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RESUMEN

El estudio de investigacion, se realizd en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos
de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional del Altiplano, durante
los meses de mayo a agosto del 2018. Los objetivos de esta investigacion fueron: a)
determinar la composicion fitoquimica cualitativa (alcaloides, fenoles y taninos) de los
extractos etandlicos de Xenophyllum dactylophyllum (pupusa) y Werneria sp. (pura pura),
b) evaluar el porcentaje de inhibicidn de los extractos etanolicos en concentraciones de
25%, 50%, 75% y 100% de Xenophyllum dactylophyllum y Werneria sp sobre
Escherichia coli. EI método utilizado para la extraccion etanolica, fue por maceracion y
para evaluar el efecto antibacteriano se utilizé el método de Kirby Bauer, el método
estadistico utilizado fue analisis de varianza (ANVA) y la prueba de Tukey. Los
resultados fueron del extracto etanolico de X. dactylophyllum, se detecté la presencia de
alcaloides fue abundante, los fenoles y taninos muy abundantes, mientras tanto en
Werneria sp, los alcaloides fueron muy abundantes, y los fenoles y taninos abundante. En
la evaluacion del efecto antibacteriano de los extractos etandlicos a la concentracion del
100%, de X. dactylophyllum, originé un promedio de 15.03 mm de halo de inhibicién,
con un porcentaje de 96.71 %, en concentracion menor obtuvo del 25% fue 11.70 mm
halo de inhibicion; para Werneria sp en la concentracion del 100%, se obtuvieron de
13.96 mm de halo de inhibicién y con un porcentaje de 89.83% el menor halo de
inhibicion, respecto a la amoxicilina fue 10.74 mm al (25%), y en el control positivo fue
15.54mm halo de inhibicion. El extracto etandlico utilizado fue de 30 pl, y el control
positivo de 20 pl. Se demostré entre las concentraciones de 25% al 100% y control
positivo, son estadisticamente significativos (P = 0.001<0,05). En conclusion, que el
tratamiento al 100% efecto antibacteriano fue de 15.03 mm y 13.96 mm de halo de
inhibicién frente a los extractos etanodlicos de X. dactylophyllum, Werneria sp.
respectivamente tuvieron menor efecto frente a Escherichia coli a diferencia del control

positivo amoxicilina.

Palabras Clave: Antibacteriano, Escherichia coli, extracto, etanélico, efecto inhibitorio,

principio activo, Werneria sp, Xenophyllum dactylophyllum.
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ABSTRACT

The research study was carried out in the Food Microbiology Laboratory of the Faculty
of Biological Sciences of the National University of the Altiplano, during the months of
May to August 2018. The objectives of this research were: a) determine the
phytochemical composition qualitative (alkaloids, phenols and tannins) of the ethanol
extracts of Xenophyllum dactylophyllum (pupusa) and Werneria sp. (pure pure), b)
evaluate the percentage of inhibition of ethanol extracts in concentrations of 25%, 50%,
75% and 100% of Xenophyllum dactylophyllum and Werneria sp on Escherichia coli.
The method used for ethanolic extraction was by maceration and the Kirby Bauer method
was used to evaluate the antibacterial effect, the statistical method used was analysis of
variance (ANVA) and the Tukey test. The results were from the ethanol extract of X.
dactylophyllum, the presence of alkaloids was detected, the phenols and tannins were very
abundant, meanwhile in Werneria sp, the alkaloids were very abundant, and the phenols
and tannins abundant. In the evaluation of the antibacterial effect of the ethanolic extracts
at the concentration of 100%, of X. dactylophyllum, originated an average of 15.03 mm
of halo of inhibition, with a percentage of 96.71%, in lower concentration it obtained of
25% was 11.70 mm halo of inhibition; for Werneria sp in the 100% concentration, 13.96
mm of halo of inhibition were obtained and with a percentage of 89.83% the lowest halo
of inhibition, with respect to amoxicillin was 10.74 mm at (25%), and in the positive
control It was 15.54mm halo of inhibition. The ethanolic extract used was 30 pl, and the
positive control was 20 ul. It was demonstrated between concentrations of 25% to 100%
and positive control, are statistically significant (P = 0.001 <0.05). In conclusion, that the
100% antibacterial effect treatment was 15.03 mm and 13.96 mm of halo of inhibition
against the ethanolic extracts of X. dactylophyllum, Werneria sp. respectively they had

less effect against Escherichia coli unlike the positive amoxicillin control.

Key words: Antibacterial, Escherichia coli, extract, ethanolic, inhibitory effect, active

substance, Werneria sp, Xenophyllum dactylophyllum.
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l. INTRODUCCION

El presente trabajo de investigacion se realizo con la finalidad de evaluar el efecto
antibacteriano de Xenophyllum dactylophyllum (Pupusa) y Werneria sp (pura pura) sobre
Escherichia coli, en condiciones de laboratorio. Las plantas de Xenophyllum
dactylophyllum (Pupusa) y Werneria sp (pura pura), son plantas oriundas del Perd poco
estudiadas, se encuentran en zonas altas del Altiplano Peruano, la finalidad de la
investigacion es contribuir el conocimiento fitoquimico y el efecto antibacteriano y sus
propiedades antibacterianas.Los extractos etandlicos de pupusa y pura pura, y su
composicion fitoquimica, y los principios activos permiten conocer los diversos
componentes cualitativos como son los alcaloides y taninos, los fenoles que tienen
propiedad antioxidantes y bactericidas, importante como en el cuidado y tratamiento de
los trastornos gastrointestinales, como el dolor de estomago, diarrea, y otras dolencias.

Las infecciones del tracto urinario (ITU) son una de las principales causas de infeccién
bacteriana que afecta a personas de diversas edades a nivel mundial, nacional y regional,
siendo especialmente importante en mujeres gestantes. Es mas frecuente en la comunidad
como en el &mbito hospitalario afecto a las mujeres al menos una vez en su vida, tanto en
hombre, mujeres, ancianos y nifios. En la actualidad, principal causante es la Escherichia
coli con 90 %, por otro lado, en los ultimos afios se han venido registrando altos indices
de resistencia bacteriana progresiva debido a una mala aplicacion de los antibiéticos
comerciales por lo cual motivo realizar esta investigacion mediante la aplicacion de la
medicina natural que puedan ser usadas en el tratamiento de estas infecciones del tracto

urinario con la planta medicinal de Xenophyllum dactylophyllum y Werneria sp.

La poblacion mundial confia en medicinas tradicionales para resolver sus principales
necesidades de salud, para tratar diversas enfermedades, se conoce y mas prevalece es la
infeccion urinaria, es una enfermedad del sistema urinario. La medicina tradicional trata
de buscar alternativas de solucién a infeccion urinaria, en el Peru existe gran diversidad
de plantas medicinales, la medicina natural y que desde épocas ancestrales hasta la
actualidad los pobladores andinos han dado solucién a los problemas de salud de una

forma empirica y de aplicacion natural.
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Las plantas medicinales desde tiempos antiguos, el hombre ha buscado remedios para sus
enfermedades, consideradas como primer recurso terapéutico para prevenir las
enfermedades y para el tratamiento de la salud, han formado parte del patrimonio de cada
pueblo. Las comunidades campesinas de los andes tiene en su territorio una gran
diversidad de plantas silvestres y nativas, generalmente ubicados en las zonas altoandinas,
estas plantas silvestres constituyen una fuente valiosa de prevencion y curacion, en los
distritos y pueblos alejados la poblacion rural recurre a las plantas medicinales para

ayudar a atender sus necesidades de atencion primaria de salud.

La medicina tradicional constituye la suma de conocimientos, habilidades y practicas
basadas en teorias, creencias y experiencias de las diferentes culturas. La region del
Altiplano, habitada por dos culturas grandes como quechuas y aymaras; los
conocimientos ancestrales de medicina tradicional de generacion en generacion. El uso
de las pantas medicinales es de gran importancia el conocimiento de ciertas especies es
desconocido y es necesario que aprendamos a investigar los recursos naturales. En este
trabajo de investigacion contribuira en el conocimiento, en los principios activos de las
plantas medicinales y es utilizado en el tratamiento de la salud ocasionando por el agente
patdgeno de Escherichia coli. Por tal razén en esta investigacion se plantearon los

siguientes objetivos:

1.1. Objetivo general

Determinar el efecto antibacteriano de los extractos etanolicos de Xenophyllum
dactylophyllum (Pupusa) y Werneria sp. (pura pura) sobre Escherichia coli.

1.2. Objetivos especificos

» Determinar la composicion fitoquimica cualitativa (alcaloides, fenoles y taninos)
de los extractos etandlicos de Xenophyllum dactylophyllum (Pupusa) y Werneria
sp. (pura pura).

» Evaluar el porcentaje de inhibicién de los extractos etandlicos en concentraciones
de 25%,50%,75% y 100% de Xenophyllum dactylophyllum (Pupusa) y Werneria
sp. (pura pura) sobre Escherichia coli.
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1. REVISION DE LITERATURA

2.1. Antecedentes

A nivel internacional, Celis & Rodriguez (2017) en su estudio de investigacion evaluaron
el efecto antibacteriano in vitro de las hojas de Ocimum basilicum “albahaca”, reportaron
en la extraccion, las cepas bacterianas, Escherichia coli se procedio a hacer en
concentraciones de 10% alcanz6 un halo de inhibicién promedio de 7,15 mm, al 50% de
9,10 mm y al 100% un promedio de 13,95 mm de diametro; asimismo Pastrana et al.
(2016), el efecto antimicrobiano del clavo y canela sobre patdgenos, obtuvieron los
extractos de canela y clavo estudiados, mostraron un efecto antimicrobiano sobre
Escherichia coli, clasificAndose como sensibles y para E. coli 0157:H7 la CMI y la CMB

fueron lo siguiente 2048 pg/mL y 4096 pg/mL.

Asi también Azuero et al., (2016), el analisis del efecto antimicrobiano de las hojas de
Lippia citriodora K(cedrén), Ambrosia artemisifolia, Taraxacum officinale y otras
plantas medicinales de uso ancestral en Ecuador, reportaron en T. officinale y P. carpunya
presentaron un efecto antibacteriano alto contra E. coli; de tal forma Calderén & Torres
(2014) también indicaron el efecto del extracto acuoso de la Ocimum basilicnum
(albahaca) en el crecimiento bacteriano de Escherichia coli, los resultados muestran un
efecto positivo de la actividad antibacteriana para las dosis de 5g fue 38 %, para 10g fue
de 43.5 %, y para 20g fue de 46.5 % siendo la dosis de 20g la que tuvo mayor actividad

antibacteriana.

En el Pert, Chavez et al., (2008) en su trabajo de investigacion el efecto sinérgico del
aceite esencial de Origanum vulgare y la gentamicina en cultivos de Escherichia coli,
evaluaron los halos de inhibicion del grupo Experimental resultaron 22,375 mm, mayores
que los del grupo Control gentamicina 20,75 mm; asimismo Martinez & Chavez (2017)
determinaron el efecto sinérgico antibacteriano in vitro del extracto acuoso del ajo (Allium
sativum) y del extracto etandlico de las hojas de carqueja (Baccharis trimera L.) en cepas
Escherichia coli 0104:h4.Lima Peru resultados de la investigacion en (Allium sativum L.)
al 20 % presentd 10.2mm, de las hojas de carqueja (Baccharis trimera .) al 20 % fue
2.2mm, el efecto antibacteriano de ambas plantas al 20 % presento 17.8mm de halo de

inhibicidn frente a dicha bacteria en el grupo control tuvo 19.20mm de halo de inhibicion.

17

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO &1[L5T Nacional del
% Altiplano

Por otro lado Ortiz & Chavez (2017), en sus investigaciones determinaron los principios
activo la composicion fitoquimica del extracto de raiz de Ichthyothere terminalis,
obtuvieron en etanol caracterizado por pruebas cualitativas, que contenia taninos y
alcaloides; por otra parte Rodriguez et al., (2017) evaluaron la actividad antimicrobiana
de cuatro variedades de plantas Baubinia sp, Sanbucus nigra, Eichburnia crassipes y
Taraxacum officinale frente patdgeno de importancia clinica, los resultados reportados
fueron, las plantas presentaron fenoles, alcaloides y otros; en cuanto a susceptibilidad

antimicrobiana de inhibicion frente a E.coli y otros microorganismos.

Robles et al., (2016) al estudiar la identificacion cualitativa de metabolitos secundarios y
determinacion de la citotoxicidad de extractos de tempisque (Sideroxylum capiri pittier),
obtuvieron en extracto metanolico de hojas de S. capiri, presentaron por pruebas
cualitativas, resultaron en los extractos de hoja de S. capiri, fenoles, flavonoides y taninos.
sin embargo, no se encontraron alcaloides; por otro lado Chang et al., (2013) en su
investigacion, la composicion fitoquimica de los tallos y hojas de la especie Solanum
nigrum, los resultados de extracto alcohdlico, de las hojas y tallos, indican la existencia
de metabolitos secundarios como alcaloides, flavonoides, taninos y otros resultan de
interés bioldgico y farmacol6gico por sus posibles aplicaciones terapéuticas; por otra
parte Rios & Flores (2016), también evaluaron la actividad antibacteriana de Chamaesyce
thymifolia frente a Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa y Escherichia coli;
reportaron el extracto etandlico de Chamaesyce thymifolia “Pie de Paloma” presentaron
los fenoles y taninos, alcaloides, y otros, con respecto a la actividad antibacteriana del
extracto etandlico, frente a Escherichia coli, a concentracion de 12mg presenté un halo
de inhibicion de 19.7 mm, mientras de 6mg present6 un halo de 15.7mm, demostré ser

muy activo frente a Escherichia coli (CMI: 2mg/ml).

Quispe (2017) en su estudio el efecto cicatrizante del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Xenophyllum dactylophyllum “conoca”. Ayacucho; la identificacion fitoquimica
cualitativa dio positivo para, compuestos fendlicos, taninos y alcaloides y otros;los
porcentajes de efecto cicatrizante obtenidos a la concentracion de 1% fueron de 34,20%;
al 4%, fue 55,32% y al 2%, es de 53,14% vy las concentraciones de 2 y 4% que mostro
55,56% de efecto cicatrizante, poseen efecto cicatrizante importante por lo que representa
una buena alternativa en la curacion de heridas; por otra parte, Colina (2017) también
reportd analisis fitoquimico y determinacion cualitativa de flavonoides y taninos,
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actividad antioxidante, antimicrobiana de las hojas de “Muehlenbeckia hastulata de
Cusco, mediante la determinacion de flavonoides, fenoles, la actividad antimicrobiana

sobre las cepas de Escherichia coli, y otros fueron positivos.

Condori & Apaza (2018) Reportaron el efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico e
infusion de tiquil tiquil (Aloysia triphylla) vs manzanilla (Matricaria chamonilla) sobre
las cepas de Prevotella intermedia se obtuvieron extractos etandlicos de las
concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%, todos los tratamientos tienen efecto
inhibitorio in vitro, el mejor efecto inhibidor fue con manzanilla al 100% a las 24 horas
con 12.53mm su promedio de halo inhibitorio, en relacion a tiquil tiquil al 200% a las 24
horas fue 11.48mm. El menor efecto de halo de inhibicion fue con tiquil tiquil al 25% a
las 48 horas fue 6.24mm; asimismo Cano & Quispe (2017) evaluaron el efecto inhibitorio
in vitro de la infusion y aceite esencial de Caesalpinia spinosa (tara) sobre las cepas de
Streptococos mutans, los resultados reportados fueron, la infusion de Caesalpinia spinosa
(Tara) tiene un efecto inhibitorio sobre Streptococos mutans en sus concentraciones de
50, 75 y 100% con un promedio de 14.20mm, 16.57mmy 17.11mm a las 24 horas y un
promedio de 12.30 mm, 13.39 mm y 14.63 mm a las 48 horas. Caesalpinia spinosa tiene
un efecto inhibitorio mayor promedio de 18.09mm a las 24 horas y a las fue 15.04mm,

Coronao & Cauna (2018) en sus investigaciones la actividad antibacteriana in vitro de
extractos hidroalcohdlicos de Plantago major (llanten) Y Rumex crispus (lengua de vaca)
sobre cepas ATCC de Escherichia coli y otras bacterias, reportaron en el analisis
fitoguimico de Rumex crispus presento mejor en comparacion con Plantago major, hubo
presencia de alcaloides, fenoles, taninos y carbohidratos, en el extracto hidroalcohdlico
de Rumex crispus tuvo actividad antibacteriana al inhibir el crecimiento de cepa ATCC
de E. coli en concentraciones de 0.2, 0.5, 1, 2.5 y 5% ; del extracto de Rumex crispus
frente a cepa ATCC de E. coli y fue 0.1mg/ml del extracto fue 0.2 mg/ml; de igual forma
Calcina & Pacha (2018) evaluaron la actividad antibacteriana in vitro de antibiéticos de
uso comudn en combinacion con extractos de plantas frente a bacterias patdgenas
farmacorresistentes, reportaron los extractos metanolicos del ajo, kion, y eucalipto frente
a E. coli fueron de 32, 16, 8 y 4 ug/ml; Segun los halos de inhibicion, frente a E. coli
respecto de la gentamicina que fue de 20 mm, en las combinaciones de los extractos con

los antibio6ticos con amoxicilina 7 mm y con ciprofloxacino 17 mm con eucalipto fue 28.5
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mm; el cloranfenicol 28 mm, en combinacién con el extracto de kion mostrd la mejor

inhibicién con 29.23 mm frente Escherichia coli.

Mamani (2017) investigé actividad antibacteriana de los extractos alcoholicos de Senecio
spp (chachacoma) en el crecimiento de Escherichia coli, y otras bacterias, los resultados
reportaron de los extractos de hojas y tallos de Senecio sp se prepararon en
concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100%, se aislaron las bacterias Escherichia coli,
resulto resistentes la inhibieron fue 39.71 con un porcentaje de 46.89% mientras tanto
Aquino (2017), también indicd la actividad antimicrobiana de aceites esenciales de
Chenopodium ambrosioides, Artemisia absinthium, Caiophora cirsiifolia sobre bacterias
Gram negativas Staphylococcus aureus, reporté en Chenopodium ambrosioides presento
mayor actividad sobre Escherichia coli a 20ul con un porcentaje de inhibicion, el control
positivo que presento 10mm en Artemisia absinthium mientras que Caiophora cirsiifolia
no mostro para ninguna bacteria; para el analisis de los metabolitos secundarios se

observaron alcaloides, fenoles y carbohidratos en las tres plantas.

Chura (2017) establecio el efecto antibacteriano de decocciones de tarwi (Lupinus
mutabilis) en las hojas y flores y semillas en concentraciones de (5, 10, 30, 50 y 100%)
sobre Escherichia coli, Los resultados reportados fueron los reactivos Dragendorf y
Wagner las decocciones de hojas y semillas resultaron con muy abundantes con respecto
a alcaloides (+++), las decocciones de hoja, flores y semillas al 100%, lograron las mas
altas inhibiciones de E. coli con 9.63 mm, 8.77 mm y 9.27 mm de halos de inhibicién;
Por otro lado Hurtado (2014) estudié la composicion fitoquimica preliminar de
Gnaphalium dombeyanum (wira wira) se determin6 de las hojas y flores presentaron

alcaloides y fenoles, mas no carbohidratos.

(Brack, 1999) En la investigacion de fitoquimicas sobre nueve especies del género
Werneria. Se han aislado 108 constituyentes quimicos, ellos pertenecen a diferentes
clases de metabolitos secundarios, entre ellos diterpenos compuestos fenolecos,
alcaloides entre otros sus propiedades medicinales, se indican que es tonica (raiz),
estomacal y depurativa (rizoma); Werneria sp, le atribuyen que en infusién mientras tanto
Caceda y Rossel (1996), en su trabajo de investigacién titulado flora medicinal y
cosmovision campesina en comunidades de Puno reportaron un total de 57 especies

vegetales, con sus correspondientes descripciones botanicas e importancia medicinal.
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2.2. Marco teorico

2.2.1. Plantas medicinales

Las plantas medicinales, son todos aquellos que contienen en alguno de sus 6rganos,
principios activos, los cuales administrados en dosis suficientes, producen efectos
curativos en las enfermedades (Cosmes, 2008), de tal forma producen sustancias a partir
de los nutrientes que obtienen del medio y sus compuestos Utiles se encuentran en ciertas
partes de la planta, como sus semillas, raices, hojas o en sus flores, la parte utilizable por
la medicina depende de la especie (Garza y Rojas, 2009), Asimismo es considerado desde
hace mucho tiempo los remedios naturales y sobre todo las plantas, fueron el principal e
incluso el Gnico recurso que disponian los médicos. Esto hizo que se profundizara en el
conocimiento de las especies vegetales que poseen propiedades medicinales y ampliar su

conocimiento en el empleo de los productos que se extraen (Estrada, 2010).

La medicina tradicional y el sistema complejo conformado por un conjunto de
conocimientos, tradiciones, practicas y creencias, los cuales se estructuran
organizadamente a traves de sus propios agentes conocedores (especialistas terapeutas).
Estos poseen un método propio de diagndstico y tratamiento; los cuales son reconocidos
como las plantas medicinales. En los ultimos afios un 80% de la poblacion mundial
confian en medicinas tradicionales para resolver sus principales necesidades de salud,
para tratar diversas enfermedades, algunas plantas eran buenas para comer y alimentarse
y otras se caracterizaban por tener propiedades curativas segin Organizacion Mundial de
la Salud (OMS, 2016) de tal forma el empleo de plantas medicinales como tratamiento

de diversos males, transmitidos de generacién en generacion (Gallegos, 2016).

La diversidad de plantas medicinales disponible varia segin las regiones y los
ecosistemas de cada zona donde habitan, debido a ello se debe conservar el ambiente que
las sustenta. Esta situacion ha originado una preocupacion por la biodiversidad y por el
estado natural de las plantas son arboles, arbustos y hierbas con propiedades curativas.
Actualmente, el deterioro del ambiente causado por la deforestaciéon, el uso
indiscriminado de agroquimicos, la contaminacion del aire y del agua y otros factores

estan agravando las condiciones ecologicas donde crecen miles de especies con potencial
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medicinal, en UGltima instancia muchas de estas especies desaparecen aun antes de

haberlas identificado o haberlas estudiado (Coecoceiba, 2003).

Los problemas de salud y el elevado costo de los medicamentos sintéticos han llevado al
aumento del uso de la medicina tradicional para tratar enfermedades principalmente en
paises en vias de desarrollo; el conocimiento de las plantas medicinales ocupa un lugar
preponderante como una de las medicinas alternativas del futuro que garantiza eficacia,
seguridad y bajos costos, siempre y cuando sean usadas en forma adecuada y por personal

calificado (Fonnegra & Jimenez, 2007).

El avance alcanzado por la sintesis quimica, las plantas se constituyen en una valiosa
fuente de sustancias activas con propiedades antibacterianas (Calixto, 2006), también
producen mas de 100000 metabolitos secundarios, muchos de los cuales pueden ser
antibacterianos (Calderon, 2011). Por consiguiente el valor medicinal de las plantas
curativas, se debe al contenido de una sustancia quimica principio activo que produce un
efecto fisioldgico y mucho de los principios activos son muy complejos, desconociéndose
aun su naturaleza quimica; otros han sido purificados, sintetizados o imitados y por lo
general pertenecen a una de estas categorias: aceites esenciales, alcaloides, glucidos,
taninos, sapogeninas, fenoles, quinonas, terpenos, carotenoides, cumarinas, flavonoides

y resinas (Chang et al., 2013).

2.2.2. Fitoterapia

La fitoterapia es la terapia basada en plantas, alimentos y elementos nutritivos. Se
encuentra entre las mas antiguas y quiza sea una de las méas féaciles de comprender de
todas las terapias disponibles. Los antiguos tratantes y recolectores de hierbas, cuya
cultura dependia de la flora del lugar, son conocidos ahora como terapeutas herbales o
fitoterapeutas (Francisco & Gans , 2008) sin embargo los farmacos estan ligados a un
sistema de salud “moderno”, que por sus caracteristicas tiende a la tecnologica, a una
vision restringida del concepto de salud y enfermedad y al menosprecio de muchos
valores culturales, en las plantas medicinales, en el contexto tradicional, estan ligadas a
una concepcion distinta del ser humano y de la naturaleza; no es solo que ellas sean menos
toxicas, 0 mas baratas, o0 mas faciles de conseguir, sean mas eficaces, la armonia del ser

humano con su entorno, ademas la popularidad de las plantas medicinales va en aumento,
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hoy en dia existe més las personas que descubre en la fitoterapia una via muy eficaz y
barata de cuidar su salud (Thomson, 1980).

2.2.3. Plantas medicinales en el Peru

El Perd es un pais privilegiado, posee una gran biodiversidad y en la utilizacion
tradicional de plantas medicinales, de fuente de recursos naturales para la investigacion y
desarrollo de fitomedicamento (Vila, 2009), de tal forma los diversos pueblos indigenas
del Peru vienen utilizando desde tiempos inmemoriales las plantas medicinales,
asignandoles nombres que se conocen como nombres comunes 0 hombres populares, esto
origina que, en el saber popular, a una planta se le otorgue mas de un nombre de acuerdo
a la region, idioma o dialecto (INS, 2013), asimismo la abundante diversidad biologica
de recursos que posee, ademas que existen actividades tales como la farmacéutica las

cuales tienen un potencial de desarrollo muy amplio (Gallegos, 2005).

2.2.4. Descripcion botanica de Xenophyllum dactylophyllum (Sch. Bip) V. A.
Funk.

Investigaciones relacionadas al género, sustentados con caracteres morfoldgicos,
advierten la variabilidad de las especies y muestran que no es monofilético, razon por la
cual casi la mitad de las especies fueron transferidas a nuevos géneros; Xenophyllum
(Funk, 1997) y recientemente, Anticona (Linares, 2014); las restantes alin permanecen en
Werneria (Beltran, 2017). El nuevo género de Xenophyllum (xeno = extrafio, phyllus =
hojas). Se han establecido que Xenophyllum se diferencia de Werneria en su forman
cojines muy compactos y tiene hojas a lo largo de lo rizomas, que las son pequefias (1 cm
de longitud), y que las inflorescencias tienen flores periféricas blancas y flores centrales
amarillas. (Lock, 2006). EI género Xenophyllum, que consta de 21 especies, fue extraido
del género Werneria. Son plantas rizomatosas perennes, de hojas persistentes, cubiertas
y dispuestas en espiral, con flores del disco hermafroditas de color amarillo o blanco y
estilo amarillo o rojo; que crecen a 3000-5200 metros de altitud. (Tubee y Daniel, 2012).
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Xenophyllum V. A. Funk.

Género Sudamericano altoandino segregado de Werneria, por encima de los 3500 metros
de altitud desde Colombia hasta norte de Chile y Argentina con 22 especies. En Peru se

han registrado 13 especies y para la zona de estudio cinco.

Xenophyllum ciliolatum (A.Gray) V.A.Funk, anteriormente (Werneria ciliolata A.Gray).
Estan distribuida en Perd, Bolivia y Chile. En Per( registrada desde Lima hasta
Moquegua entre los 4200 a 5007 m. En Laraos colectada cerca de suelos crioturbados.
Seguidamente, Xenophyllum dactylophyllum (Sch. Bip.) V.A.Funk, antes (Werneria
dactylopylla Sch. Bip). Conocida de Bolivia y Peru. En el Per( ha sido registrado desde
Ancash hasta Puno entre los 3900 a 5500 m. En Laraos es abundante en la puna frecuente
entre los roquedales. Luego Xenophyllum decorum (S.F.Blake) V.A. Funk, anteriomente
(Werneria decora S.F. Blake). Son endemica del Per(i y conocida de Ancash, Lima y
Arequipa desde los 4000 a 4900 m. En Laraos registrada en la puna cerca de suelos
crioturbados. Posteriormente  Xenophyllum  digitatum (Weddell) V.A. Funk,
anteriormente (Werneria digitata Weddell.). Conocida de Pert y Bolivia. En Per( de
Lima hasta Moquegua entre los 3500 a 4900 m. En Laraos colectada escasamente en la
puna. Finalmente Xenophyllum poposum (Phil.) V.A. Funk, antes llamado (Werneria
poposa Phil.). En los Andes desde el centro de Peru hasta Argentina. En Per( desde Lima
hasta Tacna entre los 3900 a 5140 m. En Laraos en la puna con escasa vegetacion entre
los roquedales.

Caracteristicas de Xenophyllum dactylophyllum

Se caracteriza por habito herbacea perene que crece en laderas pedregosas encontrase en
suelos con escasa cobertura vegetal y son de porte bajo; es nativa de Bolivia y Peru. En
nuestro pais ha sido registrado en Ancash, Junin, Ayacucho y Lima, entre 4300 y 5400
msnm, (Ulloa et al., 2004), también indican que es una planta rizomatosa de 30 a 40 cm
de alto, presenta tallos muy ramificada, forma grupos. Las hojas dispuestas
helicoidalmente cubren el tallo, los capitulos terminales son cortamente pedunculados,
las flores dispuestas en capitulos terminales y presentan dos tipos de flores: flores
marginales blancas y liguladas blancas, las del centro son amarillas y tubulosas, son
hermafroditas (Cano et al., 2010).
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Xenophyllum dactylophyllum (Sch. Bip.) V.A. Funk; conocido popularmente como
pupusa, conoca, una especie de uso en la medicina tradicional en las regiones altoandinas
de nuestra region. Existen evidencias en la literatura de que esta especie posee multiples
propiedades medicinales dentro de las que se encuentra la curacion de heridas.
Antiguamente fue clasificada como Werneria dactylophylla y es conocida
vernaculamente como pupusa. Segun la literatura, el género Werneria fue dividido en dos
géneros Werneria y Xenophyllum, de manera que hoy se usan ambos nombres genéricos,

a veces, indistintamente Bravo et al., (2009)

Clasificacion taxondémica Xenophyllum dactylophyllum (Sch. Bip.) V.A. Funk

Segun el Sistema de Clasificacion de (Cronquist, 1988)
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Xenophyllum
Especie: Xenophyllum dactylophyllum (Sch. Bip.) V.A. Funk

Sinonimia: Werneria dactylophylla, Xenophyllum dacthylophyllum.

Nombres Comunes: pupusa, conoca

Figura 1. Xenophyllum dactylophyllum (Imagen propia).
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Usos medicinales atribuidos por la medicina tradicional

Xenophyllum dactylophyllum se emplea en el tratamiento del soroche y como sustituyente
del mate de coca para la hipoxia de altura. (Bravo et al., 2009). De igual manera se ha
descrito usos medicinales como antihemorrégico, en infusion como carminativa y

estomacal (Soukup, 1970)

Vegetacion de suelos crioturbados.

En este tipo de suelos sueltos con escasa humedad la comunidad vegetal que se encuentra
se caracteriza por presentar especies de porte bajo con escasa cobertura vegetal, como es
el caso de la comunidad de especies de Xenophyllum dactylophyllum (Roca, 2012).
Menciona que en la comunidad de crioturbados asociada a roquedal humedo, se
caracteriza porque los suelos crioturbados alternan o son contiguos a zonas rocosas de
mayor humedad, debido al deshielo y las filtraciones. En los roquedales humedos, debido
a la presencia constante de agua. En esta comunidad las especies mas frecuentes son:
Xenophyllum dactylophyllum (Sch. Bip.) V.A. Funk. (Cano et al., 2010).
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Identificacion cualitativa de extractos hidroalcolicos.

Tabla 1.Principales metabolitos secundarios identificados cualitativamente en el extracto

hidroalcolico de las Xenophyllum dactylophyllum Ayacucho 2016

Ensayo Metabolito Observacion Valoracion
Cateqginas Cateqinas Fluorescencia ++
verde esmeralda
Fehling Azucares Coloracion  rojo ++
reductores ladrillo
Espuma Saponinas Presencia de  +++
espuma
Cloruro Compuestos Precipitado azul +++
negruzco
Ferrico Fendlicos Intenso
taninos
Shineda Flavonoides Precitado naranja +++
intenso
Wagner Alcaloides Precipitado ++
marron
KMnO4 Compuestos
Oxidables Decoloracion +++
Liebeman  Triterpenoides Coloracion rojiza ++

Leyenda: +++ abundante; ++ intenso;

Fuente: (Quispe, 2017)
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2.2.5. Descripcion botanica de genero Werneria sp
Werneria sp (pura pura) (Brack, 1999).

La familia Asteraceae es una de las mas grandes de la flora peruana (Ulloa, et al., 2004),
asimismo sus especies se distribuyen en los Andes en los humedales altoandinos del Perd,
que se encuentran en lomas y montafias (Beltran, 2017). Las especies de Werneria estan
distribuidas en la region andina conocida puna en el Pert (Cabrera & Willik, 1973)
menciona dentro de la provincia altoandina y punefia y es la que méas se acomoda en

relacion a otros autores (Morrone, 2001; Rivas & Tovar.1983; Olson et al., 2001).

El género Werneria (familia Asteraceae, tribu Senecionae) esta formado por 40 especies
distribuidas geograficamente. En el Perd se ha identificado aproximadamente unas 30
especies, algunas de las cuales se utilizan en la medicina tradicional como drogas
antirreumaticas, remedios contra la hipertension, enfermedad de altura y desordenes
digestivos entre otros. En la Pontificia Universidad Catolica del Per donde se inician en
1982 las primeras investigaciones sobre este género, en los aspectos quimicos y
bioldgicos. La presente publicacion es una revision de lo reportado a la fecha sobre las
Wernerias como un aporte a su conocimiento cientifico y para incentivar a mayores
estudios, ya que los resultados logrados hacen una fuente de metabolitos secundarios de
mucha importancia quimica y biologica. En las investigaciones realizadas las especies
de Wernerias (Lock, 1999).

Las especies estudiadas y cuyos resultados se incluye en la presente revision son:
Werneria ciliolata, Werneria dactylophylla, Wernerias decora, Wernerias digitata,
Wernerias nubigena, Wernerias pygmaea, Wernerias poposa, W. Strigosissina. Lo que
contribuye al conocimiento cientifico del 30% de las especies reportadas en nuestro Per(
Lock (2006).

Para el Peru han sido citadas 27 especies (Brako, 1993); luego de las transferencias
realizadas a los nuevos géneros establecidos, quedaron solo 22, distribuidas en todos
departamentos andinos, desde Piura, Amazonas hasta Puno y Tacna; en los Andes sobre,
los 2800 metros hasta el limite de la vegetacion, en pajonales, roquedales, césped de puna
y raramente, en bofedales. Investigaciones relacionadas al género, advierten la

variabilidad de las especies y muestran que no es monofiletico, razon por la cual casi la
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mitad de las especies fueron transferidas a nuevos géneros (Funk, 1997). Indica
actualmente werneria podra estar integrado por 25 — 27 especies, distribuidas en los
andes. (Beltran, 2017).

La presente sinopsis presenta el estado actual de 22 especies de Werneria que ocurren en
el Per( con una clave dicotomica para la determinacion de las especies, sinGnimos (son
mencionados solo nombres citados para el Per), distribucion altitudinal, departamental,
referencias bibliograficas y breve comentario sobre su morfologia. Es un progreso con
observaciones de campo, mucho trabajo en herbarios peruanos rectificando y
actualizando nombres. Este estudio de investigacion puede servir de punto de discusion
y base para futuras investigaciones, donde existe la posibilidad que algunas entidades mas

deban ser transferidas de Werneria a Xenophyllum. (Beltran, 2017).

Caracteristicas de Werneria sp

Hierbas anuales o perennes, subarbustos, arbustos, raro arboles y lianas, con o sin latex.
Hojas alternas, opuestas; flores sésiles agrupadas en un receptaculo comun, formando en
conjunto una inflorescencia denominada capitulo. Céliz ausente reemplazado por una
estructura escamosa o0 pilosa denominada papus que ayuda a dispersar los frutos. Las
flores dispuestas en el margen del capitulo hacia afuera se denominan flores marginales

y las localizadas hacia el centro son llamadas flores del disco. (Beltran, 2016)

Distribucion geografica
Tenemos los siguientes: Argentina, Bolivia, Colombia, Guatemala, Chile, Ecuador, Peru
y Venezuela (Beltran, 2016)

Habitad

En relacion a la altitud, las especies se encuentra desde los 2800 hasta los 5900 metros,
pero la mayor concentracion de especies se circunscribe en el rango de 4000 a 5000
“msnm” Werneria es la especie registrada a mayor altitud. Se incrementan en altitudes
altas, por ejemplo, en Puno y Cusco, con 15 especies respectivamente (Beltran, 2017), Se

ha elaborado una clave dicotdmica para diferenciar géneros y especies. Cabe resaltar que
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esta clave es aplicable Unicamente para determinar las especies de la familia Asteraceae
presentes en los humedales altoandinos (Gonzales, 2015).

Tabla 2. Subfamilias, tribus, y especies de la familia Asteraceae en los humedales

altoandinos del Peru.

Subfamilia Tribu Especies

Asteroideae Senecionae

Werneria apiculata Sch. Bip

Werneria caespitosa Wedd

Werneria heteroloba Wedd

Werneria nubigena Kunth

Werneria obtusiloba S.F.Blake

Werneria pectinata Lingish.

Werneria pygmaea Guilles ex Hook & Arn.
Werneria solifolia Sch. Bip

Werneria sp

Werneria spathulata Wedd

Werneria stuebell Hieron.

Fuente: (Gonzales, 2015)

2.2.6. Obtencion de extracto etanélico

Los extractos etandlicos pueden ser extraidos de diferentes partes de las plantas como
hojas, tallos, flores y raices. El extracto etanodlico es una sustancia obtenida a partir de
una determinada materia prima de origen vegetal, por maceracion en contacto con
solvente etanol, agua, seguidamente de la eliminacion de dicho solvente por un
procedimiento, estos procesos pueden ser sometidos a determinadas operaciones para
eliminar algunos de sus componentes (Gonzales, 2004), asimismo la extraccién se realiza
en temperatura ambiente y consiste en remojar el material vegetal, previamente triturado,

con solvente apropiado tales como agua, etanol o éter de elemento solubles,
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preferentemente el etanol puesto que a largos tiempos de extraccion el agua puede
propiciar la fermentacion o la formacion de mohos. La extraccion es el principal método
para extraer los principios activos constituidos por una mezcla de principios activos y
sustancias inertes que se producen de la totalidad o de partes de una planta fresca o seca
(Lizcano y Vergara, 2008). En seguida se utiliza un recipiente o un frasco acaramelado;
en éste se deja en reposo por un periodo de 2 a 14 dias agitando esporadicamente. Luego

se filtra el liquido, y se obtiene el extracto (Tadeo, 2004).

2.2.7. Principios activos

Los principios activos son sustancias quimicas que producen un efecto fisioldgico que se
hallan en las distintas partes u 6rganos de los vegetales, los mas importantes, los
alcaloides, glucosidos, mucilagos y taninos, que por su estructura quimica, se disponen
en dos grupos, uno son los productos resultantes del metabolismo primario, de procesos
quimicos que intervienen de manera directa en la supervivencia, crecimiento y
reproduccion, los cuales son los glucidos, lipidos y derivados de aminoacidos, los
productos que derivan del metabolismo secundario, los cuales no son esenciales para el
metabolismo, sino que son sintetizados como defensa y adaptacion, los mas importantes

son los heterosidos, polifenoles, terpenoides y alcaloides (Palacios, 2008).

Mostacero et al., (2002), los vegetales elaboran principios activos, que son sustancias que
ejercen una accion farmacoldgica, sobre el ser vivo y su utilidad principal, sirve muchas
veces como droga o medicamento asimismo (Alcantar, 2005), menciona los grupos mas
importantes son los alcaloides, terpenos y componentes fenolicos. (Cobian, 2007).
Manifiesta los metabolitos secundarios son comunes aquellos que presentan alguna
actividad bioldgica. Es por esto que en la actualidad existe un enorme interés en el estudio
de plantas ya sea empleandola como materia prima para la produccion de extractos o para

el aislamiento de estas sustancias puras que actien como agentes antimicrobianos.

Composicidn fitoquimica cualitativa

Alcaloides
Los alcaloides son metabolitos secundarios, en su composicion contienen nitrogeno en

sus moléculas. Generalmente son de origen vegetal, pero también existen algunas
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especies animales que lo producen: en su gran mayoria son basicos porque son aminas y
también hay alcaloides neutros. Los alcaloides producen alguna respuesta fisioldgica,
aunque no siempre sobre un organismo animal. Gran numero de alcaloides poseen en sus
moléculas dos atomos de nitrogeno (Autino, 2013), por otro lado también los alcaloides
se encuentran en un grupo de productos naturales de mucho interés por la intensidad de
los efectos que puede llegar a producir y porque forma la principal fuente de la materia
prima de buen nimero de principios activos que son utilizados actualmente en la accion

terapéutica (Osorio, 2009).

Se sintetizan normalmente a partir de lisina, tirosina y triptéfano, aunque algunos como
la nicotina y compuestos relacionados derivan de la ornitina. Contiene una mezcla de mas
de 20 alcaloides diferentes entre los que se encuentran la morfina y la codeina. Ambos
alcaloides pertenecen a un grupo denominado alcaloides isoquinolicos que sintetizan a
partir de reticulina (Kuklinski, 2000).

Accion antibacteriana de alcaloides

Durante la division celular el material genético (ADN) contenido en el nacleo celular se
replica y se divide equitativamente dando lugar a dos células hijas idénticas; este proceso
puede producirse de manera erronea debido a errores durante la replicacion y posterior
division del ADN, a roturas cromosomicas, al efecto de la radiacion y a la accién de
sustancias genotoxicas produciéndose pérdidas cromosémicas y haciendo que el reparto
del material genético no sea equitativo (Robles, 2008).

Taninos

El término “tanino” se empled para denominar ciertas sustancias presentes en extractos
vegetales capaces de combinarse con proteinas de la piel animal, evitando su putrefaccién
y convirtiéndola en cuero. Constituyen un grupo de sustancias fendlicas poliméricas y se
pueden dividir en hidrolizables y condensados, en funcion de que puedan o no ser
hidrolizados. Se han descrito mas de 30 taninos que pueden inhibir hongos y bacterias el

tanino presente en el eucalipto Eucalyptus globulus (Domingo & Lopez, 2003).
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Tanino metabolito secundario importante de los vegetales. Son glicosidos de polifenoles,
solubles en solvente polares como agua y tienen la propiedad de unirse a proteinas, asi
formando agregados moleculares que son insolubles en agua. (Autino, 2013). Son
compuestos polifenolicos muy astringentes y de gusto amargo. (Arana, 2013) Asi mismo
los taninos hidrolizables cumplen la funcién de defender al vegetal contra insectos
masticadores o animales fitéfagos, mientras los taninos condensados aparentemente

actuan sobre la accién microbiana. (Autino, 2013).

Accion antibacteriana de taninos

Los &cidos organicos provocan una reduccion en el pH extracelular en microorganismos,
aumento celular que provoca un incremento de la presién mecanica sobre la pared de

estos, lo cual hace que eventualmente estalle Avello et al., (2013).

Fenoles

Bruneton (1993), los compuestos fendlicos estan compuestos por un amplio conjunto de
sustancias es el elemento estructural fundamental es por la presencia de por lo menos un
nucleo bencénico que contiene un grupo hidroxilico libre o constituyente por una parte
de otra funcidén como éter, éster, heterdsido (Arango, 2008). Asimismo a partir del acetato
se forma el poli- B-cetoesteres y produce por cicla con compuestos normalmente
policiclicos como: depsidonas, xantonas,quinonas, cromonas, orcinoles, depsidos,
isocumarinas, etc. También otros componentes fitoquimicos que también las plantas
poseen: quinonas, lactonas, flavonoides, saponinas, esteroides, terpenos, triterpenos,

entre otros componentes.

Métodos de la evaluacion de la capacidad antimicrobiana de los extractos de plantas

Hasta el momento no se ha realizado una reglamentacion ni estandarizacién de la
metodologia que deberia ser utilizada para la evaluacion de la capacidad inhibitoria de
los extractos de plantas; existe en los antibidticos. Por su sencillez y rapidez son: Técnica
por difusion en agar con discos impregnado, método de dilucion en agar o en medio
solido, métodos en medio de cultivo liquido, y el que se utilizara en este trabajo el método

de difusion en pozo, el cual consiste en realizar una serie de pozos o hendiduras en un
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agar nutritivo. El diametro del pozo sera estandarizado de acuerdo a la necesidad del
investigador, y se debe hacer con el equipo adecuado para evitar la contaminacién previa
del medio (Alzate et al., 2011).

2.2.8. Descripcion de la bacteria de Escherichia coli

La bacteria pertenece a la Familia Enterobacteriaceae estan constituidas por bacilos Gram
negativos no esporulados, que fermentan y oxidan la glucosa, oxidasa, reducen los
nitratos a nitritos y se hallan ampliamente distribuidos por la naturaleza; muchas de sus
especies tienen como habitat el intestino del hombre y los animales, mientras que en otras
pueden parasitar a plantas o tener vida saprofitica. Pueden ser méviles por medio de
flagelos peritricos, o pueden carecer de estos y ser inmdviles. (Llop et al, 2001), por lo
cual las infecciones producidas por esta bacteria los factores de virulencia especificos

utilizarse, al tipo de enfermedades y las infecciones (Jawetz et al., 2011).

Infecciones intestinales

Escherichia coli esté clasificada como uno de los principales agentes diarreagénicos, los
factores de virulencia y los mecanismos de patogenicidad implicados en la adhesion y
colonizacién estan producidas por siete patotipos de E. coli denominados, que en la
actualidad se considera y son los siguientes: E. coli enteropatogena (ECEP), E. coli
enterotoxigénica (ECET), E. coli enteroinvasora (ECEI), E. coli shigatoxigénica (ECST),
E. coli enteroagregativa (ECEA) y E. coli de adherencia difusa (ECAD). Un altimo
patotipo, E. coli adherente invasor (ECAI) asociado a la enfermedad de Crohn también
fue revisado. Los E. coli afectan a diferentes grupos poblacionales y el conocimiento de
los mecanismos moleculares implicados en la interaccidén con el humano es importante
para orientar las investigaciones hacia el desarrollo de vacunas o nuevas herramientas

para su diagnostico y control (Farfan et al., 2016).

2.2.9. Actividad antibacteriana

La actividad o potencia de un antibidtico puede ser demostrada mediante el efecto

inhibitorio de la sustancia en cuestion cuando es evaluado frente a un microorganismo.
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Si se prueban las muestras en diferentes concentraciones se puede determinar una
concentracion inhibitoria minima del antibidtico hacia al microorganismo menciona
(Martinez, 2005).

2.2.10. Antibiéticos

Los antibioticos se definen como compuestos quimicos producidos por microorganismos
y/o sintéticos comercialmente, capaces de matar a otro microorganismos o de inhibir su
crecimiento; por otro lado en la automedicacion por parte del consumidor; causa
resistencia; sin embargo, esta es la mayor problemaética asociada al uso irracional del
antibioticos, en los consumidores; acerca de la calidad de los antibidticos en el momento
de su adquisicion al encontrar varias en el mercado, los diferentes medicamentos
genéricos y de marca, Pedraza & Castellano (2009), también menciona los antibidticos
que revolucionan el control de las enfermedades infecciosas producidas por bacterias
(Sanchez, 2004).

2.2.11. Amoxicilina

La amoxicilina, un pariente quimico y farmacoldgico cercano de la ampicilina, es mas
acido estable y es absorbida més eficazmente en el tracto gastrointestinal (Shoemaker et
al., 2002), asimismo indicaron la amoxicilina es una penicilina semisintética de amplio
espectro, de accion bactericida frente a microorganismos grampositivos y gramnegativos,

que actlia blogueando la sintesis de la pared celular (Alvarez, 2010) .

Farmacocinética y Farmacodinamia de la amoxicilina

La amoxicilina es acido-resistente y se absorbe del tracto gastrointestinal en forma rapida
y completa, circula unida a las proteinas plasmaticas en baja proporcion, el metabolismo
ocurre a nivel hepatico y la excrecion se hace por via renal (Alvarado, 2009), de tal
manera ha sustituido a la ampicilina para administracion oral, ya que causa menos efectos
secundarios gastrointestinales, actla sobre algunas bacterias grampositivas y

gramnegativas (Avristil, 2010).
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Accidén antibacteriana de amoxicilina

La amoxicilina es una penicilina semisintética activa por via oral y con accién bactericida
sobre un amplio espectro microbiano. Actda como todas las penicilinas, inhibiendo la
sintesis de la pared bacteriana, y en su amplio espectro de actividad se incluyen la mayoria
de los patégenos responsables de las infecciones més frecuentes. Es estable en medio
acido y se absorbe muy bien cuando se administra por via oral. La administracion
conjunta de alimentos o su presencia en el estbmago no interfiere sensiblemente la
absorcion de la amoxicilina. Tras su ingestion alcanza elevadas concentraciones
heméticas y difunde rapidamente por todo el organismo, lo que permite llegar al foco

infeccioso a concentraciones terapéuticas Utiles (Guia de medicamentos 2017).
Accidn terapéutica

Antibiotico bactericida durante la etapa de multiplicacidn activa. Actla a través de la
inhibicién de la biosintesis del mucopéptido de la pared celular. Extiende la actividad
antimicrobiana de las penicilinas hacia las bacterias gram negativas: Haemophilus
influenzae, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Salmonella spp, Shigella, Helicobacter
pylori. Todas las cepas de Pseudomonas y la mayoria de las cepas de Klebsiella y

Enterobacter son resistentes (Guia de medicamentos 20017).
Mecanismo de accion

Se une de forma reversible a enzimas que participan en la formacion de la pared celular,

inhibiendo de esta forma la sintesis de la pared bacteriana (Guia de medicamentos 20017).

2.2.12. Resistencia bacteriana a los antibioticos

Se considera resistencia microbiana como la perdida de la sensibilidad de un
microorganismo a un antimicrobiano al que originalmente era susceptible. Este hecho
involucra necesariamente la aparicién de un cambio permanente en el material genético
del microorganismo, que se transmite a sus descendientes, los que por este motivo
resultan también resistentes antimicrobianas en cuestion. Pero esto puede cambiar porque
los microorganismos desarrollan la disposicion genética de alteraciones genéticas,

heredadas de generacién en generacion (Forbes, 2009).
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Resistencia antimicrobiana

Kenneth & George (2011) El éxito continto del tratamiento depende de mantenerse un
paso adelante con respecto a la capacidad de los microorganismos para desarrollar
resistencia a las sustancias antimicrobianas. En ocasiones, la resistencia pareciera ocurrir
a una tasa igual a la del desarrollo de nuevos antibidticos. Los mecanismos de resistencia
y los modos en que se emplean las pruebas de laboratorio para guiar a los clinicos a través

de las incertidumbres que plantean los tratamientos actuales.

Susceptibilidad vy resistencia

Kenneth & George (2011) La decision sobre si cualquier microrganismo se debe
considerar susceptible o resistente a cualquier antimicrobiano implica una evaluacién
integral de actividad in vitro, caracteristicas farmacoldgicas y evaluaciéon clinica.
Cualquier sustancia aprobada para uso clinico ha demostrado in vitro su potencia para
inhibir el crecimiento de algin grupo blanco de microorganismos a concentraciones que
pueden lograrse con riesgos de toxicidad aceptables. El uso de los antimicrobianos en
modelos animales y luego en infecciones humanas también debe tener una respuesta
terapéutica demostrada, las pruebas clinicas amplias deben incluir tanto diversas especies

microbianas como multiples sitios de infecciones.

Kenneth & George (2011) Una vez que se establecen estos factores, la seleccidn rutinaria
del tratamiento puede basarse en las caracteristicas conocidas o esperadas de los
microorganismos y las propiedades farmacoldgicas de las sustancias antimicrobianas. Las
cepas limitrofes se denominan intermedias, modernamente sensible o modernamente
Resistentes, en funcion de los valores exactos y reglas continuamente aceptadas de los
sistemas de informe. Es imposible que el antimicrobiana en cuestion se siga utilizando
para tratar estos organismos, pero a mayores dosis. Los antibiéticos no toxicos, como las
penicilinas y cefalosporinas, se pueden administrar en dosis masivas y quiza inhiban

algunos patogenos que por lo comun se considerarian resistentes in vitro.
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Sensibilidad

Hernandez et al., (2001) La susceptibilidad antimicrobiana de las bacterias que ocasionan
infecciones es un proceso dinamico que se modificando con el transcurrir del tiempo y
con el uso inapropiado de los antimicrobianos, a los cuales se les detectan resistencia
desde sus inicio, provocando un efecto social negativo cada vez que se emplean
inadecuadamente esas valiosas drogas que llamamos antibidticos. La vigilancia
bacterioldgica es uno de los métodos de mayor antimicrobiana, la determinacion de la
frecuencia, tipo de bacteria y sensibilidad de la misma dado que las infecciones se
presentan en pacientes, y cada uno de los tiene una susceptibilidad, la frecuencia de
aislamientos bacterianos y sus susceptibilidades, varia segin la persona, el lugar de

procedencia y su ocurrencia.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Area de estudio

La recoleccion de las hojas de Xenophyllum dactylophyllum (Pupusa) y Werneria sp.(pura
pura) fue recolectado en la parcialidad de Suatia en sector de Quillga distrito de Palca
region Puno a una altura de 5340 m.s.n.m. a 15° 15" 1.78” de latitud sur y 70°39°55.64”
de longitud Oeste del Meridiano de Grenwich. La obtencion de extractos etanolicos de
Xenophyllum dactylophyllum (Pupusa) y Werneria sp. (pura pura). El aislamiento de
cepas de Escherichia coli, y la evaluacién de efecto antibacteriano frente a Escherichia
coli se realiz6 en Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la Facultad de Ciencias

Biologicas, de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno.

3.2. Tipo de estudio

El proyecto de investigacion es de tipo descriptivo, analitico y experimental.

3.3. Poblacién y muestra
Las muestras estuvieron representadas por Xenophyllum dactylophyllum (Pupusa) y
Werneria sp. (pura pura), en la parcialidad de Suatia en el sector de Quillga distrito de

Palca — Puno; para determinar la composicion fitoquimicas cualitativas.

La cepa de Escherichia coli fue: aislada de muestras de orinas positivas, obtenidas de
pacientes con infeccion urinaria de consultorio externo del Hospital Regional “Manuel

Nuiiez Butrén Puno.”

3.4. Disefio de investigacion

Extracto etandlico de Xenophyllum dactylophyllum y Werneria sp. frente a

Escherichia coli.

La distribucion de disefios experimentales para el estudio del efecto de extracto etanolico
de Xenophyllum dactylophyllum (Pupusa) y Werneria sp. (pura pura) frente Escherichia
coli. Correspondié a un disefio completamente al azar (D.C.A.), la disposicion de

unidades experimentales fue de la siguiente manera (Tabla 3).
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Tabla 3. Disefio de investigacion para la susceptibilidad de los extractos etanolicos de

Xenophyllum dactylophyllum (Pupusa) y Werneria sp (pura pura) frente Escherichia coli.

Repet. Control C. Concentraciones extractos  etan6licos(%6)

Positivo  Negati

VO
25%  50% 75%  100% Total
T 1 1 1 1 1 1 6
TR 1 1 1 1 1 1 6
TE) 1 1 1 1 1 1 6
T4 1 1 1 1 1 1 6
Total 4 4 4 4 4 4 24

Para determinar el efecto antibacteriano, se trabajé con 24 unidades experimentales,
conformado por 4 repeticiones para cada tratamiento utilizada, ademas se utilizé un
control positivo, el antibiotico comercial amoxicilina y control negativo (agua destilada
estéril), para Escherichia coli cada unidad experimental estuvo constituido por diferentes
concentraciones de extractos etanolicos de 25%, 50%, 75% y 100% para ambos plantas.

3.5. Metodologia

3.5.1. Determinacién de la composicion fitoquimica cualitativa (alcaloides, fenoles,
taninos) en los extractos etanolicos Xenophyllum dactylophyllum (Pupusa) y

Werneria sp. (pura pura)

a) Muestreo y recoleccion de la planta

Las hojas de Xenophyllum dactylophyllum (Pupusa) y Werneria sp. (pura pura), se colecto
3 kg, en la parcialidad de Suatia en el sector de Quillga, fueron guardados en bolsas de
papel kraft previamente etiquetados, y sellados, con la finalidad de evitar su deterioro o

maltrato de las hojas durante su traslado. (Anexo, Figura 5). El proceso de secados del
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material vegetal se realiz6 en un ambiente bajo sombra, con ventilacién a temperatura
ambiente por 8 dias, en este tiempo las hojas, seleccionadas pierden humedad, luego se
empaquetaron las hojas secas con sus respectivos rétulos para preparacion de extractos a

diferentes concentraciones (Anexo, Figura 6).
Obtencion de extracto etanolico

Una vez secada las muestras de las hojas, fueron molidas en un mortero para obtener un
polvo fino, seguidamente se pesé 80 g de hojas, sobre un papel de aluminio luego se
maceraron, se agregaron 150 ml de etanol al 96°. Para su conservacion se coloco en un
frasco de vidrio acaramelado de color ambar estéril, en ambiente oscuro y seco durante 8
dias, a temperatura ambiente (15-18°C). Después de haber transcurrido el tiempo de
maceracion del extracto etandlico se procedio a filtrar con papel Whatman N°5 mm, para
preparar las concentraciones de 25%, 50%,75% y 100% en tubos de ensayo (Anexo,

Figura 7).

b) descripcion de materiales, equipos, insumos.

Determinacion fitoquimica de alcaloides, taninos y fenoles.

Método: colorimétrico

Fundamento: El fundamento de la extraccion se basa en el cardcter basico de los
alcaloides y en el hecho de su existencia en las plantas como sales de acidos organicos o
como combinaciones solubles de otras sustancias, entre los principales se encuentran: los
acidos tiglico, 3 metil buritico, benzoico, cindmico, hidroxifenil propionico, tropico y
tricarboxilicos, y ademas con otro tipo de sustancias como taninos y fenoles. El reactivo
Dragendorff, el cual contiene una solucién acida de iodobismutato de potasio, al
reaccionar con los alcaloides, origina una coloracion rojo — naranja. El reactivo Mayer, el
cual contiene una solucion neutra de iodomercuriato de potasio, al reaccionar con los
alcaloides, origina una coloracion amarilla palida. El reactivo Wagner, el cual contiene
una solucion iodada de ioduro de potasio, al reaccionar con los alcaloides, origina una

coloracion marrén (Evans, 2000).
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Procedimiento:

» Reactivo de Dragendorff. En un tubo de ensayo se colocd 5mg del extracto a
investigar al que se le agreg6 2 ml del reactivo de Dragendorff, se homogenizé y
procedio a la lectura visual tomando en cuenta el rango de intensidad de la
valoracion. Si en caso la prueba fue positiva debid formar un precipitado café
rojizo (Medina, 1997).

» Reactivo de Mayer: En un tubo de ensayo se colocd 5 mg del extracto a investigar
al que se le agregd 2 ml del reactivo de Mayer, se homogenizé y se procedié a la
lectura visual, tomando en cuenta el rango de intensidad de la coloracion. Si en

caso fue positiva debié formar un precipitado amarillo palido (Medina, 1997).

» Reactivo de Wagner: En un tubo de ensayo se coloc6 5 m del extracto a
investigar al que se le agregd 2 ml del reactivo Wagner, se homogenizo y se
procedio a la lectura visual, tomando en cuenta el rango de intensidad de la

coloracién. Debi6 formar un precipitado naranja oscuro (Valencia, 1995).

Fenoles

Método: colorimetria

Fundamento: La prueba del cloruro férrico es utilizada para determinar la presencia o
ausencia de fenoles en una muestra dada. La muestra es disuelta en agua, en un mezcla
de agua y etanol, se agrega unas gotas de solucién de cloruro de hierro (111) diluido. La
formacion de una coloracién roja, azul, verde, o purpura indica la presencia de fenoles.
Los fenoles forman un complejo con Fe (111), que es intensamente coloreado. El cloruro

férrico al reaccionar con los fenoles, origina como producto una coloracion verde oscura.

Procedimiento:
Reaccion con cloruro férrico: En un tubo de ensayo se adiciono de cloruro férrico al 5%
y 5mg del extracto a investigar, se homogenizo y se procedio a la lectura visual, tomando

en cuenta para ello el precipitado verde oscuro (Medina, 1997).
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Taninos:

Meétodo: colorimetria

Fundamento: Los taninos son metabolitos secundarios que se encuentran unidos a los

fenoles, por lo que reaccionan también con sales de cloruro. El cloruro de sodio en

contacto con taninos origina una coloracion crema. (Medina, 1997).

Procedimiento:

Reaccion con NaCL: Al extracto obtenido se le agrego una solucion de NaCL al 5%,

luego fue homogenizado y se dio lectura visualmente. Para una prueba positiva se debid

formar un precipitado crema (Medina, 1997).

3.6. Analisis estadistico

Para los anélisis de resultados de este objetivo, no se considerd realizar analisis estadistico

alguno, ya que se realizara estudios netamente descriptivos e interpretativos, tales como

la presencia de coloraciones en la determinacion de metabolitos secundarios de las plantas

y su intensidad para evaluar cualitativamente la presencia de dichos metabolitos.

Los alcaloides, los fenoles y los taninos, se visualizardn en el siguiente rango de

coloracion.

Las lecturas se realizaron con el siguiente rango: color intenso (+++ 0 muy abundantes),

color regular (++ o abundantes) y color débil (+ o leve) (Medina, 1997).

Lectura

Rango

Color intenso
Color regular
Color débil

+++ = muy abundante
++ = abundante

+ = leve

Fuente: Medina (1997).
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3.5.2. Evaluacion de porcentaje de inhibicidbn de extractos etandlicos en
concentraciones de 25%,50%,75% y 100% de Xenophyllum dactylophyllum

(Pupusa) Y Werneria sp. (pura pura) frente Escherichia coli.
a) Obtencion de cepa.

Aislamiento de cepa Escherichia coli, fueron a partir de muestras de orinas positivas a
infeccion urinaria de pacientes del consultorio externo del Hospital Regional Manuel

Nufez Butron de Puno.

b) Procedimiento:

Se utiliz el medio selectivo de Agar Mac Conkey para el aislamiento se prepar6 4.5g de
agar Mac Conkey en 90 ml de agua destilada para 4 placas en seguida se llevo el medio
de esterilizaciéon en autoclave a 120 °C por 30 minutos, luego se realiz6 el plaqueo,
vertiendo aproximadamente 20 ml del medio Mac Conkey en cada placa estéril vacia,
luego se espero su solidificacion. (Anexo, Figura 13). En el que se realizaron siembra
por dispersién en el medio de cultivo, se codificd la placa con un plumén indeleble, luego
para la incubacion a una temperatura de 37° C por 24 a 48 horas, una vez desarrolla las

colonias, se procedio a las pruebas identificacion y a coloracion Gram.

Coloracion Gram

El método permitio observar la morfologia de las bacterias y a que grupo de bacterias
pertenecen, Gram positivos 0 Gram negativos. Para ello se utilizé lo siguientes: Cristal

violeta, lugol, alcohol y safranina (Lopez et al., 2014).

Procedimiento:

Se escogio la bacteria para realizar la tincion con ayuda de asa bacteriologica y se
extendio en un portaobjeto, se pasé con la flama del mechero para fijar, posteriormente
se vertio sobre el frotis con cristal violeta por un periodo de 1 minuto, a continuacion se
lavd con abundante con abundante agua destilada, en seguida se cubrié el frotis con el

lugol, y se dejo actuar por un minuto, transcurrido el tiempo se lavo con abundante agua,

44
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pasado ello se cubrid con solucion decolorante con el alcohol acetona por 30 segundos,
por ultimo se usé la safranina se cubri6 la ldmina con colorante de contraste safranina,
por un minuto, transcurrido el tiempo se lavo con agua; y se limpia con papel secante por
la parte inferior de la lamina de portaobjetos, y se dejo secar las laminas a temperatura
ambiente, finalmente se observo en el microscopio con el objetivo de 100x con aceite de

inmersion.

Identificacion bioquimica en medios diferenciales

Bateria bioquimica de identificacion, viene conformado por los medios solidos Agar
hierro tres azucares (TSI), Lisina hierro agar (LIA), citrato de Simmons y medo SIM
(Hidrogeno sulfurado, Indol y movilidad).

Agar hierro tres Azucares (TSI):

Para determinar si la bacteria fermenta alguno de los tres azucares como son las (glucosa,

sacarosa o glucosa) (koneman y Allen, 2008).

Procedimiento:

Con una aguja bacterioldgica se cargd la muestra de la colonia de bacteria para identificar
y se sembro en el medio de cultivo inclinado del agar, se realiz6 un pique hasta el fondo
el medio y luego estria en la superficie, también se llevo a incubacion por 24 horas a
37°C. Transcurrido el tiempo si las reacciones bioquimicas por el viraje del color del

medio de rojo a amarillo y la produccion de acido sulfdrico por un viraje a negro.

Prueba de agar lisina hierro agar (LI1A)

Se us0O para determinar si la bacteria descarboxila o desamina la lisina y forma acida
sulfurico (H2S) (Baile y Scott, 2003).
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Procedimiento:

Se utilizé la agua bacterioldgica la muestra de colonia a identificar y se sembro realizando
3 piquetes hasta el fondo y luego estria simple en la superficie e inclinado del agar, luego
se llevd a incubacion por 24 horas a 37°C, transcurrido el tiempo se observé las reacciones
bioguimicas en el medio por el viraje de color del medio de violeta a amarillo o lila

intenso.

Prueba de Citrato

Este medio permite observar si las bacterias es capaz de utilizar el citrato como Unica

fuente de energia y carbono (Koneman y Allen, 2008).

Procedimiento:

Se inoculd en un tubo la muestra de colonia y se sembro sobre la superficie del medio
inclinado por método de estria simple, luego se llevo a incubacién durante 24 horas a
37°C, luego pasado el tiempo se observd la reaccion bioguimica en caso de ser positiva
el medio se torna azul y en caso de ser negativa mantiene su color verde original. (Anexo,
Figura 17).

Prueba de SIM (Hidrogeno sulfurado, Indol, Mobilidad)

El medio se usa méas que todo para observar si las bacterias producen el indol mediante la
degradacion del tryptofano, para ver la movilidad y en ocasiones la produccion de

hidrogeno sulfurado (Bailey y Scott, 2003).

Procedimiento:

Se tomé la colonia se inoculo en caldo peptona la muestra de bacteria con una aguja
bacteriologica y se sembrd en el medio realizando una punzada hasta la % partes del
medio y se llevo a incubacion por 24 a 48 horas a 37°C, finalmente pasado el tiempo se
agregd 1 a 2 gotas el reactivo de Kovac para observar la presencia del indol en la
superficie en cuyo caso, si se forma un anillo rosado es indol positivo, también se observa
la movilidad y la presencia de hidrogeno sulfurado si este se tornara negro. (Anexo,
Figura 18).
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Preparacion de concentraciones y controles

Para la preparacion de concentraciones con extracto etanolico de pupusa y pura pura, se
realizd las concentraciones (%), en los tubos de ensayos de la siguiente manera: primera
concentracion de (25%) = 0.5 ml de extracto etanol de pupusa + 1.5 ml de agua estéril,
segunda concentracion del (50%) = 1 ml de extracto etanol + 1 ml de agua esteéril, tercero
fue de (75%) = 1.5 ml de extracto etanol + 0.5 ml de agua estéril, cuarta concentracion
es de (100%) = 2 ml de extracto etanol de pupusa + 0 ml de agua estéril. De la misma
manera se prepard para Werneria sp las concentraciones con el mismo procedimiento.
Finalmente, para los controles de la siguiente manera amoxicilina 500 g + 2 ml de agua

destilada, para el control negativo es de 2 ml de agua estéril. (Figura 2).

concentracion Concentracion concentracion concentracion
25% 50% 75% 100%

2ml 2ml 2ml 2m|
0.5 ml extracto etanol 1 ml extracto 1.5 ml extracto 27l R
+ W * *
1.5 ml agua estéril 1 ml agua estéril 0.5 ml agua estéril 0 ml agua estéril

l l l l

P P 2N P
) ) L) )

S N A A

Figura 2. Concentracion de extractos etanélicos
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Estas concentraciones se les consideran como tratamientos, (T1, T2, T3 y T4),
respectivamente. Finalmente se prepar6 los controles siendo estos los siguientes:
Control positivo: Amoxicilina de 500 mg en 2 ml de agua destilada estéril.

Control negativo: 2 ml de agua destilada esteéril.

Preparacién de discos de sensibilidad

Se obtuvieron discos a partir de papel filtro Whatman N°5 mm de diametro, con un
perforador luego se colocaron en frasco estéril previamente esterilizados, las
concentraciones de pupusa y pura pura, en etanol de 96°, los discos fueron colocados a
20 ul de extractos etandlicos de pupusa y pura pura preparados en diferentes
concentraciones (25%, 50%, 75% y 100%), los discos fueron colocaron en
concentraciones diferentes, también el control positivo (C+) y control negativo (C -).
(Figura 2).

Preparacion del inoculo (Mac. Farland)

Para estandarizar la densidad del inoculo se utiliz6 una suspension de sulfato de bario
(0.5 en la escala de Mac. Farland) como estandar de turbidez, se agreg6 0.5 ml de BaCl2
en 99.5 ml de agua de una solucién de H2SO4, se verifico la densidad correcta del
estandar. Una vez preparada el estandar de turbidez. En un tubo de ensayo estéril con tapa
se colocaron 4 ml de solucién salina estéril, se recogio 3 a 4 colonias con el asa de kolle
y se coloco en el respectivo tubo de ensayo. Luego se homogenizo la suspension
inmediatamente ajustada a la escala 0.5 de Mc. Farland, correspondiente a una suspension
aproximada de 1x108UFC/ml.

Preparacion de medios de cultivo

Se preparo 8 g. de agar Mdller Hinton en 170 ml de agua destilada para 8 placas. Luego
se llevo el medio a esterilizacion en autoclave a 120 °C por 30 minutos. Antes que el
medio cultivo se enfrie, se realizé el plaqueo, vertiendo aproximadamente 20 ml de medio
Miller Hinton en cada placa estéril vacia, en seguida se esperé su solidificacion.

Seguidamente, del tubo de ensayo estandarizado con la escala de Mc Farland con el
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inoculo de cepa de Escherichia coli con la ayuda de hisopos estériles se sembro en placas
preparadas de agar Muller Hinton.

Procedimiento:

En el Agar Muller Hinton, se procedio a preparar los pozos con sacabocados estériles,
donde se colocaron las concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%. Se sumergio un
hisopo estéril en la suspension bacteriana de 1x108 UFC/ml (turbidez estandar de 0.5 de
Mc Farlan), se inocul6 en la superficie en cada placa de Agar Miiller Hinton, se disperso
en la superficie del medio con el hisopo estéril, luego con la ayuda de una pinza estéril se
colocaron los discos de papel filtro en el pozo de Agar estos fueron colocados con pinza
estéril con cada una de las concentraciones del extracto etanélico pupusa y pura pura.
Como control positivo se utilizaron amoxicilina, y como control negativo se utiliz6 agua

destilada estéril.

En el caso del control positivo se realizaron pozos en el agar, en la preparacion de
amoxicilina de 500 mg con 2 ml de agua destilada estéril. Para la concentracion del
control negativo también se realizé pozos en el agar, con un disco de papel Whatman de
5 mm, y con la ayuda de una micropipeta de 20 pul se coloco agua destilada estéril. Todas
las placas se colocaron las 8 placas Petri por especie. Asi como las placas de controles
positivos y negativos. Posteriormente se incubd las placas en posicién invertida a 37 °C
durante 24 horas, para su posterior lectura e interpretacion. Finalmente se midio los

didmetros de las zonas de inhibicién utilizando vernier calibrador.

Aplicacion de los discos

Se realiz6 5 pozos separados uniformemente, se coloco los discos de papel filtro dentro
de los pocillos con la ayuda de una pinza estéril. Seguidamente con una pipeta automatica
se suministro 30ul del extracto de Xenophyllum dactylophyllum (Pupusa) y Werneria sp
(pura pura) a diferentes concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% y control positivo de

500mg en 2ml de agua destilada estéril y control negativo 20 pul de agua destilada.
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En el medio de cultivo Muller Hinton se inoculo Escherichia coli realizando siembra por
agotamiento, a fin de conseguir homogeneidad en el medio con el hisopo estéril. Se
coloco con pinza esteéril los discos de control positivo que es la amoxicilina y extractos
en diferentes concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% y fueron rotulados el sembrado
de las placas. Finalmente se incubaron en una incubadora por 24 horas a 37°, pasado el
tiempo de incubacion se procedié a medir, los diametros de los halos de inhibicién

alrededor de cada disco.

Evaluacion del efecto antibacteriano

La evaluacion del efecto antibacteriano, se realiz6 midiendo los halos de inhibicién
bacteriana (mm) con vernier calibrado, los halos de inhibicién de las bacterias tanto del
control negativo (agua destilada), control positivo se utilizd amoxicilina (Ochoa et al.,
2012). El porcentaje de inhibicion de los extractos se calculd aplicando la siguiente
formula (Corso, 2012).

El calculo del porcentaje del efecto inhibitorio se aplicé la siguiente formula.

% efecto inhibitorio = Media didametro halo de inhibicién x 100

Diametro halo de inhibicion control positivo

Lectura e interpretacion de halos de inhibicion

Se midid los diametros de las zonas de inhibicién completa incluyendo el diametro del
disco, usando el calibrador vernier digital.

Después del tiempo de la incubacion se examinaron cada placa y se procedi6 a medir con
un vernier digital, en milimetro de los didmetros de los halos de inhibicion alrededor de
cada disco. Para la interpretacion de los resultados se realizé del siguiente cuadro de
estandarizacion recomendado por (INS, 2002) y por el Instituto Estandarizacion de

Laboratorio clinicos (Clinical and Laboratory Standards Institute CLSI, 2019).
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Tabla 4. Estandarizacion de medida de halos de inhibicion (mm).

Metodologia SENSIBLE INTERMEDIO RESISTENTE

Antimicrobiano Contenido Diametro en mm

del disco
R | S
Ampicilina 10 pg <13 14 - 16 > 17
10/20 ug <14 mm 15-17 >18

Fuente: (INS, 2002; CLSI 2019).

En la tabla 4 se muestra medidas establecidas de halos de inhibicion (en mm), con la
concentracion en comparacién del antibiético de uso comercial utilizados: R; resistente,

I; intermedio, S; sensible.

c) Variables de investigacion:

v" Variable independiente: Extracto etandlico de Xenophyllum dactylophyllum y
Werneria sp al 25%, 50%, 75%, 100%.

v' Variable dependiente: Efecto antimicrobiano sobre Escherichia coli en

condiciones de laboratorio.

d) Anélisis Estadistico

Se aplico el disefio completo al azar para Para el efecto inhibitorio de extractos etanolicos
de pupusa y pura pura, y el antibiético amoxicilina sobre E. coli, al obtener los resultados
de la investigacion, se utilizé el anélisis de varianza (ANOVA). Los datos se procesaron

en el Software Estadistico InfoStat.

Para determinar las diferencias entre las concentraciones respecto a la inhibicion
producida en Escherichia coli por el efecto de extractos etanolicos, se realizo la prueba
de Tukey para realizar esta prueba de comparacion de medias entre los diferentes
tratamientos, el andlisis de varianza se realiz6 utilizando el siguiente modelo lineal

aditivo:
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Yij = U+T + &

Donde:
Yij =Variable de respuesta (halo de inhibicién en mm)

M =Promedio general
T; = Efecto de la i-ésima concentracion del extracto

&; = Efecto del error experimental

Las pruebas estadisticas se evaluaron:
Si el resultado es p < a 0.05 las pruebas son significativas

Si el resultado es p > a 0.05 las pruebas no son significativas

Prueba de rango multiple de Tukey.

Procedimiento:

1) Encontrar el error estandar de la media: S(’
s - 2CM ¢
X r
r : NUmero de repeticiones

CMee : Cuadrado Medio del Error Experimental

2) Encontrar la Amplitud Estudiantizada Significativas de Tukey: AES(D)

AES(D) - D(t—l,GLEE);a
3) Determinar la Amplitud Limite de Significacion
Amplitud Limite de Significacion de Tukey: ALS (D)

ALS(D) = AES(D)S_

4) Ordenar los promedios de los tratamientos en serie por su magnitud en forma

decreciente y realizar las diferencias de medias entre los mismos.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Composicién fitoquimica cualitativa (alcaloides, fenoles y taninos) de los
extractos etandlicos de Xenophyllum dactylophyllum (pupusa) y Werneria sp. (pura

pura).

Los resultados obtenidos luego de realizar composicion fitoquimico cualitativa de pupusa
Xenophyllum dactylophyllum (pupusa) y Werneria sp (pura pura). En las hojas de
Xenophyllum dactylophyllum cuyos resultados con respecto alcaloides fue abundante
(++), para los reactivo de fenoles fue muy abundante (+++), asimismo para tanino fue
muy abundante (+++). Mientras tanto para Werneria sp (pura pura) mostré una reaccion
en alcaloides muy abundante (+++), sin embargo, los resultados para fenoles mostro
reaccion abundante (++). Finalmente, para taninos presento una reaccién abundante (++),
mientras en taninos abundante (++). Los resultados afirman que hay diferencia en la
cantidad de metabolitos secundarios de los extractos alcoholicos de ambas especies como

se menciona en la (Tabla 5).

Tabla 5. Observacion de reacciones de la composicion fitoquimico cualitativa de los

extractos etanolico de Xenophyllum dactylophyllum y Werneria sp 2018.

Principios activos Reactivos Xenophyllum  Werneria

dactylophyllum spp

Alcaloides Dragendorff — ++ +++
Alcaloides Mayer + +
Alcaloides Wagner + +
Fenoles FeCl 5% +++ ++
Taninos NaCl 5% +++ ++
Leyenda:
+: Leve

++:  Abundante

+++:.  Muy abundante
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Estas diferencias en la presencia y/o abundante, muy abundante y leve se diferencia de
otras plantas porque esta planta es de altura a diferencia de otras plantas; de diferentes
Organos vegetales, se deberia probablemente influenciada por las condiciones de

humedad del Suelo.

Otros autores encontraron la presencia de los metabolitos secundarios obtenido por
Coronao y Cauna (2018) Al realizar el estudio fitoquimico cualitativo de Rumex crispus
presento abundante cantidad de alcaloides (+++) en presencia de reactivo Dragendorf,
seguidamente de Mayer y Wagner en mediana cantidad (++), y Plantajo major solo
presento regular cantidad de alcaloides con el reactivo de Dragendorf (++) y en menor
cantidad con los reactivos de Mayer y Wagner (+). En cuanto a los fenoles Rumex crispus
presento abundante cantidad (+++) y Plantajo major (++). En taninos Rumex crispus
presento regular cantidad (++) y Plantajo major presento menor cantidad (+), Rumex
crispus presento una mayor cantidad de alcaloides y fenoles en tanto que Plantajo major

presento mediana cantidad de ambos principios activos.

Mamani (2017) En su trabajo de investigacion en la composicion fitoquimica cualitativa
presentaron alcaloides, taninos, mientras tanto (Chura, 2017) manifiesta por presentar una
muy abundante cantidad de alcaloides (+++), reactivo Dragendorf y el reactivo de
Wagner; mientras el reactivo Mayer, la mayor concentracion de alcaloides (++); Esto se
deberia probablemente a la presencia de morfina y papaverina; por otro lado, Lima (2015)
encontrd segun el reactivo de Wagner, presentado abundante de cantidad de alcaloides
(++) y fenoles fue entre abundante (++) y leve (+); mientras que el contenido de taninos,

fue negativo en todas las muestras.

Quispe (2017), las muestras de Xenophyllum dactylophyllum fueron recolectadas el mes
de mayo de 2016, sobre los 4800 msnm, en su habitat natural, y de suelo crioturbado de
la Cordillera de los Andes donde se observa en primer plano un magnifico cerro cubierto
por nieve y el acceso es muy complicado por las bajas temperaturas que se perciben en
este lugar, la altitud es un factor determinante para la distribucion de varias especies de
xenophyllum se han reportado en los andes del territorio peruano 14 especies y trece de
ellas estan adaptadas o tienen preferencia a desarrollarse desde los 4000 metros muchas

veces las encontramos cubierta por nieve.
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4.2. Evaluacion del porcentaje de inhibicion en los extracto etandlicos en
concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% de Xenophyllum dactylophyllum

(pupusa) y Werneria sp. (pura pura) frente Escherichia coli.

4.2.1. Extracto etanolico en concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% de

Xenophyllum dactylophyllum

En resultados de aislamiento de Escherichia coli al extracto etanolico de Xenophyllum
dactylophyllum para concentraciones experimentales de 25%,50%,75% y 100%. Se
observa que el mayor halo de inhibicion el control (amoxicilina) con el mayor de
inhibicion 15.54 mm el cual representa al 100%. Seguido por la concentracion de extracto
etanolico de pupusa al 100% con 15.03 mm siendo un porcentaje de inhibicién 96.71%;
de la misma manera de 75% con 13.74 mm generando un porcentaje de 88.41%; por lo
tanto al 50% tiene halo de inhibicidén 12.83 mm tiene un porcentaje 82.56%; mientras que
el efecto inhibitorio se determind para 25% de extracto etanolico de pupusa con 11.70

mm teniendo un porcentaje de 75.28% de inhibicion. (Tabla 6).

Tabla 6. Diametro de halos de inhibicion (mm) y porcentaje de inhibicion, a diferentes
concentraciones (25%, 50%, 75% y 100%) con extracto etanolico de Xenophyllum
dactylophyllum comparando con el control positivo amoxicilina frente a Escherichia coli
2018.

Concentraciones R1 R2 R3 R4 Promedio % de

de halo de inhibicién

inhibicion
25% 11.98 11.77 1165 11.39 11.70 75.28
50% 1298 1288 12.8 12.63 12.83 82.56
75% 1396 13.79 13.7 1349 13.74 88.41
100% 1551 15.18 14.92 1451 15.03 96.71
Control 1597 1566 154 1514 1554 100
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Luego de realizar el analisis de varianza y prueba de Tukey, los porcentajes de inhibicion
de los extractos etanolico se encontraron diferencias estadistica, en las concentraciones
de (25%, 50%, 75% Yy 100%), frente al control positivo. siendo mayor la inhibicion en
concentraciones de 100% seguido por las concentraciones de 75% y 50% Yy el menor
porcentaje de inhibicion fue para 25%. Sin embargo, entre las concentraciones y el grupo
control hubo estadisticamente, siendo el mayor el grupo control (F= 376.679; GL= 4;
P<0.001).

Para determinar porcentaje de inhibicion en comparacion al amoxicilina se realizé
primero, la prueba estadistica de analisis de varianza para poder determinar la
significancia de la prueba y si al menos una de las concentraciones es diferente a los
demas; que posteriormente se corroboro6 con la prueba de contraste de Tukey, de un total
de 4 tratamientos un control positivo (amoxicilina) y con 4 repeticiones el valor de (p <
0.0001) a un a = 0.05, el cual estadisticamente es altamente significativo. Se demuestra
que al menos uno de los tratamientos es diferente y posee efecto antimicrobiano del

extracto etandlico de Xenophyllum dactylophyllum sobre Escherichia coli.

Tabla 7. Prueba de rango multiple de Tukey para halos de inhibicion del extracto de
pupusa Xenophyllum dactylophyllum sobre Escherichia coli.

Categorias  Media  Grupos
Control + 15544 A

100% 15.034 B

75% 13.739 C

50% 12.825 D

25% 11.701 E

Medias con diferente letra, son estadisticamente diferentes entre si (p<0.05)

El andlisis de varianza (Anexos), determiné la existencia de diferencia altamente
significativa entre las concentraciones (p=0.0001), por lo cual se procedi6 con la
realizacion de la prueba de rango multiple de Tukey, de cuyos resultados se evidencia que
el Control + presenta el mayor efecto antibacteriano, seguido de la concentracion de 100%
de extracto de pupusa, mientras que el menor efecto se presentdé con el 25% de
concentracion, los resultados sefialan que todas las concentraciones produjeron halos de

inhibicidn estadisticamente diferentes entre los mismos (p<0.05).

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO Jis5 Nacional del
: Altiplano

15.82+

14.374

m

12.914 —_

11.46+

HAL O DE INHIBICION EN mm DE Escherichia coli

10.00

C 25% C 50% C75% C100%  CONTROL

Tratamiento con Xenophyllum dactylophyllum pupusa

Figura 3. Porcentaje de halos de inhibicion del extracto etanolico de Xenophyllum
dactylophyllum, segun las concentraciones y comparacién del halo de inhibicion con el

control positivo frente a la bacteria Escherichia coli 2018.

En la Figura 3, la amoxicilina con un halo de inhibicion de 15.54 mm, esta representado
de color amarillo por la letra “E” que no se repite con las demaés letras, lo cual indica que
posee diferencia significativa al no repetirse con las demas letras; la concentracion (%)
de extracto etanolico de Xenophyllum dactylophyllum de 100 % de color verde y 75 % de
color azul, con halos de inhibicion de 15.03 y 13.74 mm respectivamente, las
concentraciones de 50 % de color rosado con un halo de inhibicién de 12.83 mm, y 25
% de color rojo poseen la misma letra “A”, con un halo de inhibicion de 11.70 mm

también es significativamente diferente de las demas ya que es una letra diferente.
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Tabla 8. Halos de inhibicion y susceptibilidad de extracto etanolico frente a Escherichia

coli.
Concentraciones (%0) Halos de Categorizacion
De extracto etanolico Inhibicion
Xenophyllum dactylophyllum (mm)
25% 11 mm Resistente
50% 12 mm Resistente
75% 13 mm Resistente
100% 15mm Intermedio
Control 16 mm Intermedio

En la Tabla 8 se determind efecto antibacteriano de acuerdo a un antibiograma
estandarizado que estd dada por el halo de inhibicién a la cual esta es “resistente”,
podemos decir que la concentracion del 25%, 50 % y 75% de extracto etanolico de

Xenophyllum dactylophyllum.

4.2.2. Actividad antibacteriana de extracto etanolico en concentraciones de (25%,
50%, 75% y 100%) en Werneria sp. frente a Escherichia coli.

En resultados de aislamiento de Escherichia coli fue resistente para el extracto etandlico
de Werneria spp para concentraciones experimentales de 25%,50%,75% y 100%. En el
resultado se observa que el mayor halo de inhibicién el control (amoxicilina) con el mayor
de inhibicion 15.54 mm el cual representa al 100% de inhibicidn siendo estadisticamente
mayor al respecto de tratamiento (p>0.05); Seguido por la concentracién de extracto
etandlico de pura pura al 100% con 89.83 mm siendo un porcentaje de inhibicion
89.83%; de la misma manera de 75% con 12.64 mm generando un porcentaje de 81.33%;
por lo tanto al 50% tiene halo de inhibicion 11.83 mm tiene un porcentaje 76.12%;
mientras que el efecto inhibitorio se determind para 25% de extracto etanélico de pupusa

con 10.74 mm teniendo un porcentaje de 69.12% de inhibicion. (Tabla 9).
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Tabla 9. Diametro de halos de inhibicién (mm) y porcentaje de inhibicién, tratados con
diferentes concentraciones (%) con extracto etanolico de Werneria sp comparando con el

control positivo amoxicilina frente a Escherichia coli.

Concentraciones R1 R2 R3 R4 Promedio % de

de halode inhibicion

inhibicion
25% 10.92 10.78 10.7 10.53 10.74 69.11
50% 1193 1187 11.79 11.73 11.83 76.12
75% 12.80 12.66 1257 1251 12.64 81.33
100% 1445 14.09 13.87 13.43 13.96 89.83
Control 1597 1566 154 1514 1554 100

Luego de realizar el analisis de varianza y prueba de Tukey, el porcentaje de
inhibicion de los extractos etanolicos variando estadisticamente, siendo mayores
concentraciones de 100%, seguido por las concentraciones de 75% y 50% y el menor
porcentaje de inhibicion fue para 25%. Sin embargo entre las concentraciones y el grupo
control hubo estadisticamente, siendo el mayor el grupo control (F= 651.774; GL= 4;
P<0.001).

Para determinar porcentaje de inhibicion en comparacion al amoxicilina se realizd
primero, la prueba estadistica de analisis de varianza para poder determinar la
significancia de la prueba y si al menos una de las concentraciones es diferente a los
demas; que posteriormente se corrobord con la prueba de contraste de Tukey, de un total
de 4 tratamientos un control positivo (amoxicilina) y 4 repeticiones y el valor de (p <
0.0001) a un a = 0.05, el cual estadisticamente es altamente significativo. Se demuestra
que al menos uno de los tratamientos es diferente y posee efecto antimicrobiano del

extracto etandlico Werneria sp. Sobre Escherichia coli
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Tabla 10. Prueba de rango multiple de Tukey para halos de inhibicion del extracto de

Werneria sp. Sobre Escherichia coli.

Categorias  Media  Grupos

Control + 15544 A

100% 13.961 B

75% 12.639 C

50% 11.833 D

25% 10.735 E

Medias con diferente letra, son estadisticamente diferentes entre si (p<0.05)

El andlisis de varianza (Anexos), determiné la existencia de diferencia altamente
significativa entre las concentraciones (p=0.0001), por lo cual se procedi6 con la
realizacion de la prueba de rango multiple de Tukey, de cuyos resultados se evidencia
que el Control + presenta el mayor efecto antibacteriano, seguido de la concentracion
de 100% de extracto de Werneria sp mientras que el menor efecto se presento6 con el
25% de concentracion, los resultados sefialan que todas las concentraciones
produjeron halos de inhibicion estadisticamente diferentes entre los mismos (p<0.05).
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Figura 4. Porcentaje de halos de inhibicidn del extracto etanolico de Werneria sp Segun
las concentraciones Comparacion del halo de inhibicién con el control positivo frente a

la bacteria Escherichia coli 2018.

En la Figura 4, la amoxicilina con un halo de inhibicion de 15.54 mm, esta representado
de color amarillo por la letra “E” que no se repite con las demas letras, lo cual indica que
posee diferencia significativa al no repetirse con las demas letras; la concentracion (%)
de extracto etanolico de Werneria sp. de 100 % de color verde y 75 % de color azul, con
halos de inhibicion de 13.96 y 12.64 mm respectivamente, las concentraciones de 50 %
de color morado con un halo de inhibicion de 11.83 mm, y 25 % de color rojo poseen la
misma letra “A”, con un halo de inhibicion de 10.74 mm también es significativamente

diferente de las demas ya que es una letra diferente.
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Tabla 11. Actividad antibacteriana de extracto etanolico de acuerdo a un antibiograma

estandarizado.

Concentraciones (%0) Halos de categorizacion
De extracto etanolico Inhibicion

Werneria sp (mm)

25% 11 mm Resistente
50% 12 mm Resistente
75% 13 mm Resistente
100% 15 mm Intermedio
Control 15 mm Intermedio

En la Tabla 11 se determind efecto antibacteriano de acuerdo a un antibiograma
estandarizado que esta dada por el halo de inhibicion a la cual esta es “resistente”,
podemos decir que la concentracion del 25%, 50 %, 75% Yy al 100% de extracto etanolico

de Weneria sp.

4.2.3. Comparacion de la determinacion de los extracto etanolicos en
concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% de Xenophyllum dactylophyllum

(pupusa) y Werneria sp. (pura pura) frente Escherichia coli, 2018.

En la presente tabla se observa en la interpretacion de la zona de inhibicién al efecto
bacteriano de Pupusa y pura pura se fundamenta en el analisis, en los halos de inhibicién
que son expresados en mm, de cepa de Escherichia coli, los resultados del promedio del
mayor halo de inhibicion se registra con el diferentes concentraciones al 25%, 50%, 75%
y 100% respectiva (Tabla 12).
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Tabla 12. Comparacion de los extractos etandlicos en concentraciones de 25%,50%,75%
y 100% de Xenophyllum dactylophyllum (pupusa) y Werneria sp (pura pura) frente
Escherichia coli 2018.

Halos de inhibicion sobre Escherichia coli

Concentra

Werneria sp Xenophyllum Control

ciones .
dactylophyllum Positivo

25% 50% 75% 100% | 25% 50% 75% 100%

Promedio
de halos 10.74 11.83 12.64 13.96 11.70 12.83 13.74 15.03 | 15.54
de

inhibicion

(mm)

Los resultados indican la existencia de diferencias entre los halos de inhibicion de los
extractos de pupusa, al 100% de concentracion la pupusa mostré 15.03 mm, mientras que
la pura pura solo 13.96 mm, asi mismo con la menor concentracién de 25% de extracto

se observa un mayor halo para pupusa con 11.70 mm vy para pura pura 10.74 mm.

Tabla 13. Prueba de rango multiple de Tukey para halos de inhibicion del extracto de

pupusa Xenophyllum dactylophyllum (pupusa) Werneria sp (pura pura) sobre Escherichia

coli.
Categoria Media Grupos
Control + 15.544 A
Pupusa 13.325 B
Pura pura 12.292 C

Medias con diferente letra, son estadisticamente diferentes entre si (p<0.05)

El analisis de varianza (Anexos), determiné la existencia de diferencia estadistica

altamente significativa entre los tipos de plantas (p=0.0001), por lo cual se procedio con
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la realizacion de la prueba de rango multiple de Tukey, de cuyos resultados se evidencia
que el Control positivo presenta el mayor efecto antibacteriano, seguido del extracto de
la planta de Pupusa con media de 13.325 mm y con el menor efecto el extracto de pura

pura con 12.292 mm de halo inhibitorio.

Baca (2017) en su trabajo de investigacion nos indica que las concentraciones minimas
inhibitorias segun UFC para E. coli, no se observd crecimiento alguno a las
concentraciones de 25%, 50%, 75%, 100%, de tal forma que en muestra investigacion

también se observé resultados similares.

En otros estudios (Chura 2017) en las semillas y hojas al 100% de concentracion
originaron los mayores didmetros de inhibicion bacteriana de E. coli, con promedios de
halos de 9.27 mm y 9.63 mm, y menores con la concentracion del 50%; estos valores
promedios estuvieron por debajo del promedio por el tratamiento control positivo
Eritromicina con 9.77 mm, frente a un nulo crecimiento microbiano observado a
concentraciones de 5%, 10%, 30%. Por otra parte, resultaron que la bacteria E. coli
experimentada, resulto ser resistente al antibacteriano Eritromicina del control positivo,
debido a que el diametro fue menor a los 13 mm, asimismo la decoccién al 100%, logro
el mayor valor con el 94.85% de inhibicién

Soto et al. (2015), quienes mediante la aplicacién de extractos etandlicos de raices de
Rumex crispus, mostraron efecto antimicrobiano en Escherichia coli y tambien
Sthafilocucus aureus en concentraciones de 5.15 y 30%; asimismo, Mamani (2017),
reporté que los extractos alcoholicos de Senecio spp (chachacoma), inhibieron el
crecimiento de S. aureus; a su vez, en extractos etanélicos y aceites esenciales inhibieron

mas del 50% de E. coli y Bacillus sp.

(Aquino 2017), Actividad antimicrobiana de Chenopodium ambrosioides frente a
Escherichia coli, fue sensible para el Chenopodium ambrosioides para concentraciones
experimentales de 5 pl, 10 pl, 20 pul y 1 ml. En el resultado el mayor halo de inhibicion
de 20 pl con 20 mm y generando un porcentaje de inhibicion de 200.00% seguido por 1
ml con 18.6 mm y conun porcentaje de inhibicion de 186.67%. Siendo estadisticamente
mayor al resto de las concentraciones (p > 0.05); seguida de la concentracion de 10 pl con

13.5 mm y generando un porcentaje de inhibicion de 135 %, mientras que el control
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positivo (ampicilina sulbactan) con 10 mm el cual representa el 100 % inhibicion
bacteriana y la menor concentracion fue para 5 pl con 9.3 mm generando un porcentaje
de inhibicion de 93 %. Por otro lado (Calsin, 2017), el extracto etandlico de Equisetum
arvense a una CMI de 2.5 %, lo que equivale a 25 pul/ml, al igual que es aceite esencial
presentd una inhibicion fuerte. Si bien es cierto, ambas sustancias (aceite esencial y
extracto etanolico), resultaron causar una inhibicion fuerte. Al realizar el analisis
estadistico, ambas CMI resultaron con diferencia estadistica significativa (Fc= 238.09,
gl=1, p< 0.0001).
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V. CONCLUSIONES

La composicion fitoquimico cualitativa de alcaloides, fenoles y taninos de las hojas de
Xenophyllum dactylophyllum, en alcaloides fue abundante (++), para reactivos de
Dragendorff, mientras que para el reactivo Mayer y Wagner obtuvo una reaccion (+) leve,
con respecto a fenoles muy abundante (+++), en taninos muy abundante (+++). En
comparacion en Werneria sp. Mostré en alcaloides fue muy abundante (+++), para
reactivos de Dragendorff, mientras que para el reactivo Mayer y present0 una reaccion
leve (+) y asi mismo para el reactivo de Wagner presento también una reaccion leve (+)

con respecto a fenoles abundante (++) en taninos fue muy abundante (+++).

El mejor efecto inhibitorio de extractos etandlicos de Xenophyllum dactylophyllum
(pupusa) y Werneria sp. (pura pura) frente a Escherichia coli, se obtuvo a una
concentracion del 100% presentd mayor halo de inhibicion de 15.03 mm, con respecto al
porcentaje fue de 96.71%, el cual presenta diferencia estadistica significativa frente a los
demas tratamientos con menores concentraciones. Asimismo, con control positivo
amoxicilina, obtuvo un mayor halo de inhibicion de 15.54 mm, con respecto al porcentaje
fue 100%. Mientras tanto, el extracto etan6lico de Werneria sp. (pura pura), obtuvo mayor
efecto inhibidor a la concentracion de 100% se obtuvo un halo de inhibicion 13.08 mm;
con un porcentaje de 89.83%, presenta diferencia estadistica significativa frente a las
demés concentraciones menores y el control positivo. Mientras en Escherichia coli

resulto resistente a todos los extractos etanélicos.
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar estudios de las plantas de Xenophyllum y dactylophyllum y Werneria sp, los
principios activos como carbohidratos y otros, determinar la composicién fitoquimica

cuantitativa mediante procesos cromatograficos de Xenophyllum dactylophyllum.

Profundizar los estudios en las plantas nativas del altiplano, con otros tipos de solventes
y diferentes concentraciones o menores concentraciones mas efectivas. Realizar estudios

de toxicidad de los metabolitos secundarios de esta especie vegetal.

Se recomienda el estudio en genero Werneria, es una de las mas grandes de la flora
peruana y Xenophyllum, en otras presentaciones como en aceite esencial, en otras

bacterias patdgenas.
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ANEXOS

Figura 6. Hojas tendidas a secar en Laboratorio de la FCCBB de la UNA Puno 2018.
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Figura 7. Trituracion de las hojas con mortero de Xenophyllum dactylophyllum (pupusa

) y Werneria sp (pura pura).

o i

FCCBB de la

Figura 8. Filtracion con papel filtro Whatman N° 5 en laboratorio de

UNA-Puno 2018.
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Figura 9. Filtrado de pupusa Xenophyllum dactylophyllum (pupusa ) y Werneria sp (pura
pura) en el laboratorio, FCCBB, UNA 2018.

Figura 10. Determinacion fitoquimico Xenophyllum dactylophyllum (pupusa ) realizado
en el laboratorio de Ecologia de la FCCBB de la UNA — Puno 2018.

Figura 11. Determinacion fitoquimico Werneria spp (pura pura) realizado en el
Laboratorio de la FCCBB de la UNA — Puno 2018.
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Figura 12. Esterilizacion de los materiales en el laboratorio en la FCCBB de la UNA-
Puno 2018.

Figura 13. Aislamiento de Escherichia coli en el laboratorio de Microbiologia de
Alimentos de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional del

Altiplano- Puno.

Figura 14. En la incubacion de las muestras en Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos de la FCCBB de la UNA-Puno 2018.
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Figura 15. Halo de inhibicidn en los extractos de pupusa Xenophyllum dactylophyllum
sobre Escherichia coli en el laboratorio de Microbiologia de los Alimentos de la Facultad

de Ciencias Boldgicas de la Universidad Nacional del Altiplano-Puno.

Figura 16. Halo de inhibicion en los extractos de pura pura sobre Escherichia coli en el
laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Nacional del Altiplano-Puno.
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Figura 17. Prueba bioguimica para Escherichia coli en agar TSI, CS, LIA, periodo mayo-

agosto, Puno- 2018.

Figura 18. Prueba bioquimica para Escherichia coli en agar indol, periodo mayo- agosto,
Puno- 2018.
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