solicitud de la interesada para
los fines que estime por conveniente.

Arequipa, 12 de enero de 2016

GO ¥
/ o‘},’:’,x " Ao.‘;

X *’.;.J
v S 2
. Abril Ramir, - ) -t-.
ik Ram M P

DE LABORATORID LEcr
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UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS

LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

e Sean Josd S/N Umaclls CAMPLIS UNMERSITARIO H.2047208 8 + 51 54 251210 ANEXD 1168
o aboraipnodeensayndiucsm edu pa " hitpdfewwucsmedupe T Apidn, 1350
AREQLUIPA « PERU

INFORME DE ENSAYQ
N° DE INFORME: ANA19A16.002068

Nombre del Cliente : RUTH RAMOS QUISPE

Direccion del Cliente : CONGATA SECTOR 2 LOTE & MZ B UCHUMAYOQ
RUC : NO CORRESPONDE

Condicion del Muestreado : POR EL CLIENTE

Descripcion + NABO SILVESTRE Brassica rapa L.

Tamafio de muestra 180

Fecha de Recepcidn + 19/01/2016

Fecha de Inicio del Ensayo : 19012016
Fecha de Emision de Informe  : 26/01/2016

Pagina :1de5

. ANALISIS FISICO - QUIMICO:

ANALISIS RESULTADO
S determind
Presencia de : Taninos, sesquiterpenlactonas,
Dﬂﬂmini!ﬂlﬁl} de Metabolitos Secundarios flavonoides, saponinas terpencidales, Mono
Metodologia fhin layer chromatography (TLC) i, A
Ausencla de: alcalpides

Q.Eﬁ'.’lmrdu Abrl Ramirez

CQFDA 00524
JEPE DE LABORATORIO LECC .%?
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UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS

LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

Urb. San José SIN Umacollo CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 ® + 51 54 382038 ANEXO 1166
lab @ucsm.edu.pe P hitp:/awww.ucsm.edu.pe &0 Aptdo. 1350
AREQUIPA PERU

INFORME DE ENSAYO
N° DE INFORME: ANA19A16.002068

Nombre del Cliente : RUTH RAMOS QUISPE
Direccion del Cliente : CONGATA SECTOR 2 LOTE 8 MZ B UCHUMAYO
RUC : NO CORRESPONDE
Condicion del Muestreado : POREL CLIENTE
Descripcion : NABO SILVESTRE Brassica rapa L.
Tamano de muestra :180¢g
Fecha de Recepcion : 19/01/2016
Fecha de Inicio del Ensayo : 19/01/2016
Fecha de Emisién de Informe  : 26/01/2016
Pagina :2deb5

«0%= SAum ,,’1\5 S,

O
C‘lf <
9(
bb
or

s:oﬁ‘nqé?
S
LD
vioyendt
H,’i‘.’)lf\ *

&
Yo

DETERMINACION GENERAL DE METABOLITOS SECUNDARIOS: TLC
Fase Movil: Acetato de etilo: metanol: agua 80:15:5
Revelador: Vainillina (1%) Acido Sulftrico (5%)
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UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS

LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

Urb. San José S/N Umacollo CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 ® + 51 54 362038 ANEXO 1166
[=] laboratoriodeensayo@ucsm.edu.pe (§ hitp:/iwww.ucsm.edupe &0 Aptdo. 1350
AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO
N° DE INFORME: ANA19A16.002068

=]

‘Nombre del Cliente "RUTH RAMOS QUISPE

Direccién del Cliente : CONGATA SECTOR 2 LOTE 8 MZ B UCHUMAYO
RUC : NO CORRESPONDE

Condicion del Muestreado : POR EL CLIENTE

Descripcion : NABO SILVESTRE Brassica rapa L.

Tamaio de muestra :1580¢g

Fecha de Recepcion : 19/01/2016

Fecha de Inicio del Ensayo : 19/01/2016

Fecha de Emisidn de Informe  : 26/01/2016

Pagina :3deb

s,
% T §5
DETERMINACION DE ALCALOIDES: TLC ',)%d F Sié\
Fase Mévil: Acetato de etilo: metanol 80 : 20 "”%“@‘8’\‘«@

Revelador: Draggendorf
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UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS

LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

Urb. San José S/N Umacollo CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 & + 51 54 382038 ANEXO 1166
laboratoriodeensayo@ucsm.edu.pe (@ hitp://iwww.ucsm.edupe €0 Aptdo. 1350
AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO
N° DE INFORME: ANA19A16.002068

Nombre del Cliente : RUTH RAMOS QUISPE

Direccidn del Cliente : CONGATA SECTOR 2 LOTE 8 MZ B UCHUMAYO
RUC : NO CORRESPONDE

Condicion del Muestreado : POR EL CLIENTE

Descripcion : NABO SILVESTRE Brassica rapa L.

Tamaiio de muestra :180¢g

Fecha de Recepcion : 19/01/2016

Fecha de Inicio del Ensayo : 19/01/2016

Fecha de Emisidn de Informe  : 26/01/2016

Pagina :5deb

\0 D&
'\OP‘ SAN T, S,
R

DETERMINACION DE TANINOS: TLC
Fase Mévil: metanol: agua 90 : 10 " angape (01
avan®

Revelador: Cloruro Férrico 1 % En Etanol

OBSERVACIONES:
- Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacidn, no se encuentra dentro del marco de la
acreditacion otorgada por INACAL —DA.

—  Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan tnicamente a las muestras ensayadas y
no deben ser utilizados como una certificacién de conformidad con normas de producto o como
certificado del sistema de calidad de la entidad que lo produce. Este documento no debe ser
reproducido, sin autorizacion escrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad
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UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA

LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

Urb. San José S/N Umacollo CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 & + 51 54 382038 ANEXO 1166
laboratoriodeensayo@ucsm.edu.pe (P hitp:/Awww.ucsm.edu.pe &0 Aptdo, 1350
AREQUIPA - PERU

FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS

INFORME DE ENSAYO
N° DE INFORME: ANA19A16.002068

Nombre del Cliente : RUTH RAMOS QUISPE
Direccién del Cliente : CONGATA SECTOR 2 LOTE 8 MZ B UCHUMAYO
RUC : NO CORRESPONDE
Condicion del Muestreado : POR EL CLIENTE
Descripcién : NABO SILVESTRE Brassica rapa L.
Tamaiio de muestra :150g
Fecha de Recepcion : 19/01/2016
Fecha de Inicio del Ensayo : 19/01/2016
Fecha de Emisidn de Informe  : 26/01/2016
Péagina t4deb

DETERMINACION DE FLAVONOIDES: TLC
Fase Movil: Acetato de etilo: metanol: agua 80:15:5
Revelador: Cloruro de Aluminio al 1 % en etanol, luz ultravioleta 365 nm

o Eas:oﬁ‘l’,q go’?
)
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ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA DE INOUSTRIAS ALUMENTARIAS

.,
UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN DE AREQUIPA f \
FACULTAD DE INGENERIA DE PROCES0S

CONSTANCIA

El que suscribe, Jefe (c) del Departamento Académico de Ingemeria de [ndustrigs
Alimentarins, Facultad de Ingenieria de Procesos, de la Universidad Nagional de San
Apusting hace constar

Que In Srma. RUTH RAMOS QUISPE. Bachillr de ls Universidad ALAS
PERUANAS, Facultad de Medscina Humana y Ciencias de la Salod, Escoela
Profesional de Farmacia y Bioquimica, ha realizado pruchas de liofilizacion de 1000
decumctoacuosochmimmpuL. (Nabo silvestre) en los |sboratorios de
nuestra Escuela Profesional de Ingenieria de Industrias Alimentarias.

Sclecxwdehpumtcoomiusolidmddclaimcmﬁdamnlosﬁnesquem
POE Conveniente

Areqquipa, 03 de Febrero del 2016
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