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Resumen

La especie vegetal Passiflora tripartita (Juss.) Poir. Var. mollisima (Kunth) Holm-Niels. &
P. Jorg. ( tumbo) tiene presencia en los Andes desde Venezuela hasta el oeste de Bolivia
pasando por Colombia y el sudeste del Perd, entre 2.000 y 3.200 metros de altitud. Esta planta
se caracteriza por ser una liana vigorosa, muy pubescente, con una flor péndula, con una
corola campanulada de color rosado carmesi, que da un fruto oblongo de color amarillo al
madurar, y un arilo suculento.

El estudio tuvo como objetivo determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto
etandlico de las hojas de Passiflora tripartita (tumbo) frente a Salmonella entérica ATCC
14028, para lo cual se obtuvo el extracto etandlico crudo por maceracion durante 07 dias,
para después determinar la composicion quimica del extracto e identificar los principales
grupos de metabolitos secundarios presentes en el, mediante la marcha fitoquimica.
Adicionalmente se realizaron pruebas de solubilidad, citotoxicidad Yy actividad
antibacteriana, aplicando el método de inhibicion del crecimiento de las semillas de Lactuca
Sativa (lechuga) y el de Kirby-Bauer, respectivamente.

Los resultados evidenciaron que existe actividad antibacteriana en la prueba de sensibilidad,
con halos de inhibicion de 24.4 mm y de 13.4 mm para las concentraciones de 100 y 10%
respectivamente, frente al control positivo de meropenem cuyo halo de inhibicion fue de 35.4
mm una concentracion de 20mg.

Se concluye que el extracto etanolico de las hojas de Passiflora tripartita(Juss.) Poir. Var.
mollisima (Kunth) Holm-Niels. & P. Jorg. (tumbo) presenta una fuerte actividad
antibacteriana.

Palabras claves: Passiflora tripartita, halos de inhibicion, actividad antibacteriana,

metabolitos secundarios, salmonella typhymurium.



Abstract

The plant species Passiflora tripartita (Juss.) Poir. Var. Mollisima (Kunth) Holm-Niels. &
P. Jorg. (tumbo) has a presence in the Andes from Venezuela to western Bolivia through
Colombia and southeastern Peru, between 2,000 and 3,200 meters of altitude. This plant is
characterized by being a vigorous liana, very pubescent, with a pendulous flower, with a
crimson pink bell-shaped corolla, which gives an oblong yellow fruit when ripe, and a
succulent aryl.

The study aimed to determine the in vitro antibacterial activity of the ethanol extract of the
leaves of Passiflora tripartita (tumbo). In front of enteric Salmonella ATCC 14028, for
which the crude ethanol extract was obtained by maceration for 07 days, then determine the
chemical composition of the extract and identify the main groups of secondary metabolites
present in it, by phytochemical gait. Additionally, tests of solubility, cytotoxicity and
antibacterial activity were performed, applying the method of inhibiting the growth of
Lactuca Sativa (lettuce) and Kirby-Bauer seeds, respectively.

The results showed that there is antibacterial activity in the sensitivity test, with inhibition
halos of 24.4 mm and 13.4 mm for concentrations of 100 and 10% respectively, compared to
the positive control of meropenen whose halo of inhibition was 35.4 mm a concentration of
20mg.

It is concluded that the ethanolic extract of the leaves of Passiflora tripartita (Juss.) Poir.

Var. Mollisima (Kunth) Holm-Niels. & P. Jorg. (tumbo) has a strong antibacterial activity.

Keywords: Passiflora tripartita, inhibition halos, antibacterial activity, secondary

metabolites, salmonella typhymurium.
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Introduccién

Passiflora tripartita “tumbo” se halla presente a lo largo de la cordillera de los andes desde
Venezuela y Colombia hasta Bolivia. Es cultivada también en paises de Centroamérica y
Oceania. En el Peru se encuentra en los departamentos de Amazonas, Ancash, Apurimac,
Cajamarca, Cuzco, Junin, Huanuco, Lambayeque, Lima, Pasco, Piura, Pucallpa y Talara.
Alva.(2003).

De estas plantas promisorias, se utilizan los frutos en la alimentacion al estado fresco por ser
aromaticos, agradables, con gran potencial antioxidante; las hojas como sedantes,

cataplasmas para la inflamacion, contusiones y hematomas superficiales. Carvajal.(2014).

La familia Enterobacteriaceae contiene una gran cantidad de géneros que son bioquimica y
genéticamente relacionados entre si. Incluye varios grupos de agentes causantes de
infecciones primarias del tracto gastrointestinal humano. Pérez.(2014). Salmonella
typhymurium es una bacteria gramnegativa patdgena que se encuentra predominantemente
en la luz intestinal. Su toxicidad se debe a su pared celular externa constituida principalmente

por lipopolisacaridos (LPS). Barreto.(2016).

Nuestro objetivo es dar a conocer su posible actividad antibacteriano, por lo que este estudio
aportara los primeros antecedentes y proporcionara evidencias sobre el uso terapéutico de
este fruto a fin de incentivar futuras investigaciones sobre nuevas propiedades, produccion
de fitofarmacos que permitan industrializar dicho recurso vegetal que estén disponibles para

la sociedad.



CAPITULO |
PLANTEAMIIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcion de la realidad probleméatica
Las plantas son utilizadas desde la antigliedad para la alimentacién y como recursos
para curar enfermedades, cuya terapéutica medicinal natural se basa en el conocimiento
ancestral y la adaptacion a los contextos tiempo y lugar determinado, siendo sus
poseedores principalmente los pueblos originarios, los que se remontan a dos millones
de afios en el Africa. Chavez.(2017).
Passiflora tripartita (Juss.) Poir. VVar. mollisima (Kunth) Holm-Niels. & P. Jorg. tiene
presencia en los Andes desde Venezuela hasta el oeste de Bolivia pasando por
Colombia y el sudeste del Perd, entre 2.000 y 3.200 metros de altitud. Raramente crece
en altitudes superiores 0 mas bajas, siendo su localizacion tipica el cerro de Monserrate,
en Bogota (Colombia). Montero.(2017).
Esta planta se caracteriza por ser una liana vigorosa, muy pubescente, con una flor
péndula, con una corola campanulada de color rosado carmesi, que da un fruto oblongo
de color amarillo al madurar, y un arilo suculento. Checa.(2011). En las hojas de la
especie se han encontrado importantes concentraciones de compuestos fenolicos
destacandose los flavonoides como la catequina, quercetina, apigenina y rutina,
mientras que los frutos que son comestibles, poseen componentes volatiles como el etil
hexanoato y el etil butanoato, con propiedades antiinflamatorias y hepatoprotectora y
su fruto posee un alto potencial nutraceutico. Ademas, es ampliamente cultivada por
su comercializacion como fruta. Noriega.(2018).
Salmonella es el nombre de un género de bacterias responsable de enfermedades
transmitidas por alimentos. La infeccion por salmonella puede manifestarse por:
gastroenteritis, fiebre entérica, bacteremia y enfermedad focal. La Salmonella puede
encontrarse en aves de corral crudas, huevos, carne de res y, a veces, en frutas y
verduras sin lavar. También puede infectarse después de manipular mascotas,
especialmente reptiles como serpientes, tortugas y lagartijas. Los sintomas incluyen:
fiebre, diarrea, calambres abdominales, dolor de cabeza, posibles nduseas, vomitos y
pérdida de apetito. MSDmanuals.(2019).



1.2.

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, Gram negativas,
intracelulares facultativas, que se han agrupado en las especies S. entérica y S. bongori;
el potencial patogénico esta representado por la primera de ellas, la cual presenta mas
de 2.600 serotipos descritos hasta la fecha. Barreto.(2016). Salmonella entérica subsp.
entérica serotipo Typhymurium pertenece al grupo de las salmonelas no tifoideas que
causan enfermedad en el ser humano por contacto directo o indirecto con varias
especies de animales infectados, con los alimentos derivados de ellos y con sus
excreciones. Otras informaciones refieren como fuentes a las tortugas y reptiles
infectados mantenidos como mascotas, el colorante rojo carmin y la marihuana
contaminada. Echeita.(2011).

El medio mas comun de transmision son los alimentos cuya manipulacion en
condiciones inapropiadas permiten la multiplicacion de los agentes contaminantes bajo
ciertas condiciones de temperatura, tiempo e inadecuada condiciones de
mantenimiento y preservacion o que acarrea el incremento de la masa bacteriana y la

propagacion de la enfermedad. Loureiro.(2010), Parra.(2012) y Gutierrez.(2000).

La importancia del estudio de P. tripartita en relacion a su probable actividad
antibacteriana frente a Salmonella entérica subsp. entérica serotipo Typhymurium
representa un tema relevante para el manejo y tratamiento de las infecciones producidas
por estas bacterias a través del uso de fitofarmacos especialmente en el area de la
Farmacia y Bioquimica, ya que el presente trabajo constituye un aporte para la

dilucidacion del tema.

Formulacién del problema

1.2.1. Problema general
¢El extracto crudo etandlico de las hojas de Passiflora tripartita (Juss) Poir.
Var. mollisima (Kunth) Holm-Niels. & P. Jorg. (Tumbo) tendra actividad

antibacteriana frente a Salmonella entérica ATCC 14028?



1.2.2. Problemas especificos

¢Cudl sera la concentracion en miligramos del extracto seco de las hojas de Passiflora
tripartita (Juss) Poir. Var. mollisima (Kunth) Holm-Niels. & P. Jorg. (Tumbo) que
presenta mayor halo de inhibicion in vitro frente a S. entérica ATCC 14028?

¢Cual es la citotoxicidad del extracto etandlico de las hojas de Passiflora tripartita
(Juss) Poair. Var. mollisima (Kunth) Holm-Niels. & P. Jorg. (Tumbo) frente a semillas

de lechuga?

1.3. Objetivos de la investigacion
1.3.1. Objetivo general

Determinar la composicion quimica del extracto etanodlico de las hojas de Passiflora
tripartita (Juss.) Poir. Var. mollisima (Kunth) Holm-Niels. & P. Jorg. (Tumbo) y

evaluar la actividad antibacteriana in vitro frente a Salmonella entérica ATCC 14028.

1.3.2. Objetivos especificos

Identificar la concentracion en miligramos del extracto seco de las hojas de Passiflora
tripartita (Juss) Poir. Var. mollisima (Kunth) Holm-Niels. & P. Jorg. (Tumbo) que
tendra mayor actividad antibacteriana in vitro frente a Salmonella entérica ATCC
14028.

Determinar la citotoxicidad del extracto etanolico de las hojas de Passiflora tripartita
(Juss) Poir. Var. mollisima (Kunth) Holm-Niels. & P. Jorg. (Tumbo) frente a semillas

de lechuga.



1.4. Justificacién

Estudiar de manera exhaustiva y experimental las propiedades del extracto etandlico
de hojas de Passiflora tripartita (Juss.) Poir. Var. mollisima (Kunth) Holm-Niels. & P.
Jorg. (Tumbo) permitira conocer en mayor profundidad las caracteristicas quimicas de
esta planta y la aplicacién de algunas de estas propiedades como alternativas de
tratamiento y en la prevencion de enfermedades, ocasionadas por los malos habitos
alimentarios y de higiene.

La basqueda de la actividad antibacteriana de un extracto, estd completamente asociada
con los compuestos que matan bacterias o ralentizan su tasa de crecimiento, sin ser
ampliamente toxicos para los tejidos cercanos, razén por la cual los antibacterianos
descubiertos mas recientemente son compuestos naturales modificados de manera

quimica.

El uso terapéutico de Passiflora tripartita, podria sentar las bases para futuras
investigaciones, dirigidas a la busqueda de nuevas propiedades y la produccion de
fitofarmacos y su escalamiento a nivel industrializacion, debido a sus propiedades

inocuas sin mayores consecuencias colaterales para la salud de la sociedad.



CAPITULO Il
FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 Antecedentes

2.1.1. Nacionales
Encina y Carpio.(2011).Evaluaron en la provincia de Ayacucho la Méxima retencion de
acido ascorbico, compuestos bioactivos y capacidad antioxidante en el néctar de tumbo,
afio 2011 Peru. Se realizé la determinacion de capacidad antioxidante con los métodos
DPPH, por el método de titulacion con 2,6 diclorofenolindofenol, se maximizé el acido
ascorbico del néctar de tumbo aplicando los métodos Taguchi y superficie de respuesta.
Se observé una reduccién en los compuestos bioactivos en comparacion con el fruto

inicial para el &cido ascérbico, carotenos totales y compuestos fendlicos.

Mufoz.(2007). Evaluacion de la capacidad antioxidante y contenido de compuestos
fendlicos en recursos vegetales promisorios aiio 2007 Perd, del mercado de frutas de
lima. “Evaluar la capacidad antioxidante y el contenido de compuestos fendlicos en la
parte comestible de aguaymanto, carambola, tomate de arbol, yacdn, tumbo costefio,
tumbo serrano, noni, camu-camu y guinda. Se utilizaron los métodos de DPPH vy el
contenido de compuestos fendlicos totales usando el método Folin-Ciocalteu”. Se evalud
la capacidad antioxidante y el contenido de compuestos fendlicos en los frutos de
aguaymanto, carambola, tomate de arbol, yacdn, tumbo costefio, tumbo serrano, noni,
camu-camu y guinda; confirmaron que poseen actividad antioxidante muy elevada el

camu-camu y el tumbo serrano en relacion con los otros frutos estudiados.

Inocente (2014) “Compuestos fenolicos, actividad antioxidante y fotoprotectora in vitro
de una crema gel elaborada con extracto estabilizado de “tumbo serrano” Passiflora
mollisima” afio 2014 de la provincia de huarochiri, departamento de lima. Per(. Se
cuantifico el contenido de compuestos fendlicos de una crema gel elaborada con extracto
estabilizado de los frutos de Passiflora mollissima. Se obtuvieron valores de 11,754 +
0,241FPS (método in vitro de Mansur). La crema gel denota valores de factores de
proteccion solar (FPS) dell,754 + 0,241, posee propiedades antioxidantes y factor de

proteccion solar acorde a las exigencias normativas.



Calderon Y Salas.(2019). Evaluaron en el departamento de lima la actividad
antimicrobiana de los compuestos en P. mollissima (Tumbo) sobre cepas cultivadas de
los microorganismos S. mutans, S. oralis, S. sanguinis y C. albicans. La actividad
antimicrobiana se analizd6 mediante el método de difusion en disco. Se demostrd la
actividad antimicrobiana del extracto contra S. mutans, S. oralis y S. sanguinis. No hubo
evidencia de actividad contra la C. albicans, lo que demuestra una capacidad antifingica

nula de los extractos evaluados.

Rodriguez.(2018). Evalu6 en la Universidad Inca Garcilazo de la Vega, el efecto
antimicrobiano del extracto etandlico de la corteza del Ficus citrifolia Mill. utilizando el
método de Kirby-Bauer. A una concentracién de 100 mg/mL con un porcentaje de
inhibicion de 47,96% en comparacion con la tetraciclina (p<0,05) se manifesto el efecto
positivo del extracto. Se concluyo que el extracto etanolico de la corteza del F. citrifolia
Mill debido a la presencia de metabolitos secundarios fue responsable del efecto

antimicrobiano exhibido.

2.1.2. Internacionales

Chirinos y Guevara. (2013). Evaluaron en Venezuela el efecto bactericida de 16
extractos de plantas en el control de Xanthomonas. Los resultados mostraron que solo
cuatro de ellos demostraron inhibicién significativa del crecimiento de X. axonaphodi
pv. manihotis estos son: Syzygium cumini L, Mespilus germanica L, Pinus pinea L y
Cassia javanica L. Para Xanthomonas sp los extractos que lograron controlarla fueron
Salix babilonica L, Syzygium cumini L, Mespilus germanica L, Tamarindus indica L,
Solanum nigrum, Passiflora edulis L y Anacardium occidentale-Quercus coccifera L.
Los extractos de Mespilus germanica L y Syzygium cumini L. poseen un gran potencial

para el control de bacterias del genero Xanthomonas.

Bandara.(2018). En el pais de la India valoraron la actividad antibacteriana y las
concentraciones minimas de Passiflora suberosa utilizando B. subtilis, S. aureus, E.

faecium, P. aeruginosa, S. typhimurium y E. coli. Los resultados indicaron que el



extracto de metandlico exhibié actividad contra todas las cepas. En conclusion, la
actividad antibacteriana se obtuvo solo para el extracto de metanol con una mejor
actividad contra las bacterias Gram negativas. El extracto acuoso mostré mejores
actividades antioxidantes, antihemoliticas y toxicas que el extracto de metanol y sus
respectivos estandares.

Latha y Saravana.(2015). En la India evaluaron los componentes fitoquimicos, la
actividad antibacteriana, antifingica y el efecto de inhibicion de la a-glucosidasa de
varios extractos solventes sucesivos de hojas de Passiflora mollisima. El estudio
determiné la actividad antimicrobiana utilizando el método de difusion de disco y la
concentracion inhibitoria minima (MIC) de extractos de hojas de P. mollisima contra
trece cepas bacterianas patdgenas humanas y seis cepas de hongos. Los extractos de
metanol y acetato de etilo exhibieron una clase de fitocompuestos y actividades
antagonistas significativas contra patdgenos fungicos, bacterias Gram positivas y Gram
negativas, excepto Klebsiella pneumoniae. EI metanol, el extracto de acetato de etilo y
la acarobosa mostraron un 50% de inhibicion de la a-glucosidasa a una concentracion
de 329,98 +£2.06; 376,34 £ 2,15y 276,03 £+ 1,74 pg/mL respectivamente. Se sugiere que
P. mollisima es una planta medicinal importante que tiene buenas propiedades
antimicrobianas y antidiabéticas y puede usarse para la infeccién, asi como para el

control y el tratamiento de la diabetes.

Siméo.(2018). En Brasil propusieron comparar, por primera vez, los fitoconstituyentes
de materiales derivados in vitro de cuatro especies de Passiflora, y evaluar el potencial
antibacteriano de sus extractos contra 20 cepas grampositivas y gramnegativas. El
andlisis indico la presencia de saponinas en extractos de raices de todas las especies
estudiadas, mientras que los extractos de hojas presentaron tanto saponinas como
flavonoides. Los extractos de hojas y raices de P. alata y P. foetida exhibieron una
actividad inhibitoria selectiva contra B. thuringiensis y S. pyogenes, que podria estar
relacionada con la presencia de una alta concentracion de metabolitos secundarios,

incluidos flavonoides y saponinas.



2.2

Kanna y Devi.(2011). En la india estudiaron Passiflora ligularis A. Juss., su extracto
metandlico (hoja) y un compuesto aislado se analizaron para determinar su actividad
antibacteriana in vitro por técnica de difusion de disco contra tres bacterias Gram
positivas conocidas Staphylococcus aureus, Staphylococcus faecalis y Bacillus subtilis
y tres bacterias Gram negativas conocidas Escherichia coli, Proteus vulgaris y
Salmonella typhi. Se encontré6 que el compuesto aislado tenia mas actividad
antibacteriana en comparacion con el extracto metandlico de la hoja, pero menor que la

del farmaco estandar ciprofloxacino.

Bases teodricas

- Caracteristicas generales Passiflora tripartita

Passifloraceae, la familia de las flores de la pasion, del orden Malpighiales, que
contiene 16 géneros y 705 especies de enredaderas herbaceas o lefiosas, arbustos y
arboles, en su mayoria de regiones calidas. Passifloraceae esta mas desarrollada en el
Neotropico y en Africa. El género mas grande de la familia es Passiflora, el género de
la flor de la pasion, con 525 especies, muchas de las cuales son muy apreciadas por sus
flores llamativas e inusuales. I1bafiez.(2014). Passiflora tripartita es un frutal originario
del norte de los Andes, la fruta se encuentra en los alrededores de los pueblos andinos

de Venezuela, Colombia, Ecuador, Pert y Bolivia. Ruiz.(2018).

- Taxonomia de Passiflora tripartita

DIVISION: Magnoliophyta
CLASE: Magnoliopsida
SUB CLASE: Dilleniidae
ORDEN: Violales
FAMILIA: Passifloraceae
GENERO: Passiflora

ESPECIE: Passiflora tripartita (Juss.) Poir.
Var. mollisima (Kunth) Holm-Niels. & P. Jorg.

NOMBRE VULGAR: “Tumbo”
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-Caracteristicas

Es una de las especies de frutales nativos de la regidn, que crecen en la zona sur del
territorio peruano, especialmente en los &mbitos de la sierra, cuyo nombre comun es
“tumbo serrano”. Es una planta semilefiosa trepadora, pubescente. Estipulas
reniformes, granulado-aserradas. Peciolos con 6-14 glandulas subsésiles o alargadas.
Hojas trilobuladas de margen aserrado pubescentes, flores péndulas de hasta 9cm, color
rosado y el fruto en baya, de oblongo-ovado a elipsoidal de 6-11 x 3-3.4cm amarillo en

estado maduro, carnoso. Pari.(2019).

-Distribucion de Passiflora tripartita “tumbo”:

Se halla presente a lo largo de la cordillera de los andes desde Venezuela y Colombia
hasta Bolivia. Es cultivada también en paises de Centroamérica y Oceania. En el Perd
se encuentra en los departamentos de Amazonas, Ancash, Apurimac, Cajamarca,
Cuzco, Junin, Huanuco, Lambayeque, Lima, Pasco, Piura, Pucallpa y Talara.
Alva.(2003).

-Composicion quimica

Quimicamente P. tripartita por cada 100g esta compuesta de: Calorias 25 Ca., Agua
92 g, Proteina 0,60 g, Grasa 0,10 g, Carbohidratos 6,30 g, Fibra 0,30 g, Calcio 4 mg,
Hierro 0,40 mg, Fésforo 20 mg y Vitamina C 70 mg. Riofrio.(2014).
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Figura 1. Passiflora tripartita “tumbo".Planta que da un fruto oblondo de color amarillo.

Fuente: Propia.

-Propiedades terapéuticas

Constituye uno de los mejores remedios contra cualquier manifestacion nerviosa,
calmante para el dolor, disminuye la presion arterial. Asohofrucol.(2016). Es una
planta medicinal distribuida en temperaturas calidas y regiones tropicales. En el
sistema tradicional de medicamentos, esta especie tiene un papel clave en el manejo o
tratamiento de varias dolencias. Las propiedades tradicionalmente reconocidas
incluyen ansiolitico, antiinflamatorio, sedante, antioxidante, antiespasmodico vy

neuroprotector. Ruiz.(2018).
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Enterobacterias

La familia Enterobacteriaceae contiene una gran cantidad de géneros que son
bioquimica y genéticamente relacionados entre si. Incluye varios que causan
infecciones primarias del tracto gastrointestinal humano. Son importantes causas de
infeccidon oportunista (incluyendo septicemia, neumonia, meningitis e infeccion del

tracto urinario. Pérez.(2014).
-Generalidades

Son bacterias Gram negativas de forma bacilar, moéviles o no mdviles, dependiendo de
la especie, anaerobicos facultativos, fermentadores de azlcares y crecen en una amplia
variedad de medios solidos. Habitan en el tracto gastrointestinal de vertebrados y se
encuentran entre los patdgenos mas comunes que infectan a humanos y animales.
Como residentes de la microflora intestinal, pueden colonizarla sin generar infeccion
Octavia.(2014).

Son causas importantes de infecciones del tracto urinario (ITU), infecciones del
torrente sanguineo, neumonias relacionadas a estancias hospitalarias y varias
infecciones intraabdominales. La Escherichia coli es una causa frecuente de
infecciones urinarias, Klebsiella y Enterobacter son causas importantes de neumonia,
y todas las Enterobacteriaceae han estado implicadas en infecciones del torrente
sanguineo y en peritonitis, colangitis y otras infecciones intraabdominales. Ademas,
organismos como Salmonella producen gastroenteritis y, posteriormente, en algunos

pacientes, infeccion invasiva. Colquechagua.(2015).



13

-Taxonomia

Enterobacteriaceae esta formada por unos 30 géneros y aproximadamente mas de 130
especies, biogrupos y grupos entéricos. Este niUmero puede variar dependiendo del
autor que haya establecido el ordenamiento taxondémico. Koneman.(2008).

En los ultimos afos, las técnicas de hibridacion y secuenciacion de ADN han permitido
establecer una clasificacion mas precisa a los organismos que integran esta familia tan

heterogénea. Doyle.(2012).

Actualmente los géneros mas resaltantes del grupo son: Escherichia, Shigella,
Klebsiella, Yersinia, Enterobacter, Serratia, Hafnia, Proteus, Morganella,
Providencia, Citrobacter, Edwardsiella y Salmonella. Ruiz.(2018).

Salmonella entérica subsp. enterica serovar typhymurium (S. typhymurium)
-Caracteristicas

Salmonella typhymurium es una bacteria Gram negativa patdgena que se encuentra
predominantemente en la luz intestinal. Su toxicidad se debe a su membrana externa
constituida principalmente por lipopolisacaridos (LPS). Este LPS esta formado por un
antigeno O, un nucleo de polisacarido y un lipido A, que lo conecta a la membrana
externa. Entre estos el lipido A esta formado por dos glucosaminas fosforiladas que
estdn unidas a los &cidos grasos. Estos grupos fosfato determinan la toxicidad
bacteriana. Barreto.(2016).

Los animales portan una enzima que elimina especificamente estos grupos fosfato en
un intento de protegerse de estos patdgenos. El antigeno O, que se encuentra en la parte
mas externa del complejo LPS, es responsable de la respuesta inmune del huésped. S.
typhymurium tiene la capacidad de sufrir acetilacion de este antigeno O, que cambia su

conformacion y dificulta el reconocimiento de los anticuerpos. Chaudhuri.(2018).
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Figura 2. Vista tridimencional de Salmonella typhymurium. Bacteria que pertenece a la

familia enterobacteriaceae. Fuente: Revista Istockphoto.

-Serotipificacion

Existen méas de 2.500 serotipos de Salmonella sp, Debido a esta cantidad se utilizan
técnicas complementarias como la fagotipificacion y la deteccion molecular que

pueden diferenciar cepas pertenecientes a un mismo serotipo. Marcelo.(2017).

Salmonella sp. basicamente se reconoce por serologia en la cual cultivos desconocidos
se enfrentan con sueros conocidos, el reconocimiento se da de acuerdo a sus antigenos
somaticos de superficie (LPS, antigenos O), antigenos flagelares (proteinas, antigenos
H) y antigeno capsular (Vi). Los antigenos se identifican con anticuerpos monovalentes
y polivalentes disponibles comercialmente, mediante pruebas de aglutinacion en
lamina. Rincon.(2008).

-Enfermedades

La salmonelosis se caracteriza por la aparicion aguda de fiebre, dolor abdominal,
diarrea, nduseas y, a veces vomitos. La sintomatologia ocurre de 6 a 72 horas
(generalmente de 12 a 36 horas) después de la ingestion de Salmonella, y la enfermedad
dura de 2 a 7 dias. Esta es relativamente leve y los pacientes se recuperan sin un

tratamiento especifico en la mayoria de los casos. En casos particulares, nifios y
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pacientes de edad avanzada, la deshidratacion asociada puede volverse grave y
potencialmente mortal. Kurtz.(2017).

Los grandes brotes de Salmonella atraen la atencion de los medios, aunque entre el 60
y el 80% de todos los casos no se reconocen como parte de un brote conocido y se

clasifican como casos esporédicos, 0 no se diagnostican como tales. Perez.(2014).

Figura 3. Manipulacién de potencial fuente de infeccion por S. typhymurium.

La salmonelosis se da por contacto con animales infectados. Fuente: Revista Newsroom

-Epidemiologia

Las salmonellas no tifoideas son una de las principales causas de diarrea bacteriana en
todo el mundo; se estima que causan aproximadamente 153 millones de casos de
gastroenteritis y 57,000 muertes en todo el mundo cada afio. Crump.(2015). El riesgo
de infeccion por Salmonella entre los viajeros que regresan a los Estados Unidos varia
segun la region del mundo visitada. EI mayor riesgo se encuentra entre los que visitaron
Africa (incidencia de 25.8 casos por 100,000 viajeros aéreos), América Latina y el
Caribe (7.1 casos por 100,000) y Asia (5.8 casos por 100,000). Un estudio estudio de
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diarrea de los viajeros encontré que se detectd Salmonella (incluidos los serotipos
tifoideos) en <5% de los pacientes que habian viajado a América Latina, el Caribe y el
sur de Asia y en 5% a 15% de los pacientes que habian viajado a Africa o sudeste
asiatico. También, la infeccion por salmonela y el transporte han sido reportados entre
nifios adoptados internacionalmente. Leekitcharoenphon.(2016).

-Patogenia

Salmonella typhymurium causa gastroenteritis en humanos y otros mamiferos. Cuando
las células bacterianas ingresan a las células epiteliales que recubren el intestino,
causan un desarreglo fisiologico de la célula huésped que dafia temporalmente las
microvellosidades en la superficie de la célula. Esto provoca una amplia respuesta con
globulos blancos en la mucosa, eliminando el buen funcionamiento entre absorcion y
secrecion, lo que conduce a diarrea. En ratones, S. typhymurium causa sintomas

similares a la fiebre tifoidea en humanos. Zha.(2019).

Salmonella

Captura por células dendriticas

Translocacién a través

en el lumen intestinal de células M Migracion
transepitelial

sp1 G\
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Multiplicacion dentro | e Inflamacién
de macréfagos |

[Diseminacién sistémicaﬂ.

Macréfegos/linfocitos/cél.dendriticas
{Idmina propia intestinal)

Figura 4. Proceso patogenico de S. typhymurium. Causan desarreglos fisiolgicos.

Fuente: Revista Scielo.
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-Manifestaciones clinicas

El periodo de incubacion de la gastroenteritis por Salmonella (intoxicacion alimentaria)
depende de la dosis de bacterias. Los sintomas generalmente comienzan de 6 a 48 horas
después de la ingestion de alimentos o agua contaminados y generalmente toman la
forma de nduseas, vomitos, diarrea y dolor abdominal. La mialgia y el dolor de cabeza
son comunes; sin embargo, la manifestacion cardinal es diarrea. La fiebre (38 °C a 39
°C) vy los escalofrios también son comunes. Al menos dos tercios de los pacientes se
quejan de calambres abdominales. La duracién de la fiebre y la diarrea varia, pero
generalmente es de 2 a 7 dias. Braun.(2015).

Las fiebres entéricas son formas sistémicas graves de salmonelosis. La fiebre entérica
mejor estudiada es la fiebre tifoidea, la forma causada por S. typhi, pero cualquier
especie de Salmonella puede causar este tipo de enfermedad. Los sintomas comienzan
después de un periodo de incubacion de 10 a 14 dias. Las fiebres entéricas pueden estar
precedidas por gastroenteritis, que generalmente se resuelve antes del inicio de la
enfermedad sistemica. Los sintomas de las fiebres entéricas son inespecificos e
incluyen fiebre, anorexia, dolor de cabeza, mialgias y estrefiimiento. Las fiebres
entéricas son infecciones graves y pueden ser fatales si no se administran antibioticos
de inmediato. Sdnchez.(2006).

@ salmonelosis, &
famT O

ingesta de de 6 a 72 horas .
salmonella %“/‘- % salmonelosis: dura

entre 2 y 7 dias

aparicion brusca de los sintomas

P — "
R S & Y ~
: dolor .
fiebre abdominal diarrea

rnfarrmaadi
Figura 5. Sintomas caracteristicos por infeccion por Salmonella. Manifestaciones de sintomatologia.

Fuente: Revista Scielo
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Tratamiento

Cuidados primarios bésicos. Ciprofloxacina, azitromicina, ceftriaxona o
trimetoprima/sulfametoxazol (TMP/SMX) solo para pacientes de alto riesgo y

pacientes con infecciones sistémicas o focales.

La gastroenteritis no complicada debido a infecciones por Salmonella no tifoideas se

trata sintoméaticamente con liquidos orales.

Los antibidticos no aceleran la resolucion de la gastroenteritis, pueden prolongar la
excrecion del organismo y no se justifican en casos sin complicaciones. Sin embargo,
en los ancianos que viven en retiros, bebés y pacientes con hemoglobinopatias,
infeccion por VIH u otras afecciones inmunocomprometidas, el aumento de la
mortalidad dicta el tratamiento con antibidticos. Los regimenes antibidticos aceptables

incluyen los siguientes:
TMP/SMX 5 mg/kg (del componente TMP) cada 12 h para nifios
Ciprofloxacina 500 mg cada 12 h para adultos

Azitromicina 500 mg por via oral en el dia 1 seguido de 250 mg por via oral una vez al

dia durante 4 dias para adultos
Ceftriaxona 2 g una vez al dia durante 7 a 10 dias para adultos. Sirinavin.(1999).
Prevencion

Las Salmonellas son dificiles de erradicar del medio ambiente. Sin embargo, debido a
que el reservorio principal para la infeccion humana son las aves de corral y el ganado,
reducir la cantidad de Salmonellas alojadas en estos animales a su vez disminuiria
significativamente la exposicidon humana. Otras medidas utiles incluyen cambiar las
practicas de sacrificio de animales para reducir la contaminacion cruzada de los
cadaveres de animales; proteger los alimentos procesados de la contaminacion;
proporcionar capacitacion en practicas de higiene para todo el personal de
manipulacién de alimentos en mataderos, plantas de procesamiento de alimentos y

restaurantes; cocinar y refrigerar alimentos adecuadamente en plantas procesadoras de
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alimentos, restaurantes y hogares; y la expansion de los programas gubernamentales de
vigilancia de enfermedades entéricas. Fica.(2001).

Figura 6. Medidas preventivas para el control de alimentos. Capacitacion en practicas de higiene

para el personal. Fuente: Revista Avicultura

Meropenem

Figura 7. Estructura quimica de meropenem. Actua en bacterias

Gram negativas y Gram positivas. Fuente: Pubchem
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-Mecanismo de accién

La actividad bactericida de meropenem resulta de la inhibicion de la sintesis de la pared
celular. Meropenem penetra facilmente en la pared celular de la mayoria de las bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas para alcanzar los objetivos de la proteina de unién a la
penicilina (PBP). Sus afinidades mas fuertes son hacia las PBP 2, 3y 4 de Escherichia coli

y Pseudomonas aeruginosa; y PBPs 1, 2 y 4 de Staphylococcus aureus. Moreno.(2013).
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Figura 8. Mecanismo de accion de meropenem. Penetra facilmente en la pared celular

de las bacterias. Fuente: Slideplayer.

-Farmacocinética

Meropenem se administra por via intravenosa como una infusion o inyeccion en bolo.
La penetracion de meropenem se ha estudiado en una variedad de tejidos y fluidos
corporales y es rapida y sustancial; en la mayoria de los casos, se alcanzan niveles que

pueden ser clinicamente efectivos. Nicolau.(2008).
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-Farmacodinamica

Varias investigaciones de la actividad bactericida de carbapenem (meropenem,
ertapenem e imipenem) en modelos animales de infeccion han sugerido que el objetivo
farmacodindmico para la actividad bactericida maxima es un% T> MIC del farmaco
libre de ~40%. Nicolau.(2008).

Marco conceptual

-Salmonella: Es un término que se emplea para denominar a un género de bacterias
que forman parte de la familia de las enterobacterias.

-Enterobacteriaceae: Es un género de bacterias Gram negativas facultativamente
anaerobicas.

-Fitofarmaco: Son medicamentos cuyos ingredientes activos se producen
exclusivamente a partir de plantas.

-Ralentizan: Hacer més lenta una actividad o proceso.

-Passifloraceae: Son una familia de faner6gamas de zonas tropicales, semitropicales y
templadas, perteneciente al orden Malpighiales, al que se incorporé segun el Sistema
de clasificacion APG II.

-Neuroprotector: Hace referencia al efecto de cualquier sustancia o0 molécula quimica
0 bioldgica, con efectos protectores en el sistema nervioso que previenen, mitigan o
retrasan los procesos neurodegenerativos propios de enfermedades como el Alzeimer
0 lesiones cerebrales.

-Aglutinacion: Proceso por el cual las células que estan en suspensién en un liquido se
agrupan entre si por reaccion de un antigeno del cual son portadoras con el anticuerpo
correspondiente.

-Gastroenteritis: Inflamacion de las mucosas del estdbmago y del intestino que se da

simultdneamente y es debida a una infeccion.
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2.4 Hipotesis
2.4.1. Hipotesis general

El extracto etandlico de las hojas de Passiflora tripartita (Juss.) Poir. Var. mollisima
(Kunth) Holm-Niels. & P. Jorg. (Tumbo) presenta actividad antibacteriana frente a
Salmonella enterica ATCC 14028.

2.4.2. Hipotesis especifica

La concentracion en miligramos del extracto seco de las hojas de Passiflora tripartita
(Juss) Poir. Var. mollisima (Kunth) Holm-Niels. & P. Jorg. (Tumbo) al 100% tendra
mayor actividad antibacteriana in vitro frente a Salmonella enterica ATCC 14028.

La citotoxicidad del extracto etandlico de las hojas de Passiflora tripartita (Juss) Poir. Var.
mollisima (Kunth) Holm-Niels. & P. Jorg. (Tumbo) presenta una elevada concentracion

frente a las semillas de lechuga.



2.5. Operacionalizacion de Variables e indicadores

Tabla 1:
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Operacionalizacion de variables del extracto etandlico de Passiflora tripartita (tumbo)

Variable Definicion conceptual Dimensiones Indicadores
Independiente Passiflora tripartita es una Extracto Marcha fitoquimica
Passiflora enredadera de tallo cilindrico etandlico de
tripartita ( pubescente, de hojas obovadas, las hojas Solubilidad
tumbo) trilobuladas y aserradas en los  secas .

margenes.
Cepa de
Dependiente Referida al proceso de matar o  Salmonella Tamario de halo de

Actividad inhibir la enfermedad causada

antibacteriana por bacterias.

enterica subsp.
enterica ser.
Typhymurium
ATCC 14028

inhibicion.

Al extracto etandlico de las hojas de Passiflora tripartita (tumbo), se realizaran las siguientes

pruebas; marcha fitoquimica, prueba de solubilidad, ensayo de citotoxicidad y actividad

antibacteriana. Fuente: Elaboracion propia.
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CAPITULO Il
METODOLOGIA

Tipo y nivel de investigacion

Experimental: Enmarca dentro de condiciones controladas de laboratorio.
Prospectivo: Generara datos en base a anlisis que han sido realizados en un periodo
de tiempo posterior a la germinacion del proyecto.

Transversal:  Ya que abarca un determinado periodo de tiempo previamente
establecido.

Correlacional: Ya que estudian las relaciones entre variables dependientes e
independientes, estableciendo la correlacion entre dos variables).

Aplicada: Ya que su principal objetivo se basa en resolver problemas practicos, con

un margen de generalizacion limitado.

Descripcion del método y disefio

-Lugar de ejecucion: Laboratorios de la Universidad Interamericana para el Desarrollo.
-Recoleccion de la Muestra: La muestra de hojas de “tumbo” serdn provenientes del
Distrito de Yauyos, Provincia Cafiete, Departamento Lima, a una altitud 2289 msnm,
y se colectaran en el mes de Octubre, siendo proporcionada por MILAGROS
TENORIO GUILLERMO Y GIOVANA FLORES QUISPE estudiantes de la
Universidad interamericana para el Desarrollo. La muestra sera estudiada y clasificada
en el Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

-Extracto Etandlico: Las muestras fueron revisadas macroscépicamente a fin de excluir
a las hojas no enteras, ennegrecidas, oscurecidas, infectadas (hongos, bacterias, virus)
0 con presencia de material extrafio (polvo, deyecciones). Las hojas seleccionadas
fueron secadas en estufa de conveccion y pulverizadas hasta obtener una harina fina de
aproximadamente 500 um. Se pesaron 10 gramos del material seco en frascos de vidrio
ambar de boca ancha y se agregaron 100 ml de alcohol al 96°, rotulando el frasco con
el nombre del material biolégico y la fecha, para luego envolverlo completamente con

papel aluminio, dejandose en maceracion durante 07 dias a temperatura ambiente y en
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oscuridad. Se realizaron agitaciones diarias con el fin de favorecer el proceso de
extraccion. Cumplido el tiempo de maceracion se procedié a filtrar el extracto
empleando papel de filtro Whatman N° 4, realizando lavados sucesivos del material
bioldgico (tumbo) hasta completar el volumen final de 100 ml en fiola. El extracto fue
filtrado y almacenado a 4°C hasta su uso en los ensayos in vitro.

-Composicidn fitoquimica:

Para poder identificar los diferentes metabolitos secundarios presentes en las hojas
secas de P. tripartita (tumbo) se uso diferentes reacciones, para lo cual se tomé 50mi
del extracto ya filtrado. La metodologia que usamos sera tomada del libro
“Investigacion fitoquimica métodos en el estudio de productos naturales Lima- Peru”
de la Dra. Olga Lock (Lock, 2016).

-Obtencion de las fracciones a 'y b:

Tomamos 10ml del extracto filtrado para realizar los ensayos de Tricloruro Feérrico,
Gelatina, Shinoda y Ninhidrina para determinar la presencia de taninos, flavonoides y
aminodcidos. El extracto restante fue secado en una estufa al vacio a 30°C para luego
ser resuspendido con 15ml de HCL al 1%. La solucidn resultante se filtro, obteniéndose
la solucién acida y la fraccion insoluble. La fraccion insoluble se resuspendio en 10ml
de cloroformo, y se fue secado con sulfato sddico para luego filtrar, obteniéndose la
(Fraccion B); a este filtrado se le realizo analisis cualitativos para la identificacion de
la presencia de esteroides y quinonas.

-Obtencion de la fraccion c:

Lo restante de la fraccion B se alcalinizo a un pH no mayor a 10, a cual se le agrego
cloroformo en una pera de decantacion. La fase cloroférmica decantada fue secado con
sulfato sodico obteniéndose la fraccion C, en la cual se identificara alcaloides.
-Obtencidn de la fraccion d:

El sulfato de sodio anhidro se saturo en una pera de decantacion que contiene una
solucién de cloroformo: etanol en proporcién (3:2) donde se agrega la acuosa, el objeto
fue resuspender el metanol y secar el cloroformo dando la fraccion D; en la que se

determiné la presencia de flavonoides, esteroides y alcaloides.
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-Obtencidn de la fraccién e:

Es el restante acuoso de la fraccion D en el cual se buscd la presencia de
leucoantocianidina y flavonoides.

-Prueba de solubilidad: Se baso en la extraccion de las sustancias solubles, la cual se
tomé una alicuota de 40ml que fue transferida a una cépsula tarada, fue desecado en
estufa a 40°C aproximadamente por 3 horas, la cual fueron diluidas con diferentes
solventes; cloroformo, diclorometano, etanol, metanol y agua para luego conocer los

resultados.

-Ensayo de citotoxicidad: Del extracto etandlico de las hojas de Passiflora tripartita (tumbo)
sobre el desarrollo de las semillas de Lactuca Sativa.

El proposito de la prueba sera determinar la interrupcion del proceso de germinacion
de las semillas de L. Sativa, a traves de la medicion del crecimiento longitudinal de las
radiculas (raiz) y del hipocotilos(tallo), con el cual se determinara el porcentaje de

inhibicion frente a un control (crecimiento normal).

En una primera etapa de pre germinacion se colocan las semillas en una camara hiumeda

para propiciar su germinacion. El tiempo requerido es de 20 horas.

Paralelamente discos de papel de filtro watman se colocaran dentro de pequefas placas
petri a los cuales se le adicionaran el extracto etandlico de las hojas de P. Tripartita
para una concentracion final de 100mg (equivalente a 1ml de extracto etandlico) de
extracto seco. Este paso se realiza por triplicado. Para el grupo control se colocaran de
la misma manera discos de papel de filtro en 3 placas Petri adicionando 1ml de solucion

etanolico. Finalmente, las 6 placas Petri se llevan a estufa a 40°C para el secado total.

Cumplido el tiempo de pre incubacién se comprobara el crecimiento de las radiculas
cuya longitud aproximada es 2-3mm. De no haberse alcanzado dicha longitud se le dara

mas tiempo de pre incubacion.

A las placas con extractos y a los grupos control se le agregan 700 ul de agua destilada

y en una disposicion en cruz se colocan 5 semillas pre germinadas. Todas las placas
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Petri se colocan en una camara himeda ( bandeja cerrada herméticamente) y se llevan

a la incubadora a 20°C hasta completar el tiempo de 72 horas.

Finalizado el tiempo de incubacion se miden las radiculas y los hipoc6tilos empleando

un papel milimetrado.

Tabla 2:

Concentracion para las placas de ensayo

N° de Concentraciones Metanol Volumen del Extracto
placa (mg) (ul) extracto (ul)
1 0.1 300 10 Extracto diluido 1:10
MeOH
2 0.3 300 30 Extracto diluido 1:10
MeOH
3 1 200 100 Extracto diluido 1:10
MeOH
4 3 300 30 Extracto puro
5 10 200 100 Extracto puro
6 30 - 300 Extracto puro

Se utilizaran 6 placas en diferentes concentraciones de extracto frente a las semillas de Lactuca

Sativa (lechuga). Fuente: Elaboracion propia.
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-Prueba de actividad antibacteriana:

La prueba de Kirby-Bauer, conocida como el método de difusion en disco, es la prueba
de susceptibilidad a los antibidticos méas utilizada para determinar el antibi6tico de
eleccin para tratar una infeccion. Este método se basa en la inhibicion del crecimiento
bacteriano medido en condiciones estandar. Para esta prueba, un medio de cultivo,
especificamente el agar Mueller-Hinton, se inocula de manera uniforme y aséptica con
el organismo de prueba y luego se colocan discos de papel de filtro, que estan
impregnados con una concentracion especifica de un antibiotico particular, en el medio.
El organismo creceré en la placa de agar mientras el antibi6tico "funciona" para inhibir
el crecimiento. Si el organismo es susceptible a un antibi6tico especifico, no habra
crecimiento alrededor del disco que contiene el antibiotico. Por lo tanto, se puede
observar y medir una “zona de inhibicion" para determinar la susceptibilidad a un
antibiotico para ese organismo en particular. La medicion se compara con los criterios
establecidos por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Segun los
criterios, el organismo puede clasificarse como Resistente (R), Intermedio (I) o
Susceptible (S). Hudzicki.(2009).

-Aplicacion de los discos de sensibilidad:

Se colocaron los discos individuales embebidos en cada una de las seis concentraciones
(100%, 80%, 60%, 40%, 20%,10%) del extracto sobre la superficie del agar con la
ayuda de una pinza o hisopo estéril presionando suavemente sobre cada disco para
asegurar el contacto completo con la superficie del agar. Se distribuiran los discos
uniformemente, de modo que estén a una distancia minima de 25mm uno del otro. Los
discos no pueden ser removidos una vez que tomen contacto con la superficie del agar

debido que las concentraciones se difunden rapidamente. Sacsaquispe.(2002).

-Lectura de los halos de inhibicion:
Se midieron los diametros de las zonas de inhibicién completos, usando una regla o
vernier. Manteniéndose iluminada la parte posterior de la placa Petri con una luz

reflejada localizada a unos cuantos centimetros sobre un fondo negro. Teniéndose en
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cuenta de observar la placa siguiendo una vertical directa para evitar una lectura
errénea de las marcas del vernier por efecto del paralelismo. Sacsaquispe.(2002).
Metodologia de la prueba antibacteriana:

- Esterilizacion de materiales (pinza, placa excavada, discos de papel de filtro,
hisopos) fueron esterilizados en estufa a 180 °C por 1 hora.

- Preparacion de medios de cultivo; fueron preparados en autoclave a 121° C por 15
minutos. Se prepard Caldo Triptona de Soya para la activacion inicial de la cepa y
placas con Agar Mueller Hinton para la prueba de sensibilidad antimicrobiana.

- Preparacién del in6culo bacteriano La cepa (Salmonella enterica ATCC 14028) se
cultivo en Caldo Triptona de Soya a 25 °C por 24 horas, con el fin de preparar el inculo
de los posteriores cultivos. Se utiliz la escala de MacFarland para determinar la
concentracion del cultivo bacteriano, encontrandose que la cepa posee una
concentracion de 1.5 x 108 UFC/mL.

- Formacién de concentraciones de extracto y medicamento; para evaluar el efecto
antibacteriano del extracto etanolico de la planta Tumbo, se prepararon siete diluciones
de este utilizando etanol como solvente. Ademas, se utilizé etanol como control y el
medicamento Meropenem 500mg como control positivo. La preparacion de las
concentraciones fue la siguiente:

Tabla 3:

Concentracion de tratamientos y control

CODIGO DENOMINACION CONCENTRACION
1 CONTROL ETANOL
2 TRATAMIENTO A EXTRACTO 800 mg/ml
3 TRATAMIENTO B EXTRACTO 400mg/ml
4 TRATAMIENTO C EXTRACTO 200mg/ml
5 TRATAMIENTO D EXTRACTO 100mg/ml
6 TRATAMIENTO E EXTRACTO 50mg/ml
7 TRATAMIENTO F EXTRACTO 10mg/ml

8 CONTROL POSITIVO MEROPENEM
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-Prueba de sensibilidad antimicrobiana: La sensibilidad del extracto etandlico de la planta
Tumbo se prob6 mediante el método de Kirby-Bauer, el cual consistié en cultivar
mediante la técnica de cultivo por diseminacion la cepa (Salmonella enterica ATCC
14028) en placas Petri con agar Mueller-Hinton. Para esto, se utilizé un hisopo estéril
el cual se embebid en el cultivo bacteriano y se ejecuté el cultivo por diseminacion, de
forma homogénea en toda la superficie de la placa Petri. Posteriormente, con la ayuda
de una pinza se colocaron los discos de papel filtro estéril (n = 5) con la concentracion
del extracto detallado anteriormente (Tab. 3) en la superficie del agar, presionandolo
levemente. Finalmente, las placas se incubaron a 37 °C por 24 horas. Pasada las 24
horas se realizd la lectura de los resultados. Se midieron los halos de inhibicién con la

ayuda de un vernier.

3.3 Poblacion y muestra
- Poblacién
Hojas de Passiflora tripartita (Juss.) Poir. Var. mollisima (Kunth) Holm-Niels. & P.
Jorg. (Tumbo).

- Muestra
Extracto etandlico de las hojas de Passiflora tripartita (Juss.) Poir. Var. mollisima
(Kunth) Holm-Niels. & P. Jorg. (Tumbo).

3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

Se utilizara un formato de recoleccion de datos en la cual se vaciaran y registraran los
datos en forma sistematica, de interés provenientes de los ensayos experimentales. En
este formato, con su respectivo instructivo, incluird apartados correspondientes a la
obtencién del extracto, la marcha fitoquimica, prueba de solubilidad, ensayo de
citotoxicidad y el analisis de la actividad antibacteriana.

3.5. Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Para el analisis de los datos se mediran y compararan en el programa estadistico SPSS;
para lo que se usara el test de Shapiro-Wilk, Test de Levene, Test de Dunnet y el T-

student para muestras independientes.



CAPITULO IV
PRESENTACION Y ANALISIS DE LOS RESULTADOS

4.1 Presentacion de resultados:

-Rendimiento de extraccién
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Peso del extracto: Se pesaron 10 g del extracto seco pulverizado y se agregaron 100ml de

etanol al 96% como extractante, obteniéndose un extracto crudo al 10 % p/v. Luego se

concentrado y desecado se obtuvo 0.95 g (9.5 %) de extracto foliar etandlico de Passiflora

tripartita (Tumbo) en la siguiente tabla se muestra el rendimiento de la extraccion.

Tabla 4.

Porcentaje de rendimiento de extraccion por macerado del extracto foliar etandlico de

Passiflora tripartita (Tumbo).

Muestra Producto Rendimiento (%)

Hojas de Passiflora Extracto etandlico. 9.5
tripartita (Tumbo)

Fuente: Elaboracion propia

Figura 9. Pesado de las hojas secas y molidas de Passiflora tripartita (Tumbo)

Fuente: Elaboracion propia
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4.1.2 Ensayo de solubilidad
Los resultados del ensayo de solubilidad del extracto foliar etandlico de Passiflora

tripartita (Tumbo) se muestra a detalle en la siguiente figura y tabla.

Figura 10. Ensayo de solubilidad

Tabla 5.
Resultados del ensayo de solubilidad del extracto foliar etanélico de Passiflora
tripartita (Tumbo)

SOLVENTE RESULTADO

HEXANO -

CLOROFORMO -

DICLOROMETANO -

ETANOL +
METANOL +
AGUA ++

(++): Totalmente soluble; (+): Poco soluble y (-): Insoluble
Fuente: Elaboracion propia
La tabla 5 muestra que el extracto foliar etandlico de Passiflora tripartita (Tumbo) es soluble en disolventes de
alta polaridad como agua, metanol y etanol, pero insoluble en disolventes no polares como diclorometano,

cloroformo y hexano.
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-Tamizaje fitoquimico

Los resultados del tamizaje fitoquimico realizado en el extracto foliar etandlico de Passiflora
tripartita (Tumbo) se muestran a detalle en la siguiente figura y tabla

Tabla 6.

Resultados del tamizaje fitoquimico del extracto foliar etandlico de Passiflora tripartita
(Tumbo).

FRACCION REACTIVO METABOLITOS COLOR RESULTADOS
Rvo. Proteinas purpura ++
Ninhidrina aminoacidos
A Rvo. Gelatina Taninos Precipitado +++
(Extraccion blanco
metanolica)  Rvo. Tricloruro Taninos Azul +++
férrico purpura
Rvo. Shinoda Flavonoides Rojo- +++
violeta
Rvo. Esteroides Verde +
B Libermann intenso
(Extraccion Burchard
Insolubles) Rvo. Quinonas Rojo-cereza -
Borntrager
Rvo. Kedde cardendlidos purpura ++
Rvo. Esteroides Verde -
= _ Libermann Triterpenos intenso
(Extr.acuon Burchard
acida) Rvo. Mayer Alcaloides Precipitado -
blanco
Rvo. wagner Alcaloides Café- -

marron
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Rvo.shinoda Flavonoides Rojo- -
violeta
D Rvo. Leucoantocianidinas Rojo-
(solucion Rosenheim Antocianidinas marron -
acida /fase Catequinas Rojo
cloroférmica) azuloso
Rvo. Kedde Anillos lactona purpura ++
Rvo. Esteroides Verde -
Libermann Triterpenos intenso
Burchard
Rvo. Mayer Alcaloides -
Rvo. Shinoda Flavonoides Rojo- ++
E violeta
(solucién Rvo. Leucoantocianidinas Rojo- +++
acida /fase Rosenheim Antocianidinas marron
acuosa) Catequias Rojo
azuloso

(-): ausente (+): poco (++): regular (+++): abundante
Fuente: Elaboracion propia

La tabla 6 muestra que los resultados de la marcha fitoquimica en el extracto foliar etandlico de Passiflora
tripartita (Tumbo), indican la presencia abundante de compuestos fendlicos flavonoides, taninos y
leucoantocianidinas y de manera moderada de cardenolidos y esteroides. No se evidenci6 la presencia de

alcaloides y quinonas.



-Ensayo de citotoxicidad

Los resultados del ensayo de citotoxicidad del extracto foliar etandlico de Passiflora

tripartita (Tumbo) en semillas de Lactuca sativa se muestran a detalle en las tablas 7y 8.

Tabla 7.
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Resultados del ensayo de citotoxicidad del extracto foliar etanolico de Passiflora tripartita

(Tumbo) en semillas de Lactuca sativa, para el grupo control.

TUMBO
Muestra Hipocotilo (mm) Radicula (mm)

CONTROL 1 R1 7 12
R2 6 11

R3 7 11

R4 8 16

RS 6 12

CONTROL 2 R1 7 15
R2 9 20

R3 7 16

R4 7 15

RS 8 16

CONTROL 3 R1 8 17
R2 9 12

R3 7 17

R4 7 10

RS 8 10

PROMEDIO 7.4 14

Fuente: Elaboracion propia

La tabla 7 muestra que los resultados del ensayo de citotoxicidad en el extracto foliar etandlico de

Passiflora tripartita (Tumbo), indican que el grupo control presenta un crecimiento de 7.4 mm en el

hipocotilo y 14 mm en la radicula.



Tabla 8.
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Resultados del ensayo de citotoxicidad del extracto foliar etandlico de Passiflora tripartita

(Tumbo) en semillas de Lactuca sativa, para el grupo experimental.

TABLA 2

TUMBO

Muestra

Hipocotilo (mm) Radicula (mm)

MUESTRA 1

R1

3

1

R2

R3

R4

R5

MUESTRA 2

R1

R2

R3

R4

R5

MUESTRA 3

R1

R2

R3

R4

W W W N P P W N W wwwN

R5

2

PROMEDIO

2.46

e e = ) S Y B = Y BN A SN

Fuente: Elaboracion propia

La tabla 8 muestra que los resultados del ensayo de citotoxicidad en el extracto foliar etandlico de

Passiflora tripartita (Tumbo), indican que el grupo experimental presenta un crecimiento de 2.46 mm

en el hipocotilo y 1 mm en la radicula.
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-Ensayo antibacteriano

Los resultados del ensayo antibacteriano in vitro del extracto foliar etandlico de Passiflora
tripartita (Tumbo) frente a cepas de Salmonella enterica ATCC 14028, se muestran a detalle
en la siguiente tabla.

Tabla 9.
Resultados del ensayo antibacteriano

DIAMETRO DEL HALO (mm)
CODIGO  CONCENTRACION PL’?CA PL’I’;CA PLﬁ‘ICA P'-QCA PLCCA PROMEDIO
1 Control: Etanol 0 0 0 0 0 0
2 Control Positivo: 39 34 33 36 35 35.4
Meropenem

3 Extracto 800 22 25 24 26 25 24.4
mg/ml

4 Extracto 400 23 21 25 21 23 22.6
mg/ml

5 Extracto 200 22 22 24 24 21 22.6
mg/ml

6 Extracto 100 24 15 15 19 21 18.8
mg/ml

7 Extracto 50 14 16 15 12 12 13.8
mg/ml

8 Extracto 10 13 15 15 13 11 13.4
mg/ml

Fuente: Elaboracién propia.

La tabla 9 muestra que los resultados del ensayo antibacteriano in vitro indican que el extracto foliar
etandlico de Passiflora tripartita (Tumbo) a la concentracién 800 mg/ml presenta un halos de
inhibicion de 24.4 mm, mientras que el meropenem evidencié 35.4 mm frente a cepas de Salmonella

enterica ATCC 14028. El grupo control no presenté halo de inhiicidn.
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Prueba de normalidad del ensayo antibacteriano

Para determinar la prueba estadistica requerida para la contrastacion de las hipotesis se
evalué si la distribucion de los resultados es normal. Para tal fin se usé el test de Shapiro-
Wilk como se muestra en la siguiente tabla.

Tabla 10.
Test de normalidad
Grupo Shapiro-Wilk
Estadistico gl  p-valor
Halos de Meropenem ,943 5 ,685
Inhibicién Ext 800 914 5 492
Ext 400 881 5 ,314
Ext 200 852 5 ,201
Ext 100 908 5 ,455
Ext 50 894 5 377
Ext 10 881 5 ,314

Fuente: Elaboracién propia

La tabla 10 evidencia que segun el test de Shapiro-Wilk los resultados obtenidos del ensayo antibacteriano in
vitro al extracto foliar etandlico de Passiflora tripartita (Tumbo) frente a cepas de Salmonella enterica ATCC
14028, presentan p-valores mayores a 0.05. Por lo tanto, se infiere que los resultados de este ensayo presentan

una distribucion normal.

Prueba de homogeneidad de varianzas del ensayo antibacteriano
Para determinar la prueba estadistica requerida para la contrastacion de las hipotesis se evalué
si las varianzas de los grupos son homogéneas. Para tal fin se uso el test de Levene como se

muestra en la siguiente tabla.



39

Tabla 11.

Test de Levene

Estadistico de df df p-valor
Levene 1 2
1,897 6 28 117

Fuente: Elaboracion propia

La tabla 11 evidencia que segun el test de Levene los resultados obtenidos del ensayo antibacteriano in vitro al
extracto foliar etandlico de Passiflora tripartita (Tumbo) frente a cepas de Salmonella enterica ATCC 14028,
presenta un p-valores mayor a 0.05. Por lo tanto, se infiere que los resultados de este ensayo presentan varianzas

homogéneas.

Prueba de normalidad del ensayo de citotoxicidad

Para determinar la prueba estadistica requerida para la contrastacion de las hipotesis se evalud
si la distribucion de los resultados es normal. Para tal fin se uso el test de Shapiro-Wilk como
se muestra en la siguiente tabla

Tabla 12.

Prueba de normalidad por el test de Shapiro-Wilk de los resultados del ensayo de
citotoxicidad

Tratamiento Shapiro-Wilk
Estadistic G p-
0 I valor
Hipocolit Control ,882 1 ,050
0 5
Ext 142.86 , 716 1 ,050
mg/ml 5
Radicula Control ,918 1 ,180
5
Ext 142.86 ,284 1 ,051
mg/ml 5

La tabla 12 evidencia que segun el test de Shapiro-Wilk los resultados obtenidos del ensayo de citotoxicidad al
extracto foliar etandlico de Passiflora tripartita (Tumbo), presentan un p-valores mayores a 0.05. Por lo tanto,

se infiere que los resultados de este ensayo presentan una distribucién normal.
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4.2 Prueba de hipdtesis

Hipdtesis general

Ho: El extracto etandlico de las hojas de Passiflora tripartita (Juss.) Poir. Var. mollisima
(Kunth) Holm-Niels. & P. Jorg. (Tumbo) no presenta actividad antibacteriana frente a
Salmonella enterica ATCC 14028.

Hi: El extracto etandlico de las hojas de Passiflora tripartita (Juss.) Poir. Var. mollisima
(Kunth) Holm-Niels. & P. Jorg. (Tumbo) presenta actividad antibacteriana frente a
Salmonella enterica ATCC 14028.

Los resultados del ensayo antibacteriano in vitro indican que el extracto foliar etandlico de
Passiflora tripartita (Tumbo) a las concentraciones de 10, 50, 100, 200, 400 y 800 mg/ml
presenta un halos de inhibicion de 13.4, 13.8, 18.8, 22.6, 22.6 y 24.4 mm.

Hao ue mmpIcion (imim)

(JOQ Qé\ (060 ((\% ((\% é\% ((\% é\%
O $ & S & IS K
@ F <,v‘§"& Qj'-&' %{'& ‘VJ'S <r

Figura 11. Diagrama de barras de los resultados del ensayo antibacteriano
Fuente: Elaboracién propia
El diagrama de barras mostrado en la figura 11 muestra que en el ensayo antibacteriano in vitro al
extracto foliar etanélico de Passiflora tripartita (Tumbo) frente a cepas de Salmonella enterica ATCC
14028 que el extracto presente un mayor halo de inhibicidén que los demas grupos experimentales,
pero un menor halo de inhibicién que el control positivo (Meropenem).

Decision: Se rechaza la hipotesis nula
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-Hipdtesis especifica 1

Ho: La concentracion 800 mg/ml del extracto seco de las hojas de Passiflora tripartita (Juss)
Poir. Var. mollisima (Kunth) Holm-Niels. & P. Jorg. (Tumbo) no tendra mayor actividad
antibacteriana in vitro frente a Salmonella enterica ATCC 14028.

H1: La concentracion 800 mg/ml del extracto seco de las hojas de Passiflora tripartita (Juss)
Poir. Var. mollisima (Kunth) Holm-Niels. & P. Jorg. (Tumbo) tendra mayor actividad

antibacteriana in vitro frente a Salmonella enterica ATCC 14028.
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Figura 12. Diagrama de barras de los resultados del ensayo antibacteriano

Fuente: Elaboracién propia

El diagrama de barras mostrado en la figura 13 muestra que en el ensayo antibacteriano in vitro al
extracto foliar etan6lico de Passiflora tripartita (Tumbo) frente a cepas de Salmonella enterica ATCC
14028 que el extracto presente un mayor halo de inhibicidén que los demas grupos experimentales,

pero un menor halo de inhibicién que el control positivo (Meropenem).

Los resultados obtenidos del ensayo antibacteriano in vitro al extracto foliar etandlico de
Passiflora tripartita (Tumbo) frente a cepas de Salmonella enterica ATCC 14028 presentan
una varianzas homogéneas y distribucion normal. Por tanto, la prueba estadistica usada para
contrastar la hipotesis especifica 2, sera el test de Dunnet. Ya que es una prueba paramétrica

que permite hacer comparaciones multiples con un grupo que generalmente es el control.
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Tabla 13.

Comparaciones multiples por el test de Dunnet. < control

()] @) Diferencia de Error p- 95% de intervalo
Grupo Grupo medias (I-J) estandar valor de confianza
Limite superior
Ext 400 Ext 800 -1,80000 1,36870 ,289 1,4325
Ext 200  Ext 800 -1,80000 1,36870 ,289 1,4325
Ext 100 Ext 800 -5,60000" 1,36870 ,001 -2,3675
Ext 50 Ext 800 -10,60000" 1,36870 ,000 -7,3675
Ext 10 Ext 800 -11,00000" 1,36870 ,000 -7,7675

*: Diferencia estadisticamente significativa.

La tabla 13 muestra p-valores menores a 0.05 en las comparaciones del extracto foliar
etanolico de Passiflora tripartita (Tumbo) a 800 mg/ml frente a los extractos a 10, 20 y 100
mg/ml. Por esto, se puede deducir que el extracto a 800 mg/ml presenta halos de inhibicién
con una diferencia estadisticamente significativa sobre grupos con los extractos a 10, 20 y
100 mg/ml. Ademas de que el extracto a 800 mg/ml presenta un mayor halo de inhibicién
que los grupos con los extractos a 10, 20 y 100 mg/ml.

La tabla 12 también muestra p-valores mayores a 0.05 en las comparaciones del extracto
foliar etandlico de Passiflora tripartita (Tumbo) a 800 mg/ml frente a los extractos a 200 y
400 mg/ml. Por esto, se puede deducir que el extracto a 800 mg/ml presenta halos de
inhibicion sin diferencia estadisticamente significativa frente a los grupos con los extractos
a 200 y 400 mg/ml.

Decision: Se rechaza la hipotesis alternativa
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Hipdtesis especifica 2

Ho: La citotoxicidad del extracto etandlico de las hojas de Passiflora tripartita (Juss) Poir.
Var. mollisima (Kunth) Holm-Niels. & P. Jorg. (Tumbo) no presenta una elevada
concentracion frente a las semillas de lechuga.

Hi: La citotoxicidad del extracto etandlico de las hojas de Passiflora tripartita (Juss) Poir.
Var. mollisima (Kunth) Holm-Niels. & P. Jorg. (Tumbo) presenta una elevada concentracion

frente a las semillas de lechuga.

Yaque los resultados de este ensayo de citotoxicidad al extracto foliar etandlico de Passiflora
tripartita (Tumbo) presentan una distribucion normal (p>0.05) se usé una prueba estadistica
paramétrica para contrastar esta hipétesis. En la siguiente tabla se muestra a detalle los
resultados de la prueba estadistica T-student para muestras independientes, ya que solo hay

2 grupos para la variable dependiente (grupo control y experimental).
Tabla 14.

T-student para muestras independientes

Prueba de prueba t para la igualdad de medias
Levene
de
calidad
de
varianzas
F p- t Gl p- Difere Difere 95% de
val val nciade nciade intervalo de
or or medias error confianza de la
estanda diferencia
r Inferi  Superi
or or
Hipocolito  Se A4 48 16,2 28 ,00 49333 ,30342 4,311 5,654
asumen 95 8 59 0 3 81 86
varianzas
iguales
No se 16,2 26,9 ,00 49333 ,30342 4,310 5,555
asumen 59 23 0 3 68 98
varianzas
iguales
Radicula  Se 53 ,00 16,3 28 ,00 13,000 ,79282 11,37 14,62
asumen v 0 97 0 00 597 403
varianzas 66

iguales
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No se 16,3 14,4 ,00 13,000 ,719282 11,30 14,69
asumen 97 31 0 00 431 569
varianzas

iguales

La tabla 14 muestra que segun el test de Levene la longitud de los hipocotilos de ambos
grupos (control y experimental) presentan un p-valor mayor al 0.05. Por ello, se puede
deducir que las varianzas son homogéneas. La tabla 14 también muestra que segun la prueba
estadistica T-student la longitud de los hipocdlitos de ambos grupos (control y experimental)
presentan un p-valor menor al 0.05. Por esto, se puede deducir que existe diferencia
estadisticamente significativa entre las longitudes presentadas por ambos grupos.

La tabla 14 muestra que segun el test de Levene la longitud de las radiculas de ambos grupos
(control y experimental) presentan un p-valor menor al 0.05. Por ello, se puede deducir que
las varianzas no son homogeneas. La tabla 14 también muestra que segun la prueba
estadistica T-student la longitud de los hipocolitos de ambos grupos (control y experimental)
presentan un p-valor menor al 0.05. Por esto, se puede deducir que existe diferencia
estadisticamente significativa entre las longitudes presentadas por ambos grupos.

El ensayo de citotoxicidad del extracto foliar etandlico de Passiflora tripartita (Tumbo)
evidencio que a la concentracion 142.86 mg/ml el hipocolito crecié 2.46 mm vy la radicula 1
mm, de las semillas de Lactuca sativa, que representa 66.76 y 92.86 % de inhibicion de

crecimiento respectivamente.

16
14
12

10

B Control
M Extracto

Longitud (mm)
]

Hipocotilo Radicula

Grupos

Figura 13. Diagrama de barras agrupadas de los resultados del ensayo de citotoxicidad
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La figura 13 evidencia que el ensayo de citotoxicidad del extracto foliar etandlico de Passiflora
tripartita (Tumbo) evidencié que a la concentracion 142.86 mg/ml inhibe el crecimiento de la
hipocdlito y radicula de las semillas de Lactuca sativa.

Decision: Se rechaza la hipdtesis alternativa.

4.3 Discusion de resultados

Los resultados de la marcha fitoquimica en el extracto foliar etandlico de Passiflora tripartita
(Tumbo), indican la presencia de compuestos fendlicos flavonoides, taninos,
leucoantocianidinas, cardenolidos y esteroides. Otros autores evidenciaron reafirmaron la
presencia de compuestos fendlicos como Gil J.(2018). Que evidencié la presencia de
compuestos fenolicos, flavonoides y alcaloides pero niega la presencia de lactonas a,p-
insaturadas (cardendlidos, cumarinas, etc) en el extracto etandlico de las hojas de Passiflora
tripartita proveniente de la region la Libertad.Charco.(2017). Publico la presencia de
compuestos fendlicos, flavonoides, catequinas, alcaloides y esteroides en el extracto

etanolico de las hojas de Passiflora tripartita proveniente de Chimborazo-Ecuador.

Estos resultados apoya a los que se muestran en la presente tesis ya que en ambos casos se
evidencian abundantes compuestos fénolicos pero difieren en la presencia de lactonas a,p-
insaturadas, probablemente porque las especies botanicas tienen un origen diferente. Curado
et al. (2006). Rajakurana.(1999). Publican que las condiciones ambientales pueden influir de

manera tanto cuantitativamente como cualitativamente.

Pari y Ramos.(2019). Evidenciaron que el extracto etandlico de las hojas de Passiflora
tripartita proveniente de la region Lima presentan compuestos fendlicos, flavonoides,
taninos, alcaloides y esteroides. Este trabajo reafirma los resultados de la presente tesis ya
que el origen de ambas especies botanicas son la region Lima. Por los trabajos antes citados
se puede inferir que los compuestos fenolicos y sobre todo los flavonoides son metabolitos

secundarios principales en las hojas de Passiflora tripartita.

Los resultados del ensayo antibacteriano in vitro indican que el extracto foliar etandlico de
Passiflora tripartita (Tumbo) a la concentraciones de 10, 50, 100, 200, 400 y 800 mg/ml
presenta un halos de inhibicion de 13.4, 13.8, 18.8, 22.6, 22.6 y 24.4 mm, mientras que el

meropenem evidencié 35.4 mm frente a cepas de Salmonella enterica ATCC 14028. No se
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han realizado estudios de actividad antibacteriana de las hojas de Passiflora tripartita frente
a cepas de Salmonella entérica, pero otros autores investigaron a otra especie del mismo
género, Passiflora. Vasic.(2012). Evidencio la actividad antibacteriana de las hojas de
Passiflora alata proveniente de Serbia y evidenci6 que el extracto etandlico y acetato de etilo
de las hojas de esta especie presentaron Concentraciones Minimas Inhibitorias (MIC) de 20
y 5 mg/ml por el método de microdilucién en caldo frente a Salmonella entérica. Esto apoya
el resultado de que algunas especies del género Passiflora presentan actividad antibacteriana
frente a Salmonella entérica pero que la concentracion 800 mg/ml no es la concentracién con
mayor actividad antibacteriana.

El reino vegetal es fuente de antibacterianos. Owhe-Ureghe y Akpo.(2016). Evidenciaron la
actividad antibacteriana del extracto etandlico de Alchornea cordifolia proveniente de
Etiopia con un halo de inhibicion de 33.7 mm frente a Salmonella entérica por el método de
pozos de difusion en agar. Megeressa.(2015). Evidencio la actividad antibacteriana del latex
de Aloe trigonantha proveniente de Etiopia, con un halo de inhibicion de 16.5 mm y un MIC
de 50 pg/ml por el método de Kirby-Bauer con discos de difusién en agar y microdilucion
en caldo.

El ensayo de citotoxicidad del extracto foliar etandlico de Passiflora tripartita (Tumbo)
evidencio que a la concentracion 142.86 mg/ml el hipocolito crecié 2.46 mm vy la radicula 1
mm, de las semillas de Lactuca sativa, que representa 66.76 y 92.86 % de inhibicion de
crecimiento respectivamente

Apumayta.(2019). Evidencio el efecto citotoxico del extracto hidroalcoholico de Lessonia
trabeculata a 142.86 mg/ml sobre las semillas de Lactuca sativa con un 54.04 % y 7.89 %
de inhibicion en el hipocélito y radicula. Ainina. (2018). Evidencio el efecto citotdxico del
extracto hidroalcoholico de las hojas de Mangifera indica a 71.43 mg/ml sobre las semillas
de Lactuca sativa con un 7.22 % y 60.05 % de inhibicion en el hipocdlito y radicula.
La adaptacion de los seres vivos a las diferentes adversidades da lugar a que algunas especies
botanicas pueden inhibir el crecimiento de otras al competir por alimentos o producir
sustancias que disminuyan el crecimiento de la otra. La citotoxicidad del extracto foliar
etanolico de Passiflora tripartita (Tumbo) esta presente a la elevada concentracion de 100

mg.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
Conclusiones

- El extracto etandlico de las hojas de Passiflora tripartita (Juss) Poir. Var. mollisima (Kunth)
Holm-Niels. & P. Jorg. (Tumbo) contiene compuestos fendlicos flavonoides, taninos,
leucoantocianidinas, cardenolidos y esteroides.

- El extracto seco de las hojas de Passiflora tripartita (Juss) Poir. Var. mollisima (Kunth)
Holm-Niels. & P. Jorg. (Tumbo) a la concentracion 800 mg/ml presenta mejor actividad
antibacteriana in vitro con 24.4 mm de halo de inhibicién frente a Salmonella enterica ATCC
14028.

- El extracto etandlico de las hojas de Passiflora tripartita (Juss) Poir. VVar. mollisima
(Kunth) Holm-Niels. & P. Jorg. (Tumbo) presenta 66.76 y 92.86 % de inhibicion del

crecimiento de las semillas de lechuga.

Recomendaciones

- Realizar estudios de actividad antibacteriana de las fracciones y compuestos aislados a partir

del extracto etanolico foliar de Passiflora tripartita.

- Realizar estudios de toxocidad del extracto etanolico foliar de Passiflora tripartita, para

determinar su inocuidad.

- Realizar estudios de actividad antibacteriana in vivo del extracto etandlico foliar de

Passiflora tripartita.
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TITULS: "Determinacion de la comeosicion quimmic 2 del extracto etandlice de las bojas de Passiflora tripartita (Juss.) Poir. var, mollisima (Kurth) HelmeMigls, & P Jorg (Tumo) v evaluacion de la
actividad artibacteriana invitre frente a Salmorella enterica ATCC 14028

PRCELEMA G ENERAL

OBJETNO GENERAL

HIPGTESIS G ENERAL

OPERACIONALIZAC ICN DE VARIAELES

&El extracte etandlico de las hojas
de Passiflora tripartita (Juss) Poir.
War, melisima (Kunth HelmMels.
&P Jerg. (Turko) tendra
actividad artibacteriana frerte a
Salmorella erterica ATCS 1 40287

Determinar |a cemposicicn guimica

del extracto etardlice de las hojas

de Passiflora tripartita (Juss.) Poir.

War, mellisina (unth) Helme MNels,
&P Jorg (Tumbo) y evaluar la
actividad antibacteriana invitre

frerte a Salmoerella erterica ATCC

14028

El extracto etandlico de las hojas de
Passiflora tripartta (Juss.)) Poir.
Yar, mollisima (Kunth) Helm-Migls, &
F. Jorg. (Turmbo) presenta actividad
artibacteriara frerte a Salmonela
efterica ATCG 14028

PROEBLEMAS ESPECIFIC OS5

CBJETIVOS ESPECIFICGS

HIPOTESIS ESPECIFICCGS

& Cuales seran los principales
metabolites secundarios que
contiene el extracto etandlico de
las hojas de Passiflora tripartita
(Juss) Poir. War. mollisima
(Kurth) HelmeMiels, & P. Jorg,
(Tumbe) idertificades por |2
estructura guirmica a traves de la
mareha fiteguirnic 2%

Loue concertracion del extracto
etamlico de las hojas de
Passiflora tripartita {(Juss) Poir.
“ar, mellisirma (Kunth) HelmeMNiel s,
& P. Jorg. (Turbo) tendra mayor
actividad antibacteriana invitre
frerte a Salmonela entetica
ATCC 140287

LCUAl serd la concentracion
minima inhibitoria del extracto
etardlico de |as hojas de
Passiflora tripartita {(Juss) Poir.
“War. mellisima (Kurth) HelmeMiels.
& P. Jorg. {Turmbo)?

LCUAl es la citotoxicidad del
extracto etardlico de 138 hojas de
P assiflora tripartita {(Juss) Poir.
“War, mellisirma (Kurth) HolmeMiel s,
& P Jorg. (Tumbo)?

Determinar los prircipales
metabolites secundarios gue
cortiens el extracto etanclic o de
las hojas de Passiflora tripartita
(Juss) Poir. War. mellisima (Kunth)
Helr-Migls, & P, Jorg, (Turmbo)
identificade s por la estructura
quirnica a traves de la marcha
fitogumica.

ldentificar la concertracion del
extracte etandlice de 1as hojas de
Passiflora tripartita (Juss) Poir.
War, mellisima (Kurth) Helms MNels.
& P Jorg (Turmbe) que tendra
mayer actividad artibacteriana in
vitro frerte a Salmonella erterica
ATCC 14028

ldentificar la concentracion
inhibitoria minima del extracto
etandlic o de |as hojas de
Passiflora tripartita (Juss) Poir.
War. mellisima (Kurth) Helm MNels.
& P Jorg, (Turrbe).

Determinar |a citetoxicidad del
extracte etandlice de 1as hojas de
Passiflora tripartita (Juss) Poir.
War, mellisimma (Kurth) Holm: Mels.
& P Jorg. (Turmbe).

Les primcipales metabolites
secundarios del extracte etandlico
de las hojas de Passiflera tripartita
(Juss ] Poir. War. melisinma (kunth)
HelmMels. & P Jorg, (Turmbe)
son los polifencles y flavenocides.

La concertracion del extracto
etardlice de las bojas de
Passiflora triparita (Juss) Poir.
war. mollisima (Kunth) HelmMiels.
&P Jorg (Tunbo) al 10G%
tendra mayor actividad
artibacteriana invitre frente a
Salmerella enterica ATCC 14025

La eoncertracion inhibtoria minma
del extracto etandlico de 128 hojas
de Passiflera tripartita (Juss) Poir.
war. mollisima (Kunth) HelmeMiels.
&P Jorg. (Tumbo) que tendra
actividad antibacteriana frente a
Salmorella ertérica ATCS 14028
es =375 ma'mbL

La citotoxicidad del extracto
etardlice de las hojas de
Passiflora triparita (Juss) Poir
war. mollisima (Kunth) HelmeMiels.
&P Jorg (Tumnbe).

V1 INDEPENDIENTE DIMENSION INDIC ADO RES
Extracto etandlico de las Comporentes quirticos del
hejas de Passiflera extracto etamelico de las Flavenoides
tripartipa (Juss.) Poir. hojas de Passiflora tripartipa Alealodes
war. mollisima (Kunth) (Juss] Peir. War. molisima
Heolrm-Miels. & P, Jorg. (kuntH HelmeMels. & P Jorg.
(Turmbe). (Turmbe).
W2 DEPENDIENTE CIMENSION INDIC ADC RES
Alcaloides
Flavoroides
Qurohas
Leutoantocianidinas Ab;;gigre (E:_T']
MARCHA FIT GQUIMICA Trierpancs Poco (+)
AMmincacidos Auserie (-]
Tarnires
Esteroides
Carderplidos
Clereferme
h Inscluble =)
D'C"gtc’;r:.‘itam Poco soltblai+}
SOLUBILIDAD Wetans! Mediarnamerie solubled++)
Totalmente solulel+++)
Agua
Porcertaje de irhibicitn respe
EMNSAYC DE Semilas de Lactue a sativa al erecimiento de las radicua

CITOTOXICIDAD

"lechuga".

Hpoootics de las semilas de
lechuga.

ACTMIDAD
AMTIEACTERIANA

"Cepa patron de
Salmorella enterica ATCC
14028 "

Concertracion Inhibitoria Wi
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SOLVENTE

RESULTADO

HEXANO

CLOROFORMO

DICLOROMETANO

ETANOL
METANOL
AGUA
FRACCION REACTIVO METABOLITOS COLOR RESULTADOS
Rvo. Proteinas purpura
Ninhidrina aminoacidos
A Rvo. Gelatina Taninos Precipitado
(Extraccion blanco
metanolica)  Rvo. Tricloruro Taninos Azul
férrico purpura
Rvo. Shinoda Flavonoides Rojo-
violeta
Rvo. Esteroides Verde
B Libermann intenso
(Extraccion Burchard
Insolubles) Rvo. Quinonas Rojo-cereza
Borntrager
Rvo. Kedde cardenolidos

purpura
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Rvo. Esteroides Verde
C Libermann Triterpenos intenso
(Extraccion Burchard
acida) Rvo. Mayer Alcaloides Precipitado

blanco

Rvo. wagner Alcaloides Cafe-

marrén

Rvo.shinoda Flavonoides Rojo-

violeta

D Rvo. Leucoantocianidinas Rojo-
(solucién Rosenheim Antocianidinas marron

acida /fase Catequinas Rojo
cloroférmica) azuloso
Rvo. Kedde Anillos lactona purpura

Rvo. Esteroides Verde

Libermann Triterpenos intenso

Burchard
Rvo. Mayer Alcaloides

Rvo. Shinoda Flavonoides Rojo-

E violeta
(solucion Rvo. Leucoantocianidinas Rojo-
acida /fase Rosenheim Antocianidinas marron

acuosa) Catequias Rojo

azuloso




TUMBO

Muestra

Hipocotilo (mm)

Radicula (mm)

CONTROL 1

R1

R2

R3

R4

R5

CONTROL 2

R1

R2

R3

R4

RS

CONTROL 3

R1

R2

R3

R4

RS

PROMEDIO

58



59

DIAMETRO DEL HALO (mm)

PLAC PLAC PLAC PLAC PLAC

O ION 10

1 Control: Etanol

2 Control Positivo:
Meropenem

3 Extracto 800
mg/ml

4 Extracto 400
mg/ml

5 Extracto 200
mg/ml

6 Extracto 100
mg/ml

7 Extracto 50
mg/ml

8 Extracto 10

mg/ml




Anexo C: Data consolidado de resultados

Estadistico descriptivos del ensayo antibacteriano

60

Descriptivos?

Grupo Estadistico Error
estandar
Halo_inhibicion  Meropenem  Media 35,4000  1,02956
95% de Limite 32,5415
intervalo de inferior
confianza Limite 38,2585
para la media  superior
Media recortada al 5% 35,3333
Mediana 35,0000
Varianza 5,300
Desviacion estandar 2,30217
Minimo 33,00
Maximo 39,00
Rango 6,00
Rango intercuartil 4,00
Asimetria 1,033 ,913
Curtosis 1,129 2,000
Ext 800 Media 24,4000 ,67823
95% de Limite 22,5169
intervalo de inferior
confianza Limite 26,2831
para la media  superior
Media recortada al 5% 24,4444
Mediana 25,0000
Varianza 2,300
Desviacion estandar 1,51658
Minimo 22,00
Maximo 26,00
Rango 4,00
Rango intercuartil 2,50
Asimetria -1,118 ,913
Curtosis 1,456 2,000
Ext 400 Media 22,6000 , 74833
95% de Limite 20,5223
intervalo de inferior
confianza Limite 24,6777
para la media  superior
Media recortada al 5% 22,5556
Mediana 23,0000
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Varianza 2,800

Desviacion estandar 1,67332

Minimo 21,00

Maximo 25,00

Rango 4,00

Rango intercuartil 3,00

Asimetria ,512 ,913

Curtosis -,612 2,000
Ext 200 Media 22,6000 ,60000

95% de Limite 20,9341

intervalo de inferior

confianza Limite 24,2659

para la media  superior

Media recortada al 5% 22,6111

Mediana 22,0000

Varianza 1,800

Desviacion estandar 1,34164

Minimo 21,00

Maximo 24,00

Rango 3,00

Rango intercuartil 2,50

Asimetria ,166 ,913

Curtosis -2,407 2,000
Ext 100 Media 18,8000 1,74356

95% de Limite 13,9591

intervalo de inferior

confianza Limite 23,6409

para la media  superior

Media recortada al 5% 18,7222

Mediana 19,0000

Varianza 15,200

Desviacion estandar 3,89872

Minimo 15,00

Maximo 24,00

Rango 9,00

Rango intercuartil 7,50

Asimetria ,292 ,913

Curtosis -1,661 2,000
Ext 50 Media 13,8000 ,80000

95% de Limite 11,5788

intervalo de inferior

confianza Limite 16,0212

para la media  superior

Media recortada al 5% 13,7778

Mediana 14,0000




62

Varianza 3,200

Desviacion estandar 1,78885

Minimo 12,00

Maximo 16,00

Rango 4,00

Rango intercuartil 3,50

Asimetria ,052 ,913

Curtosis -2,324 2,000
Ext 10 Media 13,4000 ,74833

95% de Limite 11,3223

intervalo de inferior

confianza Limite 15,4777

para la media  superior

Media recortada al 5% 13,4444

Mediana 13,0000

Varianza 2,800

Desviacion estandar 1,67332

Minimo 11,00

Maximo 15,00

Rango 4,00

Rango intercuartil 3,00

Asimetria -,512 ,913

Curtosis -,612 2,000

a. Halo_inhibicién es constante cuando Grupo = Control. Se ha omitido.




Diagrama de cajas y bgote de los resultados del ensayo antibacteriano
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40,00
30,00
S = [‘I‘|
‘o 11
o u
_-E 20,00
_ol
[
T E q
10,00
00— —
Cur:trul r-.ﬂerur.!nenem Ext ISDD Ext I4EID Ext I2I2IIZI Ex‘tlmlll ExtISD Ex‘tlm
Grupo
- Anova de los halos de inhibicion del ensayo antibacteriano
ANOVA
Halo_inhibicion
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 3716,775 7 530,968 127,17 ,000
8
Dentro de 133,600 32 4,175
grupos

Total 3850,375 39
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MESES

Actividades

setiembre

octubre

noviembre

diciembre

enero

febrero

semanas

4

1

2

Prueba
organoléptica
s de la planta
Passiflora
tripartita
(tumbo)

Elaboracion
del extracto
etanolico

Identificacion
de analitos
por marcha
fitoquimica

Pruebas de
solubilidad de
extracto

Pruebas
antibacterian
a del extracto
etanolico de
las hojas de la
Passiflora
tripartita

Analisis de
datos

Resultados

Descripcion
de los

resultados




Anexo E: Testimonios fotograficos

Figura N° 15: Elaboracién del macerado etandlico de P. Tripartita (tumbo)

Figura N° 16 : Ensayo de Citotoxicidad
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Figura N° 19: Incubacion del sembrado S. Typhymurium
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Figura N°20: Halos del Extracto 50mg/ml y Control Etanol

Figura N° 21: Halos del Extracto de 10mg/ml y Control Positivo Meropenem

Figura N° 22: Halos del Extracto 800mg/ml y Extracto 100mg/ml
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Figura N° 23: Halos del Extracto 400mg/ml y Extracto 200mg/ml
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ANEXO F: Juicio de Expertos

FICHA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO POR JUICIO DE EXPERTOS
—==a A PALIN DRL AN IKRUMENTO POR JUICIO DE EXPERTOS

DATOS GENERALES

e
Apellidos y nombres del experto: LHM"l()EQCLSO(je Ambuw ..............................
Grado académico: . HA&“SWQ S ML) n\ i

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

Titulo de la Investigacion; .QP..“.‘.)‘?.S.!C‘O"’ RQuwea D‘L (—,\mz'hcm +°“‘M' Emwuco oc PASS“:“:QA

WATHA Gﬁ_‘x\@)\l c_éecro Kpﬁéﬁ_\'e {

Autor del instrumento: ... .Il%ﬁ‘?.‘%.\?....
Nombre del instrumentos ............. f.‘.iﬂ‘?....PE: ....................
Mu
CRITERIOS Deficiente | Regular | Bueno ; Excelente
INDICADORES Bueno
CUALITATIVOS/CUANTITATIVOS | 0-20% 21-40% | 41-60% 81-100%
61-80%
CLARIDAD Estd formulado con lenguaje apropiado. /00%
OBJETIVIDAD Esta expresado en conductas observables. / 00 A
Adecuado al alcance de ciencia y .
ACTUALIDAD . 06 7
tecnologia. / 00 /e
ORGANIZACION ] o
Existe una organizacion logica. / 00)
Comprende los aspectos de cantidad y
SUFICIENCIA . 00 /
calidad. b
Adecuado para valorar aspectos del
INTENCIONALIDAD . A
estudio. /
Basados en aspectos Tedricos-Cientificos
CONSISTENCIA . 00/
y del tema de estudio. / (4
Entre los indices, indicadores, /
COHERENCIA ] ' ) 00 /
dimensiones y variables. v
La estrategia responde al propésito del
METODOLOGIA ) 00 7
estudio. / A
Genera nuevas pautas en la investigacion "
CONVENIENCIA y ) /00/
y construccion de teorias. 2
SUB TOTAL
TOTAL /02,
20
VALORACION CUANTITATIVA (Total x 0.20); ...........% TR
VALORACION CUALITATIVA:
.................. A (. |
OPINION DE APLICABILIDAD: A P Ll CA bLE

Lugar y fecha:

.....

Aima_25-02-20

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




ANEXO F: Juicie de Expertos

FICHA DE VALIDA EL INSTRUMENTO POR JUICIO DE EXPERT
DATOS GENERALES
Apellidos y nombres del experto: ..... G RUQ')‘”E‘O\’ALOEZL)A"\‘Q ......................
Grado académico: ......... VRGISTER &N TAOOBCOLOGIA . orrseesrsrsesssssrsess B — .
Cargo e institucién donde labora: e DOCERRE D iR TR errtesstesestas
e CovPosicion Quiktich DL eyneAcTO FoU ML Eiclce Of PASOIEIaA Torpaediia (toned
Titlo de a Ivestigacion G150 St O TR I S R ™
Autor del instrumento: ... TENOLIC. QLGNS TLLEAGESS .. Y., FiREES . QeSS0 e e rssassens
Nombre del instrumento: ......... PACHA | 0F | DMABACION | esreersssrrsseins B — -
Muy
CRITERIOS Deficiente | Regular | Bueno Excelente
INDICADORES , , Bueno
, CUALITATIVOS/CUANTITATIVOS | 0-20% 2140% | 41-60% P 81-100%
{3
CLARIDAD Esta formulado con lenguaje apropiado. /00/
OBJETIVIDAD Esta expresado en conductas observables. [oC /
Adecuado al alcance de ciencia v
ACTUALIDAD i 00/
tecnologia. / /
ORGANIZACION A .
Existe una organizacion logica. /00 /
Comprende los a de cantidad y
SUFICIENCIA g - ; Joo7
calidad. ;
Adecuado valorar tos del
INTENCIONALIDAD ‘ B e Jov/
estudio. 4
Basados en aspectos Tedricos-Cientificos
CONSISTENCIA , .
y del tema de estudio. joo/
Entre los indices, indicadores,
COHERENCIA o ‘ ,
dimensiones y variables. /OD /
La estrategia responde al propdsito del
METODOLOGIA S g _
estudio. / 00 /
(Genera nuevas pautas en la investigacion
CONVENIENCIA . pe L
y construgeion de teorias. /Do /
SUB TOTAL
TOTAL J 00 /
VALORACION CUANTITATIVA (Total x 0.20): 02/@ ........... —"
VALORACION CUALITATIVA: .
e I ossssscsrsesmasemm
OPINION DE APLICABILIDAD: ; _
.............. e DL CABLE

Lugar y fecha: ...

.................
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ANEXO: FICHA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO POR JUICIO DE EXPERTOS

. DATOS GENERALES
14 Apellldos y nombres del expertoQoe’\c"5 Cwaw Sl davas il lrnds) -k

1.2 | Grado académico: ......... Ruimse Tammacer i,

1.3 Cargo e institucién donde labora: ... RV SEX QX ?e—c—“‘@ %6 3’9 AVBO""‘C“‘#'\O\I WD
S\L\on m\CC\ 0 ar 2\ anelWto ae Wlova Vi

14 Thulode s e’ GRS A LR, Mt A R

1.6 Nombre del instrumento:

Muy
CRITERIOS Deficiente | Regular Bueno Excelente
RICKRAREIRED CUALITATIVOSICUANTITATIVOS 0-20% | 21-40% | 4160% | ShO | 81100%
Estd formulado con  lenguaje
1.  CLARIDAD s f\_‘()(}ulw
Estd expresado en  conductas 3
2. OBJETIVIDAD cbservibles: . M)Qx{
Adecuado al alcance de ciencia y ,}
3. ACTUALIDAD s A Q0
4. ORGANIZACION
Existe una organizacion logica. io@«l o
Comprende los aspectos de cantidad y il
5. SUFICIENCIA it kQO [o
Adecuado para valorar aspectos del
6. INTENCIONALIDAD | _<°¢.@ 300 ‘1 ®
Basados en aspectos Tebricos- %
. CONSIRIRNCIA Cientificos y del tema de estudio. &-@0 E
Entre los indices, indicadores, L q
= SMLERENGIA dimensiones y variables. 00 »
La estrategia responde al propésito del ;]
9. METODOLOGIA wshidlo. l()o o
Genera nuevas pautas en la
10, \GIRVENIERGIA investigacion y construccion de teorias. LOD‘I v
SUB TOTAL 3
TOTAL AOO{»
VALORACION CUANTITATIVA (Total x 0. 20) 2.»0
VALORACION CUALITATIVA: . RRR.
OPINION DE APLICABILIDAD: ....ccnsscsssusssiss nsssamsssssrssensssssiansasssssssvsssssessngssigsssssssssssoossmssaisassssssnsssisins

Firmay P
DNI: .

experto

%s flnna del s
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Anexo G: Registros y Certificados

—_— UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS

Caneriiad de Peod, DECANA DE AMERN A "
VICERPECTORADO DE INVESNCACION ¥ POLIGRADD '

N (R MUSEQ DE HISTORIA NATURAL Negae”®

“Aflo de la lucha contra la corrupcion y la impunidad”

CONSTANCIA N©®159-USM-2019

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

La muestra vegetal (rama, flores y frutos) recibids de Milagros Rubi Tenorio Guillermo,
estudiante de I3  Universided Interamercana para o Desarrolio; ha sido estudeada vy
dasificada coma: Passiflora tripartita (Juss.) Poir. Var. mollisima (Kunth) Holm-
Niels. & P. Jorg. vy tiene la siguiente posiidn taxondmica, segun el Sstema de
Qasificacion de Cronguest (1988),
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: DILENIIDAE
ORDEN: VIOLALES
FAMILIA: PASSIFLORACEAE
GENERO: Passiflora
ESPECIE: Passiflora tripartita (Juss.) Poir, Var. mollisima (Kunth)
Holm-Niels, & P. Jorg.
Nombre vulgar: “Tumbo®
Determinado por: Mag, Asuncion A, Cano Echevarria

So extionda I3 prasente Constancia a solictud de |a parte interesada, para fines de estudios.

Lima, 15 mayo de 2019

ARRIA
JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM)
ACE fd>

Ar Arrwaks 1250, Jon Mo 1) s eanas i o
Apde MM Liss 194 Bn Tolgnos: 6 9. VM) v 3 04 My wmoe e v ol pe
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