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RESUMEN

Un grave problema de salud publica a nivel mundial son las enfermedades
infecciosas producidas por bacterias patdgenas. La resistencia a los
antibioticos de origen sintético es mas frecuente. Por ello se buscan sustancias
antimicrobianas de origen vegetal, que no produzcan tantos efectos adversos,
como si lo producen los antibiéticos sintéticos. El objetivo del trabajo fue
determinar la actividad antibacteriana de los extractos acuoso y etandlico de
las hojas de Piper aduncum L. (matico) frente a bacterias patégenas, en la
ciudad de Ica 2013-2014. El material vegetal se obtuvo de una tienda naturista
del cercado de Ica. Se preparo el extracto acuoso por decoccién y el extracto
etandlico por maceracion con alcohol de 96°. Se realizé el screening
fitoquimico de los extractos. Los metabolitos secundarios encontrados fueron :
Taninos, compuestos fendlicos libres, flavonoides, alcaloides, triterpenos y/o

esteroides, quinonas y saponinas.

La actividad antibacteriana se realizo por el método difusién de disco en agar, a
concentraciones de 100%, 50% y 25% del extracto. A una concentracion de
25% frente a Staphylococcus aureus, mostré un halo de inhibicion de 11.5 mm.
(Resistente) y el extracto etandlico al 25% frente a Escherichia coli, presento
un halo de inhibicion de 16.1mm.(Intermedio) y la bacteria Bacillus subtilis
obtuvo un halo de inhibicion de 11.1mm.(Resistente). En cuanto a la bacteria
Pseudomonas aeruginosa, no presento halos de inhibicion en ninguno de los
dos extractos (Resistente). El porcentaje de inhibicion relativa (PIR), para el
extracto acuoso frente a Staphylococcus aureus fue de 71.87%; el PIR del
extracto etanodlico frente a Escherichia coli, fue de 89.44%, frente a Bacillus
subtilis, fue de 58.42%. La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) a una
concentracion de 250 mg/mL. para el extracto etandlico de las hojas del Piper
aduncum L. frente a Escherichia coli fue de 31.25 mg/mL. La Concentracion
Minima Bactericida (CMB) a una concentracion 250 mg/mL para el extracto
etandlico frente a Escherichia coli fue de 31.25 mg/mL.

Palabras claves : Piper aduncum L., antibacteriana, extractos, bacterias patégenas,
concentracion minima inhibitoria, concentracion minima bactericida.



ABSTRACT

A serious public health problem worldwide are infectious diseases caused by
pathogenic bacteria. Resistance to antibiotics is more common synthetic origin.
Therefore antimicrobial substances of plant origin, which do not produce many
adverse effects, if they occur as synthetic antibiotics are sought. The objective
was to determine the antibacterial activity of aqueous and ethanol extracts of
the leaves of Piper aduncum L.(matico) against pathogenic bacteria, in the city
of Ica 2013-2014. The plant material was obtained from a health food store Ica
Croft. The aqueous extract by decoction and ethanol extract by maceration with
ethanol at 96° was prepared. Phytochemical screening of the extracts was
performed. The secondary metabolites were found: tannins, free phenolic
compounds, flavonoids, alkaloids, triterpenes and / or steroids, quinones and
saponins.

The antibacterial activity was performed by disk diffusion method on agar at
concentrations of 100%, 50% and 25% of the extract. At a concentration of 25%
against Staphylococcus aureus, he showed an inhibition of 11.5mm. (Resistant)
and 25% ethanol extract against Escherichia coli, he presented an inhibition of
16.1mm. (Intermediate) and Bacillus subtilis obtained a halo of inhibition of
11.1mm. (Resistant). As to Pseudomonas aeruginosa bacteria, do not show
inhibition halos in either extracts (resistant). The percent inhibition relative (PIR)
to the aqueous extract against Staphylococcus aureus was 71.87%; PIR
ethanolic extract against Escherichia coli, was 89.44%, against Bacillus subtilis,
was 58.42%. The minimum inhibitory concentration (MIC) at a concentration of
250 mg / mL. for ethanolic extract from the leaves of Piper aduncum L. versus
Escherichia coli it was of 31.25 mg/mL. The Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) at a concentration 250 mg/ mL for the ethanol extract

against Escherichia coli was 31.25 mg/mL.

Keywords: Piper aduncum L., antibacterial, extracts, pathogenic bacteria, minimum inhibitory,

minimum bactericidal concentration.



RESUMO

Um grave problema de salude publica em todo o mundo sdo doencas
infecciosas causadas por bactérias patogénicas. A resisténcia aos antibioticos
€ de origem sintética mais comum. Portanto substéncias antimicrobianas de
origem vegetal, que ndo produzem muitos efeitos adversos, caso venham a
ocorrer como antibidticos sintéticos sédo procurados. O objetivo foi determinar a
atividade antibacteriana de extratos aquosos e etanol das folhas de Piper
aduncum L. (matico) contra bactérias patogénicas, na cidade de Ica 2013-2014.
O material vegetal foi obtido a partir de uma loja de alimentos saudaveis Ica
Croft. O extracto aquoso extracto de decoccdo e etanol por maceracdo com
96° o alcool foi preparado e rastreio fitoquimicos dos extractos foi realizada. Os
metabdlitos secundarios foram encontrados: Taninos, compostos fendlicos
livres, flavondides, alcaloides, triterpenos e / ou esterdides, quinonas e

saponinas.

A actividade antibacteriana foi realizado pelo método de difusdo em agar em
disco, em concentracbes de 100%, 50% e 25% do extracto. A uma
concentracdo de 25% contra o Staphylococcus aureus, que mostrou uma
inibicdo de 11.5mm. (Resistente) e 25% de extracto de etanol contra
Escherichia coli, ele apresentou uma inibicio de 16,1 milimetros.
(Intermediario) e Bacillus subtilis obtido um halo de inibicdo de 11,1 milimetros.
(Resistente). Como a bactéria Pseudomonas aeruginosa, hdo mostram halos
de inibicdo em ambos extratos (resistentes). A percentagem de inibicao relativa
(PIR), ao extracto aquoso contra Staphylococcus aureus era 71,87%; extrato
etanodlico PIR contra Escherichia coli, foi 89,44%, contra Bacillus subtilis, foi
58,42%. A concentracao inibitéria minima (MIC) a uma concentracédo de 250
mg/mL. para extrato etandlico das folhas de Piper aduncum L. contra
Escherichia coli foi de 31.25 mg/mL. A concentracao bactericida minima (MBC),
a uma concentracdo de 250 mg/mL para o extracto de etanol contra

Escherichia coli foi de 31.25 mg/mL.

Palavras-chave: Piper aduncum L., antibacterianos, extratos, bactérias patogénicas,

Concentracéo inibitéria minima, concentracéo bactericida minima.
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INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas causadas por bacterias patdgenas
resistentes es un serio problema de salud publica a nivel mundial. Las cepas
patbgenas resistentes han surgido principalmente en los hospitales a
consecuencia de varios factores como son la prescripcion de antibiéticos, las
dosis utilizadas, el tiempo de tratamiento, el movimiento de pacientes dentro y

entre instituciones médicas, los viajes y otros factores socioeconémicos.

Los cambios y adaptaciones microbianas han generado el fendbmeno de la
resistencia a los antibidticos en cepas patdégenas bacterianas, que es un
problema de salud. Existen otros dos elementos que favorecen el surgimiento
de este fenomeno: el primero el uso inadecuado de los antibidticos y el

segundo la adaptabilidad bacteriana a los diferentes ambientes-®

Muchos de los nuevos antibiéticos sintéticos de uso clinico descubiertos en los
altimos afios presentan reducida efectividad en muchas bacterias y hongos,

ademas de serios efectos colaterales.

Es por ello que la utilizacion de sustancias naturales en el tratamiento de
diferentes enfermedades, incluidas las de etiologia infecciosa, constituye en la
actualidad un desafio en la biotecnologia y se ofrece como una alternativa,

especialmente para las que no existe un tratamiento adecuado. Pero sin duda
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el reino vegetal el que ofrece mayor variedad de sustancias potencialmente
atiles aplicables a las enfermedades humanas, en concreto a aquellas
producidas por microorganismos. Actualmente existe un gran interés en la
busqueda de sustancias antimicrobianas de origen vegetal y prueba de ello es

que diferentes Institutos a nivel mundial centran sus esfuerzos en este campo.

Muchos paises se han involucrado en la obtencion de medicamentos a partir de
las plantas medicinales. A su vez, la OMS ha estimado que el 80% de los
habitantes de los paises en via de desarrollo dependen de las plantas
medicinales para satisfacer sus necesidades de atencion primaria de salud; los
paises tercermundistas poseen los primeros lugares en estos programas de
estudio para garantizar la obtencion de preparados asequibles a toda la
poblacion. Esto abarca la erradicacion y prevencion de gran cantidad de
enfermedades mediante el uso de medicamentos alternativos obtenidos de

plantas, los cuales son de bajo costo con alta disponibilidad-@

El Pera es un pais poseedor de una gran biodiversidad y experiencia en el uso
tradicional de plantas medicinales, fuente de recursos naturales para la
investigacion y desarrollo de fitofarmacos.

Piper aduncum L. llamado popularmente matico, hierba del soldado, achotlin
o cordoncillo, es un arbol perenne de la familia de la pimienta (piperacea).
Crece silvestre en costas y selvas de Centroamérica y Suramérica y en los

valles interandinos hasta los 3.000 msnm.

Esta planta contiene numerosos compuestos quimicos, como flavonoides,

alcaloides, monoterpenos, triterpenos, saponinas, safrol y fenoles.

La medicina tradicional le atribuye propiedades variadas. Las hojas en
decoccion se usan como cicatrizante en el tratamiento de hemorragias, en
lavados antisépticos sobre heridas y en infusién para evacuar calculos biliares,
para aliviar o curar enfermedades del tracto respiratorio (antiinflamatorio,

expectorante y antitusigeno), en dolencias gastrointestinales ("empacho”,
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diarreas agudas o cronicas) y topicamente en infusién de las hojas para hacer
géargaras.

Es usada como emoliente y protector de la piel comercializado en forma de
jabon antiséptico. Algunos estudios de laboratorio han confirmado sus
propiedades cicatrizantes, antiinflamatorias y antisépticas e inhibidor de
bacterias como Staphylococcus aureus y Escherichia coli y los hongos
Cryptococcus neoformans y Trichophyton mentagrophyte.®

Esta investigacion tuvo como objetivo: determinar la actividad antibacteriana de
los extractos acuoso y etandlico de las hojas de Piper aduncum L. (Matico),

frente a bacterias patdgenas, en la Ciudad de Ica-2013-2014.

La autora.
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CAPITULO |

PLANTEAMIENTO METODOLOGICO

1.1. DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA

Uno de los temas mas preocupantes para la comunidad cientifica es la
resistencia de las cepas bacterianas, a uno o mas antibacterianos lo que
constituye un problema de salud puablica a nivel mundial. Segun informe
de la OMS en afio 2014 sobre la vigilancia mundial de la resistencia a los
antimicrobianos se puso de manifiesto que, en el caso de los antibioticos,
esta cuestion ha dejado de ser una posible preocupaciéon futura para
convertirse en un problema real que afecta al &mbito extrahospitalario y a
hospitales de todo el mundo y complica en gran medida nuestra
capacidad para tratar infecciones comunes. Sin una accion urgente y
coordinada, el mundo se dirige hacia una era postantibiéticos en la que
infecciones corrientes y lesiones menores que hemos tratado

satisfactoriamente durante décadas pueden volver a resultar mortales. @
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Con frecuencia, las infecciones causadas por microorganismos
resistentes no responden al tratamiento ordinario, lo que da lugar a una
enfermedad prolongada y a mayor riesgo de defuncién. La tasa de
mortalidad de pacientes con infecciones graves tratados en hospitales
duplica, aproximadamente, la tasa de pacientes con infecciones
provocadas por bacterias no resistentes.

No obstante, las medidas preventivas como el mejoramiento en la
prescripcidn y uso de los antibidticos, el manejo de los mismos en
ambientes hospitalarios, entre otras; las bacterias cada vez se hacen mas
resistentes a estos , creando asi, la urgente necesidad de buscar nuevas
alternativas terapéuticas para el manejo de cepas bacterianas resistentes
a multiples antibidticos.

En respuesta a la necesidad de conseguir alternativas eficaces para el
control de las infecciones bacterianas, se ha recurrido a la utilizacion de
plantas medicinales, que contindan siendo una valiosa fuente de
sustancias bioactivas con propiedades antibacterianas.

La especie Piper aduncum L, cuyo nombre comun es matico, es conocida
desde la época preincaica y aplicada medicinalmente como hemostatico y
antiinflamatorio. Descrita como una planta “de hojas grandes, tamano
regular y olor aromatico”.

Sus principales propiedades terapéuticas atribuidas por la medicina
tradicional son: hemostéatico, antiinflamatorio, antiséptico, vulnerario,
antiséptico genitourinario, también como expectorante y antidisentérico .®
En nuestro pais, no se reportan estudios sobre actividad antibacteriana
del Piper aduncum L. la presente investigacion tiene por finalidad
determinar la actividad antibacteriana de los extractos acuoso y etandlico

de las hojas frente a bacterias patdgenas.

Se han realizado estudios farmacoldgicos y microbiologicos de la especie.
Investigaciones de la UNMSM probaron el tratamiento micronizado
utiizando de hojas de matico administradas en forma de capsulas

(300mg) durante 15 dias para ulcera duodenal y 28 dias para Ulcera

15



1.2.

gastrica. Los resultados indican que en dosis de 900mg c/8 horas
cicatrizaron con 2 y 4 semanas de tratamiento respectivamente.

En un ensayo farmacoldgico “in vivo”, con grupo problema y control, en
conejos se determind que los extractos acuoso y crudo a dosis de
250mg/kg pueden ser utilizados para detener la sangria normal.

Estudios realizados han demostrado la eficiencia como fungicida frente al
hongo Crinipellis perniciosa, responsable por el ataque, conocido como
“vassoura-de-bruxa”, cuando se utiliza en concentracién de 50 a 100 ppm

inhibe el 100% del crecimiento.

La actividad insecticida y larvicida contra insectos fitéfagos de mosquitos
transmisores del dengue y malaria, fue demostrada en los ensayos con el
aceite esencial cuyos resultados indican que en bajas concentraciones es

capaz de eliminarlos totalmente.®

DELIMITACION DE LA INVESTIGACION.

1.2.1. DELIMITACION ESPACIAL:

Las hojas Piper aduncum L. (matico) proveniente del distrito de
Mazamari, provincia de Satipo, departamento de Junin y es
comercializada en tiendas naturistas del cercado de Ica, se analizaron en
el Laboratorio de Farmacobotanica - Farmacognosia de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica, mientras que los ensayos microbiol6gicos se
desarrollaron en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Ciencias Biologicas, de la Universidad Nacional “San Luis Gonzaga de

”

Ica”.

1.2.2. DELIMITACION SOCIAL:

Los usos tradicionales de la especie Piper aduncum L.(matico),por parte
de la poblacion es bajo la forma de infusion o cocimiento de las hojas, el
objetivo de este estudio y corroborar sus usos tradicionales sobre todo
para enfermedades causadas por bacterias patégenas.

Esto Beneficiaria a personas de situacion econdmica mediana y baja, que

no cuentan con recursos economicos; teniendo en cuenta que los
16



1.3.

antibiéticos son costosos y muchos de ellos producen reacciones
adversas indeseables.

1.2.3. DELIMITACION TEMPORAL:
La investigacion se realizd en el mes Mayo del 2013 hasta Noviembre del
2014.

1.2.4. DELIMITACION CONCEPTUAL:

El marco tedrico esta referido a Piper aduncum L. (matico), especie que
tiene muchas propiedades terapéuticas, entre las mas resaltante es la
actividad cicatrizante y como vulnerario . La parte utilizada son las hojas
de las cuales se obtuvo los extractos acuoso y etandlico y se determiné
la actividad antibacteriana frente a bacterias patdégenas causantes de

enfermedades comunes.

PROBLEMAS DE INVESTIGACION:

1.3.1. PROBLEMA PRINCIPAL.:
¢Tendran actividad antibacteriana los extractos acuoso y
etandlico de las hojas de Piper aduncum L. (Matico) frente a

bacterias patégenas en la ciudad de Ica 2013-20147?

1.3.2. PROBLEMAS SECUNDARIOS:

e (Cudl de los extractos presentardA una mayor actividad
antibacteriana frente a bacterias patdgenas en la ciudad de
Ica 2013-2014 ?

e (Cudl sera la concentracibn minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion minimabactericida (CMB) de los extractos en
estudio?

e ;Qué porcentaje de inhibiciéon relativa (PIR) presentaran las
concentraciones significativas?

e (Cuales son los metabolitos secundarios que estaran
presentes en los extractos?

17



1.4. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION:

1.4.1. OBJETIVO GENERAL:
e Determinar la actividad antibacteriana de los extractos acuoso
y etandlico de las hojas de Piper aduncum L. (Matico) frente a

bacterias patégenas en la ciudad de Ica, 2013-2014.

1.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Determinar que extracto presentard una mayor actividad
antibacteriana frente a bacterias patégenas en la ciudad de
Ica, 2013-2014.

e Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) vy
concentracion minima bactericida (CMB) de los extractos del
estudio.

e Determinar el porcentaje de Inhibicién relativa (PIR) de las
concentraciones significativas.

e Identificar los metabolitos secundarios presentes en los

extractos.

1.5. HIPOTESIS Y VARIABLES DE LA INVESTIGACION:

1.5.1 HIPOTESIS GENERAL :

e Los extractos acuoso y etandlico de las hojas de Piper aduncum
L.(matico) presentarian actividad antibacteriana significativa frente

a bacterias patdégenas en la ciudad de Ica, 2013-2014.

1.5.2. HIPOTESIS SECUNDARIAS :

a) El extracto acuoso o etandlico de las hojas de Piper aduncum L.
presentarian una mayor actividad antibacteriana frente a bacterias
patogenas.

b) Presentarian concentracion minima inhibitoria (CMI) vy

concentracion minima bactericida (CMB), los extractos en estudio.
18



c) Presentarian porcentaje de inhibicion relativa (PIR), las

concentraciones significativas.

d) Serian los metabolitos secundarios presentes en los extractos de
las hojas de Piper aduncum L. (Matico), los que le confieren la

actividad antibacteriana.

1.5.3. VARIABLES (DEFINICION CONCEPTUAL Y OPERACIONAL)

Variable Independiente “X”: Extracto acuoso y etandlico de
las hojas de Piper aduncum L.
(Matico).

Variable Dependiente “Y”: Actividad antibacteriana frente a
Bacterias patégenas en la
ciudad de Ica, 2013-2014.

19



DEFINICION CONCEPTUAL Y OPERACIONAL

Indicadores
. Definicion . .
Variables Dimensiones S .
conceptual Definicion operacional
Variable Extractos que | e Identificacion Caracteres organolépticos

Independiente “X” se emplean en botanica. (forma, color, tamano).
Extracto acuoso vy | la medicina
etandlico de las | tradicional para | ¢ Obtencidn de | g/mL extracto
hojas de Piper | curar extractos: acuoso Yy
aduncum L. afecciones. etandlico.
« Screening fitoquimico | Reacciones de coloracion
y/o precipitacion.
Variable Capacidad de Método de Difusion | Unidad de medicion :

Dependiente “Y”:
Actividad
antibacteriana
frente a bacterias
patégenas en la
ciudad de Ica,
2013-2014.

matar o inhibir el
crecimiento de
bacterias
patégenas,
causantes de

infecciones.

en Agar.

Porcentaje de
Inhibicion  Relativa
(PIR).

Método de Dilucion
en Caldo. : CMI y
CMB.

mm.

Unidad de medida:%

Unidad de medicion :

mg /mL.:

1.6. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

1.6.1. TIPO Y NIVEL DE INVESTIGACION:

A) TIPO DE INVESTIGACION

Experimental
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Experimental.- En este tipo de investigacion los tratamientos de la
variable independiente han sido manipulada por el investigador, por

lo que se tiene el mayor control y evidencia de la causa efecto.

Es experimental porque se realiz6 comparaciones de la variable

dependiente entre los grupos experimentales y de control-¢8

B) NIVEL DE INVESTIGACION:

Experimental

Experimental.- es experimental, porque consiste en la manipulacion
de una (0 mas) variable experimental no comprobada, en
condiciones rigurosamente controladas, con el fin de describir de
qué modo o porqué causa se produce una situacion o
acontecimiento particular. EI experimento provocado por el
investigador , le permite introducir determinadas variables de estudio
manipuladas por él, para controlar el aumento o disminucion de esas

variables y su efecto en las conductas observadas-8

1.6.2. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION :
a) METODO DE INVESTIGACION

Método Cientifico

Método Cientifico.- es cientifico porque desea entender uno
fenbmeno aun no explicado, o bien para desarrollar , mas de un
determinado proceso, realiza experiencias con el fenomeno
estudiado, variando de una en una las variables que intervienen

hasta inducir una Ley que las relaciona.

Este método nos induce al descubrimiento de una teoria por medio

de las experiencias.
b) DISENO DE INVESTIGACION

Experimental
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Experimental.- Porque se va intervenir en la unidad de estudio
que son las cepas bacterianas patdégenas por el grado de inhibicién
a diversas concentraciones del extracto acuoso y etandlico de

Piper aduncum L. (Matico). @
GE =01 X 02
Donde :
GE : Grupo experimental.
O1 : Preprueba o medicién previa al tratamiento experimental.
02 : Posprueba o medicién posterior al tratamiento experimental.

X : Manipulacion variable independiente.

1.6.3. POBLACION Y MUESTRA DE LA INVESTIGACION :
A) POBLACION:

Constituida por la especie vegetal Piper aduncum L.(matico),
proveniente del distrito de Mazamari, provincia de Satipo,
departamento de Junin, y comercializada en tiendas naturistas del
cercado de la Ciudad de Ica.

La poblacién bacteriana utilizada fueron las cepas patdgenas :
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa.

B) MUESTRA:
La muestra fue constituida por las hojas de la especie vegetal
Piper aduncum L. (matico) porcedente del distrito de Mazamari,
provincia de Satipo, departamento de Junin. Las hojas fueron
adquiridas en una sola tienda naturista de la Ciudad de Ica,
escogida al azahar. La muestra fue obtenida en el mes de

Noviembre del 2013.
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1.6.4. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS
a) TECNICA DE LABORATORIO:
Técnica : Observacion laboratorial

Materiales y equipos de Laboratorio :

Material bioldgico :

¢ Hojas de Piper aduncum L. (Matico).
e Cepas bacterianas: Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli.

Equipos y materiales de laboratorio:

Incubadora 36°C

e Campana bacteriolégica de flujo laminar
e Campana extractora

e Refrigerador 4°C

e Autoclave

e Horno

e Estufa

e Rotavapor

e Balanza analitica

e Matraz Erlenmeyer, 500 y 1000 mL.
e Embudos de vidrio

e Baguetas

e Tubos de ensayo 15 x20mm

e Gradillas para tubos de ensayo
23



e Pipetasde 1.5 mL.

e Placas Petri

e Probeta de 100 mL.

e Vaso de precipitacion, 250 y 500 mL.
e Balones de 1000 mL.

e Luna de reloj

¢ Viales con tapa

e Frascos estériles de color ambar
e Espatula

e Propipetas

e Pinzas de metal sin dientes

e Mecheros

e Asa de KolKe

e Espatula de Drigaslky

Reactivos y medios de cultivo :

¢ Reactivo de Mayer

¢ Reactivo de Dragendorff

e Reactivo de Wagner

e Reactivo de Liebermann-burchard
e Acido clorhidrico Q.P.

e Acido sulfarico Q.P.

e Diclorometano

e Hidroxido de sodio 5%
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e Cloruro férrico 5%

e Gelatina 1%

e Etanol de 96°

e Agua destilada

e Limaduras de magnesio
e Anhidrido acético

e Solucion salida estéril
e Agar Mac Conkey

e Agar Mueller-Hinton
e Agar nutritivo

e Agar TSA

e Agar Cetrimide

e Caldo nutritivo.

Otros materiales :

e Papel de filtro

e Papel de aluminio

e Discos de cloranfenicol 30 ug
o Papel kraff

o Guantes

e Mascarillas

e Hisopos estériles

e Algoddn

e Pabilo
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% Tratamiento del material vegetal:
Obtencion .- Se adquiri6 1 kg. de hojas de matico, en una tienda
naturista de la ciudad de Ica, que fue escogida al azar.
Seleccidn.- Se procedid a seleccionar las hojas y se separaron las
gue no presentaban buen aspecto y las que se encontraban en mal
estado se desecharon.
Limpieza.- Se realiz6 la limpieza con ayuda de agua potable y
después con agua destilada.
Desecacion.- El desecado, se realizd bajo sombra por una semana y
después se llevo a la estufa a 40°C, por una hora.
Molienda.- Posteriormente se llevé a la molienda, con la ayuda de un
mortero.
Almacenamiento.- La muestra vegetal una vez molida se almacené
en unfrasco de color &mbar con tapa debidamente rotulado, indicando

la fecha de almacenamiento™ . Segun fluxograma N°1.
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Flujograma N°1 : Tratamiento del material vegetal

Fuente: La autora

+ Clasificacién taxondmica.- La muestra vegetal una vez adquirida
fue llevada al Museo de Historia Natural de la Universidad de
Nacional de “San Marcos”, Lima-Perq, para realizarle su clasificacion

taxondémica.(ver anexo Nro.19).
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% Screening fitoquimico: Se realiz0 al extracto acuoso y etandlico para
poder identificar los metabolitos secundarios presentes, para ello se
emplearon reacciones de coloracion y/o precipitacion 9

Extracto acuoso.- Se peso 10 g. de hojas secas y se coloc6 en un

matraz erlenmeyer, se le afiadié 90 mL., de agua destilada, se agita y
se lleva a ebullicién a bafio maria por 30 minutos. Luego se filtra y
lleva a concentrar unos 30 minutos, se procedi6 a realizar el screening
fitoquimico:

Determinacion de Alcaloides.- Para determinar la presencia de
alcaloides, se utilizaron tres reactivos diferentes : Dragendorff, Mayer,
y Wagner.

Dragendorff.- A 1 mL. de extracto acuoso se le afiadiéo 1 mL. de HCI
al 1% y 3 gotas de reactivo de Dragendorff. La reaccion es positiva si
se observa un precipitado de color anaranjado.

Mayer .- A 1 mL. de extracto acuoso se le afiadié 1 mL. de HCI al
1% y 3 gotas del reactivo. La reaccién es positiva si se observa un
precipitado de color blanco.

Wagner.- A 1 mL. de extracto acuoso se le afiadi6 1 mL. de HCI al
1% y 3 gotas de reactivo de Wagner. La reaccion es positiva si se
observa un precipitado de color marrén.

Determinacion de Saponinas.- Para esta identificacion se empleé la
Prueba de espuma. Se mide 1 mL. del extracto acuoso y se le afiadio
2 mL. de agua destilada, se agita vigorosamente por 1 minuto. Dejar
en reposo por 15 minutos, si persiste la espuma la prueba es positiva.
Determinacion de Flavonoides.- Para la identificacion de
flavonoides se empled la reaccion de Shinoda. Se midi6 1 mL. de
extracto acuoso y se le afiadié 1 mL. de HCI Q.P. y 03 limaduras de
magnesio La reaccion es positiva si después de 15 minutos se
observa un color rojo o anaranjado.

Determinacion de Compuestos fendlicos .-Para identificar a los

compuestos fenolicos se usa la prueba de Cloruro férrico, se emplet6 1
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mL. de extracto acuoso y se le afiadié 3 gotas de FeCls al 5%. La

reaccion es positiva si se observa una coloracién azul o verde oscuro.

Determinacion de Taninos.- Para identificar a los taninos, se emple6

la reaccion de la Gelatina, se midié 1 mL. de extracto acuoso y se le

afadi6 1 mL. de gelatina al 1%. La reaccion es positiva si observa

turbidez u opalescencia.

Flujograma N° 2: Screening fitoquimico del extracto acuoso

de Piper aduncum L.

10 g de Ms + 90 mL
de agua destilada

Decoccion
Pruebas de Filtrar en caliente y
identificacion concentrar a mitad
TANINOS GRUPOS FENOLICOS FLAVONOIDES
LIBRES
Sol. De Shinoda
Gelatina FeClz 5%
ALCALOIDES
e Dragendorff SAPONINAS
* Mayer Prueba de
» Wagner espuma

Fuente: La autora.
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Extracto etandlico.- Se pesé 10 g. de hojas secas y se humect6 con

etanol, luego se colocd en un frasco de vidrio de color &mbar y se
afiadié 90 mL. de etanol de 96°, se dej6 macerar por 7 dias, se tapo
herméticamente y se agito tres veces al dia. Luego se filtré y se llevd
a concentrar por 30 minutos, y se realizo el screening fitoquimico.®
Determinacion de Taninos.- Para identificar a los taninos, se empled
la reaccion de la Gelatina, se tom6 1 mL de extracto etandlico y se
agrego 1 mL. de solucion de gelatina al 1%. La reaccion es positiva si
aparece turbidez u opalescencia.

Determinacion de Compuestos fendlicos.- Para identificar a los
compuestos fenolicos, se empleé la prueba de Cloruro férrico, se
tomd 1 mL del extracto acuoso y se afiadié 3 gotas de cloruro férrico
al 5%. Para la determinacién de grupos fendlicos libres, la reaccion es
positiva si aparece un color intenso azul, negro o verde.
Determinacion de Triterpenos y/o esteroides.- Para identificar a los
triterpenos y/o esteroides, se emplea la Reaccion de Lieberman-
Burchard. Se Tomé 1 mL. del extracto etandlico y se llevd a
sequedad, se redisuelve con 1 mL. de diclorometano y se le afiadi6 1
mL. de anhidrido acéticoy 1 gota de acido sulfarico concentrado por
las paredes del tubo de ensayo.

Para la determinaciéon de triterpenoides y/o esteroides, la reaccion
es positiva si aparece un color azul, verde o naranja.

Determinacion de Quinonas .- Para identificar a las quinonas se
emplea la Reaccién de Borntrager. Se tomé 1 mL. del extracto
etandlico se lleva a sequedad en Bafio maria y después se redisolvio
con diclorometano y se agitd suavemente con 5 mL de NaOH al 5% y
se observa el color de la fase acuosa.

Para la determinacion de quinonas, la reaccion es positiva si se
observa una coloracién roja.

Determinacion de Alcaloides .- Para determinar la presencia de
alcaloides, se emplearon tres reactivos diferentes : Dragendorff,

Mayer y Wagner.
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Dragendorff.- A 1 mL. de extracto etandlico se le afiadi6 1 mL. de
HCl al 1% y 3 gotas de reactivo de Dragendorff. La reaccion es
positiva si se observa un precipitado de color anaranjado.

Mayer .- A 1 mL. de extracto etandlico se le afiadio 1 mL. de HCI al
1% y 3 gotas del reactivo. La reaccion es positiva si se observa un
precipitado de color blanco.

Wagner.- A 1 mL. de extracto etandlico se le afiadié 1 mL. de HCI al
1% y 3 gotas de reactivo de Wagner. La reaccién es positiva si se
observa un precipitado de color marroén.

Determinacion de Flavonoides.- Para la identificacion de
flavonoides se empled la reacciéon de Shinoda. Se mide 1 mL. de
extracto etandlico, se afiadi6 1 mL. de HCI Q.P. y 03 limaduras de
magnesio La reaccion es positiva si después de 15 minutos se
observa un color rojo, rosado o anaranjado.

Determinacion de Saponinas .- Para esta identificacion se empleo la
Prueba de espuma. Se mide 1 mL. del extracto etandlico y se le
afadié 2 mL. de agua destilada, se agita vigorosamente por 1 minuto,
Dejar en reposo por 15 minutos, si persiste la espuma la prueba es

positiva.
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Flujograma N° 3: Screening Fitoquimico del Extracto Etandlico de

Piper aduncum L.

10 g de Ms + 90 mL
de etanol de 96°

Maceracién por 7 dias.

Pruebas de Filtrar en caliente y
identificacion concentrar a mitad de
TANINOS GRUPOS FENOLICOS FLAVONOIDES
LIBRES
Sol. De Shinoda
Gelatina Sol. De FeCl3
TRITERPENOS Y/O
ALCALOIDES ESTEROIDES
e Dragendorff Lieberman-Burchard
o Mayer
e Wagner QUINONAS
SAPONINAS .
Borntrager
Prueba de
espuma

Fuente: La autora.
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< OBTENCION DE LOS EXTRACTOS PARA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA :

Extracto acuoso.- Para obtener el extracto acuoso de matico, se

empled la técnica de decoccién o cocimiento para ello se pes6 20 g
de hojas secas y molidas de matico y se le afiade 100 mL. de agua
destilada, se agita y se lleva a ebullicion a bafio maria por 30
minutos. Luego se filtra y lleva a concentrar a sequedad en
rotavapor.®

Extracto etandlico.- Para obtener el extracto etandlico se empleé la

técnica de la maceracion, Se pes6 20 g de hojas secas y se humecto
con etanol, luego se coloc6 en un frasco de vidrio de color &mbar y se
afadiéo 90 mL. de etanol de 96°, se dej6 macerar por 7 dias, se tap6
herméticamente y se agit6 tres veces al dia. Luego se filtré y se llevo

a concentrar a sequedad en el rotavapor.®

< PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO Y CEPAS :

ePreparacion del medio de cultivo Soélido.-

Todos los materiales de laboratorio (material de vidrio, fierro,
torundas, discos de papel Whatman, etc), fueron previamente
esterilizados en el horno eléctrico a 180°C por 1 hora.

Para preparar el medio de cultivo Mueller—Hinton, se suspende 39 g
de éste en 1000 mL. de agua destilada, y se calienta a ebullicion
hasta disolucion completa. Se distribuye en frascos y se esteriliza en
autoclave por 15 minutos y 15 Ib de presion (121°C).®

Se virtid el medio derretido en placas Petri estériles cubriendo la
superficie con una capa de 4 mm de grosor (15-20 mL.) y dejar que el
medio se endurezca.

ePreparacion del medio de cultivo liquido.-
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Se suspendid la cantidad requerida de cultivo (polvo en gramos por
litro de agua destilada. Luego se mezcld hasta uniformizar. Se calento
agitando frecuentemente unos minutos hasta que se disolvio y se
llevo a autoclave entre 15 a 20 minutos a 121°C 0 15 Ib de presion.
Luego se distribuyd en placas o en tubos.

e Preparacion del In6culo.-

De un cultivo puro se tomé una asada de 4 a 5 colonias que
presentaron las mismas caracteristicas morfologicas. Luego fueron
sembradas en caldo nutritivo para bacterias. Seguidamente fueron
incubados a 37 °C por 24 horas, para determinar aproximadamente la
concentracion microbiana estos caldos fueron ajustados con solucién

salina estéril a la turbidez del estdndar N° 0.5 de Mac Farland.@

<+ DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA:

e Método de Difusiéon de Disco en Agar.-

Fue empleado el método de Kirby Bauer (Difusion de Disco en Agar

Mueller-Hinton).

Las placas petri con agar Mdueller-Hinton, previamente rotuladas,
fueron sembradas con la ayuda de una torunda empapada de bacteria
tratando que la siembra sea uniforme, luego se dejo secar por un

tiempo de 10 minutos.

Seguidamente se prepararon extractos acuosos Yy etandlicos a
concentraciones de 25%( 250 mg/mL), 50%(500 mg/mL) y 100%(1000
mg/mL). Se colocaron 3 discos de papel de filtro embebidos con las
diferentes concentraciones del extracto acuoso y etandlico, el
Cloranfenicol (Control positivo) y 1 disco embebido con el control
negativo en cada placa petri, con la ayuda de una pinza la cual fue
previamente esterilizada al mechero antes de coger el siguiente disco,
los mismos que fueron ubicados de tal manera que las zonas de

inhibicidn no se entrecrucen.
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Seguidamente las placas fueron incubadas en posicion invertidas a
temperatura de 37°C por 24 horas .9

Lectura:

Se verifico los halos de inhibicion formados procediéndose a tomar las

medidas teniendo en cuenta el diametro de estos-®

Figura N° 1 : Método de Difusion en Agar del exiracto
etandlico de Piper aduncum L.

(25%) (50%) (100%) (Metodo de diluciones sucesiva)
La Pinza fue
Los Discos fueron embebidos Estos fueron ubicados terilizada |
esterilizada luego
en distintas concentraciones de de forma de cada si bg
e cada siembra
los extractos equidistante en el

sometiéndolo a

medio cultivado

flama al rojo vivo

1000 mg
' 500 mg ‘
Incubados a ‘
Control ‘ 37° C por 24
Positivo
. horas ‘
Control

Negativo 250 mg ‘ ‘

Distribucion de los Discos con ..
35 Medicion de los Halos de

Inhibicidon en unidad de

Extractos en la Placa

medida milimetro (mm).




e Método de Dilucion:

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI).- A partir del cultivo puro se

toma una asada cargada con el inGculo, se toca y limpia el aro del asa
bacteriolégica en un angulo que forme entre el caldo y el vidrio del
tubo de ensayo. Se flameo6 la boca del tubo y se vuelve a tapar
dejandolo en la gradilla previamente rotulada segun la bacteria
replicada. Se procedié a incubar a 37°C por 24 horas, cumplido el

tiempo se ajusto al estandar 0.5 de Mac Farland.

Se rotul6 10 tubos de ensayo estériles por cada tipo de extracto. A
partir del tubo N°2 hasta el tubo N°10 se le agrega 0.5 mL de Caldo
Nutritivo para bacterias.

Seguidamente se coloca 0.5 mL del extracto al 25% al tubo N° 1 y
tubo N° 2, a partir del tubo N° 2 se traspasé 0.5 mL al tubo N° 3
mezclando, y asi sucesivamente hasta el tubo N° 9; del tubo N° 9 se
coge 0.5 mL y se deseché. El tubo de ensayo N° 10 no recibio
extracto. Luego se agrega 0.5 mL. del in6culo microbiano a todos los
tubos y se incuba a 37°C por 24 horas.

Lectura.-

Para determinar si hubo o no crecimiento microbiano, se analizo
principalmente la turbidez, se elige el tubo con la menor concentracién
donde no se observd crecimiento bacteriano, los tubos que
presentaron turbidez, nos indican crecimiento bacteriano, mientras en
los tubos que no se observo turbidez, indicaron ausencia de
crecimiento bacteriano, por lo tanto susceptibilidad de los
microorganismos usados frente al extracto, la prueba se realiz6 por
triplicado.

Concentracion Minima Bactericida (CMB).-

Para determinar la concentracibn minima bactericida se procedié a

partir de la concentracion minima inhibitoria. En una placa petri

36



previamente rotulada se dividio en diez porciones en forma equitativa
y enumerada del N°1 al N°10.

Se prepar6 agar Mueller-Hinton para las bacterias. Con la ayuda del
asa bacteriologica se cogid una muestra del caldo del tubo N°1 y se
sembro por estrias en la placa en la division N°1, el asa se flamea al
rojo vivo; de la misma manera se coge una asada del tubo N° 2 y se
siembra en la division N°2 de la placa petri, se sigue asi
sucesivamente hasta la division N°10.

Concluida la siembra en la placa petri se incuba a 37°C por 24 horas.

Lectura .-

Se observa en cada una de las 10 divisiones de la placa petri si hubo
crecimiento microbiano, la fraccion con la menor concentracion del
extracto que no mostré ningln crecimiento es la concentracion

minima bactericida..12 .
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Figura N° 2 : CMI del extracto etandlico de Piper aduncum L. frente a Escherichia coli

Caldo
Nutritivo

Extracto
250 mg/mL

0.5 mL de Caldo de
tubo N° 2 al 10

Desecho
0.5 mL
0.5 mL 0.5 mL 0.5 mL 0.5 mL 0.5 mL 0.5 mL
S’ /4 /4 /4 /4 Y4 N

"h-——"h-—-ﬂ"l-——l‘c

4

_ Estandarizar _

Cultivo l 0.5 de Mac. Farlan "
Incubar a 37°C
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b) INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS .-
Instrumento : Ficha de registro
El trabajo de investigacion utilizd un instrumento de recoleccion de
datos (ficha de registro) que fue llenado por la investigadora. El
instrumento tuvo la siguiente caracteristica: Cumplié la funcién de
recolectar y registrar los datos sobre la presencia o ausencia de
metabolitos secundarios, utilizando la técnica de Screening
fitoquimico de los extractos acuoso y etandlico de las hojas de Piper
aduncum L. (matico). También permitié registrar los datos sobre la
medida individual en mm. de los halos de inhibicion formados
alrededor de los discos de difusion presentes en las placas del Agar
Mueller-Hinton, en cada una de las concentraciones de los extractos,
a las 24 horas de haber realizado la siembra se procedié a hacer las
lecturas, se registra ademas la turbidez en los tubos para el caso de la
concentracion minima inhibitoria y en las placas si hubo presencia de
bacterias en caso de la concentracion minima bactericida y se
procedio al llenado de la ficha de recoleccién, tomando en cuenta :
e Presencia o0 ausencia de metabolitos secundarios.
¢ |dentificacion de la muestra
¢ Identificacion de la concentracion utilizada.
¢ Medida en milimetros del halo de inhibicion formado.

e Crecimiento o ausencia de bacterias.

Observacion laboratorial Ficha de observacion
Ficha de recoleccion de datos.

e Presencia o ausencia de metabolitos
secundarios.

e Medicion del didmetro del halo de
inhibicion del crecimiento bacteriano.

e Crecimiento o ausencia de bacterias.
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1.6.5

A)

Para la produccion de datos se siguidé la metodologia segun los
objetivos planteados.

Sustancia en estudio :

La droga que se experimentd en el presente estudio fue el Piper
aduncum L.(Matico), en la forma de extracto acuoso y etandlico para
obtener principios activos totales en las concentraciones
mencionadas.

Para la recoleccion de los datos se empleé la ficha de registro (ver
anexos Nro. 2, 3,4, 5, 6, 7).

JUSTIFICACION, IMPORTANCIA Y LIMITACIONES DE LA
INVESTIGACION:

JUSTIFICACION:

Habiendo poca informacion de estudios acerca de actividad
antibacteriana frente a cepas patdgenas de la especie Piper aduncum
L, se hace necesario realizar el mencionado estudio para contribuir de
alguna manera, a constatar si se justifica lo usos de medicina
tradicional. En Latinoamérica se reconoce el matico por sus
propiedades astringentes y se utiliza para detener las hemorragias.
Su aplicacion en esos casos es local. También se le utiliza para
eliminar los foranculos en la piel, aliviar heridas leves y picaduras de
sanguijuelas. Ademas se le utiliza para el alivio de la gastritis y
contrarrestar las diarreas. Cuando se tienen problemas digestivos es
muy efectiva aliviando las nduseas, el dolor de estobmago, la dispepsia
y el vomito. Incluso se recomienda su ingesta cuando se tienen gases
intestinales, el efecto sera rapido. El uso medicinal del matico también
pone su grano de arena en el alivio de resfrios, tos, bronquitis,
neumonia y otros problemas respiratorios.

Entre otras cosas la cultura peruana tiene como referente que el
matico es un afrodisiaco. Ademas cuando a una persona se le extrae
una muela se le recomienda un poco de matico para aliviar la lesion

en la encia. .58
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B) IMPORTANCIA:

Durante miles de millones de afios algunas bacterias y hongos vienen
produciendo sustancias quimicas que las protegen frente a los
ataques de otros microorganismos. Las que se utilizan en la medicina
clinica actual se denominan antibioticos o antimicrobianos. Como
mecanismo de supervivencia, otros microorganismos han desarrollado
mecanismos para resistir al efecto toxico de los antimicrobianos. Asi
pues, la resistencia a los antimicrobianos es un fendmeno antiguo
codificado por genes de resistencia que se transmiten de una

generacion de microorganismos a otra.

Las cepas sensibles pueden volverse resistentes por mutacion de
genes ya existentes o por adquisicion de genes de resistencia a partir
de otro microorganismo que ya sea resistente. Este es el primer paso
para la aparicion de una resistencia nueva. Afortunadamente, la
mayoria de los microorganismos sensibles no se vuelven resistentes
facilmente. La resistencia que observamos hoy en la practica clinica
suele haberse desarrollado en otra persona, animal o reservorio
medioambiental en alguna otra parte del mundo muchos afios antes.®
Aunque en la mayoria de los microorganismos es rara la aparicion
subita de una resistencia nueva, no es asi con todos los patégenos.
Por ejemplo, en pacientes con tuberculosis o infeccién por el VIH las
cepas sensibles pueden sufrir nuevas mutaciones en un paciente,
especialmente cuando su tratamiento no es Optimo. La aparicion de
cepas resistentes durante el tratamiento aumenta mucho el riesgo de
malos resultados clinicos, e incluso de muerte. Por consiguiente, el
tratamiento eficaz es absolutamente fundamental para evitar el

desarrollo de resistencia durante el tratamiento.

Uno de los temas que mas preocupa a la comunidad cientifica en

medicina humana es la constante emergencia de cepas bacterianas

41



C)

refractarias a uno o0 mas antibacterianos, lo que constituye,
actualmente, un problema creciente de salud publica a nivel mundial.
La resistencia a los antibacterianos, se traduce en ineficacia de los
tratamientos, generando un importante impacto en la salud. Entre los
usos tradicionales de la especie Piper aduncum L. Es conocido que
se utiliza para curar heridas, como antiinflamatorio, e incluso como
antiséptico Genitourinario y expectorante. Es por ello que esta
investigacion tiene como objetivo determinar la actividad
antibacteriana de los extractos acuoso y etandlico de las hojas frente
bacterias patégenas tales como: Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli. De esta manera
se daria una alternativa de solucidbn para el tratamiento de
enfermedades infeccionas mas comunes y muchas veces resistentes

frente a los antibiéticos, que causan reacciones adversas-©

LIMITACIONES:

Las limitaciones de la investigacion es precisamente el financiamiento.
Los reactivos, medios de cultivo y sobre todos las cepas son
costosos y también el tiempo para el desarrollo de la practica, pues se
debe contar con la Infraestructura adecuada para tener la mejor
bioseguridad, puesto que se trabaja con bacterias patégenas.

El tiempo que se dedica al desarrollo de la investigacion, hay otras
labores docentes que se deben cumplir y eso hace que se demore el

avance de la investigacion.
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CAPITULO Il

MARCO FILOSOFICO

2.1. FUNDAMENTACION ONTOLOGICA .-

La teoria del poder curativo de la naturaleza comenzé alrededor del siglo
IV y V antes del Cristo y fue descrito por seguidores de HipOcrates y
Galeno entre los afios 460 y 200 A.C.®, La doctrina sostiene que la
naturaleza dota al organismo humano con poderes internos para
restaurase a si mismo su salud. Esta teoria explica la diarrea, la
inflamacion y la fiebre (entre otros sintomas y signos fisiolégicos) como
intentos del organismo para alcanzar la homeostasis.

El ser humano desde su origen ha procurado su bienestar y una gran
parte lo ha encontrado en la naturaleza, en muchos casos, asociado con
aspectos magico-religiosos. El estudio cientifico y el uso adecuado de las
sustancias de origen natural con fines terapéuticos ha sido sin duda tan
antiguo como la astronomia, la fisica y la medicina. Actualmente, el

estudio sistematico de las drogas naturales es abordado por la
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farmacognosia. Esta ciencia se enfoca particularmente al estudio de los
principios activos de origen vegetal, animal y mineral, asi como de los
derivados que pudieran tener una aplicacion terapéutica, comercial o
industrial. En un sentido mas amplio la farmacognosia abarca el estudio
de la historia, el cultivo, la recoleccion, preparacion, preservacion,
comercializacién, distribucién, identificacion y evaluacion de los
componentes quimicos de origen natural, la farmacologia y el uso
tradicional de esos compuestos o sus derivados para mejorar la salud y el

bienestar del ser humano.

Uno de los temas mas preocupantes para la comunidad cientifica
internacional es la constante emergencia de cepas bacterianas
refractarias a uno o0 mas antibacterianos, lo que constituye, en la
actualidad, un problema de salud publica de alcance mundial (OMS,
2001).

En respuesta a la necesidad de conseguir alternativas eficaces para el
control de las infecciones bacterianas, se ha recurrido a la fitoquimica y
fitofarmacologia, que a partir de fuentes naturales, han logrado ampliar el
arsenal terapéutico encontrando nuevas moléculas (Avila et al, 2006) ©»
Asi, a pesar del gran avance logrado por la sintesis quimica, las plantas
continban siendo una valiosa fuente de sustancias bioactivas son
propiedades antibacterianas (Nascimiento et al, 2000) “, esto es debido
a gue éstas producen mas de 100 000 metabolitos secundarios, muchos
de los cuales pueden ser agentes anitbacterianos (Domingo y Lopez,
2003).1

Nuestro Peru es poseedor de una diversidad de especies vegetales, que
presentan propiedades terapéuticas interesantes, que nos invita a realizar
investigaciones cientificas y corroborar sus efectos, sobre la salud de la
poblacion; pues desde tiempos muy remotos el hombre hizo uso de la
naturaleza. Es sabido que los productos naturales causan pocos o
escasos efectos adversos, pero eso no quiere decir que son inocuos,

todo va depender de la dosis y forma de administracion.
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El matico (Piper aduncum o Piper angustifolium), cominmente conocido
como hierba del soldado, cordoncillo, entre otras, es una planta medicinal
originaria de América meridional, crece particularmente en Peru, Bolivia,
Paraguay, Brasil, Ecuador y en el norte de la Argentina-¢9

Se caracteriza por las propiedades hemostéticas, astringentes,
desinfectantes, desinflamantes, bactericidas de amplio espectro.

Se dice que el nombre Matico fue asignado debido a que esta planta fue
descubierta por un soldado espafiol herido llamado Matico, seguramente
él aprendié de las tribus locales, las cuales aplicaban las hojas en las
heridas para detener las hemorragias, de ahi el nombre de Matico o
hierba del soldado, que posteriormente fue incluida en la Farmacopea de

los Estados Unidos a principios del siglo XIX.&6)
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CAPITULO 1l

MARCO TEORICO

3.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION:
3.1.1ANTECEDENTES INTERNACIONALES.

Abreu O, Rodriguez A, Morgado M, Cao L., 2012.Cuba.

Investigadores de la Universidad de Camagiey y del Centro de
Produccion de Medicamentos. Ciego de Avila; realizaron el trabajo de
investigacién titulado: ‘Farmacognosia, farmacobotanica,
farmacogeografia y farmacoetimologia del platanillo de Cuba (Piper
aduncum subespecie ossanum.). Llegaron a la conclusion que las
investigaciones farmacognosticas, los estudios botanicos, geograficos y
etimologicos pueden ser de gran significacion para el estudio de esta
planta. Para cualquier investigacion con esta especie resulta
imprescindible abordar su tratamiento taxondémico en el pais, porque
incluye 2 categorias infra especificas en las cuales la ubicacién geografica

es fundamental. @4
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Alonso J. 2010- Quito-Ecuador.

Docente de Maestria de la Universidad Politécnica Salesiana en la
Maestria en Ciencias y Tecnologias Cosméticas, realiz6 una monografia
sobre Piper aduncum L. (Matico); llegando a la conclusion que se emplea
en el tratamiento de hemorragias internas y externas. Ademas, se utiliza
en caso de heridas, caidas, golpes, contusiones, picaduras venenosas,
diarrea, blenorragia, tumores de la matriz, inflamacién de garganta,

sarpullidos, etc.®.

De Lima A, Salem J, de Souza J, Cortez A, Carvalho C, da Veiga
Junior V, et al. 2011-Brasil.

Realizaron la investigacion titulada: “Effects of culture filtrates of
endophytic fungi obtained from Piper aduncum L. on the growth of
Mycobacterium tuberculosis”. Segun sus resultados concluyeron que los
hongos enddfitos asilados de P. aduncum L. (Piperaceae), produjeron
extracelular metabolitos (presentes en el filtrado de cultivo) que afectan el
crecimiento de M. tuberculosis. Estos compuestos tienen el potencial para
ser utiizado como antimicrobianos o en el diagnostico de las

tuberculosis. 6

Santos Maximillan Leite et al., 2013-Brasil.

Investigadores de la Universidad Federal de Santa Maria, realizaron el
trabajo titulado: “Antifungal activity of extracts from Piper aduncum leaves
prepared by different solvents and extraction techniques against
dermatophytes Trichophyton rubrum and Trichophyton interdigitale.”
Concluyeron que el extracto hecho por maceracion con el etanol tiene
mayor contenido de sesquiterpenos y actividad antifungica. Este extracto

puede ser util como alternativa de tratamiento de dermatofitosis.®?

Lina E, Dadang, Manuwoto S, Syahbirin G, Prijono D. 2013-Indonesia.
Investigadores de la Universidad Bogor de Indonesia, realizaron el trabajo
titulado: “Synergisticaction of mixedextracts of Brucea javanica

(Simaroubaceae), Piper aduncum (Piperaceae), and Tephrosia vogelii
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(Leguminosae) against cabbage head caterpillar, Crocidolomia
pavonana.”

Llegaron a concluir en Tephrosia vogeui hoja, semilla Javanica brucea, y
Piper extractos de frutas aduncum, probados por separado, tuvieron
buena actividad insecticida contra larvas pavonana Crocidolomia. (LC,
5<0,5%). Nivel AtL Csoy LC 95, una mezcla de T. vogeiii, B. javanica y P.
exfracts aduncum (1:3:2.5) estaban fuertemente sinérgica contra larvas de

C. pavonana -8

Pino O, Sanchez Y, Rodriguez H, Correa T.M, Demedio J.2011- Cuba.

Realizaron la investigacion titulada: “Caracterizacién quimica y actividad
Acaricida del aceite esencial de Piper aduncum L. subespecie ossanum
frente a Varroa destructor”. Segun sus resultados concluyen que el aceite
de P. aduncum L. subespecie ossanum demostré que posee un efecto
acaricida frente a V. destructor. Los componentes mayoritarios son: el

canfeno, alcanfor, piperitona y viridiflorol 9.

Ruiz S, Anjos M, Carrara V, de Lima J, Cortez D, Abreu Filho B, et al
2013 - Brasil.

Investigadores de la Escuela de Post grado de Ciencias de Alimentos y
Ciencias farmacéuticas de la Universidad de Brasil, realizaron el trabajo
titulado: “Evaluation of the Antibacterial Activity of Piperaceae Extracts
and Nisinon Alicyclobacillus acidoterrestris” Segun resultados
concluyeron que los extractos del género Piper pueden proporcionar una
alternativa a la utilizacion de tratamiento térmico para el control de

Alicyclobacillus acidorrestris @0,

Silva G, de Oliveira C, Teles H,Pauletti P, Castro-Gamboa I, Silva D, et
al. 2010 - Brasil.
Investigaron : “Sesquiterpenes from Xylaria sp., an endophytic fungus

associated with Piper aduncum (Piperaceae).
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Segun sus resultados hallaron dos nuevos sesquiterpenos
presilhiperfolane 1 y 2, fueron aislados del extracto acetato de etilo de
Xylaria sp., Que se obtiene de las hojas de Piper aduncum, junto con dos
eremophilane conocido como sesquiterpenos, phaseolinone (3) vy
phomenone (4). Las estructuras quimicas 1 y 2 fueron establecidos por
los analisis de los datos espectroscopicos. Los cuatro compuestos se
ensayaron in vitro para determinar la actividad antifingica y la
citotoxicidad con CHO (ovario de hamster chino). Los compuestos 1y 2
no mostraron ninguna citotéxica ni antifungica. Los compuestos 3 y 4
muestran actividades citotoxicas moderadas, asi como 4 actividad

antifangica @,

Silva W, de Souza Martins J, de Souza H, Heinzen H, Cesio M, de
Barros N, et al.2009- Brasil.

Investigaron “Toxicity of Piper aduncum L. (Piperales: Piperaceae) from
the Amazon forest for the cattletick Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(Acari: Ixodidae).Concluyeron en que los extractos de P.aduncum L., y en
particular su aceite esencial, son potenciales agentes de control

alternativa para R.microplus @2,

3.1.2. ANTECEDENTES NACIONALES.

Existe cientifica en el ambito nacional en las Universidades Nacionales y
Privadas.

Arroyo J, Bonilla P, Tomas G, Huaman J. Lima- Pera, 2011.

Docentes investigadores de las Facultades de Medicina Humana y de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de “San
Marcos”, realizaron la investigacion titulada: “Estudio fitoquimico del
extracto etandlico y de las fracciones de las hojas de Piper aduncum
“Matico”. Los resultados obtenidos determinaron que el analisis
fitoquimico determindé presencia de: saponinas, taninos, quinonas,
flavonoides y alcaloides. Por analisis cromatografico se observa que hay

mayor cantidad de metabolitos polares. Los marcadores quimicos del
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extracto etanolico total y metandlico son los flavonoides y alcaloides. Se
determind la cantidad de polifenoles totales @3,

Arroyo J, Almora Y, Quino M, Raez E, Martinez J, Buendia J. Lima-
Peru, 2012. Investigadores de la Facultad de Medicina Humana de la
Universidad Nacional Mayor de “San Marcos”, realizaron la investigacion
titulada: “Efecto protector en cirrosis hepética inducida en ratas del
extracto etanodlico de las hojas de Piper aduncum comparado con
silimarina”. Concluyeron que el extracto etandlico de las hojas de Piper
aduncum (matico) y su fitomedicamento ejercieron efecto protector de la

cirrosis inducida en ratas, comparativamente con la silimarina @,

Arroyo J, Hafari R, Baca D, Dominguez L, Buendia J. Lima-Peru,
2012.

Realizaron una investigacion en la Facultad de Medicina Humana de
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, titulada: “Efecto
Antihipertensivo del Extracto de Piper aduncum “matico” sobre la
hipertension inducida por L-NAME en ratones”. Concluyeron que en
condiciones experimentales, se demostro la actividad antihipertensiva del

extracto etandlico de hojas de Piper aduncum “matico’@).

Zaa C, Valdivia M, Marcelo A. Lima- Peru, 2012.

Docentes investigadores de la Facultad de Ciencias biologicas de la
UNMSM, realizaron la investigacion titulada “Efecto neuroprotector del
extracto hidroalcoholico de Piper aduncum “matico” en un modelo in vitro
de neurodegeneracion. Llegaron a la conclusion que el Piper aduncum

evidencia efecto neuroprotector para el modelo estudiado.s)

Arroyo J, Bonilla P, Moreno L, Ronceros G, Tomas G, Huan J., et al,
Lima- Peru, 2013.

Realizaron la investigacion titulada: “Efecto gastroprotector y antisecretor
de un fitofarmaco de hojas de matico (Piper aduncum). Sus resultados de

su investigacién concluyeron que en condiciones experimentales los
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extractos etandlicos sus fracciones y su fitofarmaco son gastroprotectores

en ratones y antisecretores en ratas @.

Arroyo J, Herrera O, Chavez R, Ventura E, Buendia J, et al Lima-Perd,
2014.

Investigadores de la Facultad de Medicina Humana de la Universidad
Nacional Mayor de “San Marcos”, realizaron la investigacion titulada:
“Efecto antitumoral in vitro del aceite esencial de Piper aduncum (matico)
y su toxicidad oral en ratones”. Concluyeron que el aceite de Piper
aduncum, no presentd efecto antitumoral in vitro para las siete lineas

celulares tumorales humanas y no fue toxico @9

Matute M. Lima- Peru, 2009. Realiz6 una investigacion titulada:
Evaluacion In Vitro del Extracto de Piper angustifolium (Matico) y la
Clorhexidina como Antisépticos Bucales. Para Optar el Titulo Profesional
de Cirujano-Dentista en la Universidad Nacional Federico Villareal. Segun
los resultados concluye que el extracto etandlico de Matico presentd un
halo de inhibicibn mayor comparado con el de Clorhexidina al 0.12%

frente a Streptoccocus mutans y Lactobacillus casei @0

Méndez C. Arequipa —Peru, 2010. Realiz6 el trabajo titulado: “Efectividad
del Gel de Matico (Piper angustifolium). En la evolucion de la cicatrizacion
de heridas de la Mucosa bucal post exodoncia del tercer molar inferior
incluido en el Hospital Nacional Carlos Alberto Seguin Escobedo Arequipa
2010. Tesis para Optar el Titulo de Cirujano Dentista en la Universidad
Privada “Alas Peruanas”. Segun sus resultados concluye que el Gel de
Matico, se constituye una herramienta util para conseguir mejores

resultados en el post operatorio de endodoncias de piezas incluidas .

3.1.3 ANTECEDENTES A NIVEL LOCAL - REGIONAL.
En nuestra Region no hay reportes sobre la Actividad Antibacteriana del

Piper aduncum L.(Matico).
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3.2. BASES TEORICAS:
3.2.1. PIPER ADUNCUM L. (Matico)

3.2.1.1. Descripcion Botanica:

Se trata de un arbusto perteneciente a la familia de las Piperaceas que
alcanza una altura entre 2 a 2.5 metros de alto. Su tallo es herbaceo,
dicotébmico, con numerosas ramas delgadas con nudos salientes y
vellosidades, longitudinalmente estriado. Sus hojas son simples, grandes
con peciolo corto, limbo entero aovado lanceolado, coriaceo, de superficie
aspera, muy reticulado de color verde intenso, olor aromético
caracteristico, apice agudo atenuado en la base, de disposicidon opuesta.
Las flores son pequefias numerosas, hermafroditas, caliz persistente,
corola blanca, gamopétala, de limbo extendido. Androceo formado por
dos a cuatro estambres, gineceo superovarico, sésil, tricarpelar, rodeado
de un involucro verdoso. El fruto es una drupa de color negro y contiene

una semilla pequefia oscura en su interior G5,

Figura N°3 Hojas de Piper aduncum L.(Matico).
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Clasificacion taxonOmica:
Reino: Plantae

Divisién: Magnoliopsida
Orden: Piperales

Familia: Piperaceae
Geénero: Piper

Especie: Piper aduncum L.

Nombre Comun: Matico, yerba del soldado, cordoncillo, anisillo, piper,
pimienta, hierba de jaboti, jaborandi falso, moco-moco, gusanillo, etc.
Sinonimia botanica: Piper elongatum, Piper expolitum, Piper
granulosum, piper angustifolium, Piper, celtidifolium, etc.

3.2.1.3. Habitat: Habita en sierra baja abrigada, valles interandinos entre
los 2600 y 2700 msnm. Cajamarca, Cusco, Junin, Lima, se extiende a

Bolivia, Chile, Ecuador y Argentina @2,

3.2.1.4. Usos en la Medicina tradicional:

Su principal propiedad medicinal es la de ayudar en la cicatrizacién de
todo tipo de heridas, ya sea externas o internas, por lo que es util en el
tratamiento de la Ulcera digestiva. Externamente, su efecto benéfico sobre
heridas de lenta cicatrizacion es muy sorprendente. Se le reconoce
bondades hemostaticas y en algunos trastornos de las vias urinarias:
cistitis, uretritis, leucorrea, vaginitis, gonorrea y tricomoniasis. Ademas,
también es empleado en el tratamiento de enfermedades respiratorias
como la bronquitis, pleuritis, neumonia, resfriados, gripe y amigdalitis y
dolores de garganta. En otras comunidades indigenas, es utilizada para
aliviar afecciones de dolor de muela y en el tratamiento de picaduras de
alacran®

Sin embargo, la principal y que parece util mantener en primer lugar su

propiedad vulneraria, vale decir, cicatrizante de heridas.
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Los trastornos géstricos o infecciones hepaticas también pueden verse
mejoradas gracias a los beneficiosos efectos que produce. El matico es
considerada una de las principales plantas medicinales tanto en Ecuador
como en Guatemala, México, Pera y region del Altiplano. En Ecuador es
planta aromatica y antiséptica (en forma de gargarismos). La infusion se
recomienda en casos de Ulceras gastricas y en diarreas infantiles. En
forma de emplastos o compresas posee muy buen efecto hemostatico en
trastornos hemorroidales y Ulceras sangrantes de extremidades. ¢:630),

En Guatemala, México y el Altiplano se utiliza la infusion para realizar
bafios externos en procesos de infeccion vaginal (candidiasis), dolores
reumaticos y heridas en piel. En uso interno (de sabor muy amargo) se
toman dos o tres tazas diarias en casos de Ulcera gastrica y trastornos
espasmaodicos. En Bolivia y noroeste argentino se preparan cataplasmas
con las hojas machacadas para calmar los dolores reumaticos; mientras
qgue la infusién seria util en casos de gonorrea. Las flores, en forma de
emplasto, se utilizan contra los procesos supurativos y el cocimiento de
las semillas en casos de paludismo-®

En Peru y noroeste argentino se utiliza el cocimiento de las hojas por via
externa, como gran hemostatico para cicatrizar heridas y llagas, o
espolvoreando en ellas las hojas secas y molidas. En Perd también se
emplea el polvo de las hojas para cicatrizar el ombligo de los nifios recién

nacidos®

3.2.1.5. Formas de usos tradicionales :
e Decoccion: es usado en lavados locales, como desinflamante de

afecciones en la piel, favorece la cicatrizaciéon de heridas.

¢ Infusion: En gargaras se usa como antiinflamatorio bucal administrado
por v/o es util para el tratamiento de ulceras y gastritis, infecciones

urinarias, y diarreas infantiles.
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e Bafos de asiento.

3.2.1.6. Historia :

Esta planta tiene una larga tradicién de uso en Sudamérica, habiendo sido
muy estimada por las distintas etnias aborigenes. En tanto matico es el
nombre del soldado espafiol que herido durante la época de la conquista,
descubrié accidentalmente sus propiedades curativas. En el Perud, se

emplea desde le época preincaica 5.

3.2.1.7. Parte utilizada:
Hojas y ramas jévenes, tallos, y frutos.

3.2.1.8. Principios activos:
Contiene Aceites esenciales, acido artanico, resinas, sustancias amargas

(maticina), taninos, alcaloides, saponinas, flavonoides, triterpenoides ©.23),

3.2.1.9. Acciones Farmacoldgicas:

El aceite esencial de esta planta, ha mostrado actividad antibiética in vitro
frente a diversas cepas de bacterias, hongos y levaduras. Asi, a la
concentracion de 20 mg/mL., se obtuvo respuesta frente a las especies de
bacterias : Bacillus subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Mycobacteriums megmatis, esta Ultima responsable de la tuberculosis.
También se ha encontrado que tiene actua contra los hongos.

Otras investigaciones se han centrado en la utilizacion del matico como
un posible tratamiento para la leishmaniasis y la esquistomiasis que es
muy frecuente en la Amazonia y en las zonas tropicales de América del
Sur. Mostrando entonces propiedades bactericidas y molusquicidas.
Extractos de hojas preparados con butanol, cloroformo y éter petréleo han

mostrado actividad hipotensora @327

3.2.1.10. Efectos adversos y/o toxicos:
De acuerdo a estudios realizados utilizando diferentes concentraciones

del aceite esencial de Piper aduncum L., se obtuvo el valor de LDso
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corresponde a 2.400 + 191,7 mg / kg de peso corporal (Pergentino; 2007),
perteneciendo por tanto a la clase de agentes xenobibticos de baja
toxicidad. Sin embargo después de la administracion diaria a los animales
de prueba se demostroé que estos tenian pérdida de equilibrio, problemas
de respiracion abdominal y ausencia de coordinaciéon. En dosis entre 200
y 2000 mg/kg, las ratas mostraron aumento de la excrecion de heces y
orina y en dosis de 3500 mg/kg se da una ligera paralisis ademas de la
reduccion de la excrecion de heces y orina. El aceite esencial no alter6é
significativamente los pardmetros hematolégicos y bioquimicos en
comparacion con el control en el tratamiento de la subaguda, con
excepcion de la reduccion de la creatinina. El aceite esencial de Piper
aduncum L., tiene un alto margen de seguridad, con efecto minimo en

toxicidad hematoldgica y bioquimica: €19
3.2.1.11. Contraindicaciones:
No reportados.

3.2.2 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA.

Las propiedades antimicrobianas de sustancias y aceites esenciales que
las plantas contienen como productos de su metabolismo secundario han
sido reconocidas empiricamente durante siglos, pero sélo recientemente
fueron confirmadas cientificamente. Varios grupos de investigadores han
estudiado la actividad biolégica de plantas medicinales originarias de
diversas regiones del mundo, guiados por el uso popular de las especies
nativas. Por otro lado, los microorganismos que causan perjuicios a la
salud humana se estan mostrando resistentes a la mayoria de los
antimicrobianos conocidos, lo que ha incentivado aun mas la busqueda
por antibiéticos de ocurrencia natural. Extractos y aceites esenciales de
plantas se han mostrado eficaces en el control del crecimiento de una
amplia variedad de microorganismos, incluyendo hongos filamentosos,

levaduras y bacterias. Se han sugerido usos practicos de estas
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actividades en humanos y animales, asi como en la industria de

alimentos@v

3.2.2.1. Agentes antimicrobianos.-

Existen muchas definiciones sobre los agentes antimicrobianos, se puede
considerar que son aquellos utilizados para destruir o impedir el
crecimiento de los microorganismos. Segun su estado pueden ser:
liquidos, solidos o gases y por su naturaleza, fisicos y quimicos. Su
eficacia de estos agentes esta condicionada por varios factores como son:
la naturaleza, concentracion y caracteristicas de la poblacién microbiana
presente, la temperatura, la duracion del contacto entre el agente y los
microorganismos, la naturaleza del material para descontaminar,
particularmente la presencia de material organico, y el pH. ¢2

Los agentes antimicrobianos van actuar sobre la estructura de la célula
bacteriana y sobre sus procesos metabdlicos, y sus modos posibles de
accion son: desnaturalizacibn de la proteina, rompimiento de la
membrana o de la pared celular, remocién de grupos sulfhidrilos libres,
interferencia con reacciones enzimaticas de los microorganismos y accion
sobre el ADN. 2.

Los agentes antimicrobianos, por su accion, se pueden considerar
bacteriostaticos o bactericidas y por su naturaleza pueden ser fisicos o
quimicos. Entre los agentes fisicos de esterilizacion se utiliza
especialmente el calor (calor humedo y calor seco), la filtraciéon y las
radiaciones. Con respecto a los agentes quimicos, algunos tienen
inconvenientes para su uso, por no cumplir el principio de toxicidad
selectiva, porque resultan muy téxicos e irritantes para el hombre o
porque afectan los materiales a esterilizar. ©¢2

Existen agentes quimicos que pueden emplearse como esterilizantes, por
Su enérgica accion sobre los microorganismos, pero muchos tienen que
usarse diluidos, con el objetivo de disminuir su toxicidad y poder irritante,
y en este caso se usan habitualmente como desinfectantes o

antisépticos-¢2
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3.2.2.2. Métodos para determinar la actividad antimicrobiana:

e Método de Dilucion:

Fundamento: Estos métodos se basan en la determinacion del
crecimiento del microorganismo en presencia de concentraciones
decrecientes del antimicrobiano, que se encuentra diluido en el medio de
cultivo (Caldo o agar).

Tradicionalmente estos métodos se han venido usando para la
determinacion de la concentracibon minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion minima bactericida (CMB) de los antimicrobianos. En la
mayoria de los casos se preparan diluciones del antimicrobiano en
progresibn geométrica utilizando un medio de cultivo adecuado,
posteriormente se inocula dicho medio y tras la correspondiente
incubacion permite el crecimiento del microorganismo luego se realiza la
lectura, determinando que concentracion causa la inhibicion del
crecimiento del microorganismo -

Concentracion minima inhibitoria (CMI): Se puede definir como la
minima concentracion de antimicrobiano (en pg/mL) que inhibe el
crecimiento visible de un microorganismo después de 24 horas de
incubacioén a 37°C. @

Concentracion minima bacteriostatica (CMB): Se define como la
minima concentracion de antimicrobiano que elimina a mas del 99,9% de
los microorganismos viables después de un tiempo determinado de
incubacion (generalmente 24 horas). ©9

eMétodo de Difusién:

Fundamento: Para determinar la actividad antibacteriana se realizan
pruebas de sensibilidad antibacteriana (Antibiogramas), mediante el
método Kirby Bauer (Difusion de Disco en Agar Mueller Hinton).

En este método, la sensibilidad es medida por los halos de inhibiciéon que
se evidencian alrededor de discos de papel de filtro, previamente

impregnados con los extractos preparados a la concentracion a ensayar.
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Como control positivo se utilizan discos de sensibilidad para

Antibiogramas 012
ePorcentaje de Inhibicion relativa (PIR).-

Tiene por finalidad comparar la actividad antimicrobiana de los extractos

frente al control positivo del antibidtico, obteniéndose un porcentaje de

[ PIR=A/B X 100 ]

A : Didmetro de halo de inhibicion del extracto.

inhibicion.

Donde :

B : Didametro de halo de inhibicién del antibiético estandar.

3.2.2 GRUPOS FITOQUIMICOS CON ACCION ANTIMICROBIANA :

Se han aislado alrededor de 12.000 compuestos procedentes de
organismos vegetales y se estima que constituyen tan sélo el 10% de los
metabolitos secundarios . Un porcentaje importante posee cierta actividad
frente a los microorganismos. La razén de ser de estos compuestos se
desconoce por el momento. Existen distintas teorias: podrian ser
compuestos con diferentes funciones y que de forma accidental aportan
un poder antimicrobiano, o realmente tienen una actividad antimicrobiana
como primer fin.

Las plantas tienen una capacidad ilimitada de sintetizar compuestos, la
mayoria relacionados con el fenol y sus derivados. Los principales grupos
de compuestos generados por plantas.

e Fenoles y heterdsidos fendlicos :

Compuestos fendlicos simples- Son los compuestos fitoquimicos mas
simples y consisten en un anillo fendlico sustituido. Algunos ejemplos los
constituyen el catecol, el pirogalol y los acidos cindmico y cafeico. Plantas

productoras de compuestos de estas caracteristicas son el tomillo
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(Thymus vwvulgaris), la manzanilla (Matriarca chamomilla) y la gayuba
(Arctostaphylos uva ursi),cuyo principio activo, la arbutina, ha sido
utilizado a lo largo de los afios en el tratamiento de la infeccion urinaria.
Los lugares y el numero de grupos hidroxilo (OH) en el anillo parece que
estan relacionados directamente con la toxicidad frente a los
microorganismos, de forma que un aumento en la hidroxilacion esta ligado
a una mayor toxicidad.

El mecanismo parece estar relacionado con la inhibicién enzimética por
los compuestos oxidados, posiblemente mediante reacciones de grupos
sulfihdrilo o por interacciones no especificas con proteinas. Dentro de
este grupo cabe destacar también los aceites esenciales, compuestos
causantes del agradable olor de determinadas plantas y algunos con
poder antimicrobiano, como el mentol obtenido de la menta (Menta
piperita) y la capsaicina de la planta conocida como pimiento rojo o chile

(Capsicumm annuum) .@4

Quinonas.- Las quinonas son compuestos que presentan anillos
aromaticos con dos funciones ceto. Son ubicuas en la naturaleza y
causantes del color marréon que se produce en las frutas cuando son
dafiadas. Poseen una alta reactividad, formando complejos con los
aminoacidos hidrofilicos de las proteinas, la mayoria de las veces
inactivando la proteina y anulando su funcién. Debido a esto, el potencial
antimicrobiano de este grupo es amplio. Un ejemplo es la hipericina, una
antraquinona aislada de la planta de San Juan (Hypericum perforatum),

antiguamente utilizada como antidepresivo.©4

Taninos.- El término tanino se empled para denominar ciertas sustancias
presentes en extractos vegetales capaces de combinarse con proteinas
de la piel animal, evitando su putrefaccién y convirtiéndola en cuero.
Constituyen un grupo desustancias fendlicas poliméricas y se pueden
dividir en hidrolizables y condensados, en funcion de que puedan o no ser

hidrolizados. Se han descrito mas de 30 taninos que pueden inhibir
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hongos y bacterias. Un ejemplo es el tanino presente en el eucalipto
(Eucalyptus globulus) ¢

Flavonas y compuestos relacionados.- Se puede definir a las
flavonas como estructuras fendlicas que contienen un grupo carbonilo-®?
Constituyen la familia mas amplia de fenoles naturales. Su actividad frente
a los microorganismos probablemente se debe a que forman complejos
con las proteinas solubles y extracelulares y con las células de la pared
bacteriana, de forma similar a las quinonas. Mencion especial merecen
las catequinas, presentes en el té verde (Camellia sinensis), las cuales
ejercen actividad frente a Vibrio cholerae, Streptococcus mutans, Shigella
y otros microorganismos . Otros flavonoides tienen en general actividad

antiviral, como la glicirricina, sintetizada por el regaliz (Glycyrrhiza glabra).

Alcaloides.-

Reciben esta denominacion los compuestos nitrogenados heterociclicos.
Pertenecen a este grupo, entre otros, sustancias como la morfina, la
heroina y la cocaina. Un ejemplo son los derivados de la corteza de la
Cinchona officinalis (quinina y quinidina), utilizados en el tratamiento de
la malaria. EI mecanismo de accion de los alcaloides parece ser
mediante intercalacion entre la pared celular y el DNA del

microorganismo.@:
Cumarinas.-

Las cumarinas son compuestos cuyas acciones antitrombdtica,
antiinflamatoria y vasodilatadora, son conocidas. Entre estos compuestos
tenemos a la warfarina, que es usada como un anticoagulante oral y
como un rodenticida. Se ha visto que tiene accion antiviral, asimismo,
otras cumarinas tienen actividad antimicrobiana sobre Candida albicans

en trabajos in vivo en conejos@3)
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Estos trabajos fueron realizados , en 1954, indicaban el uso de cumarinas
en lavados vaginales para el tratamiento de candidiasis en mujeres
gestantes. Sin embargo, su uso interno es discutido por sus efectos

contraceptivos en animales (Cowan, 1999).¢3
Terpenoides y aceites esenciales:

Los terpenos o terpenoides son principios activos que actian contra
bacterias, virus, hongos y protozoarios. Se ha reportado que los
terpenoides actian contra Listeria monocytogenes. Se considera que esta
actividad antimicrobiana se debe a una perturbacion de la estructura de la
membrana celular por su naturaleza lipofilica. La capsaicina tiene
actividad bactericida sobre Helicobacter pylori; aunque tiene un poder
muy irritante sobre la mucosa gastrica, se ha demostrado que afecta el
sistema nervioso, el cardiovascular y el digestivo. Se sugiere que la
capsaicina también podria incrementar el crecimiento de Candida

albicans©»

3.2.2.4. Bacterias Patégenas.-

Las bacterias patdgenas son aquellas que producen enfermedades, es
decir, causan dafio en el hospedero. Generalmente, las bacterias
patbgenas son especificas, ya que un tipo de bacteria origina una

enfermedad en personas, animales y plantas.

Algunas bacterias patégenas pueden causar enfermedades infecciosas
incluyendo el colera, sifilis, lepra, tifus, difteria, escarlatina, etc. Las
enfermedades bacterianas mortales mas comunes son las infecciones
respiratorias como una mortalidad sélo para tuberculosis de cerca de dos

millones de personas al afo.

eBacillus subtilis .-

Es un bacilo gram-positivo aerobio formador de esporas y muy ubicuitario

(agua, suelo, aire, residuos vegetales). Por esta razdn es relativamente
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facil que contamine alimentos frescos, principalmente aquellos que
pueden tomar contacto con el suelo, o que se encuentre en los alimentos
de origen vegetal. Sus esporas pueden sobrevivir a la coccion, germinar a
continuacion y multiplicarse en forma vegetativa cuando las condiciones
ambientales le son propicias. El consumo de alimentos en los que han
proliferado, y se encuentren en gran numero, se ha relacionado con
brotes de procesos gastrointestinales, atribuidos a la ingestion de una
toxina preformada en el alimento, o a la generacion de la toxina a nivel
digestivo. No obstante, la informacibn sobre las intoxicaciones
alimentarias por Bacillus subtilis son escasas, y sOlo se ha descrito
implicado en algunos brotes ocasionales. Esta especie de Bacillus no se
ha considerado patogena. Unicamente se ha relacionado muy
ocasionalmente con algunas infecciones de distinta localizacion. En
relacion con los alimentos los brotes de intoxicacion alimentaria atribuibles
a esta especie también han sido muy ocasionales. Se ha descrito la
produccion de wuna toxina extracelular, la subtilina, de escasa
toxigenicidad y unicamente relacionada con el desarrollo de reacciones
alérgicas en individuos que trabajan con cultivos industriales de esta
especie bacteriana. Ademas, se ha descrito la produccion de una toxina
no proteica termoestable, la amilosina, que seria formadora de canales de

iones en las membranas celulares.

Los sintomas de su intoxicacion alimentaria por Bacillus subtilis son muy
similares a los provocados por la intoxicacion por Bacillus cereus,
causante de un cuadro diarreico y emético, el primero de ellos relacionado
con el nimero de bacterias ingeridas, y el segundo relacionado con la
cantidad de toxina emética ingerida. EI comienzo de la sintomatologia
podrian ser tan pronto como a los 10 minutos de la ingestion, y podrian
durar hasta 2 dias. Su relacion con la producciéon de cuadros de
intoxicacion alimentaria se produciria cuando se alcanza una
concentracion de 105 Bacillus, como Bacillus cereus seria suficiente con

alcanzar el numero de 105 células/gramo). células por gramo de alimento.
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e Staphylococcus aureus.

Los estafilococos se caracterizan por ser células esféricas, de 0.5 a 1.5
pm de diametro, que pueden ser individuales, en pares o grupos ©2. No
tiene movilidad y no forma esporas, es anaerobia facultativa y de
metabolismo fermentativo. Las colonias habitualmente son opacas y de
color blanco o crema, a veces, amarilla a naranjas. Es catalasa positiva,
oxidasa negativa y con frecuencia reduce el nitrato a nitrito. Crece en
medios con 10% de cloruro de sodio. La temperatura 6ptima de
crecimiento es 30 — 37°C.

Después de la incubacion en agar-sangre, S. aureus reduce colonias
blancas que tienden a adoptar un color amarillo dorado con el paso del
tiempo. Casi todas las cepas tienen un borde de hemdlisis beta claro que
rodea la colonia. El estudio mas usado para distinguir a S. aureus de otros
estafilococos es la produccion de coagulasa, que se fija de manera no
enzimatica a la protrombina y forma con ella un complejo que inicia la
polimerizacion de la fibrina.

El S.aureus provoca mas frecuentemente infecciones en la piel, como
foliculitis, fordnculos, impétigo y celulitis, que se limitan a una pequefa
area de la piel de una persona. El S.aureus también puede liberar toxinas
(sustancias téxicas) que pueden producir enfermedades tales como

intoxicacion por alimentos o sindrome de shock toxico-¢®

e Pseudomonas aeruginosa

Son células planas o ligeramente curvadas, de 0.5 — 1.0 x 1.5 — 5.0 pym.
Es una bacteria Gram negativa de motilidad unipolar. Aerdbica, con un
tipo de metabolismo con oxigeno como aceptor terminal de electrones.
Tiene una elevada concentracion de citocromooxidasa (es positivo a la
oxidasa). Se la identifica, de modo preliminar, por su apariencia perlada y
olor a uvas in vitro. La identificacion clinica definitiva de P. aeruginosa
frecuentemente incluye, la produccion de piocianina y fluoresceina, y su

habilidad de crecer a 42°C. @
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Pseudomonas aeruginosa es lo suficientemente variable en su
crecimiento y en sus necesidades energéticas como para emplear
moléculas simples (como amoniaco y dioxido de carbono) como Unicas
fuentes de nitrogeno y carbono. Gracias a ello, no necesita medios
enriquecidos para crecer y puede sobrevivir y multiplicarse en limites
amplios de temperatura en casi cualquier ambiente, incluso aunque éste
se caracterice por un contenido elevado de sal.

Este patdgeno oportunista de individuos immuno comprometidos, infecta
el tracto pulmonar, el urinario, tejidos, heridas, y es el causante de otras
enfermedades en la sangre.@9

También, la P. aeruginosa es causante de dermatitis, originada por
disminucién del control de la calidad del agua de uso doméstico. Es el
factor mas comun causante de altas fiebres en infecciones. Ademas, ha
estado involucrado en foliculitis de tinas de agua caliente, en especial

aguellas sin un control higiénico continuo.
Escherichia coli.

Las bacterias de la especie Escherichia coli son células cilindricas, de
aproximadamente 1.1 — 1.5 x 2.0 — 6.0 ym, que pueden presentarse
individuales o en pares. Gram negativas. Aerdbicas o0 aerdbicas
facultativas, con tipo de metabolismo respiratorio y fermentativo. Produce
acido y gas de la mayoria de carbohidratos. Es Oxidasa negativa y
fermenta la lactosa. Usualmente, no produce acido sulfhidrico (H2S).

Las cepas de Escherichia coli generalmente no son patdgenas, sino
indicadores de contaminacion fecal. Su presencia en una muestra implica
gue otros microorganismos de origen fecal, incluyendo patdgenos,
pueden estar presentes en la misma. Soélo algunas cepas de Escherichia
coli son consideradas agentes etiolégicos de infecciones
gastrointestinales. Estas cepas patogenas entéricas se diferencian entre
si y de las no patdégenas por su biotipo, generalmente asociado a la
presencia de plasmidos.
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3.3.

La contaminacion fecal puede originarse en las materias primas utilizadas
en la elaboracién de un producto o por contaminacién durante o posterior
al proceso de elaboracion.@e

El nimero de bacterias generalmente depende del tipo de producto y
proceso, y determina el procedimiento que se realizar4 para aislar
bacterias que pertenezcan a la especie E. coli. En muestras de origen
natural se podria esperar un nimero mas alto de estas bacterias.

En ese caso no se realiza la etapa de enriquecimiento sino que
directamente se cuenta el numero de estas bacterias empleando un
meétodo de recuento de bacterias viables en un medio selectivo para E.

coli.

DEFINICION DE TERMINOS BASICOS:

e Actividad antibacteriana.- Capacidad de destruir o matar a las
bacterias e impedir su proliferacion y su accion patégena.

e Antisépticos.- Son sustancias desinfectantes que pueden ser
utilizados sobre la piel, y en casos especiales sobre las mucosas-¢2

e Bactericida.- Se le define como un agente que mata a las bacterias¢?

e Bacteriostatico.- Es el agente que inhibe el crecimiento de la bacteria;

esto continda cuando se retira el agente-¢2

e Bacterias patdégenas.- Son aquellas que causan enfermedades

infecciosas.

e Cocimiento.- Llamado también decoctos, son preparaciones
farmacéuticas obtenidas por decocciéon (extraccién de los principios
activos obtenidos por contacto prolongado con agua hirviendo o muy
caliente, hasta ebullicién. Luego se deja en reposo por 10 minutos y se

filtra:©@
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Droga vegetal.- Parte de la planta que contiene el principio activo y

gue se utiliza en terapéutica.®

Emplastos.- Son preparaciones flexibles en las que las sustancias
vegetales se mezclan con sustancias grasas o resinosas. Se aplican

directamente en la piel.

Extracto.- Son preparados obtenidos por concentracién parcial de los

liquidos extractivos:®

Extracto acuoso.- Preparacion en agua destilada de la sustancia de
una planta o un animal que contiene la porcion biol6gicamente activa

sin el residuo celular.

Extracto etandlico.- Preparacion en alcohol de la sustancia de una

planta medicinal que contiene la porcién biolégicamente activa.

Extracto fluido.- Extracto liquido de drogas crudas que contienen
etanol como menstruo, como preservativo o como ambos fines, en el

cual cada mililitro de extracto equivale a un gramo de droga:®

Fitoquimica.- es una disciplina cientifica que tiene como objeto el
aislamiento, analisis, purificacion, elucidacion de la estructura y
caracterizacion de la actividad bioldgica de diversas sustancias

producidas por los vegetales.

Hemostatico.- Sustancia capaz de retener la hemorragia ya sea
estimulando la contraccion de las paredes vasculares, ocluyendo el

vaso afectado o favoreciendo la coagulacién sanguinea.

Infusiones.- Son preparados liquidos obtenidos por infusion
(extraccion de los principios activos vertiendo agua hirviendo o muy

caliente sobre la droga seca y pulverizada, dejando reposar 10 min).
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Maceracion.- Consiste en la extraccion de los principios activos de la
droga triturada, a temperatura ambiente, utilizando agua, aceite o
alcohol, generalmente, como disolvente. El tiempo de maceracion

depende de la naturaleza del disolvente a usar.

Medicina tradicional.- Conjunto de creencias y conocimientos, sobre
las enfermedades y su curacion que proceden de la tradicion y de la

experiencia, no del estudio cientifico.

Menstruo.- Solvente mediante el cual se efectia el proceso de
extraccion de la droga cruda que generalmente esta constituido por

mezclas hidroalcohdlicas o agua:®

Piper aduncum L.- Especie que pertenece a la familia de las
pipeaceas, es un arbusto perenne de hasta 5 m de alto, hojas alternas

y pecioladas. Crece en Costa, Sierra y Amazonia hasta 2,700 msnm.

Piperaceae.- La familia Piperaceae incluye de 10 a 12 géneros, dentro
de ellas cerca de 700 especies pertenecen al género Piper ; de algunas
de ellas se obtiene la conocida pimienta negra y blanca. Sus especies
se caracterizan por ser arbustos y herbaceas @.

Planta medicinal.- Cualquier vegetal que contenga en cualquiera de
sus o6rganos, alguna sustancia con actividad farmacolégica que se

pueda utilizar con fines terapéuticos.®

Principio activo.- Sustancia quimica responsable de la actividad

farmacoldgica y del uso terapéutico que se le atribuye a una droga.©

Vulnerario .- Sirve para el lavado de heridas.
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CAPITULO V

PRESENTACION, ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS
RESULTADOS

4.1. ANALISIS DE TABLAS Y GRAFICOS:

Tabla N° 1: Screening fitoquimico del extracto acuoso de

Piper aduncum L. (Matico).

Metabolitos Reaccion Resultado Observacion
Taninos Sol. de Gelatina ++ Turbidez
Compuestos Sol. De FeCl; ++ Coloracioén verde oscuro
fendlicos libres
Flavonoides Shinoda A Coloracion rosa-naranjado
Alcaloides Dragendorff ++ Precipitado Anaranjado
Mayer ++ Precipitado blanco
Wagner ++ Precipitado marron
Saponinas Prueba de + Formacion de espuma.
Espuma
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Fuente : La autora
Leyenda: (+++) Abundante, (++)Moderado, (+)Leve, (-)Ausente.

Analisis de la tabla N°1 : El screening fitoquimico del extracto acuoso de las hojas de
Piper aduncum L. (matico) demostré que hubo moderada(++) presencia de taninos,

compuestos fendlicos libres, flavonoides y leve presencia de saponinas.

Tabla N° 2: Screening fitoquimico del extracto etandélico de

Piper aduncum L.

Metabolitos Reaccion Resultado Observacion
Taninos Sol. de ++ Turbidez
Gelatina
Compuestos Sol. De FeCls +++ Coloracion verde
fendlicos libres oscuro
Flavonoides Shinoda +++ Coloracion roja
Alcaloides Dragendorff ++ Precipitado
Anaranjado
Mayer ++ Precipitado blanco
Wagner ++ Precipitado marrén
Triterpenos y Lierbermann ++ Coloracion verde
Esteroides - Burchard oscuro
Quinonas Bortrager ++ La fase acuosa se
colorea de rosado.
Saponinas Prueba de + Formacion de
Espuma espuma.

Fuente : La autora

Leyenda: (+++) Abundante, (++)Moderado, (+)Leve, (-)Ausente.

Analisis de la tabla N°2 : El screening fitoquimico del extracto etandlico de las hojas de
Piper aduncum L. (matico) demostré6 que hubo abundante(+++) presencia de
compuestos fendlicos libres y flavonoides, moderada presencia de taninos, alcaloides,

triterpenos y/o esteroides, quinonas y una leve presencia de saponinas.
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Tabla N° 3: Método de Difusion en disco del extracto acuoso de
Piper aduncum L.(Matico)

Concentraciones (mg/mL)

100% 50% 25%
Staphylococcus 14.6 13.4 11.5 16.0 71.87
aureus
Bacillus subtilis 8.4 6.7 5.3 17.0 31.18
Escherichia coli 6.1 5.2 4.3 16.0 26.88
Pseudomonas - - - - -
aeruginosa

Fuente : La autora.

Donde:

. C.P. = Cloranfenicol 30 ug
o C.N.= Agua destilada

o PIR = Porcentaje de Inhibicién Relativa
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Tabla N° 3: Método de Difusién en disco del extracto acuoso de

Piper aduncum L.(Matico).

El andlisis de varianza (ANOVA) se realiz6 para los dos protocolos que
evidenciaron actividad antibacteriana. Se aplico ANOVA unifactorial a los
diametros totales y la significancia se reportd con un nivel de confianza del
95%.

ANOVA : Staphylococcus aureus

28,19 3 9,40 24,09 0,000 Si hay
3,12 8 0,39 dif.
Gréfico de medias Prueba de Tukey

1501 Subconjunto para

Concentra- | N alfa=0,05
ciones

15,0

1 2 3

=
o

25% 3 | 11,53

Media de Staphy_Ext

e 50% 3 13,43
1201 100% 3 14,60 | 14,60
Control | 3 15,67
| = e ot coni Sig 1,000 | 0,180 | 0,234

Concentraciones
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Analisis de la tabla N°3 de ANOVA (Andlisis de varianza) muestra un nivel de
significacién de 0,000 (p < 0,05) por lo que se concluye que si hay diferencia
significativa en los promedios de los diametros de las zonas de inhibicion para
el Staphylococcus aureus.

Luego con la Prueba por pares de promedios de Tukey se tiene que a una
concentracion del 100% del extracto acuoso se obtiene el mayor promedio del
diametro 14,60 mm similar al diametro obtenido con el cloranfenicol que se

utilizé como control positivo.

ANOVA : Bacillus subtilis

192,02 11

Media de Bacylu_Ext

T T
0% 100%

Concentraciones
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Andlisis de la tabla N°3: de ANOVA (Andlisis de varianza) muestra un nivel

de significacién de 0,000 ( p < 0,05) por lo que se concluye que si hay

diferencia significativa en los promedios de los diametros de las zonas de

inhibicion para el Bacillus subtilis.

Luego con la Prueba por pares de promedios de Tukey se tiene que a una

concentracion del 100% del extracto acuoso se obtiene el mayor promedio del

diametro 8,37 mm, pero inferior al diametro con el cloranfenicol con 15,67 mm

gue se utilizé como control positivo.

ANOVA Escherichia coli

Entrecc | 250,13 3 83,38 595,54 0,000
Dentro 1,12 8 0,14 dif.
cc
TOTAL 251,25 11
Gréafico de medias Prueba de Tukey
Subconjunto para
N Concentra- N alfa=0,05
ciones
oe] 1 2 3
i-u:' 25% 3 4,33
50% 3| 523 | 523
: 764 100% 3 6,10
Control 3 15,67
Sig 0,072 | 0,084 | 1,000
S
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Analisis de latabla N°3 de ANOVA (Analisis de varianza) muestra un nivel de
significacién de 0,000 (p < 0,05) por lo que se concluye que si hay diferencia
significativa en los promedios de los diametros de las zonas de inhibicion para
Escherichia coli.

Luego con la Prueba por pares de promedios de Tukey se tiene que a una
concentracion del 50% y del 100% del extracto acuoso se obtienen los mayores
promedios del didmetro 5,23 y 6,10 mm, pero inferior al diametro con el

cloranfenicol con 15,67 mm que se utiliz6 como control positivo.

Tabla N° 4: Método de Difusion en disco del etandlico de Piper
aduncum L.(Matico)

Staphylococcus 15.0 11.2 9.4 19.0 49.47
aureus
Bacilus subtilis 15.0 12.0 11.1 19.0 58.42
Escherichia coli 17.0 16.4 16.1 18.0 89.44
Pseudomona - - - - -
aeuroginosa

Fuente : La autora.

Donde:

o C.P. = Cloranfenicol 30 ug
. C.N.= Alcohol de 96°

o PIR = Porcentaje de Inhibicién Relativa
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Tabla N° 4: Método de Difusién en disco del etanélico de Piper
aduncum L.(Matico)

ANOVA : Staphylococcus aureus

Fuente  Sumade Grados Cuadrados Fc Ft Sig Conclusién
de de
cuadrados medios
variacion libertad
Entre cc 152,25 3 50,75 145,34 0,000 Si hay
Dentro cc 2,79 8 0,35 dif.
TOTAL | 155,04 11
Grafico de medias Prueba de Tukey
Subconjunto para
o] Concentra- | N alfa = 0,05
g ciones 1 2 3 4
%jw 25% 3| 943
; 1201 50% 3 11,2
1001 100% 3 0 15,0
Control | 3 0 18,67
. su'immmn:e%
Sig 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000

Andlisis de la tabla N°4 La tabla da ANOVA (Analisis de varianza) muestra un
nivel de significacion de 0,000 (p < 0,05) por lo que se concluye que si hay

diferencia significativa en los promedios de los diametros de las zonas de

inhibicion para el Staphylococcus aureus.

Luego con la Prueba por pares de promedios de Tukey se tiene que a una

concentracion del 100% del disco con extracto etandlico se obtiene el mayor

promedio del diametro 15,00 mm pero inferior al didmetro obtenido con el

cloranfenicol 18,67 mm que se utiliz6 como control positivo.
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ANOVA Bacillus subtilis

Fuentede Sumade Grados Cuadrad Fc Ft Sig Conclusion
. de 0S
Variacion cuadrad
0S libertad medios

Entre cc 104,51 3 34,84 57,42 0,000 Si hay
Dentro cc 4.85 8 0,61 dif.

TOTAL 109,36 11

Gréfico de medias Prueba de Tukey
oo Subconjunto para
| Concentra- N alfa=0,05

ciones
2 1 2 3
i 25% 3 | 1113
3 50% 3 | 12,00

100% 3 15,00

100 Control 3 18,67

Concentraciones o S|g 0,553 1,000 1,000

Andlisis de la tabla N°4: De ANOVA (Analisis de varianza) muestra un nivel

de significacion de 0,000 (p< 0,05) por lo que se concluye que si hay diferencia

significativa en los promedios de los diametros de las zonas de inhibicién para

el Bacillus subtilis.

Luego con la Prueba por pares de promedios de Tukey se tiene que a una

concentracion del 100% del disco del extracto etandlico se obtiene el mayor

promedio del diametro 15,00 mm pero inferior al diametro obtenido con el

cloranfenicol 18,67 mm que se utiliz6 como control positivo.
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ANOVA Escherichia coli

'Entrecc 419 0061 = Nohay hay
Dentro 2,99 8 0,37 dif.
cc
TOTAL | 7,18 11
Gréafico de medias Prueba de Tukey
. Subconjunto para
Concentra- N alfa = 0,05
ciones
., s 1
25% 3 16,13
50% 3 16,40
: N 100% 3 17,00
Control 3 17,68
Sig 0,060
o so»éommrmn;zé% Cont +

Andlisis de la tabla N°4: ANOVA (Andlisis de varianza) muestra un nivel de
significacién de 0,061(p > 0,05) por lo que se concluye que no hay diferencia
significativa en los promedios de los diametros de las zonas de inhibicion para

Escherichia coli.

Luego con la Prueba por pares de promedios de Tukey se ratifica la no
existencia de diferencias significativas entre los promedios de los diametros a
estas diferentes concentraciones, inclusive ni con el diametro del control

positivo que es el cloranfenicol.
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Tabla N° 5: Concentracién minima inhibitoria del extracto etandlico de las hojas de
Piper aduncum L. (Matico)

Bacterias Extracto cmi
Patégenas Concentracion decreciente de extractos mg/mL.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Concentracion 250 125 62.5 31.25 15.6 7.8 3.9 2.0 1.0 CN
mg/mL. (25%)
Escherichia coli Etandlico - - - - + + + + + +

Fuente : La autora
C.N. : Control del microorganismo en caldo
(+) : Crecimiento microbiano
(-) : Sin crecimiento microbiano
Andlisis de la tabla N°5 : Se puede apreciar que el extracto etandlico frente a Escherichia coli present6 CMI a una

concentracion de 31.25 mg/mL. (Tubo N°4), se puede observar que no hay crecimiento bacteriano.
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Tabla N° 6: Concentracion minima bactericida del extracto etandlico de las hojas de Piper
aduncum L. (Matico) frente a Escherichia coli.

Bacteria Extracto CMB

patdgena » )
Concentracion decreciente de extractos mg/mL.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Concentracion 250 125 62.5 | 31.25 | 15.6 7.8 3.9 2.0 1.0 CN
mg/mL. (25%)
Escherichia coli etandlico - - - + + + + + +

Fuente : La autora
Donde :
C.N. : Control del microorganismo en caldo
(+) : Crecimiento microbiano
(-) : Sin crecimiento microbiano
Andlisis de la tabla N°6 : Se puede apreciar que el extracto etandlico frente a Escherichia coli present6 CMB a la

concentracion de 31.25 mg/mL. se puede observar que no hay crecimiento bacteriano.
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4.2. DISCUSION DE RESULTADOS.-

Se investigaron las actividades antibacterianas de los extractos
acuoso y etanolico de Piper aduncum L.(Matico), se determinaron
sSus componentes quimicos principales : taninos, compuestos
fendlicos libres, flavonoides, alcaloides, triterpenos yl/o
esteroides, quinonas Yy saponinas; coincidiendo con los
investigadores: Arroyo J, Bonilla P, Tomas G, Huaman J.
Docentes de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos,
quienes realizaron la investigacion titulada: “Estudio fitoquimico
del extracto etandlico y de las fracciones de las hojas de Piper
aduncum “Matico”. Los resultados obtenidos determinaron que el
andlisis fitoquimico determiné presencia de: saponinas, taninos,

qguinonas, flavonoides y alcaloides.

Segun Domingo D. Lépez-Brea, en su investigacion titulada
Plantas con accion antimicrobiana, menciona que los compuestos
fitoquimicos con actividad antibacteriana son : taninos,
compuestos fendlicos libres, quinonas, flavonoides, alcaloides y
triterpenos y/o esteroides.

Santos Maximillan Leite et al. Investigador de la Universidad
Federal de Santa Maria (Brasil) realizaron el trabajo titulado:
“‘Antifungal activity of extracts from Piper aduncum leaves
prepared by different solvents and extraction techniques against
dermatophytes  Trichophyton  rubrum and  Trichophyton
interdigitale.”

Concluyeron que el extracto hecho por maceracién con el etanol

tiene mayor contenido de sesquiterpenos y actividad antifingica.

En la determinaciéon de la actividad antibacteriana de los
extractos acuoso y etandlico frente a cepas patdégenas, se
observdé que el extracto acuoso de Piper aduncum L., a una
concentracion de 25%(250 mg/mL) frente a Staphylococcus

aureus, mostré halos de inhibicion de 11.5 mm. (Resistente) con
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respecto al control positivo de Cloranfenicol que mostré un halo
de inhibicién de 16mm.

Los halos inhibicion frente a las bacterias Bacillus subtilis,

Escherichia coliy no fueron de tamafio significativo.

El extracto etandlico frente a Escherichia coli a una concentracion
de 25%(250 mg/mL), mostré un halo de inhibicion de 16.1mm.
(Intermedio). El control positivo de Cloranfenicol que mostré un
halo de inhibicion de 18 mm; mientras que el extracto etandlico
frente a Bacillus subtilis, a la misma concentracion presenté un

halo de inhibicion de 11.1mm.(Resistente).

Los extractos acuoso y etandlico a una concentracion de 25%
enfrentados a Pseudomona aeruginosa, no presentaron halos de

inhibicion.

El Porcentaje de Inhibicion Relativa (PIR), para el extracto acuoso
frente a Staphylococcus aureus, a una concentracién de 250 mg/
mL. fue de 71.87%, mientras que el PIR para el extracto
etandlico frente a Escherichia coli fue de 89.44%, y el PIR , para
el extracto etandlico frente a Bacillus subtilis, fue de 58.42%.

Con respecto a la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) a una
concentracion de 250 mg/mL, para el extracto etandlico frente a
Escherichia coli fue de 31.25 mg/mL. La Concentracion Minima
Bactericida (CMB), a una concentraciéon de 250 mg/mL frente a

Escherichia coli fue de 31.5 mg/mL.

Segun los resultados podemos afirmar que los extractos de las
hojas de Piper aduncum L., frente a bacterias patogenas,
presentaron resistencia frente a bacterias gram positivas, y
actividad intermedia frente a las bacterias gram negativas, pese a
que estas presentan una envoltura externa que protege a la pared

bacteriana (que es mas angosta) mientras que en las Gram

82



positivas no se presenta dicha envoltura estando mas expuesta la
pared bacteriana (m&s ancha o gruesa) donde posiblemente
actuaria el extracto evaluado, desestabilizando la pared

bacteriana.
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4.3.

CONCLUSIONES:

1. La actividad antibacteriana del extracto acuoso de las hojas de Piper

aduncum L., a una concentracion de 25%(250 mg/mL.) frente a
Staphylococcus aureus, mostré6 halo de inhibicion de 11.5 mm
(Resistente) y el extracto etanolico al 25% frente a Escherichia coli,
presentd un halo de inhibicién de 16.1mm (Intermedio), la bacteria
Bacillus subtilis obtuvo un halo de inhibicion de 11.1mm
(Resistente). En cuanto a la bacteria Pseudomonas aeruginosa, no
presento halos de inhibicibn en ninguno de los dos extractos

(Resistente).

. El porcentaje de inhibicién relativa (PIR) para el extracto acuoso

frente a Staphylococcus aureus, fue de 71.87 %, mientras que el
PIR para el extracto etandlico frente a Escherichia coli fue de
89.44%, y el PIR, para el extracto etandlico frente a Bacillus subtilis,
fue de 58.42%.

. La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) a una concentracién de

250 mg/mL. para el extracto etandlico de las hojas del Piper
aduncum L. frente a Escherichia coli fue de 31.25 mg/mL. La
Concentracion Minima Bactericida (CMB) a una concentracion 250
mg/mL para el extracto etandlico frente a Escherichia coli fue de
31.25 mg/mL.

. Los metabolitos secundarios presentes en los extractos acuoso y

etandlico de Piper aduncum L.(Matico) fueron: taninos, compuestos
fendlicos libres, , flavonoides, alcaloides, triterpenos y/o esteroides,

guinonas y saponinas.
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4.4.

RECOMENDACIONES:

1.

Continuar las investigaciones sobre la actividad antimicrobiana de los
extractos de las hojas de Piper aduncum L. (Matico), frente a hongos
y virus; a fin de comprobar otras propiedades terapéuticas que le

atribuye la medicina tradicional.

. Utilizar otras partes de la planta como los frutos, semillas y ramas

jovenes para determinar el real efecto farmacolégico, pues se
menciona que se utilizaba a nivel de los paises andinos éstas partes

como uso tradicional para infecciones del tracto urinario.

. Elaborar una base de datos electronica en la Universidad Alas

Peruanas, de las plantas medicinales investigadas cientificamente

para contar con informacion actualizada.

. Realizar trabajos de investigacion similares, principalmente en el

campo etnobotanico con otras plantas de nuestra region, en la

bldsqueda de nuevos compuestos antimicrobianos en general.
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ANEXO N°1

MATRIZ DE CONSISTENCIA

UNIVERSIDAD PARTICULAR “ALAS PERUANAS” FILIAL - ICA — ESCUELA DE POST GRADO
MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO DEL PROYECTO: “ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LOS EXTRACTOS ACUOSO Y ETANOLICO DE LAS HOJAS DE Piper aduncum L.

(MATICO) FRENTE A BACTERIAS PATOGENAS, EN LA CIUDAD DE ICA-2013-2014”

INVESTIGADOR Mg. Jessica Yolanda Huarcaya Rojas.
FECHA ICA, Mayo del 2013
PROBLEMA (1) OBJETIVOS (2) HIPOTESIS (3) VARIABLES (4) INDICADORES (5) INDICE (6) TECNICAS (7) INSTRUMENTOS (8)
Problema General Objetivo general Hipétesis general Variable . Identificacion Caracteristicas e | Recoleccién de | Clasificacion taxonémica
éTendrdn actividad antibacteriana los | Determinar la actividad | Los extractos acuoso y | Independiente “X": botdnica. hojas, tallos, | especie en campo. y boténica.
extractos acuoso y etandlico de las hojas | antibacteriana de los extractos | etandlico de las hojas de Piper | Extracto acuoso vy inflorescencia.
de Piper aduncum L. (Matico) frente a | acuoso y etandlico de las hojas | aduncum L. (Matico) | etandlico de las | o Obtencién de: Extraccion acuosa y | Concentracion a
bacterias patdgenas en la ciudad de Ica, | de Piper aduncum L. (Matico) | presentarian actividad | hojas de  Piper Extractos. g/mL. extracto etandlica. sequedad
2013-2014? frente a bacterias patdgenas | antibacteriana significativa | aduncum L. | « Screening Coloracion y/o | Reaccién shinoda coloracién
en la ciudad de Ica, 2013.2014. | frente a bacterias patdgenas | (Matico). fitoquimico precipitacion Reaccion Alcaloides Precipitacion
en la ciudad de ica, 2013-2014. Reaccién
Lieberman-buchard Coloracion
Problemas especificos Objetivos especificos. Hipétesis especificas Variable . Presencia o | Tamafios de | Método difusiéon en | Formacién de halos de
e (Cudl de los extractos presentard una ([ Determinar que  extracto | - El extracto acuoso o | Dependiente “Y”: ausencia de | halos agar. inhibicién(mm)
mayor actividad antibacteriana frente presentaria  una  mayor etandlico presentaria una crecimiento.
bacterias patégenas?. actividad antibacteriana mayor actividad | Actividad Formacion de turbidez y
e (Cudl serd la concentracién minima frente a bacterias patdgenas antibacteriana  frente a | antibacteriana e  Presencia o | Magnitud de | Mét. de dilucion: | formacion de colonias.
inhibitoria y concentracion minima en la ciudad de lIca, 2013- bacterias patégenas. frente a bacterias ausencia de | crecimiento CMIYCMB.
bactericida de los extractos en estudio?. 2014. - Presentarian CMIl y CMB los | patégenas crecimiento.

e (Qué porcentaje de inhibicion relativa
presentaran las concentraciones
significativas.
son los metabolitos secundarios presentes
en los extractos?.

@ Determinar la concentracion
minima inhibitoria (CMI) yla
minima bactericida (CMB).

® Determinacion del PIR.

® Identificar los  metabolitos
secundarios presentes en los
extractos.

extractos en estudio.

- Presentarian  PIR las
concentraciones
significativas.

- Serian los  metabolitos
secundarios presentes en los
extractos de Piper aduncum
L. (Matico), los que vy le
confieren la actividad
antibacteriana .

. Halos de extracto,
halos del control.

. Magnitud de
reaccion.

Tamafios de halos

Coloracién
precipitacion

y/o

Método .Difusién en
agar

Reaccion shinoda
Reaccidna alcaloides
Reaccion

Liebermann-
buchard

Proporcidn porcentual

Coloracion

Precipitacion

Coloracion
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ANEXO N°2 : FICHA DE REGISTRO DE DATOS

SCREENING FITOQUIMICO DEL EXTRACTO ACUOSO DE
LAS HOJAS DE PIPER ADUNCUM L. (MATICO)

METABOLITOS REACCION RESULTADO
SECUNDARIOS
Taninos Gelatina 1% PP Turbidez
Compuestos fenoélicos Fecls 5% Color NOC
libres
Flavonoides Shinoda Color NOC
Alcaloides Dragendorff PP Turbidez
Mayer PP Turbidez
Wagner PP Turbidez
Saponinas Prueba de espuma | PE NPE

Fuente : La autora.
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ANEXO N°3 : FICHA DE REGISTRO DE DATOS

Taninos Gelatina 1% PP Turbidez
Compuestos fenoélicos Fecls 5% Color NOC
libres
Flavonoides Shinoda Color NOC
Alcaloides Dragendorff PP Turbidez
Mayer PP Turbidez
Wagner PP Turbidez
Saponinas Prueba de espuma | PE NPE
Triterpenosy/o Liebermann- Color NOC
esteroides burchard
Quinonas Bortrager Color NOC

Fuente : La autora.
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ANEXO N°4 : FICHA DE REGISTRO DE DATOS

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO ACUOSO DE LAS
HOJAS DE PIPER ADUNCUM L. (MATICO)

ESPECIE BACTERIANA : STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Concentraciones del extracto : 100% 50% 25%

Placa 1 en (mm).

Placa 2 en (mm).

Placa 3 en (mm).

Control (+) Cloranfenicol

Control (-) Agua destilada

ESPECIE BACTERIANA : BACILLUS SUBTILIS

Concentraciones del extracto : 100% 50% 25%

Placa 1 en (mm).

Placa 2 en (mm).

Placa 3 en (mm).

Control (+) Cloranfenicol

Control (-) Agua destilada

Fuente : La autora.
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Concentraciones del extracto

100%

50%

25%

Placa 1 en (mm).

Placa 2 en (mm).

Placa 3 en (mm).

Control (+) Cloranfenicol

Control (-) Agua destilada

Fuente : La autora.
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ANEXO N°5 : FICHA DE REGISTRO DE DATOS

100% 50%

Fuente : La autora.
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ESPECIE BACTERIANA : ESCHERICHIA COLI

Concentraciones del extracto g 100% 50%

25%

Placa 1 en (mm).

Placa 2 en (mm).

Placa 3 en (mm).

Control (+) Cloranfenicol

Control (-) Etanol de 96°

ESPECIE BACTERIANA : PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Concentraciones del extracto g 100% 50%

25%

Placa 1 en (mm).

Placa 2 en (mm).

Placa 3 en (mm).

Control (+) Cloranfenicol

Control (-) Etanol de 96

Fuente : La autora.
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ANEXO N°6 : FICHA DE REGISTRO DE DATOS

250 | 125 | 625 | 31.25 | 156 | 78 | 39 ( 2.0 | 1.0 CN
(25%)

mg/mL.

Acuoso

Etandlico

Etandlico

Fuente : La autora.
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ANEXO N°7 : FICHA DE REGISTRO DE DATOS

Cepas
patogenas

Escherichia
coli

Fuente : La autora.
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UNIVERSIDAD ALAS PERUANAS
INFORME DE OPINION DE EXPERTOS DE INSTRUMENTOS DE INVESTIGACION

i. DATOS GENERALES ; -
1.1 Apellidos y nombres del informe:...\-.]:.o..'lg& ..... HW&«(JOVOLe/V@J A"Vm—% G s

W - »”
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il.ASPECTOS DE VALIDACION
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3.ACTUALIDAD Adecuado  al
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investigacion. —
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constructo
légico en los X

items, =

Valora las
S.SUFICIENCIA dimensiones en X
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6.INTENCIONALIDAD | Adecuado para
cumplir con los X
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trazados. il
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referentes x

bibliograficos =

8.COHERENCIA Entre hipétesis

dimensiones e x
indicaciones. il

9.METODOLOGIA Cumple con los
lineamientos X’
metodolégicos, -

10.PERTINENCIA Es asertivo y
funcional para la X
Ciencia.
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IV. PROMEDIO DE VALORACION:........ 0. 9.2. 5. /!
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13 Nombre del Instrumento motivo de Evaluacién:.. EACN.0.42.. a1 s X, 42. A% FO 8t
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Estd formulado

1. CLARIDAD con  lenguaje
apropiado.

X

Estd expresado

2.0BJETIVIDAD en  conductas
observables.

3.ACTUALIDAD Adecuado 3l
avance de I3
investigacién.

4.0RGANIZACION Existe un
constructo
légico en los
items.
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Valora las
5.SUFICIENCIA dimensiones en
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6.INTENCIONALIDAD | Adecuado para
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referentes
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8.COHERENCIA Entre hipétesis
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IV. PROMEDIO DE VALORACION:...... B.6.... 7/,
LUGAR Y FECHA:.. Joln R84 Qv bre del 2015 //

,2—-"?7Q

Javier Heman Chavez Espinoza
DOCTOR - SALUD PURLICA
oL 219653 53, Teléfono.. 5763212 L]




1.3
1.2
1.3
1.4
15

UNIVERSIDAD ALAS PERUANAS

INFORME DE OPINION DE EXPERTOS DE INSTRUMENTOS DE INVESTIGACION

DATOS GENERALES

Institucién donde labora:....... (2. M. 0 S am Lt é”‘ﬁ“’f‘“ o e

’ o S : il
Nombre del Instrumento motivo de Evaluacion:, LA Ch4 AL

J it Tolaoua Huarcayt ARojed

Autor del instrumento: aq.

AW AT pondi Ao Aeviona X Ch  oxtiacto

Titulo de la Investigacion:..£.l. 00 .

Aot 5 Aanb s o Lan Adjas e PPEL AIUHCH (" Ffal )

.........................................................................................................................................................................................

1LLASPECTOS DE VALIDACION

INDICADORES

CRITERIOS

DEFICIENTE

BAJA REGULAR

BUENA

MUY BUENA

6

11

16 | 61 | 26 | 31 | 36 | 41 | 46 | 51

76 | 81 | 86 | 91

96

10

15

20 {25 | 30 |35 |40 | 45 | 50 | 55

65

70 | 75

80 (85 |90 | 95

100

L. CLARIDAD

Estd formulado
con lenguaje
apropiado.
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Estd expresado
en  conductas
observables.

3.ACTUALIDAD

Adecuado al
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investigacion.

X

4.0RGANIZACION

Existe un
constructo
légico en los
items.

5.SUFICIENCIA

Valora las
dimensiones en
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6.INTENCIONALIDAD

Adecuado para
cumplir con los
objetivos
trazados,

7.CONSISTENCIA

Utiliza
suficlentes
referentes
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X
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VICERRECTORADO ACADEMICO
ESCUELA DE POST GRADO

l‘ANEXOES.DECLARACIONJURADA ‘ ASESOR 2

DECLARACION JURADA

Yo, J'Egs‘-c“\,G"A‘“DAH"AQ(F’VARO:TAS Estudiante de
18 SECCION B8 oo ereeee e encesens e essnesees e ereemnnen s meenees. € 1@ UnNiversidad ALAS PERUANAS , con
codigo N° 20‘22’qq€q|dent|ﬁcado (a) con DNI N°..2. 1Y 62 &« XC,

con la tesis titulada:

Declaro bajo juramento que:
1) La tesis es de mi autoria.

2) He respetado las normas internacionales de citas y referencias para las fuentes
consultadas. Por tanto, la tesis no ha sido plagiada ni total ni parcialmente.

3) Los datos presentados en los resultados son reales, no han sido falseados, ni copiadosy
por tanto los resultados que se presenten en |a tesis se constituiran en aportes a la
realidad investigada.

De identificarse la falta de fraude (datos falsos), de plagio (informacidn sin citar a autores), de
pirateria (uso ilegal de informacidn ajena) o de falsificacion (répresentar falsamente las ideas de
otros), asumo las consecuencias y sanciones que de mi accion se deriven, sometiéndome a la
normatividad vigente de la Universidad ALAS PERUANAS.

Lima, .09 de..Febrero.  del20

~DNI: 20462688 .
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UNIVERSIDAD ALAS PERUANAS

Vicerrectorado de Investigacion y Postgrado

CARTA DE ACEPTACION DE ASESORAMIENTO DE LA TESIS

PARA OPTAR EL GRADO ACADEMICO DE MAESTRO Y/O GRADO ACADEMICO DE DOCTOR

Yo, YSABEL RAMOS LALUPU, docente del Vicerrectorado de Investigacion y
Postgrado de la UAP, identificado con DNI N° 07686388, Carnet de Extranjeria o
Pasaporte N° ............................., me comprometo a asesorar la Tesis de:

Maestro D Doctor del graduando Jessica Yolanda Huarcaya
Rojas, cuyo titulo de Tesis es: “ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LOS EXTRACTOS
ACUOSO Y ETANOLICO DE LAS HOJAS DE Pijper Aduncum L. (MATICO) FRENTE
A BACTERIAS PATOGENAS, EN LA CIUDAD DE ICA 2013 — 2014”.

Actuaré como:
Asesor Metodolégico

Asesor Cientifico I:l

EERRI » - RSSO, - - o

DraYsabel Ramostalupt

Asesora
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INFORME DE ASESORIA DE TESIS

A - Dr. Roberto Antonio Rosas Lujan
Coordinador de la Escuela de Postgrado Filial Ica
Universidad Alas Peruanas

DE : Dra. Ysabel Ramos Lalupu
Asesor Metodologico

FECHA : 10 de Febrero del 2016

Es grato dirigirme a usted a fin de informar, quien suscribe fue designado como asesor
metodoldgico y cientifico de Tesis Pura titulada "ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE
LOS EXTRACTOS ACUOSO Y ETANOLICO DE LAS HOJAS DE Piper Aduncum
(MATICO) FRENTE A BACTERIAS PATOGENAS, EN LA CIUDAD DE ICA 2014 —
2015" de la sefiora Mag. JESSICA YOLANDA HUARCAYA ROJAS, para optar el
grado Académico de Maestro en Docencia Universitaria y Gestion Educativa en la
Escuela de Postgrado.

Que habiendo concluido mi labor de Asesoria, debo expresar que la sefiora Mag.
JESSICA YOLANDA HUARCAYA ROJAS, ha cumplido en forma satisfactoria con los
requisitos que se requieren para la presentacién del mencionado documento, en lo que
corresponde al procedimiento metodolégico que a continuacion se detalla:

- DE LOS ASPECTOS PRELIMINARES Y DE FORMA: Se ha respetado el
esquema de tesis establecido por la Escuela de Postgrado.

. DEL CAPITULO I: PLANTEAMIENTO METODOLOGICO: El problema de
investigacion, los problemas especificos, el tipo de investigacion, disefio, nivel,
enfoque, responden a un estudio experimental, planteado en la investigacion.

- DEL CAPITULO Il: MARCO TEORICO: Los antecedentes, las bases tedricas y la
definicidn de términos basicos responden a las variables del estudio de
investigacion.

- DEL CAPITULO Ill: ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS:
Se analizaron los resultados a través de pruebas estadisticas ANOVA y TUKEY.

- LAS CONCLUSIONES de la investigacién guardan relaciéon con las hipétesis
planteadas.
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- LAS RECOMENDACIONES de la investigacion guardan relaciéon con los objetivos
planteados.

- LAS REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS Y ELECTRONICAS de la investigacion
se presentaron de acuerdo a las normas Vancouver.

Por lo que se APRUEBA metodologicamente la presente tesis.

Por las consideraciones expuestas, estimo que la tesis elaborada por de la sefiora Mag.
JESSICA YOLANDA HUARCAYA ROJAS, se encuentra expedita para su oportuna
sustentacion.

Atentamente,

gw@d

_Dra—Ysabel Ramos Lalupu
Asesor Metodolégico de Tesis




ANEXO N°14: OBTENCION DE LA MUESTRA

Figura N°4 : Casa Naturista Lucho de la Ciudad de Ica
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ANEXO N°15: PREPARACION DE LA MUESTRA VEGETAL

Secado Natural de las hojas de Secado Artificial de las hojas de
Piper aduncum L. Piper aduncum L.
‘s\i__ﬂ
f £
&

4 .

Molienda de las hojas de Pesado de las hojas de
Piper aduncum L. 112 Piper aduncum L.



ANEXO N°16: PREPARACION DE EXTRACTOS

Extracto Etandlico de las hojas de Maceracion de las hojas de
Piper aduncum L. Piper aduncum L.

il \
Extracto Acuoso de las hojas de Filtracion del extracto acuoso de
Piper aduncum L. las hojas de Piper aduncum L.
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ANEXO N°17: SCREENING FITOQUIMICO
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Reactivos y Materiales. Identificacion.

Identificacion de Metabolitos Secundarios.
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ANEXO N°18: ESTERILIZACION DE MATERIALES

Esterilizacién de Placas Petri y otros.

Concentraciones del extracto
etanadlico.

Medios de Cultivo.
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ANEXO N°19: ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Plaqueando el Agar Mueller - Preparacién de las Placas para la
Hinton. Siembra.

Método de difusion en disco: Método de difusion en disco:
Staphylococcus aureus. Bacillus subtilis.
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ANEXO N°20: ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Método de difusion en disco:
Escherichia coli.

Método de difusion en disco:
Pseudomonas aeruginosa.

117



ANEXO N°21: CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

=
-
2
E

CMI del extracto etandlico frente a Escherichia coli.

CMB del extracto etandlico frente a Escherichia coli.
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ANEXO N°22 : CONSTANCIA DE CLASIFICACION TAXONOMICA

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
Universidad del Perd, DECANA DE AMERICA

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

Museo de
Historia
Naruoral

"Afo de la Inversién para el Desarrollo Rural y la Seguridad Alimentaria"
CONSTANCIA N°301-USM-2013

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA
NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA
CONSTANCIA QUE:
La muestra vegetal (Planta completa), recibida de Jessica Yolanda
HUARCAYA ROJAS; de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Alas Peruanas U.A.P. Sede Ica, ha sido estudiada y clasificada
como: Piper aduncum L.; y tiene la siguiente posicidon taxonémica, segun el
Sistema de Clasificacion de Cronquist (1981):
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: MAGNOLIIDAE
ORDEN: PIPERALES
FAMILIA: PIPERACEAE
GENERO: Piper
ESPECIE: Piper aduncum L.

Nombre vulgar: “Matico”.
Determinado por: Mg. Maria Isabel La Torre.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para
fines de estudios.

Fecha, 03 de diciembre de 2013
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Av.Arenales 1256, Jesis Marfa Telfs. (511)471-0117, 470-4471 e-mail: museohn@unmsm.edu.pe
Apdo. 14-0434, Lima 14, Peru 470-7918, 619-7000 anexo 5703

http://museohn.unmsm.edu.pe
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