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RESUMEN

Se investigo la actividad antimicrobiana in vitro del extracto etandlico de la hoja y el extracto
hidroalcoholico de vaina de Senna reticulata (Willd) “retama”. La especie fue recolectada en la
localidad de Francisco de Orellana, de forma aleatoria; en la ciudad de Iquitos, departamento de
Loreto, Pert. La actividad antimicrobiana se evalu6 mediante el método de difusién en agar
(Método de Kirby- Bauer). Los microorganismos utilizados fueron Staphylococcus aureus y
Escherichia coli. En el extracto etandlico de la hoja, 6 (37,5%) presentaron moderada actividad
antimicrobiana significativa frente a Escherichia coli; con el extracto hidroalcohdlico de la
vaina, 11(68,8%) presentaron moderada actividad antimicrobiana significativa frente a
Staphylococcus aureus. Los extractos con la mejor actividad antimicrobiana fueron el extracto
etandlico de la hoja frente a Escherichia coli y el extracto hidroalcoholico de la vaina frente a
Staphylococcus aureus.

Palabras Claves: Senna reticulata, actividad antimicrobiana, extracto etanélico, extracto

hidroalcohdlico.



ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF VEGETABLE ABSTRACTS OF Senna
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ABSTRACT

We investigated the antimicrobial activity in vitro of the ethanolic extract of the leaf and the
hydroalcoholic extract of pod of Senna reticulata (Willd) "retama”. The sort was gathered at
Francisco's locality of Orellana, of aleatory form; At lquitos's city, Loreto's department, Peru.
The antimicrobial activity was evaluated by means of the method of diffusion in agar (Kirby
Bauer's Method). The used microorganisms were bacteria Staphylococcus aureus, Escherichia
coli. In the abstract etandlico of the sheet, 6 (37.5 %) presented moderate antimicrobial
significant activity in front of Escherichia coli, with the pod's hydroalcoholic abstract, 11(68,8%)
presented moderate antimicrobial significant activity in front of Staphylococcus aureus. The
abstracts with the best antimicrobial activity were the abstract etandlico of the sheet in front of

Bacillus Coli and the hydroalcoholic abstract of the pod in front of Staphylococcus aureus.

Key words: Senna reticulata, antimicrobial activity, abstract etanolico, hydroalcoholic

abstract.
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CAPITULO |

I. INTRODUCCION

La existencia de amplias areas protegidas reconocidas por su alta diversidad en
especies medicinales, representan el punto de partida para el estudio de la relacion
entre la naturaleza y la salud, que contribuiran a la mejora de la salud ambiental y del
hombre, contrarrestando las enfermedades por diversos agentes patdgenos e
inadecuados estilos de vida del hombre moderno, creando la necesidad de buscar
nuevas alternativas de tratamientos, con una tendencia de volver a las costumbres
ancestrales: el uso de plantas, para la cura de sus enfermedades. (ZULUAGA
G.1994).

El estudio de las plantas medicinales, ha sido apoyado frecuentemente por diferentes
organizaciones internacionales. La Asamblea Mundial de la Salud (WHO, 1991) y la
Organizacion Mundial de la Salud, quienes con el proyecto “Salud y Medicina
Tradicional” han dado mucho valor a los fitomedicamentos, teniendo en cuenta que
la poblacién mundial usa plantas como su fuente primaria de agentes medicinales,
representando el 25% (WHO, 1996), y en los paises en desarrollo la participacion
de las plantas medicinales alcanza el 80%. (SANGAMA D, et al. 2009).

El Pert es uno de los 12 paises privilegiados con mayor biodiversidad del planeta. Se
calcula que existen alrededor de 250,000 plantas medicinales en los bosques
tropicales, 2,000 de las cuales se encuentran en nuestra region amazonica (60% del
territorio). (GIULIANO G, et al. 2003).

Las propiedades medicinales de Senna reticulata, esta relacionada con los diversos
metabolitos secundarios presentes en ella, cuyo efecto puede variar dependiendo de
las partes de la planta a utilizar (corteza, raiz, hoja, vaina, flores y semillas),
(CARACTERISTICAS DE LAS PLANTAS M. 2008) cuyas hojas son utilizadas en

el tratamiento antidiarreico, abscesos en la piel y sus flores para el tratamiento



antidiurético e infecciones urinarias, de alli que exista un creciente interés por

conocer sus principios activos, y su actividad antimicrobiana. (WHO, 1991).

El consumo de plantas medicinales, dentro de ellas Senna reticulata tiende a
desarrollar programas que fomenten el uso adecuado de estos recursos terapéuticos
ancestrales, siendo fundamental intensificar las investigaciones con el fin de
determinar su eficacia y evaluar su potencial como fuente de nuevas drogas, ya que
es de suma importancia descubrir nuevos compuestos que sean mas eficaces, y de
menor toxicidad para tratar diferentes infecciones bacterianas ocasionadas por
agentes patdgenos. (WHO, 1996).

Las enfermedades entéricas producidas por microorganismos como Escherichia coli
ocasionan una gran parte de la carga de morbilidad y mortalidad en los paises en vias
de desarrollo, provocando el mayor numero de muertes en nifios de 5 afios de edad
en todo el mundo, (RENGIFO, et al 1997). Otros microorganismos como
Staphylococcus aureus es responsable del 50% de dichas infecciones (ANGULO.,
1999).

Con la finalidad de contribuir a la solucion de este problema de salud publica, se
desarroll6 este trabajo de investigacion que tiene por propésito contribuir a la
obtencion de farmacos naturales, seguros y eficientes que pudieran servir como
modelo para el desarrollo de moléculas sintéticas apropiadas para la produccion de
antimicrobianos efectivos y mas especificos, mediante pruebas In vitro. (ANGULO.,
1999).

En el presente trabajo de investigacion presentamos los resultados obtenidos de la
investigacion de los extractos vegetales de Senna reticulata “retama” que permiten
Su uso como agente antimicrobiano sobre microorganismos patégenos, Escherichia
coli y Staphylococcus aureus, de mayor importancia en Salud Publica, plantedndose

la siguiente interrogante:



1.1 PROBLEMA DE INVESTIGACION

¢Presentara actividad antimicrobiana los extractos vegetales de Senna reticulata

(Willd) “retama” sobre microorganismos patogenos. IQUITOS-2012?



1.2. OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo General.

Determinar la actividad antimicrobiana de los extractos vegetales de Senna

reticulata “retama” sobre microorganismos patdgenos.

1.2.2 Objetivos Especificos.

+ Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro del extracto etandlico (hoja) e
hidroalcohodlico (vaina) de Senna reticulata “retama’ sobre microorganismos
patdgenos, Escherichia coli y Staphylococcus aureus, por el Método de

Difusion en agar (Método de Kirby - Bauer).

+ Desarrollar el tamizaje fitoquimico del extracto etanélico (hoja) e

hidroalcohdlico (vaina) de Senna reticulata “retama.

+ Analizar y procesar los resultados obtenidos en los ensayos in vitro.



CAPITULO Il

2.1 MARCO TEORICO

2.1.1 ANTECEDENTES

Costa, 1977. En la evaluacion e identificacion de los constituyentes vegetales, se
demostré la accion desinfectante de los metabolitos secundarios, en mayor

proporcién estuvo taninos, concedida por su caracter fenolico.

Baron, et al. 1990. En la validacion microbioldgica; de las bacterias, se demostrd
la actividad antimicrobiana frente a los extractos vegetales, entre ellos, el extracto

hidroalcoholico, mediante la estructura de la membrana que posee dicha bacteria.

Roman, 1999. En la Facultad de Ingenieria de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos- Lima, realizaron el tamizaje fitoquimico, de Spartium junceum
“retama”, determinandose metabolitos secundarios como: glicdsidos cianogénicos,

alcaloides y taninos.

Pareja et al., 2002. En la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, encontraron que Senna reticulata “retama”
presenta proteinas, flavonoides, taninos y terpenos, determinando que el zumo de

las hojas tiene efecto antiinflamatorio y cicatrizante.

Delgado, et al. 2003. En el presente estudio se realizO la determinacion
fitoquimica de los metabolitos secundarios presentes en los extractos vegetales,
demostrandose el mecanismo de accion, siendo dos aminoacidos esenciales para

realizar la actividad antimicrobiana.



Gorriti, et al. 2003. En la investigacion realizada, se presento los resultados del
andlisis antimicrobiano; demostrandose la formacion de halos de inhibicion de
crecimiento microbiano frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, cuando
se evalud con el extracto hidroalcoholico de Senna reticulata (Willd), por el
método de placas petri excavadas cuyos resultados validan sus actividades
antimicrobianas.

Callapifia, et al., 2005. En el extracto acuoso de las flores de Spartium junceum
L. “retama”, no encontraron actividad mutagénica evidente con ninguna de las
cepas, con o sin actividad metabdlica, en la investigacion realizada en el Instituto
de Recursos Naturales y Terapéuticos de la Facultad de Farmacia y Bioguimica de

la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Robbins, et al., 2005. En las hojas de Senna reticulata (Willd.)H. Irwin &
Barneby, realizarén el aislamiento del &cido cassico por la acidificacion
meticulosa de una solucion alcalina diluida y determinaron que presenta actividad
antibiotica in vitro en Bacillus mycoides, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,

Mycobacterium smegmatis, y Neisseria gonorreae.

Goncalves, et al. 2005. En el presente estudio se realizo diversos estudios, que
comprenden analisis farmacognosticos y actividad antimicrobiana de los extractos
hidroalcoholicos de Senna reticulata (Willd), mostro la presencia de

carbohidratos, compuestos terpenoides y fenolicos (taninos y flavonoides).

Pérez, 2006. En la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM) vy el
Herbario de la Facultad de Forestales de la Universidad Nacional Agraria La
Molina, se determiné el efecto sobre la mortalidad y repelencia de larvas de
Rhynchophorus palmarum L. (Curculionidae), plaga del Pijuayo Bactris gasipaes
kunth, de diez plantas con potencial biocida: entre ellas “retama comun” (Cassia

fistula L).



Isaza G, 2006. En la validacion de los efectos farmacologicos atribuidos a las
hojas de Senna reticulata (Willd), se determinG que el efecto cicatrizante del
extracto etandlico de las hojas es significante, encontrdndose que a mayor

concentracion mayor actividad terapéutica.

Sangetha et al, 2008. En el estudio realizado a los extractos etandlico e
hidroalcohdlico de la planta entera de Senna reticulata (retama), mostraron
actividad significativa contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis.

Nunes Dos Santos R. 2008. En la evaluacion Fitoquimica de dos extractos
etandlicos de Senna reticulata Willd., se encontré seis antraquinonas, un
flavonoide y una biantrona, identificando mistura de dos triterpenos y dos
fitoesterdides glicosilados en forma libre. Otra etapa del trabajo fue dedicada al
estudio farmacoldgico que a través de ensayos se analizd el potencial
antioxidante, actividad antiparasitaria, antimicrobiana y anticonvulsivante de los

extractos etanodlicos.

Ruiz Q. J. et al. 2009. R A. (2009). En su trabajo citan que varios constituyentes
de Senna reticulata (Willd) “retama”, fueron aislados e identificados, entre los
cuales incluyen a los carotenoides, terpenoides, flavonoides, taninos y trazas de
alcaloides, resultados semejantes a los obtenidos en esta investigacion.

Cristancho et al., 2009. En los extractos acuosos de las hojas de Senna reticulata,
“dorancé”, se evalud el efecto sobre la glicemia de los extractos acuosos
administrados a ratas con diabetes inducida por aloxano, demostrandose

estadisticamente que esta planta posee acciones hipoglicemiantes.


http://biblioteca.universia.net/autor/Rogério%20Nunes%20dos%20Santos.html

2.1.2 CLASIFICACION TAXONOMICA

De acuerdo al Sistema de Clasificacion de A. Cronquist et al., 1981, se ubica en
las siguientes categorias taxonémicas: (DE WIT H. 2005).

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Subclase : Rosidae

Orden : Rosales

Familia : Fabaceae

Género : Senna

Especie : Senna reticulata Will
Nombre comun : retama

Sinonimia : Cassia reticulata Willd. V

2.1.3 DESCRIPCION BOTANICA

Arbol que alcanza una altura de 10 metros. Sus hojas son pinnadas, de hasta 70
centimetros de longitud, con 6 a 14 pares de foliolos, oblongos de 4 a 15
centimetros de longitud. Sus racimos terminales tienen numerosas flores de color
amarillo dorado, con los sépalos ligeramente distintos entre si. Su fruto es lineal y
oblongo, de 15 centimetros de longitud y 2 centimetros de ancho, delgado, plano y
glabro. Sus semillas son alargadas, pequerias y de color negro al madurar. (FONT
QUER P. 1985).La familia Fabaceae, es extraordinariamente rica en especies. Se
halla difundida por toda la tierra constituida por numerosas plantas con mas 12000
variedades de hierbas, matas y arboles. Las formas lefiosas se ubican
principalmente en las regiones tropicales, las herbaceas mayormente en las

extratropicales.



Hojas: Compuestas imparipinnadas, alternas, con estipulas; con 7-13 pares de
foliolos, ampliamente oblongos a ligeramente obovados y asimétricos, 7-
19 cm de largo y 3-7 cm de ancho, apice redondeado, base inequilatera y
obtusa, haz opaca, enveés pubérulo. La planta por la noche cierra sus hojas.
(RENGIFO, et al, 1997).

FOTO N° 01: Forma de las hojas de Senna reticulata

Raiz: La retama, Senna reticulata (Willd.). Presenta una raiz tipica, axonomorfa,
profunda y se orientan en busca del agua del subsuelo. Sus hojas simples,
oblongas, enteras, algo pilosas en el dorso, de 14 cm de longitud por 5 cm
ancho en promedio, enteras, con apice y bases agudos. El nervio principal
esta impreso en el haz y el relieve en el enveés; la nervacion secundaria es

inconspicua, laminas glabras. (RENGIFO, et al, 1997).

Flores: Las flores son papilionadas de simetria irregular, la prefloracion de la
corola es imbricada descendente, y presenta los estambres soldados unidos
por sus filamentos, es monodelfo, formando un solo haz alrededor del
pistilo, el gineceo de unos 2 cm de longitud con ovario supero alargado
pubescente, estilo incurvado y el estigma capitado, el caliz cupuliforme y
oblicuo irregularmente dentado. (RENGIFO, et al, 1997).

FOTO NF° 02: Flor de Senna reticulata
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Frutos: Frutos legumbres de 4 a 6 cm de longitud de color verduzco a marron

claro, pubescentes con 15 a 20 semillas por vaina. (RENGIFO, et al, 1997).

FOTO N° 03: Forma del fruto de Senna reticulata

2.1.4 DISTRIBUCION GEOGRAFICA.

Ampliamente distribuida en los bosques tropicales primarios y secundarios de
América Central y América del Sur. En el Perd se localiza en los departamentos
de Amazonas, Junin, Loreto, Pasco y San Martin. La retama, Senna reticulata
(Willd), es una especie que crece en forma silvestre. Requiere de un clima tropical
y seco, es muy resistente a las sequias vegetando en suelos estériles, pedregosos y
aridos. Existe la retama de tintoreros “Genista tinctora L”, la cual posee
propiedades diuréticas al tomar infusiones de flores en menos concentracion, pero
a mayor concentracion se utiliza como laxante o purgante. La retama Gayomba
“Spartium junceum L~ llamada retama de olor, presenta el alcaloide citisina.
(CACERES, A.1996).
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2.1.5 PRINCIPALES COMPUESTOS PRESENTES

Contiene alcaloides, taninos, flavonoides, saponinas, quinonas, glicosidos
antraquinonicos, asimismo es una fuente potencial de 1,8 dihidroxiantraquinonas,
hidroxi- metoxiantraquinonas, 1,8-dihidroxi-9-oxo-antronas, diantronas y 2,2- bi-
antraquinonas denominadas casianinas. Las antraquinonas elaboradas por el género
Cassia pueden ser agrupadas en antraquinonas simples y complejas. Las
antraquinonas simples tienen como base el esqueleto carbonato 1,8-
dihidroxiantraquinonico, sustituido en la posicion C- 3 por grupos metilo,
hidroximetilen, metoxilo o carboxilo. (SISBIB, UNMSM 2004).

(|) R‘: CHZOH Rz: H A'q&eﬂ]ﬂdil]ﬂ vy R‘: CHE R2: OCHE Fisciona
() R=CH, R,=H Crisofanol (V) R=COOH R=H Reina
(I R,=CH, R,= OH Emodina
1,8-Dihidroxiantragquinonnas en Cassia spp

FOTO N° 04: Estructura quimica de Senna reticulata spp.

En las hidroxi-metoxi-metilantraquinonas se observa el incremento de metoxilacion
en el anillo B, como es el caso de la aurantio-obtusina que presenta la metoxilacion
mas alta de las antraquinonas naturales. (SISBIB - UNMSM 2004).

Aurantio—obtusina
H, Criso—obtusina
Obtusifolina
= OCH, Obtusina
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FOTO N° 05: Estructura quimica de Senna spp.
Hidroxi-metoximetilantraquinonas
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2.1.6 BACTERIA GRAM NEGATIVA

+ Escherichia coli

Clasificacion Cientifica

Reino : Bacteria

Filo : Proteobacteria

Clase : Gamma Proteobacteria
Orden : Enterobacteriales
Familia : Enterobacteriaceae
Género : Escherichia

Especie : Escherichia coli

Nombre binomial

Escherichia coli

2.1.6.1 Generalidades:

Fue descrita por primera vez en 1885 por Theodor von Escherich, bacteridlogo
aleman, quien la denominé Bacterium coli, es una bacteria que se encuentra
generalmente en los intestinos de los animales. Incluido el humano y, por ende,
en las aguas negras. Posteriormente la taxonomia le adjudico el nombre de
Escherichia coli, en honor a su descubridor. (GIRON J, et al. 1995).

Actualmente se ha demostrado mediante estudios clinicos la existencia en el
ser humano de Escherichia coli. En el proceso evolutivo ha sufrido cambios
genéticos, que han conducido a que estas clonas desarrollen la capacidad de
causar diferentes enfermedades incluso en individuos sin trastornos
inmunitarios graves. (GIRON.J, et al .(1995).
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2.1.7 BACTERIA GRAM POSITIVA

* Staphylococcus aureus

Clasificacion Cientifica

Reino : Bacteria

Filo :  Firmicutus
Clase : Cocci

Orden : Micrococcales

Familia : Micrococcaceae
Género : Staphylococcus

Especie : Staphylococcus aureus

Nombre binomial

Staphylococcus aureus

2.1.7.1 Generalidades:

Se compone de staphylé, que significa racimo y coccus, que significa grano, baya
0 uva; y del latin aureus que significa dorado. Este nombre significa racimo de
uvas dorado y lo lleva en funcion de su morfologia microscépica y su color
dorado en el cultivo de agar-sal-manitol. (INSTITUTO DE CIENCIAS
NATURALES. 2007).

Epidemiologia:

Los seres humanos son un reservorio natural de Staphylococcus aureus. Entre el
30 y el 50% de los adultos sanos estan colonizados, y entre el 10 y el 20% se
mantienen colonizados persistentemente. Esta bacteria forma parte de la
microbiota normal del ser humano y tiene colonizacién selectiva de narinas (20-
40%), en adultos. (INSTITUTO DE CIENCIAS NATURALES. 2007).


http://es.wikipedia.org/wiki/Lat%C3%ADn
http://es.wikipedia.org/wiki/Humano
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Colonizaci%C3%B3n_bacteriana&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Microbiota_normal
http://es.wikipedia.org/wiki/Narina
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2.1.8 METODOS PARA EL ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EN
EXTRACTOS DE PLANTAS MEDICINALES.

2.1.8.1 Método de difusién en Agar:

Es el método més utilizado por su sencillez y rapidez en la lectura de resultados de
difusién por discos, basados en la metodologia utilizada por Bauer et al (BAUER et al,
1966). El principio del método involucra la aplicacion de una cantidad determinada de
un microorganismo u otra sustancia en un sustrato, (usualmente discos de papel) en la
superficie del agar sobre el cual se ha distribuido un in6culo del microorganismo en
estudio; se formara asi, por difusion un gradiente de concentracion del producto
alrededor del disco y la sensibilidad del microorganismo estara indicada por el tamafio
de la zona de inhibicion del crecimiento bacteriano. El diametro obtenido dependera no
solo de la sensibilidad del microorganismo y la carga del disco, sino también del
espesor de la capa de agar, del pH y de la composicion del medio de cultivo, de la
capacidad de difusion del producto en ese medio, de la temperatura y de la atmésfera de
incubacion, de la velocidad de duplicacién bacteriana, y del tamafio del indculo y fase

de crecimiento de la bacteria o microorganismos en estudio. GARCIA R. et al. (2000).

Tabla N° 01: Variables a controlar en la ejecucion del antibiograma por difusion.

Inoculo
Medio Formulacion
de cultivo Contenido de Ca'y Mg
Contenido de timidina
Ph
Profundidad del agar
Sensidiscos Concentracion (carga)
Mantencion
Numero apropiado
Incubacion Atmosfera
Temperatura

Tiempo de incubacion
Lectura e interpretacion de halos de inhibicion

Fuente: (VARGAS C. 2007).
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2.1.9 TAMIZAJE FITOQUIMICO

El tamizaje fitoquimico o screening fitoquimico permite determinar
cualitativamente los principales grupos quimicos presentes en una planta y a partir
de alli, orientar la extraccion y/o fraccionamiento de los extractos para el
aislamiento de los grupos de mayor interés. Debe permitir la evaluacion répida,
con reacciones sensibles, reproducibles y de bajo costo. (Ugaz O. 1994).

2.1.9.1 Principales Metabolitos Secundarios.

+ Cumarinas: Son compuestos derivados de la benzo- a- pirona, como la
cumarina, la esculetina, la umbeliferona y la escopoletina. Estan presentes en
las margaritas y tienen propiedades antiinflamatorias, antitroboticas y
vasodilatadoras. Su mecanismo de accion antimicrobiano es mediante
interaccion con el ADN eucariota, lo que explica también su actividad
antiviral. (Machado L. 2003.)

+ Alcaloides: Reciben esta denominacién los compuestos nitrogenados
heterociclicos. Pertenecen a este grupo, entre otros, sustancias como la
morfina, la heroina y la cocaina. EI mecanismo de accion de los alcaloides
parece ser mediante intercalacion entre la pared celular y el ADN del

microrganismo. (Machado L. 2003.)

+ Flavonas: Son 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 celulas de la pared bacteriana, de

forma similar a las quinonas. (Machado L. 2003.)
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+ Quinonas: Son anillos arométicos con dos funciones ceto. Son ubicuas en
la naturaleza y causantes del color marrén que se produce en las frutas cuando
son dafiadas. Poseen una alta reactividad, formando complejos con los
aminoacidos hidrofilos de las proteinas, la mayoria de las veces inactivando
la proteina y anulando su funcion. Debido a esto, el potencial antimicrobiano
de este grupo es amplio. (Machado L. 2003.)

+ Taninos: Son sustancias de origen vegetal, no nitrogenadas de estructura
polifendlica, solubles en agua, alcohol y acetona se usan principalmente como
curtientes, son absorbidos por las pieles forman combinaciones insolubles,

transformandolas en cueros. (Machado L. 2003.)

+ Saponinas: Son los componentes principales de varios extractos de plantas,
tienen actividad antiprotozoaria. Las saponinas se unen al colesterol y otros
esteroles de la membrana celular de los protozoos causando su inestabilidad,

lisis y muerte celular. (Machado L. 2003.)

2.1.9.2 Ensayos Utilizados en el Tamizaje Fitoquimico. (Ugaz O. 1994); (Machado L.
2003.)

+ Ensayo de Mayer y el de Wagner. Permiten identificar alcaloides, se procede
de la forma descrita para el ensayo de Dragendorff, hasta obtener la solucion
acida. Si al afadir 2 o 3 gotas de la solucién reactiva de Mayer o Wagner
respectivamente, se observa opalescencia, turbidez definida, precipitado
Coposo, entonces se considera positiva la presencia de este tipo de metabolito.

+ Ensayo de Borntrager. Se emplea para la identificacién de quinonas. Si la
fase acuosa alcalina se colorea de rosado a rojo, el ensayo se considera

positivo. La presencia de triterpenos y/o esteroides.
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+ Ensayo de Ninhidrina. La presencia de aminoacidos libres o de aminas en
general se realiza a través de este ensayo se considera positivo cuando se

desarrolla un color violaceo.

+ Ensayo de Shinoda. Permite reconocer la presencia de flavonoides en un
extracto vegetal. El ensayo se considera positivo cuando el alcohol amilico se

colorea de amarillo, naranja, carmelita o rojo, intensos en todos los casos.
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2.2 DEFINICIONES OPERACIONALES

2.2.1 Variable Independiente (X)

e Extracto hidroalcoholico de vaina y etandlico de hoja de Senna reticulata

“retama’.

Indicador:

e Dosis de los extractos de hoja y vaina de Senna reticulata “retama”: 7.5;
15; 22.5; 30 mg/ml.
2.2.2 Variable Dependiente (Y)

e Actividad antimicrobiana In Vitro

Indicador:

e Medicion @ de halos:

- Resistente: 0.0 mm y 10 mm.
- Intermedio: 11 mmy 15 mm
- Sensibles: 16 mm a méas

e Diametro del halo de inhibicion:

Inactivo < 55%
Poco activo 55 -65 %
Moderadamente activo 66 -80 %

Buena actividad >80 %
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OPERACIONALIZACION DE VARIABLES: VARIABLE INDEPENDIENTE (X)

VARIABLE

INDEPENDIENTE (X)

Extracto etanodlico

(hoja) e

hidroalcoholico
(vaina) de Senna

reticulata “retama’’.

DEFINICION

CONCEPTUAL

Mezcla de metabolitos

secundarios  obtenidos por

maceracion a partir  de

diferentes oOrganos de una

especie vegetal.
(hoja y vaina) de

reticulata “retama”.

Fuente: Elaborado por los autores.

Senna

DEFINICION
OPERACIONAL

Extracto hidroalcohdlico:

Producto de la extraccion de la hojas y
vainas de Senna reticulata (Willd.) “retama”,
obtenida por maceracion con etanol 96° C en
una proporcion 70:30, (etanol- agua), para su

posterior filtrado y conservacion.

Extracto etandlico :

Producto de la extraccion de las hojas y
vainas de Senna reticulata (Willd.) “retama”,
obtenidos por maceracion en etanol 96° C,
posteriormente se filtra, luego se procede a
ser conservados en frascos de vidrio de color

ambar.

INDICADOR

Dosis:

7.5; 15
22.5;30
(mg/ml)

ESCALA

Intervalo
Tipo:

Cuantitativo
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OPERACIONALIZACION DE VARIABLES: VARIABLE DEPENDIENTE (Y)

VARIABLE DEFINICION DEFINICION INDICADORES ESCALA
DEPENDIENTE CONCEPTUAL OPERACIONAL
o Medicion @ de halos:
Capacidad Antimicrobiana: Intervalo
Capacidad de Determinacion del halo de inhibicion Resistente: 0.0 mmy 10 mm.
Actividad una sustancia de tras la aplicacion en el medio de Intermedio: 11 mmy 15 mm Tipo:
antimicrobiana inhibir el CUItiVO, de los discos de Sensibles: 16 mm a mas Cuantitativo

crecimiento del
microorganismo
0 de producir su

muerte.

Fuente: Elaborado por los autores.

sensibilidad impregnados con los extractos
en estudio.

Diametro del Halo de
(mm):

Inactivo
Poco activo
Moderadamente activo

Buena actividad

inhibicion

< 55%
55 - 65 %
66 -80 %

>80 %
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2.3 HIPOTESIS

Los extractos etanolico e hidroalcoholico obtenidos de la hoja y vaina de Senna
reticulata “retama” (Willd), utilizadas en el tratamiento de infecciones bacterianas

presentan actividad antimicrobiana in vitro.
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CAPITULO 11l

3.1 METODO DE INVESTIGACION

3.1.1 Tipo de estudio:

&« Experimental: El estudio permitié establecer relacion de causa y efecto, a
través de procedimientos controlados donde se manipulé y controld las

variables.

& Prospectivo: Se determiné la relacion entre las variables sobre los resultados
que se obtuvo. Se registrdé los hechos ocurridos a partir de la fecha de

ejecucion.

3.1.2 Disefio de investigacion:

Los extractos se obtuvieron por maceracion, posteriormente se realizd la
determinacion de la actividad antimicrobiana in vitro y la identificacién de

metabolitos secundarios (Tamizaje fitoquimico).

La actividad antimicrobiana se determind por el método de kirby- Bauer
cultivo in vitro con cepas de control de: Escherichia coli ATCC 25922 y
Staphylococcus aureus ATCC 25923, se analizo el extracto etanodlico de la hoja
e hidroalcoholico de vaina a concentraciones de 7.5; 15; 22.5; 30 mg; se
determind el porcentaje de inhibicion a través de la medicién del halo de
inhibicion formado alrededor de los discos que contendran los extractos
hidroalcoholico etanodlico de las hojas y vainas de Senna reticulata, se
determind activos a aquellos extractos con actividad moderadamente activa

66-80%, buena actividad antimicrobiana >80 %
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3.2 POBLACION Y MUESTRA

3.2.1 Poblacion Bacteriana:
El estudio se realizo en cepas bacterianas de Escherichia coli ATCC 25922 y
Staphylococcus aureus ATCC 25923, provenientes del Instituto Nacional de

Salud, con sede en la ciudad de Lima.

3.2.2 Muestra bacteriana:
Estuvo conformado por el nimero de colonias que se emple6 para la
preparacion del indculo bacteriano, esta oscilo entre 3 a 5 colonias de tamafio y

morfologia similar.

3.2.3. Poblacién vegetal:
Constituida por la especie vegetal de Senna reticulata (Willd) “retama”, que se
encuentran en la ciudad de Iquitos, departamento de Loreto, Perd.

3.2.4 Muestra Vegetal:
Se emplearon 500 gramos de hojas y vainas de Senna reticulata (Willd.)
“retama”, que fueron recolectadas en la localidad de Francisco de Orellana, de

forma aleatoria; cumpliendo con los criterios de inclusion y exclusién

Criterios de inclusion:

- Material vegetal en buen estado de conservacion.

- Material vegetal recolectado en el transcurso de las 2 y 3 de la tarde.
Criterios de exclusion:

- Material vegetal que se encuentre en mal estado de conservacién y que

presente signos visibles de descomposicién microbiana.

- Material vegetal no recolectado en el transcurso de las 2 y 3 de la

tarde.
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3.3 MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

3.3.1 Material vegetal

- Extracto etandlico de Senna reticulata “retama” (hoja).
- Extracto Hidroalcoholico de Senna reticulata “retama” (vaina).

3.3.2 Material biolégico

- Cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923
- Cepas de Escherichia coli ATCC 25922

3.3.3 Medios de cultivo y Reactivos

- Agar Mueller Hinton

- Caldo Mueller Hinton

- Caldo Nutritivo

- Discos de sensibilidad antibiotica (Gentamicina)
- Cloruro de Bario (BaCl2)

- Acido Sulfarico (H2S04)

- Agua destilada

- Reactivo de Dragendorff.

- Reactivo de Wagner.

- Reactivo de Mayer.

- Disolucion de cloruro férrico al 5%.

- Disolucion de Ninhidrina al 5%.

- Disolucion de hidroxido de potasio al 5,7%.

- Disolucion de acido clorhidrico al 1% y 10%.
- Etanol 96° C
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3.3.4 Materiales generales de laboratorio

Asa de inoculacion

Embudo

Gradillas para tubos de ensayo

Hisopos estériles

Guantes descartables

Matraz de Erlenmeyer de 250 ml y 500mi
Mascarillas descartables

Micropipetas automaticas de 50, 100 y 1000 pg
Papel Kraft

Papel filtro

Pinzas puntas planas esteriles

Micropipetas de 100-1000pl, 20-100pl, 2-20ul, 0.5-10ul
Tips descartables

Pipetas serologicas 10 ml, 5 ml, 2 ml, 1 ml estériles
Probetas de 100ml a 1000 ml

Placas petri

Plumon marcador

Tubos con tapa rosca

Tubos de centrifuga de 15ml, 50ml, 5 ml

Vaso precipitado

3.3.5 Equipos

Rotavapor (BuchiHeating Bath B-490)

Bomba de vacio (LITTLE GIANT 13156)

Balanza analitica (SARTORIUS CP 2245)

Centrifuga Universal (HETTICH 13R)

Centrifuga de microtubos (Eppendorf Centrifuge 5415 C)
Incubadora para cultivo (37°C) (SANYO MCO-20AIC)
Propipeta automatica. (ACCU-JET)
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3.4 Procedimientos, técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
3.4.1 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

La coleccion de las muestras vegetales se realizo en el campo, con tijera
podadora, se colectd en sacos aproximadamente de 10 Kg. de la especie: Senna
reticulata “retama”, que fueron llevados al Laboratorio de Fitoquimica de la

Facultad de Farmacia y Bioquimica — UNAP, para su posterior secado.

3.4.2 Procedimiento para la recoleccion

3.4.2.1. Coleccion de la planta

La colecta de la muestra vegetal se realizo en la localidad de Francisco de
Orellana-Rio Napo, Distrito Las Amazonas, Provincia de Maynas. Las
muestras (hojas y vainas), se recogié de un arbol adulto entre las 2 y 3pm., y
se le di6 el tratamiento previo a las muestras antes de embalarlos (parada

enzimatica) para su traslado a la ciudad de lquitos, distante 8 horas.

De igual manera se recogié una muestra para la identificacion, la misma que
fue realizada por Ing°. JUAN RUIZ MACEDO, la excicata se encuentra
depositado en el Herbarium Amazonense de la Universidad Nacional de la
Amazonia Peruana y certificado por la Blga. FELICIA DIAZ JARAMA,
MSC; Coordinadora de AMAZ- CIRNA- UNAP.



27

3.4.3 Procedimiento para la preparacion de los extractos vegetales
3.4.3.1 Preparacion del pulverizado vegetal.
Las muestras fueron secadas bajo sombra x 7 dias, luego se procedio a la
molienda utilizando un molino manual de acero inoxidable, para pulverizar

la muestra, posteriormente se guard6 en frascos oscuros.

3.4.3.2. Preparacion del Extracto Etandlico.
Las muestras vegetales (hoja y vaina) se pesaron y fueron colocados en
frascos de vidrio de boca ancha color ambar donde se agregé etanol 96° C;
seguidamente se macero por 7 dias, luego se filtro.

FOTO N° 06: Maceracion del extracto etandlico de Senna reticulata “retama’.

3.4.3.3. Preparacion del Extracto Hidroalcoholico
Se procedié a macerar las muestras de los extractos vegetales en etanol -
agua en una proporcion de 70/30 respectivamente, se macerd por 7 dias,
luego se procedio a realizar filtraciones de la muestra, utilizando tela gasa
estéril y donde se guardd por 48 horas a temperatura ambiente, luego se
tuvo que llevar al rotavapor para eliminar el agua y el etanol hasta obtener

el extracto hidroalcohdlico. Se guardaron en frascos de color ambar.

FOTO N° 07: Maceracion del extracto Hidroalcoholico de Senna reticulata
“retama”.
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3.4.4 TAMIZAJE FITOQUIMICO

El tamizaje fitoquimico se realizé con el objetivo de determinar la presencia de
determinados metabolitos secundarios, en dependencia de sus caracteristicas
estructurales y solubilidad de cada uno de ellos, que permitan su identificacion

en uno u otro solvente (agua, alcohol).

10 g de muestra vegetal (hoja y vaina) seco y molido, se coloc6 en un matraz
de fondo plano de 250 a 500 ml, se le agregd etanol procurando que cubra
méximo 2/3 partes de su volumen (no olvidar agregar perlas de ebullicién). El
extracto etanolico obtenido después de filtrar, se concentré en Bafio Maria;
posteriormente se realizé el tamizaje fitoquimico a las especies que presentaron

actividad antimicrobiana in vitro por el siguiente procedimiento:
Identificacion de Alcaloides

Ensayo de Dragendorff — Ensayo de Mayer

En un vaso de precipitado de 50 ml se colocd aproximadamente una pequefia
cantidad de extracto seco, adicionando 15 ml de acido clorhidrico al 10 %, se
calent6 hasta disolver y luego se procedié a filtrarlo. De esta forma se obtuvo un
residuo y una disolucion &cida (lavados acidos). Se midié 1 ml de los lavados
acidos en tres (3) tubos de ensayo, un tubo es para muestra patrén, a los otros
tubos se les adiciond unas gotas de los reactivos de reconocimiento de
Dragendroff (la presencia de turbidez, floculacion o precipitado rojo-naranja), y

de Wagner (precipitado marron) respectivamente.
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Identificacion de Quinonas

Ensayo de Borntrager

En un vaso de precipitado de 50 ml se colocé una fraccion del extracto y se
disolvio en CHCI3, luego se procedid a filtrar; donde se obtuvo un residuo y una
disolucién cloroférmica, después se midid 1 ml de la disolucion en 2 tubos de
ensayo, uno se utilizé como patron y al otro se le adiciono 1 ml de hidroxido de
sodio (NaOH) al 5%, se agito y se dej6 en reposo, posteriormente se observo dos
fases: la cloroférmica y alcalina. Una coloracion rojo- rosa en la fase alcalina nos

indica la presencia de quinonas.

Identificacion de Flavonoides

Ensayo de Shinoda

En un vaso de precipitado de 50 ml se colocé una fraccion del extracto y se
procedio a disolver en etanol 96° C, luego se procedié a filtrar, donde se obtuvo
un residuo y una disolucién etanolica, después se midié 1 ml de la disolucién
etandlica en 2 tubos de ensayo; uno se utiliz6 como patron y al otro se le adicion6
un trocito de cinta de Mg+2 y 5a 6 gotas de HCI concentrado al 37,5%. Se
observé un cambio de color en la parte superior del liquido de la muestra

indicando la presencia de flavonoides.

Resultados positivos:

%+ Amarillo-rojo= flavonas, chalconas, auronas
#* Rojo- magenta= flavonoles
#* Rojo, magenta, violeta, azul= Antociandcidos

#¢ Amarillo claros, incoloros= Flavonoles, flavonas y isoflavonas.
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« ldentificacion de Fenoles y Taninos
Ensayo de Fenoles y Taninos

En un vaso de precipitado de 50 ml se colocé una fraccion del extracto, donde se
disolvié en etanol 96° C, luego se procedio a filtrar, se obtuvo un residuo y una
disolucion etandlica, despues se midié 1 ml de la disolucién etandlica en 2 tubos
de ensayo, uno se utiliz6 como patrén y al otro se le adicion6 de 3 a 5gotas de

FeCl; al 5%, lentamente.

« ldentificacion de Saponinas
Ensayo de la espuma

En un vaso de precipitado de 50 ml se coloc6 una fraccion del extracto y se
disolvié en etanol 96° C, luego se procedi6 a filtrar obteniéndose un residuo y una
disolucién etandlica, después se midié 1 ml de la disolucién etandlica en 2 tubos
de ensayo, uno se utiliz6 como patrén y al otro se le adicioné 4 ml de agua, donde
se agito la mezcla fuertemente durante 2 minutos, posteriormente se dejo reposar
durante 15 minutos. La formacion de espuma jabonosa de mas de 2 mm de altura

en la superficie del liquido y su persistencia nos indico la presencia de saponinas.

< Identificacion de Aminas y Aminoacidos

Ensayo de Ninhidrina

En un vaso de precipitado de 50 ml se coloco una fraccion del extracto y se
disolvié en etanol 96°, luego se procedid a filtrar, donde se obtuvo un residuo y
una disolucion etanodlica, después se midié 1 ml de la disolucion etandlica en 2
tubos de ensayo, uno se utilizd6 como patréon y al otro se le adicion6 1 ml de
Ninhidrina al 5%, posteriormente se calento en bafio maria de 5-10 minutos. La

aparicion de una coloracion azul violacea nos indico la presencia de aminas.
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3.4.5 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Se emple6 la observacion directa, medicion y registro de los halos de inhibicién
observados en cada microorganismo integrante de la muestra. Los datos obtenidos
fueron registrados teniendo en cuenta microorganismo y sustancia. (Instituto
Nacional de Salud. INS, 1997).

3.4.5.1 Preparacion de los discos de sensibilidad

Los discos de sensibilidad se prepararon utilizando papel Wattman N° 3,
empleando un perforador convencional. Estos discos fueron esterilizados en
autoclave a 121° C x 15 libras de presion x 15 minutos. Luego se procedio a
agregar a cada uno de los discos 7.5, 15, 22.5, 30 ul de las concentraciones de los
extractos vegetales, las que se dejé secar por espacio de 24 horas. (INSTITUTO
NACIONAL DE SALUD, INS 2002)

3.4.5.2 Prueba de Sensibilidad segun el Instituto Nacional de Salud. (2002)

Preparacion del in6culo

- Se selecciond cuatro a cinco colonias aisladas, del mismo tipo morfoldgico, de
un cultivo en placa.

- Se manipuld la superficie de cada colonia con un asa de siembra y para ser
transferido a un tubo que contiene de 4 a 5 ml de Caldo Nutritivo.

- Se Incubd el caldo a una temperatura entre 35°C a 37°C, hasta que haya
alcanzado o exceda la turbidez del estandar 0,5 de la escala de Mc. Farland
(por lo general de 2 a 6 horas).

- Se ajusto la turbidez del in6culo con NacCl, hasta el tubo 0.5 de la escala de Mc.
Farland, por comparacion visual con el estdndar. Para realizar este paso
correctamente se tuvo que usar una luz apropiada para mirar los tubos contra
un fondo blanco con lineas negras como contraste.

- La suspension preparada contenia aproximadamente 1 a 2 x 10 UFC/m| para

las bacterias (Escherichia coli y Staphylococcus aureus).
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Inoculacidn de las Placas

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del indculo, se
sumergid un hisopo estéril en la suspension, donde se tuvo que rotar el hisopo
varias veces presionando firmemente sobre la pared interior del tubo por encima
del nivel del liquido para remover el exceso de inoculo. Se inoculo la superficie

seca de la placa de Mueller Hinton, estriando con el hisopo en tres direcciones

FOTO N° 08: Direcciones en el sembrado del indculo sobre la superficie del Agar.

Para asegurar una distribucién uniforme del in6culo. Antes de colocar los discos
se dejé secar la placa a temperatura ambiente durante 3 a 5 minutos para que
cualquier exceso de humedad superficial sea absorbido.

Aplicacion de los discos

Se coloco los discos individuales sobre la superficie del agar con la ayuda de una
pinza estéril o la punta de una aguja presionando suavemente sobre cada disco
para asegurar un contacto completo con la superficie del agar.

Se distribuy6 los discos uniformemente, de modo que estén a una distancia
minima de 25 mm uno del otro (el didmetro de los discos segun las normas de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) debe ser de 6 mm). No deben colocarse
mas de 12 discos en una placa de 150 mm, ni mas de 6 en una placa de 100 mm
de diametro interno, para evitar la superposicién de las zonas de inhibicién. Un
disco no debe ser removido una vez que tomo contacto con la superficie del agar

debido a que algunos antibidticos se difunden rapidamente.
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Incubacion

Se incubo las placas en posicion invertida a 35°C dentro de los 15 minutos
posteriores a la aplicacion de los discos. Después del tiempo recomendado de
incubacién, se examind cada placa, donde se procedié a medir los diametros de
los halos de inhibicion alrededor de cada disco.

CUADRO NF° 01: Férmula para la Determinacion del Porcentaje de Inhibicion.

% Inhibicién = Diametro de la muestra x 100
Diametro del control

Todos los ensayos fueron llevados por cuadriplicado y se realizé cultivos de
control de todas las cepas para comprobar su viabilidad. El criterio utilizado
para la clasificacion de la actividad antimicrobiana de los extractos evaluados
en el Cuadro 4.

CUADRO N° 02: CLASIFICACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA SEGUN
EL PORCENTAJE DE INHIBICION.

ACTIVIDAD PORCENTAJE DE

ANTIMICROBIANA INHIBICION

Inactivo <55%
Poco activo 55 - 65 %
Moderadamente activo 66 — 80 %
Buena actividad >80 %

Fuente: Carvalho Xavier, 2002.
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3.5 ANALISIS DE DATOS

Se calculé la media y desviacion estandar de los diametros de inhibicion, como medidas
de tendencia central, obtenidas del extracto hidroalcoholico de vaina y etandlico de la
hoja de Senna reticulata (“retama”), que son presentados en tablas y graficos. Los
resultados se evaluaron mediante el método de Andlisis de varianza (ANOVA)
utilizando el programa estadistico SPSS v.20 y las diferencias entre medidas de grupos
fueron analizadas mediante el test de comparaciones multiples. Valor p < 0.05 fue

considerado como significante.

Se calcul6 el porcentaje de inhibicion de los extractos hidroalcoholicos y etandlicos de
la vaina y hoja de Senna reticulata (“retama”), en la prueba de actividad antimicrobiana
por el método de Disco Difusidn, estos valores son presentados en tablas y graficos,

clasificados de acuerdo a las especificaciones.

3.6 ASPECTOS DE BIOSEGURIDAD

Se aplico las medidas de bioseguridad establecidas en las Normas de Bioseguridad
(Serie Normas Técnicas N° 18-INS), aplicable al personal, uso y desecho de sustancias
y materiales, acceso a los locales, y el medio ambiente. Los microorganismos patdgenos
mencionados en el presente estudio corresponden trabajarlas a un nivel de bioseguridad,

gue son mencionan en el Anexo N° 4. (Instituto Nacional de Salud. 1997).

3.7 ASPECTOS ETICOS Y BIOETICOS DE LA INVESTIGACION.

Segun informe BELMONT, la expresion “principios éticos y bioéticos basicos”, se
refiere a aquellos criterios generales que sirven como base para justificar muchos de los
preceptos éticos y valoraciones particulares de las acciones humanas, en el presente
trabajo de investigacion se aplicO una de las tres reglas éticas que regulan la
experimentacion animal: Esta fue “Reemplazo”, porque se reemplazo los ensayos sobre
animales por métodos alternativos in vitro. (INFORME BELMONT. 2003).
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CAPITULO IV

I. RESULTADOS

Los resultados se organizaron para su presentacion de acuerdo a los objetivos planteados
segun el siguiente orden:

A. Analisis descriptivo de la actividad antimicrobiana in vitro del extracto etanolico
de la hoja e hidroalcoholico de la vaina de Senna reticulata “retama” sobre
microorganismos patogenos, Escherichia coli y Staphylococcus aureus, por el
Método de Difusion en agar (Método de Kirby - Bauer).

B. Descripcion cualitativa del tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de la hoja e

hidroalcoholico de la vaina de Senna reticulata “retama”

C. Andlisis estadistico de los resultados obtenidos en los ensayos in vitro.
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A. Anélisis descriptivo de la actividad antimicrobiana in vitro del extracto etandlico
(hoja) e hidroalcohdlico (vaina) de Senna reticulata “retama” sobre
microorganismos patégenos, Escherichia coli y Staphylococcus aureus, por el método
de difusion en agar (METODO DE KIRBY - BAUER).

Tabla N° 02: ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO ETANOLICO® DE LA HOJA.®

20 horas DIAMETRO DE LA ZONA DE INHIBICION

Concentracion del extracto ®®
7.5 15 225 30

CEPA

E. coli
9 87 89 91 107 113 114 113 131 13 128 131 145 146 143 147

S. aureus

86 84 87 86 97 9.4 9.8 9.3 10 102 10 103 113 115 114 117

(a) Partes de la planta ensayada: hoja (H).
(b) Tipo de extracto: etanélico (E).
(c) Especie de bacterias: Escherichia coli (E. coli), Staphylococcus aureus (S. a).

Tabla N° 03: ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO® DE LA
VAINA.®

DIAMETRO DE LA ZONA DE INHIBICION

Concentracion del extracto (ba)

7.5 15 22.5 30

CEPA
1 2 3 4 1 2 g 4 1 2 3 4 1 2 & 4

E. coli
- 8.7 8.9 8.7 8.4 8.8 9 8.6 8.9 9.5 9.7 9.6 9.9 11.7 12 119 121

S.

clenl 1240 122 125 128 133 135 134 136 146 148 145 147 149 155 158 162
S

(a) Partes de la planta ensayada: Vaina (V).
(b) Tipo de extracto: hidroalcoholico (H).
(c) Especie de bacterias: Escherichia coli (E. coli), Staphylococcus aureus (S. a).
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TABLA N° 04: PORCENTAJE DE INHIBICION DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
LA HOJA DE Senna reticulata (Willd ) “retama” SEGUN CONCENTRACION.

(Expresados en %)*

DIAMETRO DE LA ZONA DE INHIBICION

Concentracion del extracto

E. coli
. 45 435 445 455 535 565 57 565 655 65 64 655 725 73 715 735

S
43 42 435 43 485 47 49 465 50 51 50 515 56,5 575 57 585

FUENTE: Elaborado por los autores
(*)Valor promedio de cuatro réplicas.

TABLA N° 05: PORCENTAJE DE INHIBICION DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO
DE VAINA DE Senna reticulata (Willd )“retama” SEGUN

CONCENTRACION. (Expresados en %)*

7.5 15 22.5 30

435 445 435 42 44 45 43 445 475 485 48 495 585 60 595 60.5

'

e 62 61 625 64 665 675 67 68 73 74 725 735 745 775 79 81

FUENTE: Elaborado por los autores
(*)Valor promedio de cuatro réplicas.
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TABLA 06

PROMEDIOS Y DESVIACIONES TIPICAS DE DIAMETROS DEL
HALO DE INHIBICION POR EXTRACTO ETANOLICO DE LA HOJA
EN MICROORGANISMOS PATOGENOS.

Microorganismos

Patdgenos

Concentracio
n

Promedios y desviaciones
tipicas del halo de

inhibicion (mm)

7,15 mg/mi 8,925 +0,1708
Escherichia coli 15,0 mg/mi 11,175+ 0,3202
22,5 mg/ml 13,000 = 0,1414
30,0 mg/ml 14,525 +0,1708
7,15 mg/ml 8,575 +£0,1258
23‘;235"000““3 150 mg/ml 9,550 = 0,2380
22,5 mg/mi 10,125 + 0,1500
30,0 mg/ml 11,475+ 0,1708
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FIGURA 01

PROMEDIOS DE DIAMETROS DEL HALO DE INHIBICION POR

Medias marginales estimadas

EXTRACTO ETANOLICO DE LA HOJA EN
MICROORGANISMOS PATOGENOS

Heaja - Eschericlia coli

14,53

14,09

12,07

10,049

8,0
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150 2235 30.0
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Concentracion

En la tabla 06 y el figura 1a, se aprecia que el promedio de didmetro del
halo de inhibicién por extracto etandlico maximo frente a Escherichia
coli, fue de 14,525 mm con una desviacion tipica de + 0,1708 mm,
presentado con una concentracion de 30,0 mg/ml en las hojas. En las
demés concentraciones los halos de inhibicion fueron menores, asi
tenemos en las concentraciones de, 22,5 mg/ml con promedio de 13,00
mm y desviacion tipica de +0,141 mm, en la de 15,0 mg/ml con
promedio de 11,18 mm y desviacion tipica de +0,320mm y en la
concentracion de 7,15 mg/ml el promedio fue de 8,925mm con

desviacion tipica de +0,1708mm.
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Hoja - Staphylococcus anrens

11,54
11,48
11,04
10,54
10,0 10,13 b
9,55
g5
5,0
8,57
8,5
I T | T
745 15.0 225 30.0

Concentracion

En la tabla 06 y el grafico 1b, se observa que el promedio de diametro del
halo de inhibicion por extracto etanolico maximo frente Staphylococcus
aureus, fue de 11.48 mm con desviacion tipica de 0,1708mm presentado
con 30,0 mg/ml de concentracion, en las demas concentraciones se
encontraron promedios menores. Asi tenemos en las concentraciones de,
22,5 mg/ml con promedio de 10,125 mm vy desviacion tipica de +0,15
mm, en la de 15,0 mg/ml con promedio de 9,550 mm y desviacion tipica
de +0,2380 mm y en la concentracion de 7,15 mg/ml el promedio fue de

8,575mm con desviacion tipica de £0,1258mm.
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TABLA 07

PROMEDIOS Y DESVIACIONES TIPICAS DE DIAMETROS DEL
HALO DE INHIBICION POR EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE
LA VAINA EN MICROORGANISMOS PATOGENOS.

MICROORGANISMO  concentracién Promedios y desviaciones
PATOGENO tipicas del halo de
inhibicion (mm)

7,15 mg/ml 8,675 £ 0,2062
Escherichia coli 15,0 mg/mi 8,825 +0,1708
22,5 mg/ml 9,675 +0,1708

30,0 mg/ml 11,925 +0,1708

7,15 mg/ml 12,475 + 0,2500
Staphylococcus aureus 15,0 mg/ml 13.450 + 0,1291
22,5 mg/ml 14,650 + 0,1291

30,0 mg/mi 15,600 + 0,5477
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FIGURA 02

PROMEDIOS Y DESVIACIONES TIPICAS DE DIAMETROS DEL
HALO DE INHIBICION POR EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE

Medias marginales estimadas

12,0

11,0

10,0

9,0

8,0

VAINA EN MICROORGANISMOS PATOGENOS.
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La tabla 07 y el figura 2a, muestra que el promedio de didmetro del

halo de inhibicion méximo frente al microorganismo Escherichia coli,

en la concentracion de 30,0mg/ml con promedio de 11,925mm vy

desviacion tipica de +0,1708, en las demas concentraciones menores

los didmetros promedios del halo de inhibicion fueron menores.
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Vaina - Staplylococcus aurens

15,60

14,65

13,45

12,48

En la tabla 07 y el figura 2b, se aprecia que el promedio de
diametro del halo de inhibicion maximo se presentd frente al
microorganismo Staphylococcus aureus fue de 15,600mm y una
desviacién tipica de +0,5477, presentado con una concentracién de
30,0mg/ml en las vainas, en las concentraciones de 22,5 mg/ml se
presentd un promedio de 14,65mm y desviacion tipica de
+0,1291mm, en la concentracién de 15,0 mg/ml el promedio fue de
13,450mm y desviacion tipica de +£0,1291 y en la concentracion de

7,15 mg/ml el promedio fue de 12,475 con desviacién tipica de

T T T
150 225 300

=l
=
431

Concentracion

+0,2500mm.



44

TABLA 08

ANALISIS DE LA VARIANZA DE LOS EFECTOS ENTRE LOS HALOS

DE INHIBICION POR EXTRACTO ETANOLICO DE HOJA EN

MICROORGANISMOS PATOGENOS.

Variable dependiente: Didmetro

Suma de )
Bacteria Origen cuadrados gl Medle} ) Sig.
tipo 11 cuadrati.
Modelo corregido  69,907% 3 23,30 515,44 0,000
Interseccion 2268,141 1 2268,14 50170,85 0,000
§ Concentracion 69,907 3 23,30 515,44 0,000
2 Error 0,543 12 004
% Total 2338,590 16
E Total corregida 70,449 15
a. R cuadrado = 0,992 (R cuadrado corregida = 0,990)
o Modelo corregido 17,622° 3 5,874 189,23 0,000
% Interseccion 1578,076 1 1578,08 50837,34 0,000
§ Concentracion 17,622 3 5,874 189,228 0,000
g Error 0,372 12 0,031
i; Total 1596,070 16
§ Total corregida 17,994 15

b. R cuadrado = 0,979 (R cuadrado corregida =0,974)
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Se realiz6 el Andlisis de Varianza de los efectos en los microorganismos

patdgenos con sus respectivas comparaciones multiples segun tablas 8:

Para Escherichia coli se encontraron significancias estadisticas, en el modelo
corregido (p=0,000) con un coeficiente de determinacion (R* corregida) del
0,990 (99,0%) lo que indica que el modelo predice en el 99% el halo de
inhibicion del diametro en de extracto etandlico de la hoja de retama, asi mismo
para la interseccion entre extracto etandlico de la hoja, la bacteria y la
concentracion hubo significancia estadistica (p=0,000) lo mismo para las

diferentes concentraciones (p =0,000).

Para Staphylococcus aureus se encontraron significancias estadisticas, para el
modelo (p=0,000) con prediccién corregida del 0,979 (97,9%) indicando que el
modelo predice en el 97,9% el halo de inhibicion del didmetro en de extracto
etanolico de la hoja de retama en el mencionado microorganismo, lo mismo
ocurri6 para la interseccion entre extracto etanodlico de la hoja, Staphylococcus
aureus y la concentracién (p=0,000) y para los diferentes niveles de

concentraciones (p =0,000).
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TABLA 09

COMPARACIONES MULTIPLES DE LOS EFECTOS ENTRE LOS HALOS DE
INHIBICION POR EXTRACTO ETANOLICO DE HOJA EN

MICROORGANISMOS PATOGENOS
Variable dependiente: Diametro. Contraste DHS de Tukey

Intervalo de confianza

Bacteria coneen coneen Dif'. . c'ie Error tip. Sig. (p) 9%
mg/ml mg/ml medias (i)
L. LS.
15,0 -2,250" 0.1503 0.000 -2.696 -1.804
7,15 225 -4,075" 0.1503 0.000 -4.521 -3.629
30,0 -5,600 0.1503 0.000 -6.046 -5.154
7,15 2,250 0.1503 0.000 1.804 2.696
15,0 22,5 -1,825" 0.1503 0.000 2.271 -1.379
30,0 -3,350" 0.1503 0.000 -3.796 -2.904
15,0 4,075 0.1503 0.000 3.629 4521
22,5 715 1,825 0.1503 0.000 1.379 2.271
% 30,0 -1,525" 0.1503 0.000 -1.971 -1.079
(]
._‘CE 7,15 5,600" 0.1503 0.000 5.154 6.046
'§ 30,0 15,0 3,350 0.1503 0.000 2.904 3.796
e
2 225 1,525 0.1503 0.000 1.079 1.971
L
15,0 -0,975 0.1246 0.000 -1.345 -0.605
7,15 225 -1,550" 0.1246 0.000 -1.920 -1.180
30,0 -2,900" 0.1246 0.000 -3.270 -2.530
715 0,975 0.1246 0.000 0.605 1.345
15,0 225 -0,575 0.1246 0.000 -0.945 -0.205
30,0 -1,925" 0.1246 0.000 -2.295 -1.555
n 15,0 1,550 0.1246 0.000 1.180 1.920
§ 225 715 0,575 0.1246 0.000 0.205 0.945
g 30,0 -1,350 0.1246 0.000 -1.720 -0.980
g 7,15 2,900 0.1246 0.000 2.530 3.270
% 30,0 15,0 1,925 0.1246 0.000 1.555 2.295
g 225 1,350 0.1246 0.000 0.980 1.720
n
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La tabla 09 muestra las comparaciones multiples de los efectos entre los halos
de inhibicion por extracto etandlico de hoja segun microorganismos

patdgenos del que se aprecia lo siguiente:

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los halos de
inhibicién segln niveles de concentracion del extracto etanodlico para
Escherichia coli con significancias (p=0,000) p<0,05; siendo la de mayor
diferencia la del nivel de concentracién de 30,0 en comparacion con los

demas niveles.

Para Staphylococcus aureus ocurre las mismas diferencias estadisticamente
significativas segun niveles de concentracion del extracto etanolico de hoja
con significancias menores de 0,05 (p=0,000); siendo la diferencia de mayor

valor con la del nivel de concentracién 30,0.
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FIGURA 03

COMPARACIONES EN INTERVALOS DE CONFIANZA DE LOS EFECTOS
ENTRE LOS HALOS DE INHIBICION POR EXTRACTO ETANOLICO

895% IC Diametro

DE HOJA EN MICROORGANISMOS PATOGENOS.
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Las comparaciones de los intervalos de confianza al 95%  segun
promedios de los diametros del halo de inhibicion de los extractos
etanolicos a cada microorganismo patdgenos del estudio se presentan en

graficos de acuerdo a lo siguiente:

En la figura 3a se aprecia que el intervalo de confianza de didmetro del
halo de inhibicion por extracto etandlico maximo frente a Escherichia
coli, se encuentra en el nivel de concentracion de 30,0mg/ml, con

promedio de halo de inhibicion de 14,53mm.
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Heoja - Staplylococcus aitrens h
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Concentracion

La figura 3b muestra el intervalo de confianza de diametro del halo
de inhibicion por extracto etandlico maximo frente a
Staphylococcus aureus, que esta representado por el nivel de

concentracion de 30,0mg/ml con promedio del halo de inhibicion

de 11,48mm.
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TABLA 10

ANALISIS DE LA VARIANZA DE LOS EFECTOS ENTRE LOS HALOS
DE INHIBICION POR EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE VAINA

EN MICROORGANISMOS PATOGENOS.

Variable dependiente: Diametro

d.

Py

Origen Suma de i
Bacteria cuadrados al Medle} . F Sig.
tipo 111 cuadrati.
Modelo corregido  26,980° 3 8,993 276,72 0,000
Interseccion 1528,810 1 1528,81 47040,31 0,000
Concentracion 26,980 3 8,99 276,72 0,000
T% Error 0,390 12 0,03
§ Total 1556,180 16
% Total corregida 23,599 15
c. R cuadrado = 0,986 (R cuadrado corregida = 0,982)
Modelo corregido ~ 22,412° 3 7,47 75,49 0,000
" Interseccion 3155631 1 3155,63 3188848 0,000
g Concentracion 22,412 3 147 75,49 0,000
3 Error 1,187 12 010
é Total 3179,230 16
:;g' Total corregida 23,599 15

cuadrado = 0,950 (R cuadrado corregida = 0,937)
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Las tablas 10, 11 y figuras 4a y 4b muestran el Anéalisis de Varianza de los efectos en los
microorganismos patégenos con sus pruebas de comparaciones multiples e intervalos de

confianza al 95% segun lo siguiente:

En la tabla 10 se observa que:

» Para la bacteria Escherichia coli se encontraron significancias estadisticas, en el
modelo corregido (p=0,000) con coeficiente de determinacién (R? corregida) del
0,982 (98,2%) indicando que el modelo predice en 98,2% el halo de inhibicion del
didmetro es de extracto hidroalcohdlico de la vaina de retama, de igual forma para
la interseccion entre extracto hidroalcohdlico, la bacteria y la concentracion se
determind significancia estadistica (p=0,000) lo mismo para los diferentes niveles
de concentraciones (p =0,000).

» De igual forma para la bacteria Staphylococcus aureus se encontraron
significancias estadisticas, para el modelo corregido (p=0,000) con prediccion del
0,937 (93,7%) es decir que el modelo predice en 93,7% el halo de inhibicion del
diametro en de extracto hidroalcohoélico de la vaina de retama, lo mismo fue para
la interseccion entre extracto hidroalcohdlico, Staphylococcus aureus y la
concentracion  (p=0,000) asi también para los diferentes niveles de
concentraciones (p =0,000).
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TABLA 11

COMPARACIONES MULTIPLES DE LOS EFECTOS ENTRE LOS HALOS DE
INHIBICION POR EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE VAINA EN

MICROORGANISMOS PATOGENOS.

Variable dependiente: Diametro. Contraste DHS de Tukey

Concen. Concen. Dif. de Error Sig Intervalo de
Bacteria (i) () medias Py ' confianza 95%
. tipico (p)
mg/ml mg/ml (i-)) L.l L.S.
15,0 -0,150 0,1275 0,652 -0,528 0,228
7,15 22,5 -1,000" 0,1275 0,000 -1,378 -0,622
30,0 -3,250" 0,1275 0,000 -3,628 2,872
7,15 0,150 0,1275 0,652 -0,228 0,528
15,0 22,5 -0,850" 0,1275 0,000 -1,228 0,472
30,0 -3,100" 0,1275 0,000 -3,478 2,722
15,0 1,000 0,1275 0,000 0,622 1,378
22,5 7,15 0,850 0,1275 0,000 0,472 1,228
= 30,0 -2,250" 0,1275 0,000 2,628 -1,872
o
o] 7,15 3,250" 0,1275 0,000 2,872 3,628
S
= 30,0 15,0 3,100 0,1275 0,000 2,722 3,478
c
2 22,5 2,250 0,1275 0,000 1,872 2,628
L
15,0 0,975 0,2224 0,004 -1,635 -0,315
7,15 225 -2,175" 0,2224 0,000 -2,835 -1,515
30,0 -3,125" 0,2224 0,000 -3,785 -2,465
7,15 0,975 0,2224 0,004 0,315 1,635
15,0 22,5 -1,200" 0,2224 0,001 -1,860 -0,540
30,0 -2,150" 0,2224 0,000 2,810 -1,490
15,0 2,175 0,2224 0,000 1,515 2,835
[72)
>
o 22,5 7,15 1,200 0,2224 0,001 0,540 1,860
5
T
»n 30,0 -0,950" 0,2224 0,005 -1,610 -0,290
>
[&]
8 7,15 3,125 0,2224 0,000 2,465 3,785
o
(@]
=, 30,0 15,0 2,150 0,2224 0,000 1,490 2,810
e
o "
S 22,5 0,950 0,2224 0,005 0,290 1,610
n
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La tabla 11 muestra las comparaciones multiples de los efectos entre los halos de
inhibicidn por extracto hidroalcohdlico de vaina segin microorganismos patdgenos en el

que se observa:

» Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los halos de
inhibicién segun niveles de concentracion del extracto hidroalcoholico para la
bacteria Escherichia coli con significancias (p=0,000) p<0,05; siendo la mayor
diferencia encontrada la del nivel de concentracion de 30,0mg/ml en comparacion
con los demas niveles de concentracion.

» Para la bacteria Staphylococcus aureus ocurre las mismas diferencias
estadisticamente significativas segun niveles de concentracion del extracto
hidroalcoholico con significancias menores de 0,05 (p=0,000); siendo la

diferencia de mayor valor con la del nivel de concentracion 30,0 mg/ml
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FIGURA 04

COMPARACIONES EN INTERVALOS DE CONFIANZA DE LOS EFECTOS
ENTRE LOS HALOS DE INHIBICION DE VAINA POR EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO EN MICROORGANISMOS PATOGENOS
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Las comparaciones de los intervalos de confianza al 95% segun promedios de los
didmetros del halo de inhibicion de los extractos hidroalcoholicos a cada microorganismo

patdgenos del estudio se presentan en graficos segun lo siguiente:

» En la figura 4a se aprecia que el intervalo de confianza de diametro del halo de
inhibicion por extracto hidroalchdlico maximo frente a Escherichia coli, se
encuentra en el nivel de concentracion de 30,0mg/ml, con promedio de halo de

inhibicién de 11,93mm:

» La figura 4b muestra los intervalos de confianza de diametro del halo de
inhibicion por extracto hidroalchélico maximos frente a Staphylococcus aureus,
que estan representados por los niveles de concentracién de 30,0 con promedio de
halo de inhibicién de 15,60mm vy el nivel de concentracion de 22,5 con promedio
de halo de inhibicion de 14,65mm.
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TABLA N° 12

PORCENTAJE DEL DIAMETRO DE INHIBICION

EN LA HOJA
Bacteria % Frecuencia Porcentaje
43,50 1 6,3
44,50 1 6,3
45,00 1 6,3
45,50 1 6,3
53,50 1 6,3
56,50 2 12,5
L 57,00 1 6,3
Eschgllichla 64,00 1 6.3
65,00 1 6,3
65,50 2 12,5
71,50 1 6,3
72,50 1 6,3
73,00 1 6,3
73,50 1 6,3
Total 16 100,0
42,00 1 6,3
43,00 2 12,5
43,50 1 6,3
46,50 1 6,3
47,00 1 6,3
Staphylococcus 48,50 1 59
aureus 49,00 1 6,3
50,00 2 12,5
51,00 1 6,3
51,50 1 6,3
56,50 1 6,3
57,00 1 6,3
57,50 1 6,3
58,50 1 6,3
Total 16 100,0

Fuente: Elaborado por los autores.
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TABLA N° 13

PORCENTAJE DEL DIAMETRO DE INHIBICION

EN LA VAINA
Bacteria % Frecuencia Porcentaje

42,00 1 6,3
43,00 1 6,3

43,50 2 12,5
44,00 1 6,3

44,50 2 12,5
Escherichia 500 1 s
ols 47,50 1 6,3
48,00 1 6,3
48,50 1 6,3
49,50 1 6,3
58,50 1 6,3
59,50 1 6,3
60,00 1 6,3
60,50 1 6,3

Total 16 100,0
61,00 1 6,3
62,00 1 6,3
62,50 1 6,3
64,00 1 6,3
66,50 1 6,3
67,00 1 6,3
Stapgh"r‘;fj‘gccus 67,50 1 6,3
68,00 1 6,3
72,50 1 6,3
73,00 1 6,3
73,50 1 6,3
74,00 1 6,3
74,50 1 6,3
77,50 1 6,3
79,00 1 6,3
81,00 1 6,3

Total 16 100,0

Fuente: Elaborado por los autores.
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TABLA N° 14

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EN LA HOJA

Bacteria Actividad Antimicrobiana Frecuencia
Escherichia coli Inactivo (< 55%) 5
Poco activo (55% a 65%) 5
Moderadamente activo (66% a 6
80%)
Total 16
Staphylococcus Inactivo (< 55%) 12
aureus Poco activo (55% a 65%) 4
Total 16

Porcentaje
31,3
31,3
37,5

100,0
75,0
25,0
100,0

Se demuestra la actividad antimicrobiana de la hoja en el extracto etandlico,
moderadamente activo con un 37,5% frente a Escherichia coli, y poco activo con

25% frente a Staphylococcus aureus.

TABLA N° 15

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA EN LA VAINA

Bacteria Actividad Antimicrobiana Frecuencia
Escherichia coli Inactivo (< 55%) 12
Poco activo (55% a 65%) 4
Total 16
Staphylococcus Poco activo (55% a 65%) 4
aureus Moderadamente activo (66% a 11
80%)
Buena actividad (> 80%) 1
Total 16

Porcentaje
75,0
25,0
100,0
25,0
68,8

6,3
100,0

Se demuestra la actividad antimicrobiana de la vaina en el extracto hidroalcohélico,
poco activo con un 25%, frente a Escherichia coli, y 68,8% moderadamente activo

frente a Staphylococcus aureus.
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TABLA N° 16

ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS DEL PORCENTAJE
DE INHIBICION EN LA HOJA

Bacteria N Minimo Maéaximo Media
Escherichia coli ,% del 16 43,50 73,50 59,5313
didametro de inhibicion
Staphylococcus aureus 16 42,00 58,50 49,6563
,% del diametro de
inhibicion

Fuente: Elaborado por los tesistas.

TABLA N° 17

ESTADISTICOS DESCRIPTIVOS DEL PORCENTAJE
DE INHIBICION EN LA VAINA

Bacteria N Minimo Méaximo Media
Escherichia coli, % del
didmetro de inhibicion 16 42,00 60,50 48,8750
Staphylococcus aureus,
% del diametro de 16 61,00 81,00 70,2188
inhibicion

Fuente: Elaborado por los tesistas.

Desv. tip.

10,83585

5,47637

Desv. tip.

6,75401

6,27155
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B. DESCRIPCION CUALITATIVA DEL TAMIZAJE FITOQUIMICO DEL
EXTRACTO ETANOLICO E HIDROALCOHOLICO DE LA HOJA Y
VAINA DE Senna reticulata (Willd)“retama”.

4+ Descripcion Cualitativa del Tamizaje Fitoquimico del Extracto Etandlico de
la Hoja de Senna reticulata (Willd) “retama”.

CUADRO N° 03: TAMIZAJE FITOQUIMICO DEL EXTRACTO

ETANOLICO.
Reactivos Metabolitos Extracto
Secundarios Etandlico
HOJA
Taninos 4+
_ Aminodcidos -
_ Flavonoides +
_ Quinonas +
_ Alcaloides +

Fuente: Elaborado por los tesistas.

Negativo (-), Reaccién positiva moderada (+), Reaccion positiva intensa
(++), Reaccion positiva muy intensa (+++)

Como se observa en el cuadro N° 03, el extracto etandlico de Senna
reticulata (Willd) “retama”, presento un abundante contenido en su

composicion de taninos, mientras la hoja presento reaccidon positiva
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moderada de alcaloides y flavonoides, mostrando también un bajo contenido

de quinonas, saponinas. Mostrando ausencia de aminoacidos.

# Descripcion  Cualitativa del Tamizaje Fitoquimico del Extracto
Hidroalcohdlico de Vaina de Senna reticulata (Willd) “retama”.

CUADRO N° 04: TAMIZAJE FITOQUIMICO DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO

Metabolitos Extracto
Secundarios Hidroalcoholico
VAINA
Taninos +++
_ Aminoacidos -
_ Flavonoides ++
- Saponinas ++
_ Alcaloides ++
_ Alcaloides ++

Fuente: Elaborado por los tesistas.

Negativo (-), Reaccion positiva moderada (+), Reaccion positiva intensa
(++), Reaccion positiva muy intensa (+++)

Como se observa en el cuadro N° 04, En el ensayo fitoquimico del extracto
hidroalcolico de Senna reticulata (Willd) “retama”, presentaron mayor
actividad antimicrobiana en los ensayos in vitro, fueron en la vaina, donde se
encontrd en sus composiciones: taninos, alcaloides, quinonas, saponinas, y
alcaloides. A su vez el contenido de aminoacidos fue bajo.
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4.2 DISCUSION

Las plantas investigadas son usadas en la medicina popular, muchas de ellas en
problemas dérmicos e infecciosos. Las propiedades antimicrobianas a partir de
productos vegetales han sido comprobadas a través de intensas investigaciones en
todo el mundo. Generalmente, son evaluadas y confirmadas a traves de ensayos
bioldgicos in vitro, por medio de pruebas de sensibilidad con métodos de difusion

en Agar como en la presente investigacion.

Al analizar globalmente los resultados obtenidos por el método de disco difusion,
podemos indicar que esta metodologia es adecuada para evaluar de manera
cuantitativa la actividad antimicrobiana de extractos naturales, tal como sefiala
INS (2002). Los parametros que deben tener en cuenta para los resultados
aportados sean comparables con los indicados por otros autores, deben ser:
concentracion de inoculo inicial del microorganismo, medio de cultivo,

condiciones de incubacién y concentracién del producto ensayado.

En lo referente a los resultados obtenidos en el extracto etandlico de la hoja,
podemos sefialar que de los dos microorganismos utilizados en la determinacion
de la actividad antimicrobiana; solo Escherichia coli, demostré que seis (37,5%)
presentaron moderada actividad antimicrobiana significativa, mientras que en el
extracto hidroalcohdlico de la vaina, once (68,8%) presentaron moderada
actividad antimicrobiana significativa frente a Staphylococcus aureus.
Demostrandose asi que los extractos con la mejor actividad antimicrobiana fueron
el extracto etandlico de la hoja frente a Escherichia coli y el extracto
hidroalcoholico de la vaina frente a Staphylococcus aureus. SANGETHA (2008).
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Ademas, podemos indicar que hubo diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) en los diametros de los halos de inhibicion con los extractos vegetales,
etanolico e hidroalcoholico evaluados frente a Escherichia coli y Staphylococcus
aureus, destacandose el extracto etanolico en la hoja frente a Escherichia coli e
hidroalcoholico en vaina frente a Staphylococcus aureus como moderadamente

activos.

La razdn de estas diferencias en la actividad del extracto etandlico puede deberse
a que sustancias como: flavonoides, fenoles, taninos y glicésidos se encuentran en
mayor proporcién, ya que segin (NUNES DOS SANTOS R.2008), éstos y otros
compuestos como las quinonas, terpenos, y alcaloides son responsables de la
actividad antimicrobiana de las plantas, interfiriendo en la sintesis de la pared
celular, como se detalla més adelante.

Sin embargo una planta puede contener centenares de metabolismo secundarios,
de las cuales la fotoquimica clasica, aisla y estudia los componentes presentes en
mayor concentracion. El analisis de substancias activas es mucho mas compleja y
larga, ya que generalmente los compuestos presentes en menor proporcion en la
planta son los que presentas mejores efectos bioldgicos (ISAZA, G, ). Siendo la
gentamicina la que posee mayor capacidad de inhibir el crecimiento de los
microorganismos ensayados, al inhibir la sintesis del DNA y como consecuencia

se produce la interpretacion de la sintesis del acido céssico.

Se cree que la actividad antimicrobiana sobre las bacterias Gram positivas se debe
a que los metabolitos secundarios contenidos en el extracto se difunden con mas
facilidad a través de la pared celular de estas bacterias, debido a la simplicidad de
su envoltura (BARON e FINEGOLD, 1990). Una vez alli, inhiben el crecimiento
bacteriano por interferencia del proceso de biosintesis de la pared celular
bacteriana, formada por un complejo entrecruzado tridimensional de unidad

peptidicas y glucosidicas denominada peptidoglucano.


http://biblioteca.universia.net/autor/Rogério%20Nunes%20dos%20Santos.html
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El posible mecanismo de accion de estos metabolitos, puede estar relacionado con
la habilidad de inhibir enzima como la transpeptidasa, que es la responsable de
catalizar el enlace entre un resto de glicina (Gly) y uno de D- alanina (D-Ala), con
lo que queda interrumpido la sintesis del peptiglicano, produciéndose asi la
muerte del microorganismo (DELGADO et a., 2003).

En general, se aprecia que el mayor promedio de diametro del halo de inhibicion
méaximo en el extracto etandlico fue observado en Escherichia coli con 14,525
mm, obteniendo una desviacion tipica de +0,1708 mm (Tabla 06); mientras que
los didmetros del halo de inhibicién méas bajo se obtuvieron con Staphylococcus
aureus, con un valor de 11.48 mm, alcanzando una desviacion tipica de 0,1708
mm. Estos resultados se asemejan con los aportados por (RUIZ, Q. J 2009), quien
utilizé extractos etanolicos e hidroalcoholicos al 96% a una concentracion de
25;30 mg/ml, y obtuvo halos de inhibicion entre 14 — 15 mm para Escherichia
coli y leve actividad contra Staphylococcus aureus, estas variaciones entre los
resultados de ambos trabajos pueden ser explicadas por varios factores como la
concentracion del extracto, época y periodo de recoleccién de la planta. Se
obtuvieron resultados similares en estudios realizados por GORRITI et al. (2003)
y GONCALVES et al. (2005) quienes ademas mostraron la presencia de
compuestos terpenoides y fendlicos (taninos y flavonoides) en los extractos

hidroalcohdlicos.

En cuanto al extracto hidroalcohdlico de Senna reticulata (Willd) “retama”,
quien presento moderada actividad frente a Staphylococcus aureus (Tabla 15),
fue vaina; siendo esta la que produjo mayor inhibicion del crecimiento bacteriano
debido a que poseen una mayor concentracion de metabolitos secundarios como
saponinas, flavonoides, glicésidos cardiotonicos, fenoles y taninos. (PAREJA,
2002). En cuanto a la hoja, no presento moderada actividad frente a Escherichia

coli.
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Asi mismo en el extracto hidroalcoholico de vaina, el promedio de diametro del
halo de inhibicion méximo se obtuvieron con Staphylococcus aureus, con un
valor de 15,600mm y una desviacion tipica de £0,5477, mientras los diametros del
halo de inhibicion més bajo se obtuvo con Escherichia coli un promedio de
11,925mm y desviacion tipica de +0,1708. (Tabla 06).

Al analizar estos resultados, podemos observar que existe actividad biol6gica no
significativa frente a Escherichia coli, en el extracto hidroalcoholico de la vaina.
Este resultado puede ser explicado desde el punto de vista morfol6gico de la pared
celular de las bacterias Gram negativas, concretamente la membrana externa. La
permeabilidad de la membrana externa de los gram negativos, es debida, a unas
proteinas a las que se les ha dado el nombre genérico de porinas. Estas proteinas
constituyen canales o poros relativamente inespecificas que permiten la difusion
pasiva de iones y moléculas hidrofilicas de una medida inferior a 600Da

aproximadamente.

Podemos decir, que los extractos hidroalcohdlicos de la vaina presentaron mayor
moderada actividad con un 68.8% en comparacion con el extracto etandlico de la
vaina, que encontrandose inactivo, con el 75%, por contener otros grupos de
sustancias como trazas de alcaloides, glicosidos cardioténicos y un abundante
contenido de saponinas, ademas de los flavonoides, fenoles y taninos, que también
estan presentes en el extracto etanolico. Esto se debe a que la mayor parte de los
componentes de las plantas con actividad contra microorganismos; son
compuestos organicos aromaticos o saturados, quienes muchas veces son

obtenidos a través de una extraccion inicial con etanol (COWAN, 1999).

La accion desinfectante de los taninos, conferida por su caracter fendlico, explica
el hecho de que estos impidieran el crecimiento de los microorganismos,
(COSTA, 1977) probablemente responsable de la accion antimicrobiana de los

extractos hidroalcohdlicos.
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(ROMAN, 1999), refiere que la actividad antimicrobiana de los flavonoides, es
debida posiblemente a la habilidad de este grupo de formar complejos con la
pared de las células bacterianas. Muchos flavonoides lipofilicos pueden romper
las membranas microbianas. Algunas de isoflavonoides poseen propiedades
antifungicas, sin embargo, ninguno de los extractos ensayados presentd esta
actividad (PEREZ, 2006), probablemente por encontrarse en bajas

concentraciones o por pertenecer a otros grupos de flavonoides.

En cuanto a las saponinas contenidas en los extractos hidroalcohdlicos, se puede
decir que su actividad esta en relacion a su estructura. Por ser sustancias
tensioactivas y poseer propiedades parecidas a la del jabon. Las saponinas, actian
a través de sus grupos lipdfilos e hidrofilos fragmentando la membrana
citoplasmatica y destruyendo la célula bacteriana.

Finalmente de acuerdo con los resultados obtenidos, podemos indicar que el
extracto hidroalcoholico de vaina frente a Staphylococcus aureus y extracto
etanolico frente a Escherichia coli, resultaron moderadamente activas; lo que nos
permite confirmar los resultados obtenidos por ROBBINS, et al., (2005), quien en
su ensayo demostrd la actividad de Senna reticulata (Willd.)H. Irwin & Barneby,
frente a estos microorganismos. Esto nos permite conjeturar que Senna reticulata
(Willd) “retama”, es activo frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus, en
ensayos in vitro, otro posible factor seria el proceso de extraccion, Sin embargo,
es necesario que se realicen otros trabajos, con el fin de determinar si estos

resultados son reproducibles.
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4.3 CONCLUSION

Los resultados obtenidos en el desarrollo de la presente investigacion se abordan de

acuerdo a los objetivos que nos permiten concluir lo siguiente:

1. El extracto etandlico de la hoja de Senna reticulata (Willd) “retama”, a una
concentracion de 30mg/mL, presento moderada actividad antimicrobiana con
un 37,5% frente a Escherichia coli; sin embargo frente a Staphylococcus
aureus, se encontré inactivo con un 75% (Tabla 14).

2. El extracto hidroalcoholico de la vaina de Senna reticulata (Willd) “retama”,
a una concentracion de 30mg/mL, presento moderada actividad
antimicrobiana con un 68,8% frente a Staphylococcus aureus; sin embargo
frente a Escherichia coli, se encontro inactivo con un 75% (Tabla 15).

3. Los extractos etandlicos obtenidos de las hojas de Senna reticulata (Willd)
“retama”, presenta un abundante contenido en su composicion de taninos,
mientras la hoja presento reaccion positiva moderada de alcaloides y
flavonoides, asi mismo un bajo contenido de guinonas, saponinas, mostrando
ausencia de aminoacidos.(Cuadro 03)

4. Los extractos hidroalcoholicos obtenidos de la vaina de Senna reticulata
(Willd) “retama”, presenta en SuU composicion: taninos, alcaloides, quinonas,
saponinas, y alcaloides y un bajo contenido de aminoacidos. (Cuadro 04)

5. En la evaluacion de la actividad antimicrobiana se encontraron diferencias
altamente significativas; en el extracto etandlico de hoja, se aprecia que los
halos de inhibicion segin niveles de concentracion del extracto etandlico para
Escherichia coli con significancias (p=0,000) p<0,05; siendo la de mayor
diferencia la del nivel de concentracién de 30,0 en comparacion con los
demas niveles. Mientras para Staphylococcus aureus ocurre las mismas
diferencias estadisticamente significativas segun niveles de concentracion del
extracto etanodlico de hoja con significancias menores de 0,05 (p=0,000);

siendo la diferencia de mayor valor con la del nivel de concentracién 30,0.
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6. En el andlisis estadistico sobre los efectos entre los halos de inhibicién por
extracto hidroalcoholico de vaina se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los halos de inhibicion segun niveles de concentracion del
extracto hidroalcholico para la bacteria Escherichia coli con significancias
(p=0,000) p<0,05; siendo la mayor diferencia encontrada la del nivel de
concentracion de 30,0mg/ml Para la bacteria Staphylococcus aureus ocurre
las mismas diferencias estadisticamente significativas segin niveles de
concentracion del extracto hidroalchélico con significancias menores de 0,05
(p=0,000); siendo la diferencia de mayor valor con la del nivel de

concentracion 30,0mg/ml.

7. En el Andlisis de Varianza de los efectos en los microorganismos patégenos
con sus respectivas comparaciones multiples, para Escherichia coli se
encontraron significancias estadisticas, en el modelo corregido (p=0,000) con
un coeficiente de determinacion (R? corregida) del 0,990 (99,0%) lo que
indica que el modelo predice en el 99% el halo de inhibicién del diametro en

el extracto etandlico de la hoja.

8. Para Staphylococcus aureus también se encontraron significancias
estadisticas, para el modelo (p=0,000) con prediccion corregida del 0,979
(97,9%) indicando que el modelo predice en el 97,9% el halo de inhibicion

del diametro en de extracto etandlico de la hoja.
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4.4 RECOMENDACIONES

Continuar el trabajo de investigacion, en especial en la parte fitoquimica
con las muestras que posean actividad antimicrobiana, en especial a los

extractos hidroalcoholicos, por poseer mayor actividad.

Continuar la investigacion con las muestras que no posean actividad,

utilizando otros métodos de extraccion.

Realizar trabajos de investigacion similares, principalmente en el campo
etnoboténica con otras plantas de nuestra region, en la blsqueda de

nuevos compuestos antimicrobianos en general.

El tamizaje fitoquimico de los extractos etanolicos e hidroalcoholicos de
Senna reticulata (Willd) “retama” presenta: alcaloides, triterpenos,

esteroides, saponinas, taninos, dentro de los grupos mas importantes.

Seguir con el estudio de esta planta pues por los compuestos que esta
presenta se puede determinar que posea otras propiedades bioldgicas para
lo cual se debera realizar un monitoreo para detectar la mayor cantidad de

compuestos con posibilidad de actividad farmacoldgica.

La baja densidad que existe sobre esta planta silvestre es un indicativo
para que esta tiende a su desaparicion de la zona, para lo cual se

recomienda que se investigue sobre el cultivo de la misma para tratar de

alguna forma de rescatarla.

Valorar el conocimiento ancestral de las plantas medicinales, ya que
facilita mucho su estudio y su posterior utilizacibn como

fitomedicamento.
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1. DEFINICION DE TERMINOS

# Agente patogeno: Es toda aquella entidad bioldgica capaz de producir enfermedad o
dafio en la biologia de un huésped (humano, animal, vegetal, etc.)

# Fitomedicamento: Es un medicamento cuyos componentes son parte estandarizadas
de plantas, que tiene una presentacion farmacéutica y al cuales le atribuye una accién
terapéutica preventiva, curativa o atenuante de un estado patologico en forma eficaz
y segura.

# Antimicrobiano: Sustancia quimica que, a bajas concentraciones, actla contra los
microorganismos, destruyéndolos o inhibiendo su crecimiento.

# Toxicidad: Grado de efectividad que poseen las sustancias que, por su composicion,
se consideran toxicas.

# Extracto: Sustancia obtenida por extraccion de una parte de una materia prima, a
menudo usando un solvente como etanol o agua.

# Extracto Etandlico: Extracto con olor caracteristico, obtenido a partir de materia
prima desecada de origen vegetal, por maceracion o percolacion en contacto con
etanol, seguida de la eliminacién de dicho solvente por un procedimiento fisico.

# Extracto Hidroalcoholico: Extracto obtenido con etanol 96°C, agua y parte de la
planta, la funcién del alcohol es extraer las sustancias, o las propiedades, de ésta.

# Efecto: Cualquier cambio producido por una sustancia quimica sobre un sistema
bioldgico concreto.

# Control: Caso, grupo o individuo seleccionado para usarlo como referencia en un
estudio por sus caracteristicas especificas, como edad, sexo, raza estatus econémico,
etc. Termino relacionado: patron, estandar.

# Tamizaje Fitoquimico: Consiste en efectuar una extraccion (del material
previamente colectado, secado y molido) que permita obtener la mayor parte de los
constituyentes quimicos.

# Metabolitos Secundarios: Son vinculados en relacion con el medio ambiente y sus
exigencias ecoldgicas.

# Cepa Bacteriana: Conjunto de bacterias con igualdad en cuanto a sus caracteres
bioldgicos, es decir, bacterias de la misma especie.
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# ATCC: American Type Culture Collection. Es una coleccion de cepas bacterianas de
microorganismos.

# Actividad Antimicrobiana: Capacidad que presenta un compuesto para inhibir el
aumento de una poblacion bacteriana o para eliminarlas y que se puede expresar
cuantitativamente con pruebas In vitro.

# Halo de inhibicién: Zona alrededor de un disco de un antibiotico en un antibiograma
en el que no se produce crecimiento bacteriano en una placa de Agar inoculada con

el germen. Es una medida de la potencia del antibiético frente al germen.

# Bioseguridad: Conjunto de medidas preventivas para proteger la salud y la
seguridad humanay del

# ambiente, frente a diferentes riesgos producidos por agentes bioldgicos, fisicos,
quimicos o mecanico.

# Colonia: Crecimiento visible bacteriano, generalmente en medios solidos, originada
por la multiplicacion de una sola bacteria preexistente.

# Disco de sensibilidad: Discos impregnados con algun antimicrobiano usados para
determinar la susceptibilidad antimicrobiana por disco difusion.

# Escala de Mc. Farland: Estandar de turbidez de sulfato de bario. La escala usada
para el indculo de las pruebas de susceptibilidad por el método de disco difusién es
0.5.

# Esterilizacion: Proceso validado que permite la eliminacion de toda forma de vida
microbiana incluyendo endosporas bacterianas. Puede conseguirse por medio de
métodos quimicos, fisicos 0 gaseosos.

# Incubacion: Mantenimiento de cultivos bacterianos en condiciones favorables para
su desarrollo y multiplicacion, y/o que el antibiotico se concentre fisiologicamente en
el tejido o lugar infectado.

# medio de cultivo: Medio artificial de sustancias nutritivas, que puede ser sélido,
semisoélido o liquido, necesarias para el crecimiento y multiplicacion bacteriana in

vitro.
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ANEXO N°1

CERTIFICADO DE IDENTIFICACION TAXONOMICA DE Senna reticulata (Will)
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ANEXO N° 2

FLUJOGRAMA DE ESTUDIO PARA LA OBTENCION DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO Y ETANOLICO DE HOJAS Y VAINAS DE Senna

reticulata “retama”.

RECOLECCION - DESINFECCION
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ANEXO N° 3

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA MEDIANTE EL
METODO DE KIRBY- BAUER

ESCALA 0,5 DE

Mc FARLAND
SIEMBRA EN TSA
qrgLBIslc\:,g PREPARACION DEL INOCULO

TOMA DEL INOCULO
DISCOS ANTIBIOTICOS

o '.
SECAR =
5 mi ke

min
COLOCAR DISCOS

]
INCUBAR I
37°C, 18-24 k|

Fuente: Microbiologia general- Antibiograma.
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ANEXO N° 4

MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO

Ingreso restringido al laboratorio.

Utilizar siempre guardapolvo o mandilones de laboratorio en la zona de trabajo.
El guardapolvo no debe de salir de la zona del laboratorio, salvo para  enviarlo
a lavar.

No pipetear con la boca.

Esta prohibido comer, beber, fumar, guardar alimentos, ni aplicarse cosméticos en
el laboratorio.

En caso de tener cabello largo, recogerlo y cubrirlo.

Lavarse las manos luego de quitarse los guantes y antes de salir del laboratorio.
Utilizar proteccion para los ojos cuando el procedimiento genere gotas o
aerosoles.

Toda manipulacion de los microorganismos, compréndase el cultivo e
inoculaciéon de las cepas microbianas debera realizarse exclusivamente en la
campana de bioseguridad.

Utilizar siempre guantes estériles y mascarillas.

Las cortaduras o rasgufios en las manos y brazos deben protegerse bien.

Utilizar zapatos protectores que cubran completamente los pies (no usar sandalias
0 zapatos abiertos).

El procesamiento de las muestras debe realizarse sobre una superficie de trabajo
cubierta con papel absorbente plastificado o papel de filtro.

Los reactivos deben estar etiquetados y almacenados en viales adecuados con tapa
rosca.

Todos los laboratorios deben tener a disposicion un equipo de primeros auxilios.
El material infeccioso debe ser facilmente identificado como tal y ser esterilizado
lo antes posible.

Limpiar a diario los pisos con un trapeador limpio y solucion desinfectante.



83

FOTO N° 09: FORMA DE LA HOJA DE Senna reticulata “retama”

FOTO N° 10: FORMA DE LA VAINA DE Senna reticulata “retama”
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FOTO N° 11:. HALOS DE INHIBICION POR EFECTO DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE Senna reticulata “retama” FRENTE A
Staphylococcus aureus SEGUN CONCENTRACION.

CONTROL POSITIVO

Halo de inhibicion con la concentracion de 7.5 mg
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Halo de inhibicion con la Halo de inhibicién con la
Concentracién de 15 mg concentracion de 22.5

Halo de inhibicion con la
concentracion de 30 mg
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FOTO N° 12: HALOS DE INHIBICION POR EFECTO DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE Senna reticulata “retama” FRENTE A Escherichia coli
SEGUN CONCENTRACION.

CONTROL NEGATIVO

Halo de inhibicion con la
concentracién de 7.5 mg
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Halo de inhibicion con la Halo de inhibicion
concentracion de 15 mg concentracion de 22.5

Halo de inhibicion con la concentracién de
30 mg
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FOTO N° 13: PREPARACION DE LAS PLACAS, INOCULACION DE LOS
DISCOS, SIEMBRA DE MICROORGANISMOS.

PREPARACION DE LAS PLACAS CON AGAR MUELLER HINTON

SIEMBRA DE LOS MICRORGANISMOS PATOGENOS
Escherichia coli, Staphylococcus aureus.
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ANEXO N° 05

PRUEBAS DE NORMALIDAD DE LOS DIAMETROS DE LOS HALOS
DE INHIBICION POR EXTRACTO ETANOLICO E
HIDROALCOHOLICO EN MICROORGANISMOS PATOGENOS

Escherichia coli 7,15 mg/ml 0,384 0.999

15,0 mg/ml 0,804 0.538

22,5 mg/ml 0,520 0.949

30,0 mg/mi 0,384 0.999

HOJA Staphylococcus 7,15 mg/ml 0,657 0,780
aureus 15,0 mg/ml 0.471 0,979

22,5 mg/mi 0,595 0,870

30,0 mg/mi 0,384 0,999

Escherichia coli 7,15 mg/ml 0,597 0,869

15,0 mg/ml 0,384 0,999

22,5 mg/mi 0,384 0,999

30,0 mg/mi 0,384 0,999

VAINA Staphylococcus 7,15 mg/ml 0,420 0,994
aureus 15,0 mg/ml 0,301 1,000

22,5 mg/mi 0,301 1,000

30,0 mg/ml 0,355 1,000

Se sometié a la variable cuantitativa del diametro del halo de inhibicion por
extracto Etandlico en las hojas e Hidroalcohdlico en vainas de la Senna
reticulata “retama” (Willd) segin microorganismo patégenos del estudio; en
primer lugar a las pruebas de normalidad de Kolmogorov — Smirnov

encontrando que todas cumplen los criterios de normalidad (p>0,05).
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ANEXO N° 06

PRUEBAS DE LEVENE SOBRE LA IGUALDAD DE LAS VARIANZAS
ERROR® DEL HALO DE INHIBICION POR EXTRACTO ETANOLICO
(HOJA) E HIDROALCOHOLICO (VAINA) DE Senna reticulata “retama”

(Willd) EN MICROORGANISMOS PATOGENOS.

Variable dependiente: Didmetro

Parte Microorganismo F gl gl2 Sig.
Patogeno
Hoja Escherichia coli 1,198 3 12 0,352
Staphylococcus aureus 1,879 3 12 0,187
Vaina @ Escherichia coli 0,015 3 12 0,997
Staphylococcus aureus 2,804 3 12 0,085

Contrasta la hipétesis nula de que la varianza del error de la variable dependiente es

igual a lo largo de todos los grupos; a. Disefio: Interseccion + Concentracion

Se demuestra igualdad de varianzas a lo largo de todos los grupos (p > 0,05); asi
como en el Disefio de efectos de: Interseccion + Concentracion. Condiciones
necesarias en todas pruebas paramétricas como el ANOVA y comparaciones

maultiples.



