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PRESENTACION

La presente investigacion tiene por objetivo determinar la actividad antimicrobiana del
extracto etanolico de la especie Annona muricata en microorganismos patdgenos. Un
estudio realizado en forma exploratoria sin manipulacion de variables, cuya muestra fue
obtenida de los plantones de la especie vegetal encontrados en la localidad de Pampa
Michi en la selva central, para luego exponer a la solucién de etanol con la finalidad de

obtener el principio activo para ser investigado.

La investigacion se enmarco teniendo en cuenta algunos estudios realizados de forma
similar con otras especies vegetales, toda vez que a la fecha no existe documentacion o
estudios de la actividad antimicrobiana de la Annona muricata, sin embargo, las
propiedades antioxidantes, anticancerigenas y antiinflamatorias de esta especie, fueron

los que motivaron a llevar a cabo esta investigacion.

El primer capitulo de la investigacion comprende la realidad problematica y formula el
problema. El segundo capitulo se desarrolla los antecedentes y la validacion conceptual
y cientifica que nos permitira comprender el contexto de la investigacion. En el tercer y
cuarto capitulo involucra las variables y la metodologia empleada en el estudio, para
finalizar en el quinto y sexto donde se presentan los resultados y se hace un analisis en
triangulacion con los objetivos y antecedentes.
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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar la actividad antimicrobiana de
la Annona muricata, una especie de guanabana, frente a microorganismos patdgenos
como la Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomona aeuriginosa durante el
afio 2017. El estudio de tipo basico, transversal, prospectivo; correspondid al nivel
exploratorio no experimental, sin embargo, se realizaron ensayos en los laboratorios de
Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad
Peruana Los Andes. Aplicé un disefio descriptivo comparativo en la que se realizaron
procedimientos de inoculacion de bacterias en medios sélidos y preparacion del extracto
etandlico con hojas pulverizadas de la especie vegetal. La determinacién de la actividad
antimicrobiana se realizd a través de la comparacion de tres muestras, en las que bajo la
técnica de incorporacion se depositaron las cepas bacterianas, el extracto etanélico y un
marcador antibi6tico que sirvié de comparacién y que fueron los discos de Amikacina.

La evaluacion de resultados fue tomando en cuenta la medida en milimetros del halo
inhibitorio, encontrdndose que dos de las tres cepas bacterianas fueron sensibles al
extracto etanodlico de la Annona muricata, presentando en promedio 13mm de halo
inhibitorio para E. coli y 12.6 mm para S. aureus. Por otro lado, para la cepa de
Pseudomona aeuriginosa, la actividad antimicrobiana no fue positiva ya que el halo

inhibitorio mostro sélo 3mm para el extracto y 9 mm para la Amikacina.

Palabras clave: Actividad antimicrobiana, halo inhibitorio, cepas bacterianas, extracto

etandlico.

Xi



ABSTRACT

The objective of the present investigation was to determine the antimicrobial activity of
Annona muricata, a guanabana species, against pathogenic microorganisms such as

Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Pseudomona aeuriginosa during 2017.

The basic, cross-sectional, prospective type study; corresponded to the non-experimental
exploratory level, however, tests were carried out in the Microbiology and Parasitology

laboratories of the Faculty of Health Sciences of the Universidad Peruana Los Andes

He applied a comparative descriptive design in which procedures of inoculation of
bacteria in solid media and preparation of the ethanolic extract with pulverized leaves of
the plant species were carried out. The determination of the antimicrobial activity was
carried out through the comparison of three samples, in which, under the incorporation
technique, the bacterial strains, the ethanolic extract and an antibiotic marker that served

as a comparison were placed, which were the Amikacin discs.

The evaluation of results was taking into account the measurement in millimeters of the
inhibitory halo, finding that two of the three bacterial strains were sensitive to the
ethanolic extract of Annona muricata, presenting on average 13mm of inhibitory halo for

E. coli and 12.6mm for S Aureus

On the other hand, for the Pseudomona aeuriginosa strain, the antimicrobial activity was
not positive since the inhibitory halo showed only 3mm for the extract and 9mm for the
Amikacin.

Key words: Antimicrobial activity, inhibitory halo, bacterial strains, ethanolic extract.



CAPITULO I
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1. Descripcion de la realidad problematica

El uso de vegetales con fines medicinales para restablecer la salud es una practica
conocida desde tiempos antiguos. Durante siglos, fueron las plantas medicinales, el Gnico
recurso del que disponian los médicos para lograr alivio, siendo este el motivo que llevo

a investigar mas de las propiedades medicinales que poseen las especies vegetales.

Las plantas poseen gran cantidad de componentes quimicos o principios activos que
condicionan diversas respuestas o efectos en el organismo, es decir tienen actividad
bioldgica, por lo que la terapia con plantas medicinales se ha convertido en una via
alternativa a bajo costo y con menos efectos adversos ya que por ser natural interactla
fisiolégicamente con el organismo. Los vegetales son ricos en una serie de sustancias
como taninos, terpenoides, alcaloides, flavonoides, en los que de cierta forma se han
evidenciado que tienen propiedades antimicrobianas in vitro. ? Este es el motivo por el
cual, en las ciudades de paises con desarrollo acelerado, asi como los que se hallan en
proceso de desarrollo, el uso de plantas con fines curativos y medicinales ha aumentado

considerablemente.



El gran reto, entonces, para los paises que ostentan una gran diversidad bioldgica
es poder enlazar y transformar los conocimientos de los recursos vegetales y animales en
materia importante para elaborar productos cuyo fin sea en beneficio de la poblacion,

aprovechando sus propiedades y recolectandolas sin dafiar la biodiversidad.

El Pert es rico en variedad bioldgica tanto en plantas como en la riqueza animal,
esta considerado como un lugar base de la farmacobotanica, y también es rico en
costumbres y medicina tradicional, lo cual es muy usado empiricamente en el cuidado de
la salud o en su restauracion, debido a las propiedades terapéuticas bien conocidas. Este
conocimiento proviene desde épocas antiguas en las que los incas la utilizaban para
salvaguardar su salud y no se ha quedado estatico, sino que ha pasado de generacion en
generacion logrando enriquecerse con los conocimientos de nuevos pobladores o de

nuevas culturas provenientes de otros lugares, formando asi las tradiciones terapéuticas.
(4,5).

Asi pues, teniendo en consideracion la riqueza cultural y la biodiversidad de nuestro
Per(, estudiar e investigar acerca de las propiedades terapéuticas de las plantas,
especialmente las nativas resultan relevantes, desde un punto de vista cientifico y cultural.
Asi también, las enfermedades crénicas como el cancer o como procesos degenerativos y
otros como la diabetes, hipertension e infecciones bacterianas resistentes, han sido motivo
para que los investigadores busquen nuevas opciones terapéuticas en productos de la

naturaleza con la finalidad de encontrar nuevas alternativas en el tratamiento. ©

En el Per(, y otros paises latinoamericanos, las plantas con propiedades medicinales
estan consideradas como importantes herramientas terapéuticas tradicionales; ya con una
base cientifica, lo que ha obligado a realizar mayores investigaciones que nos permitan
encontrar especies de plantas con accion citotoxica, antiinflamatoria, anticancerigena,

analgeésica, antiparasitaria, antibacteriana, antifungica entre otras.

La investigacion propuesta pretende hallar una especie vegetal con actividad
antimicrobiana, la Annona muricata. Teniendo en cuenta que segun los conocimientos de

las tradiciones curativas en el Per( se tienen una gama de agentes vegetales con poder



antimicrobiano que han sido estudiados in vitro y en vivo comprobandose sus resultados,

como por ejemplo la Mufia (Minthostachys mollis) -8

Una de las plantas con mayor investigacion es Allium sativum “ajo” por Sus
propiedades antibacterianas y antimicéticas, y ultimamente por las que tiene para reducir
el colesterol y los triglicéridos. La Aliina es responsable de todo ello, comprobandose su
accion in vitro y en vivo frente a cepas bacterianas desde Salmonella typhi y Shiguella,
hasta variedades de Candida albicans. y hongos, dermatofitos y levaduras patdgenas al
hombre. ® Asi como el ajo, la “tara”, es motivo también de estudio farmacéutico por las
propiedades antibacterianas frente al Staphylococcus aureus y el Streptococcus pyogenes,
esta especie, la Caesalpinia spinosa, tiene también actividad antiinflamatoria frente a

infecciones respiratorias de la via alta, asi como infecciones del tracto genital femenino.

En este sentido, la investigacion esta dirigida a determinar si la especie vegetal
Annona muricata, conocida comunmente como guanédbana tiene actividad antimicrobiana
in vitro; basdndonos en estudios que reportan los beneficios de esta especie, como por
ejemplo que las hojas son utilizadas en infusion como agentes antidiarreicos, aplicadas
localmente son antiinflamatorias y se han utilizado también en caso de parotiditis. La
actividad febrifuga y astringente de las flores. En general esta especie vegetal es
recomendada a obesos, cardiacos y diabéticos; es mas los estudios reportan metabolitos
con actividad citotdxica que se logra bloqueando la respiracion mitocondrial e inhibiendo

la produccion de ATP lo que promueve la muerte celular.

Por otro lado, algunas investigaciones reportan actividad antimicrobiana tanto para
bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus, Bacillus sp.) Como para Gram
negativas (Escherichia coli, Proteus mirabilis). En relacién a la actividad antifungica
existen estudios que reportan actividad contra Candida albicans, Trichophyton

mentagrophytes, Trichophyton rubrum y Aspergillus niger, entre otros ‘%

Es asi el interés que motivo a la realizacion de esta investigacion, a fin de descubrir

en nuestro medio dicha actividad bioldgica de la especie vegetal.



1.2. Delimitaciéon del Problema

De acuerdo a los aspectos explicados lineas arriba, esta investigacion se desarrollo
con hojas de la especie Annona muricata obtenidas de plantones provenientes de la selva
central, logrando asi determinar la actividad antimicrobiana de la misma frente a
microorganismos patdgenos, los mismos que fueron analizados y procesados en los

laboratorios de microbiologia de la Universidad Peruana Los Andes.

1.3. Formulacién Del Problema

El problema se puede expresar de la siguiente manera:

1.3.1.Problema general

¢Cual es la actividad antimicrobiana del extracto etanolico de la especie Annona

muricata frente a microorganismos patdgenos — Huancayo 20177

1.3.2.Problemas especificos

¢Cual es la actividad antimicrobiana del extracto etanolico de la especie Annona

muricata frente a Escherichia coli?

¢Cual es la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de la especie Annona

muricata frente a Staphylococcus aureus?

¢Cual es la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de la especie Annona

muricata frente a Pseudomona aeuriginosa?

¢ Cual es el diametro del halo inhibitorio del extracto etandlico de la especie Annona

muricata que presente mayor actividad antimicrobiana?



1.4. Justificacion
1.4.1. Teobrica

Los hallazgos obtenidos de la investigacion se han podido integrar al bagaje de
estudios e investigaciones cientificas, contribuyendo asi al conocimiento de la actividad
antimicrobiana de esta planta medicinal que posee gran cantidad de beneficios
antioxidantes conocida como “Guanabana”, lo que la coloca como opcion terapéutica

confiable, seguro y en menor costo.

1.4.2.Social o practica

La investigacion permitié determinar el poder antimicrobiano de la especie,
basadndonos en las propiedades curativas que posee in vivo, con lo que se contribuye a
establecer alternativas de aprovechamiento de la biodiversidad bioldgica que ostenta
nuestro Per( en beneficio de la sociedad. Ya que resulta de vital importancia estudiar

microbiol6gicamente sustancias con actividad antibiotica.

1.4.3. Metodoldgica

El estudio, permitié el empleo de técnicas y procedimientos microbiol6gicos
actualizados y estandarizados para determinar la actividad antimicrobiana, asi también el
empleo de técnicas utilizados para obtener los extractos contribuyé al aporte

metodoldgico.

1.5. Objetivos
1.5.1. Objetivo general

Determinar la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de la especie Annona
muricata frente a microorganismos patégenos — Huancayo 2017.

1.5.2. Objetivos especificos

Determinar la actividad antimicrobiana del extracto etanélico de la especie Annona

muricata frente a Escherichia coli.

Determinar la actividad antimicrobiana del extracto etanélico de la especie Annona

muricata frente a Staphylococcus aureus.



Determinar la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de la especie Annona

muricata frente a Pseudomona aeuriginosa.

Determinar el diametro del halo inhibitorio del extracto etandlico de la especie

Annona muricata que presente mayor actividad antimicrobiana.



CAPITULO Il
MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes de estudio

El trabajo es inédito, por lo que los antecedentes estan orientados a mostrar
investigaciones acerca de las diferentes actividades bioldgicas que presenta la Annona
muricata, asi como investigaciones similares en las cuales se evalla la actividad

microbioldgica de otras especies vegetales.

Garcia K. (2009) @Y, en su Tesis doctoral sobre el Aislamiento y caracterizacion
estructural de acetogeninas obtenidas de semillas de Annona cherimolia y Annona
muricata. Evaluacién genotoxica y potencial quimioterapéutico, desarrollada en el
Instituto Politécnico Nacional de México, realiz6 el aislamiento de acetogeninas (ACG)
para su evaluacién toxicoldgica, cuantificando posteriormente la actividad citotéxica in
vitro de la ACG en células provenientes de cancer de colon a fin de evaluar el efecto
qguimioterapéutico. Los resultados obtenidos concluyen en que la ACG de Annona
muricata reduce en un 80% el indice de lesiones pre neoplasicas en el colon a una dosis
de 0.17mg/kg.

El argentino Alonso J. (2011) @2 en su Tratado de Fitofarmacos y Nutracéuticos

afirma que la Annona muricata preparada como extracto etandlico tiene poder



antiparasitario y anti protozoario frente algunos tipos de amebas, y Trichomonas,
confiriéndole tal poder a las acetogeninas, sustancias que serian las responsables de esas
propiedades, entre las cuales cita a ala anonacina A y anomucicina A. En este tratado
también se refieren al poder antiviral demostrado frente al herpes virus tipo 1 y tipo 2

demostrando para el primer caso una concentracion inhibitoria minima 1 mg/ml.

Ramirez R. y Col. (2013) ®® de nacionalidad colombiana, realizaron en la
Universidad de Boyaca — Colombia, la investigacion acerca de la “Evaluacion de la
actividad antimicrobiana de extractos de plantas frente a cepas bacterianas
multiresistentes”, investigando seiS especies vegetales frente a cinco cepas patdgenas a
diferentes diluciones, encontrando que, de las seis especies analizadas, solo en dos de
ellas se pudo evidenciar el efecto inhibitorio. La Manzanilla (Helichrysum italicum) tanto
en estracto metandlico tuvo poder de inhibicion para bacterias grampositivas (S. aureus y
E. faecalis), obteniéndose como resultado que la CMI con el extracto metanolico para las

dos cepas en mencion fue 1,0 mg/ml y con el extracto diclorometéanico fue de 0,5 mg/ml.

Poma E. y Col. (2011) ™ En su investigacion: Estudio Fitoquimico y Actividad
Antinflamatoria de la Annona muricata L. (Guanabana) de Cuzco, desarrollada en la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos Lima Per(; demostraron la presencia de
flavonoides a través del método del edema plantar en ratas inducido por carragenina,
obteniendo como resultado que el extracto acuoso de esta especie vegetal a la
concentracion de 1,5 mg/kg posee actividad inflamatoria significativa comparado con

indometacina.

Ruiz J. (2009) *® en su estudio realizado en la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, investigo la “Actividad antimicrobiana de cuatro plantas del nor-oriente peruano:
Cassia reticulata (planta entera), llex guayusa Loes (hojas), Piper lineatum (hojas), y
Terminalia catappa (hojas), frente a Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis y Escherichia coli; y los hongos Candida
albicans, Aspergillus niger y Microsporum canis”. Los resultados evidencian que, ocho,
es decir 67% de los doce extractos estudiados, tienen actividad antimicrobiana frente a la
cepa de Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis; y tan solo un 8% que

equivale a uno frente a Escherichia coli. Diez, que son alrededor de 83%, tuvieron



actividad significativa frente a Candida albicans, y el 50%, o “sea seis contra

Microsporum canis.

Torres J. (2014) @® Realiz6 la investigacion: “Evaluacion de la actividad
antimicrobiana de extractos de Luma chequen (molina) a. gray “arrayan” frente a
Patdgenos aislados de hemocultivos del Hospital Nacional Guillermo Almenara Irigoyen,
Lima-Pert.” Los patogenos evaluados fueron cepas hospitalarias bacterianas como
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
aureus y fungicos como Candida albicans, Candida tropicalis, Candida parapsilosis. Los
extractos utilizados fueron hexano, diclorometano, etanol; y se determin6 gue el extracto
etanolico presentod la mayor actividad antimicrobiana frente a los patdgenos evaluados.
En cuanto a la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto etandlico, los
resultados mas notorios fueron frente Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis y Klebsiella pneumoniae con una CMI de 3,125mg/mL y contra Candida
tropicalis y Candida parapsilosis que presentaron una CMI de 1,56 mg/mL.
Concluyendose que Luma chequen “arrayan” presenta amplio espectro de accion

antimicrobiana.

2.2. Bases tedricas
2.2.1.Fitoterapia

La definicion de Fitoterapia va dirigida al estudio de los productos vegetales naturales,
dando importancia o resaltando su uso por las propiedades terapéuticas que estos presentan;
para prevenir, curar o atenuar una enfermedad. 7). La medicina Fito terapéutica esta basada
en las propiedades de las plantas de las cuales se obtienen diferentes compuestos y productos
con fines medicinales, lo cual no debe ser confundido con el concepto de Droga, que €s un
término que denota sustancias que provienen de las especies vegetales naturales sin fines

terapéuticos.

Segun la Organizacion mundial de la salud (OMS) ®® las definiciones referidas a
planta medicinal estan basadas en las propiedades terapéuticas de cualquier parte, ya sea

hojas, raices o tallos, incorporando también la palabra de que estas mismas puedan ser



precursoras para la sintesis de sustancias terapéuticas a través del conocimiento quimico

farmacéutico.

En cuanto a Principios activos, la OMS explica que son todas las sustancias quimicas
que producen el efecto o son responsables de la actividad farmacoldgica. Y un medicamento,
es toda sustancia de origen natural o sintética que contiene el principio activo y que es

utilizado para el diagnostico, prevencion o curacion de un organismo enfermo.

2.2.2. Método de Extraccion

La extraccion de principios activos de una especie vegetal, puede realizarse de formas
diferentes, sin embargo, los solventes organicos como el alcohol o el acetato de etilo
acompafiados de un punto de ebullicion pueden ser muy efectivos para recuperar la mayoria
de metabolitos secundarios u obtener el principio activo. En otros casos es posible utilizar el

éter de petrdleo para estos fines, sobre todo cuando se desea extraer los compuestos lipidicos
(19).

El método de extraccidn que se elija debe ser siempre basado en la solubilidad que
poseen los compuestos o sustancias de la especie vegetal. Poe ejemplo aquellos lipidos de
baja o0 nula polaridad pueden ser preparados en éter de petréleo y cloroformo. Para aquellos

con polaridad media o con muy alta polaridad, se prefiere el acetato de etilo, etanol y acetona.
(20)

Maceracion
De acuerdo a Selles (1992) @b

“...la maceracion es el contacto prolongado durante cierto tiempo de la especie
vegetal con el solvente constituyendo un conjunto homogéneamente mezclado en el cual el
solvente actia simultaneamente sobre todas las proporciones de la especie vegetal,
circulando a través en todas las direcciones y sentidos y extrayendo sus principios activos
hasta producirse una concentracion en equilibrio con la del contenido celular” (Selles,

1992)

Es un procedimiento simple, en la que extraccion del principio activo o de los

componentes de la especie vegetal puede ser muy efectiva, tomando en cuenta que en el
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tiempo que dure la maceracion, debe haber proteccion frente a la luz para evitar que se
produzcan ciertas reacciones. Asi mismo agitar la mezcla diariamente para homogenizarla
y facilitar la obtencion de los componentes. La duracion del proceso de maceracion es
diversa, algunos autores indican tiempos desde cuatro dias a diez dias. La importancia de la
maceracion radica en que es un metodo en el que no hay agotamiento de la sustancia
extraida, sino que permanecen y cuanto mayor sea la relacion entre la especie vegetal y el

compuesto de maceracion, mayor sera el rendimiento. 2

2.2.3. Especie vegetal

Guanabana

En general, la guanabana pertenece a la familia Annonaceae la cual esta conformada
por 130 géneros con mas de 2000 especies. Los usos mas comunes de las plantas que
pertenecen a esta familia abarcan desde el cultivo para el consumo de su fruto, obtencion de
aceites para usos en perfumeria hasta la fabricacion de tacos de billar y arpones por las

propiedades de dureza y estabilidad de la madera @
Annona muricata

La annona muricata conocida cominmente como guanabana, pertenece a la familia
Annonaceae. Es un arbol tropical que Ilega a medir de 5 a 8 m de altura, se puede encontrar
en las Indias Occidentales, América del Norte y del Sur, las tierras bajas de Africa, islas del
pacifico y el Sudeste Asiatico @¥, crece en climas tropicales y subtropicales con
relativamente inviernos calidos por debajo de 1000 m de altitud ). Su fruto es el méas grande
del género annona, sus hojas son pecioladas, tienen un color verde claro a un verde brillante,
oblongas, con el apice acuminado @, Dentro de la medicina tradicional las hojas se utilizan
en forma de infusién como antidiarreicas y como digestivas, aplicadas localmente como
cataplasma y antiinflamatorias. Las flores se utilizan en forma de tisana en casos de gripe y
catarro bronquial. Poseen propiedades astringentes, digestivas y vermifugas. Se recomienda

a los hipertensos, cardiacos, obesos y diabéticos (Oviedo et al., 2009).
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Clasificacion botanica @9,

Reino: Plantae

Division: Angiospermae
Clase: Magnoliopsida
Orden: Magnoliales
Familia: Annonaceae
Geénero: Annona

Especie: Annona muricata L.

Usos de la hoja de guanabana

Las hojas y semillas han sido muy empleadas por las personas para diversas
dolencias, abarcando desde parasitos hasta hipertension y cancer. Tradicionalmente las hojas
de guandbana se emplean en problemas como dolores de cabeza, insomnio, diabetes, artritis,

reumatismo y como antiinflamatorio. (Mishra et al. 2013)

Tabla 1. Actividad y Compuestos encontrados en la Annona muricata

Autor Ensayo Compuestos
Fenoles totales 2.36 mg AGES&/100 g
AA 15.98 mg AA/100 g
Luteina 0.06 pg/g

B-cryptoxantina 0.05 pg/g
Licopeno 0.08 ug/g
a-caroteno 0.02 pg/g
B-caroteno 0.05 ug/g
Eﬁgbe”e etal. 2010. Antioxidantes a-tocoferol 0.12 pg/g
lipofilicos y-tocotrienol 0.05 pg/g
a-tocotrienol 0.11 pg/g
Carotenoides totales 0.27 pg/g
zeaxantina nd
d-tocoferol nd
y-tocoferol nd
d-tocotrienol nd
Myricetin <1 pg/mL
Fisetin trazas
Flavonoles Morin trazas
Quercetin nd
Kaempferol nd
Isorhamnetin < 1 pg/mL

Lako et al. 2007
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Hassimotto et al.,

2005 @0 Decoloracion B-caroteno

Extraccion metanolica
24.7 £ 3.6%

(adicion 10 uM AGE)
50.3 +3.8%

(adicion de 50 uM AGE)

Extraccion en fase sélida
36.7+29%

(adicion 10 uM AGE)
55.2 + 4.5%

(adicion 50 uM AGE)

Marques y Farah, AC'dOS, .
clorogenicos

2009 @

48.6 + 1.5 mg/100 g

Acidos
clorogénicos

Acidos cafealquinico (CQA)
3-CQA 3.6 0.1 mg/100 g
4-CQA 0.5 + 0.1 mg/100 g
5-CQA 3.3 % 0.2 mg/100 g
Acidos feruloilquinico (FQA)
3-FQA trazas

4-FQA nd

5-FQA nd

Acidos dicafeoilquinico (diCQA)
3,4-diCQA trazas

3,5-diCQA nd

4,5-diCQA nd

Fuente: Mishra et al. 2013
AA: Acido Ascorbico-vitamina C.
8AGE: Acido Galico Equivalente.

**nd: no detectado

2.2.4.Bacteriemia

Desde el punto de vista microbioldgico, la bacteriemia es considerada como la
presencia y permanencia de algun tipo de bacteria en el torrente sanguineo, es un concepto
que no hace referencia a la magnitud, persistencia o a la respuesta que ello puede generar en

el huésped. Pero si se asume la caracteristica de que la bacteriemia debe ser evidenciada por

un hemocultivo. ¢ 3

Entre las bacterias, que pueden generar bacteriemia tenemos:
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Escherichia coli

Es una bacteria gramnegativo, anaerobia facultativa se encuentran en su gran
mayoria formando parte de la microbiota del intestino, presenta mas 20 géneros bacterianos
y 120 especies. Es considerada una de las bacterias que provoca mas del 80% de infecciones
del tracto urinario y otro espectro de enfermedades. Sin embargo, al formar parte de la
microbiota intestinal son responsables de producir vitaminas B y K. Al crecer, son

fermentadoras de glucosay lactosa y son catalasa positivos, reduciendo los nitratos a nitritos.

Se ha considerado en los Ultimos afios que la bacteria esta implicada en bacteriemias
nosocomiales en nifios y adultos, constituyendo una entidad grave suponiendo un reto al

momento de instaurar el tratamiento antimicrobiano evitando las resistencias ¢4

Entre las cepas que se consideran son las siguientes:

Tabla 2. Serotipos Escherichia coli patégenas

]Sindromes clinicos |Escherichia coli patégenas

. coli enteropatogénica - EPEC

. coli enterohemorragica - EHEC
. coli enterotoxigénica, ETEC

. coli enteroagregativa - EAEC

. coli enteroinvasiva - EIEC

. coli adherente difusa - DAEC2

\Infecciones del tracto urinario |E. coli uropatogénica - UPEC
Sepsis/meningitis IMNEC

Enteritis/ enfermedad diarreica

mmmimimm

Fuente: Garcia Hernandez (2011)

Staphylococcus aureus

Fue una bacteria descubierta por el médico Alexander Ogston en 1880, actualmente
es considerada con propiedades potenciales para causar infinidad de infecciones en el
hombre. Conocida como muy virulenta se presenta en infecciones de piel y tejidos blandos
comunmente, pero puede producir infecciones en cualquier sistema y 6rgano y se encuentra
asociada a una alta morbi mortalidad provocando complicaciones en un 50% 5 Lo que

podria ser consecuencia de la alta resistencia a multiples antibioticos que esta bacteria ha
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desarrollado. Teniendo en cuenta el gran ndmero de infecciones hospitalarias que este
microorganismo causa desde una foliculitis o forunculitis hasta endocarditis, neumonias y
meningitis los estudios se han enfocado a determinar los mecanismos de virulencia,
descubriendo que la bacteria posee adhesinas en su superficie, asi como la secrecion de
enzimas y toxinas que son completamente responsable de la colonizacion e invasion en los

tejidos.
Pseudomona aeuriginosa

Es un bacilo curveado a veces o recto, gramnegativo y es aerobio, aunque in vitro debe
desarrollarse en condiciones anaerobias, habita cominmente en agua, suelo y plantas y se
transmite principalmente a través del instrumental quirdrgico. ©® es un patogeno oportunista
que afecta al hombre sobre todo con el sistema inmune deprimido, el sistema mas comun en
el que colonizan es el respiratorio causando el 50% de neumonias intrahospitalarias y
llegando a bacteriemias cuyo tratamiento es dificil por la frecuente y repetitiva resistencia
antimicrobiana. Asi también son causantes de otitis externa, pues al encontrarse en agua
pueden llegar a colonizar el conducto auditivo. Tienen gran relevancia clinica y son motivo

de muchos estudios epidemioldgicos debido a su gran virulencia y resistencia.
2.3. Definicion de términos

Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Es la minima concentracion de antimicrobiano (en pg/ mL) que inhibe el crecimiento
visible de un microorganismo después de 24 horas de incubacién a 37°C. La CMI se ha
establecido como “gold Standard” frente a otros métodos que evallan susceptibilidad
antimicrobiana; ademas de confirmar resistencias inusuales, da respuestas definitivas

cuando el resultado obtenido por otros métodos es indeterminado ¢
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Concentracion minima bactericida (CMB)

Es la minima concentracion de antimicrobiano que elimina a mas del 99,9% de los
microorganismos viables después de un tiempo determinado de incubacion (generalmente
24 horas) ©8)

In vitro

Conjunto de fendbmenos observados en el laboratorio a partir de productos bioldgicos
vivos. Método para mantener en vida diversos organismos vivos (células, espermatozoides,

6vulos, virus, etc.). en condiciones diferentes a las naturales, con técnicas de laboratorio %
Halo de Inhibicién

En un método simple de resumirse es la zona alrededor de un disco de antibiotico en
un antibiograma en el que no se produce crecimiento bacteriano en una placa de agar
inoculada con el gérmen. Es una medida de la potencia del antibiético frente al gérmen. Un
antibiotico se define como una sustancia quimica producida por un microorganismo capaz

de inhibir el desarrollo de microorganismos ajenos 0
Pruebas de sensibilidad bacteriana

Las pruebas de sensibilidad bacteriana se llevan a cabo mediante el antibiograma que
sirve para medir la sensibilidad de una cepa bacteriana a uno o varios antibidéticos. El estudio
de la sensibilidad in vitro es uno de los requisitos previos para la eficacia in vivo de un
tratamiento antibiético. También es importante para realizar estudios sobre la evolucién de
las resistencias bacterianas que permite revisar los protocolos de la antibioticoterapia

empirica %
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CAPITULO IlI

HIPOTESIS Y VARIABLES

3.1. Hipotesis

El estudio realizado por ser descriptivo y exploratorio no planteo hipotesis.

3.2. ldentificacion de Variables

La variable unica motivo de la investigacion es Actividad antimicrobiana del
extracto etanolico de la Annona muricata. Definida conceptualmente segin Andrews MJ
(2002) como “...la capacidad de destruir o inactivar microrganismos impidiendo su
proliferacion durante la exposicion al principio activo determinado obtenido con el uso
del etanol.” “Y y cuya definicion operacional se fundamenta en la facultad que posee una
parte de la especie vegetal Annona muricata, extraida mediante el solvente etanol, para

inhibir el crecimiento de microorganismos patdgenos.

Para conseguir el mejor entendimiento de la variable se tomaron las siguientes
dimensiones:



Actividad antimicrobiana frente a E. Coli: Definida operacionalmente como la
facultad que posee el extracto etanolico de la especie vegetal de inhibir el crecimiento de

cepas de Escherichia coli.

Actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus: Definida
operacionalmente cémo la facultad que posee el extracto etandlico de la especie vegetal

de inhibir el crecimiento de cepas de Staphylococcus aureus.

Actividad antimicrobiana frente a Pseudomona aeuriginosa: Definida
operacionalmente como la facultad que posee el extracto etandlico de la especie vegetal

de inhibir el crecimiento de cepas de Pseudomona aeuriginosa.

3.3. Operacionalizacion de Variables
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Tabla 3. Matriz de Operacionalizacion de variable

Criterios de

. Definicion Definicion . . . , . oy

Variable tmiet e Dimensiones Indicadores Categorias medicion Escala
conceptual operacional Dismetro (mm)"

< . Sensible >15

=1 L Presencia del halo de

RS Actividad s e g

= . . inhibicion ]

g antimicrobiana frente Intermedio 13-14

p a Escherichia coli. -

c Ausencia del halo de .

o) e ., Resistente <12

= Facultad que posee inhibicion

< . una parte de la especie

‘_U Capacidad de 14 ) Sensible >15

@ destruir o inactivar vegetal Annona Actividad Presencia del halo de

° microrganismos muricata, extraida antimicrobiana frente inhibicion

! 1CTOTS mediante el solvente Intermedio 13 -14 Nominal

S impidiendo su S a Staphylococcus

5 roliferacion etanol, para inhibir el aureus i

S p ‘ crecimiento de : Ausencia del halo de Resistente <12

L : : inhibicién -

g microorganismos

=] patogenos. .

c . Sensible >15

© . ACtlYIdad Presencia del halo de

= antimicrobiana frente inhibicién

.’g a Pseudomona Intermedio 13-14

=] aeruginosa -

< Ausencia del halo de Resistente <12

inhibicién

Fuente: Elaboracion propia

*Normas de Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana por el Método de Disco Difusion M100 - S23 (CLSI, 2013).




CAPITULO IV
METODOLOGIA

4.1. Método de Investigacion

Se empleo el método cientifico y observacional

4.2. Tipo de investigacion

La investigacion realizada fue de tipo basica, transversal y prospectiva

4.3. Nivel de investigacion

El estudio correspondié al nivel exploratorio no experimental, sin embargo, se
realizaron ensayos en los laboratorios de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de
Ciencias de la Salud de la Universidad Peruana Los Andes.

4.4. Disefio de la Investigacidn

La presente investigacion empleo el disefio descriptivo comparativo.



M2 O1

Ms

Donde:

M 1. Muestra 1
M3: Muestra 2
M3s: Muestra 3

O1: Observacién de la variable tUnica.

4.5. Poblacién y muestra

La Poblacion estuvo constituida por todos los plantones de la especie Annona
muricata de la Selva Central de la region Junin, provincia de Chanchamayo, Distrito de
Chanchamayo, del caserio de Pampa Michi.

La muestra que se estudid estuvo constituida por 300gr de hojas de los plantones
de la especie Annona muricata recolectadas del Distrito de Chanchamayo, caserio de
Pampa Michi necesarias para obtener el extracto etandlico. EI muestreo fue no
probabilistico intencionado lo que permitira escoger las hojas en mejor estado.

4.6. Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

A. Obtencion de la muestra

Se aplic6 una seleccién directa e intencionada de hojas de la especie Annona
muricata de los plantones de la selva central, departamento de Junin, en el periodo de
agosto 2017. Las muestras fueron identificadas en el laboratorio de Taxonomia Vegetal
del Departamento Académico de Botanica de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
UNMSM.
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Asi mismo las cepas patogenas fueron de origen hospitalario, obtenidas del
laboratorio de patologia del Hospital regional Docente Clinico Quirargico Daniel A.

Carrion, donde fueron aisladas y reconocidas.
B. Instrumento de recoleccion

Durante la investigacion se disefid una ficha de recoleccién de datos que permitio
identificar facilmente la muestra estudiada, la cepa patogena, y la medicion del halo

inhibitorio, conjuntamente con el antibidtico empleado.

4.7. Técnicas de procedimientos y analisis de datos
4.7.1. Procesamiento de la investigacion

a. Preparacion del Extracto etanolico

Las hojas que se recolectaron fueron seleccionadas y se limpiaron adecuadamente,
posteriormente, se sometieron a desecacion bajo sombra por mas o menos siete dias.
Luego se fragmentaron las hojas hasta pulverizarlas y se colocaron en etanol de 95° en
un recipiente de vidrio con tapa, el cual se dejo en maceracion por 15 dias.

b. Obtencion de las cepas de microorganismos

Las cepas bacterianas que se utilizaron correspondieron a Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Pseudomona aeuriginosa, obtenidos del laboratorio de patologia
del Hospital Carrion, las que fueron inoculadas en medios solidos (agar Mc Konkey) a

través de la técnica de incorporacién en placa e incubados por 24 horas a 37°C.
c. Inoculacion e incubacion de las muestras

Una vez obtenidas y reconocidas las cepas a través de las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas de las colonias tipicas, se procedio a incorporarlas en tres
placas Petri con agar Mueller Hinton, colocando también los discos de Amikacina y papel
filtro impregnado con extracto etandlico en cada placa. Posteriormente se incub6 a 37°C

por 24 horas.
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d. Lectura e interpretacion de resultados

Pasado el periodo de incubacién, se llevé a cabo la lectura a los resultados,
tomando en cuenta la a través de la exploracion de los halos de inhibicién, con la medida
de los didmetros en mm de cada halo y de cada muestra. Los valores obtenidos se
promediaron encontrando el didmetro medio que muestra el indice o la actividad
antimicrobiana en comparacion con el disco del antibiético comercial empleado, que en

este caso fue Amikacina.

4.7.2 Procedimiento a seguir para probar la hipotesis

La presente investigacion por ser de nivel descriptivo no plantea hipotesis.

4.7.3. Limitaciones

Dificultad en la recoleccion de la especie vegetal, materia de la investigacion, por
la lejania del cultivo, asi como en la obtencion de las cepas bioldgicas. Procesos de
laboratorio prolongados y finalmente dificultad en la obtencién de la caracterizacion de

la especie por la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

4.7.4 Técnicas y analisis de datos

Los resultados del recuento y deteccion se almacenaron en una Ficha de recoleccion
de datos y posteriormente se presentan mediante tablas cruzadas y figuras, siendo
procesados e interpretados mediante estadisticos descriptivos (media aritmética). Todos

los datos fueron procesados con la hoja de calculo Microsoft Excel 2013.
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4.8. Aspectos éticos de la investigacion

Por ser una investigacion cuya muestra es inerte, no se requirié ningun tipo de
consentimiento, por otro lado, se realizaron las coordinaciones pertinentes y gestion para
el uso de los laboratorios de microbiologia y parasitologia de la universidad, asi como

para el acceso a las cepas patdgenas del hospital.
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CAPITULO V
RESULTADOS

5.1. Descripcién de Resultados

Los resultados fueron obtenidos a partir de la exposicion de los microorganismos
patdgenos al extracto etandlico de Anonna muricata en tres muestras (M1, M2, M3)
teniendo en cuenta los procedimientos aprendidos en microbiologia que recomiendan
utilizar mas de dos muestras para obtener resultados mas fidedignos, esta exposicion tuvo
como resultado tres halos de inhibicién uno por cada muestra que fueron medidos en
milimetros, obteniendo posteriormente el promedio por cada microrganismo patégeno, y
que fueron comparados con la exposicion de lo microorganismo patdgenos a un
antibiético de amplio espectro como fue la amikacina obteniendo tres resultados
(R1,R2,R3).



Tabla 4. Actividad antimicrobiana de la especie Annona muricata (guanabana)
frente a bacterias patdgenas.

Extracto etandlico de Annona | | . . 0o balo de inhibicién
. . muricata halo de inhibiciéon
Microorganismos (mm) (mm)
patoégenos

M1 | M2 | M3 | Promedio | R1 R2 R3 | Promedio
Escherichia coli 12 13 14 13.00 20 23 25 22.67
Staphylococcus aureus 11 13 14 12.67 19 15 18 17.33
Pseudomona aeuriginosa 4 3 2 3.00 6 9 12 9.00

Fuente. Elaboracion propia

Figura 1. Exposicion de microorganismos al extracto etanolico en tres muestras

M1 M2
16
14
12 B i o]
12 Tl
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£ 8
6
4
4 3

==@== [ scherichia coli Staphylococcus aureus

EXTRACTO DE ETANOLICO DE Annona muricata

EXPOSICION DE MICROORGANISMOS AL
EXTRACTO ETANOLICO EN TRES MUESTRAS

M3

14

Pseudomona aeuriginosa

Fuente: Elaboracion propia
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La figural muestra la comparacion de medidas del halo inhibitorio durante la
exposicion en tres muestras del extracto etandlico a las cepas bacterianas, en donde de
evidencia que el halo inhibitorio es mayor para e. coli en la tercera muestra (M3) logrando
14 mm. Similar a Staphylococcus aureus cuyo halo inhibitorio también fue de 14 mm en
la M3. Por el contrario, la Ultima cepa bacteriana Pseudomona a. tan solo muestra un halo

minimo en las tres muestras.

Figura 2. Halo de inhibicion de la exposicion de microorganismos patogenos a la

Amikacina
HALO DE INHIBICION CON AMIKACINA
AMIKACINA
R1 R2 R3
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==@== [ scherichia coli Staphylococcus aureus Pseudomona aeuriginosa

Fuente: Elaboracion propia

La figura 2 nos muestra el halo inhibitorio de las cepas bacterianas con la
exposicion al antibiético Amikacina, donde el mayor diametro fue para E. coli en la
tercera muestra M3. Para Staphylococcus a. el maximo halo inhibitorio fue de 19 mm en

la primera muestra M1, y para Pseudomona a. se obtuvo 12 mm en la M3.
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Figura 3. Comparacién del halo de inhibicion entre el extracto etandlico de
Annona muricata y Amikacina

MICROORGANISMOS BACTERIANOS
Escherichia coli Staphylococcus aureus Pseudomona aeuriginosa
24.00
22.00 2357
20.00
18.00
16.00 17.33
14.00 12.67
€
£ 12.00 13.00
10.00
9.00

8.00

6.00
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==@== Extracto etandlico de Anonna muricata halo de inhibicién (mm)
Amikacina halo de inhibiciéon (mm)

Fuente: Elaboracion propia

La figura 3 muestra la comparacién del halo inhibitorio con la exposicién de las
cepas bacterianas tanto al extracto etandlico como al antibiético Amikacina, observando

claramente que el mayor diametro en todas las muestras las presenta la Amikacina.
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CAPITULO VI
ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

La Guanébana, conocida cientificamente como Annona muricata ha sido utilizada
desde épocas prehispanicas como alimento nutritivo, sobretodo en regiones del norte
como La libertad, sin embargo, su produccién se ha extendido a otras zonas del Perii como
Huénuco y la selva de Junin debido a sus propiedades antioxidantes y a su contenido rico
en K, Na, y Zn. En los ultimos afios ha sido exportada a Europa y Estados Unidos,
aduciendo sobretodo propiedades antiinflamatorias, tal como lo demuestra Poma E. y Col.
(2011), quien encontr6 un efecto antinflamatorio positivo a una concentracién de
1.5mg/kg de esta especie Anonna muricata en el edema plantar inducido en ratas en

comparacioén con la Indometacina.

En otros paises como Colombia, la guanabana se considera como una planta con
propiedades medicinales y una alternativa natural cominmente aceptada para tratar el
cancer gastrico e intestinal, y es consumida en forma de infusion frecuentemente,
coincidiendo con los resultados de la investigacién de Garcia K. (2009) donde los
resultados obtenidos concluyen en que la ACG de Annona muricata reduce en un 80% el
indice de lesiones pre neoplasicas en el colon a una dosis de 0.17mg/kg.



Teniendo en cuenta lo descrito, los principales propositos de la investigacion
fueron determinar la actividad antimicrobiana de la especie de guandbana Annona
muricata frente a microorganismos patogenos, en tal sentido, al analizar los resultados de
la actividad antimicrobiana se evidencia que en dos grupos de las muestras elaboradas, el
halo de inhibicién alrededor del extracto etanodlico estd presente, en una categoria
intermedia, segin las “Normas de Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad
Antimicrobiana por el Método de Disco Difusion M100 - S23 (CLSI, 2013),” lo que
sugiere que de alguna forma existe cierta actividad antimicrobiana. Esto se asemeja al
estudio realizado por Alonso J. (2011), quien en su Tratado de Fitofarmacos y
Nutracéuticos afirma que el extracto etandlico de Annona muricata ha demostrado
propiedades antiparasitarias y anti protozoarias sobre: Entamoeba histolytica,

Trichomonas vaginales.

En relacion al primer objetivo especifico, de determinar la actividad
antimicrobiana de la Annona muricata frente a cepas de E. coli. Se observa que el
promedio del halo de inhibicion se encuentra en 13mm indicando una categoria
intermedia de sensibilidad en relacion al halo inhibitorio encontrado con la Amikacina
que oscila en el maximo valor de sensibilidad de 22.6 mm. Coincidiendo con el estudio
de Ruiz J. (2009) cuyos resultados respecto a su investigacion sobre la actividad
antimicrobiana de cuatro plantas  del nor-oriente peruano, presentaron (8%) de
actividad frente a Escherichia coli.

Si bien es cierto, en otras investigaciones se ha detectado la actividad
anticancerigena y antiinflamatoria de la Annona muricata, éste podria ser el inicio para
profundizar acerca del efecto antimicrobiano con mas detalle, por ejemplo, utilizando
indicadores como la concentracion minima inhibitoria establecida como “Gold Standard”

para medir la actividad antimicrobiana de un nuevo medicamento.

Respondiendo al segundo objetivo especifico que nos habla de la actividad
antimicrobiana frente a la cepa de Staphylococcus aureus, el promedio de medida del halo
inhibitorio oscila en 12.6 mm siendo este el valor minimo para catalogar como “sensible”
al extracto etandlico de Annona muricata; en comparacion con los 17.3 mm de la

Amikacina. Esto es contrastable con los resultados de Torres J. (2014) que evalu6 la
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actividad antimicrobiana de extractos de Luma chequen (molina) a. gray “arrayan” frente
a Patogenos aislados de hemocultivos del Hospital Nacional Guillermo Almenara
Irigoyen, Lima-Per( y encontré que la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del
extracto etandlico, mas notorios fueron frente Staphylococcus aureus, con una CMI de
3,125mg/ml.

Por otro lado, en relacion al tercer objetivo, frente a Pseudomona aeuriginosa, el
resultado es contradictorio, ya que el halo inhibitorio se encuentra en niveles muy por
debajo del minimo, lo que sin duda indica una resistencia de la cepa al extracto etanolico,
curiosamente la Amikacina tampoco logra el halo de inhibicion aceptado para
sensibilidad. Probablemente esto es debido a que la cepa aislada tenga gran resistencia
antibidtica. Sin embargo, este resultado difiere con todos los encontrados en los
antecedentes, ya que en ellos se reporta actividad antimicrobiana, como es el caso de
Ramirez R. y Col. (2013), quienes realizaron la investigacion acerca de la actividad
antimicrobiana de extractos de plantas frente a cepas bacterianas multiresistentes,
investigando seis especies vegetales frente a cinco cepas patdgenas a diferentes
diluciones, encontrando de las seis plantas analizadas, que solo dos mostraron efecto
inhibitorio.

Para finalizar, es probable que la actividad microbiana encontrada se deba a que
el etanol posee una gran capacidad de extraccion de los componentes y principios activos
responsables de la actividad antimicrobiana presentes en la planta, como flavonoides,
taninos, etc. Sin embargo, se debe tener en cuenta que existen otros extractos con otros
solventes, incluso con aceites, que podrian actuar mas favorablemente con la actividad

antimicrobiana de la especie.

La aceptacion de la poblacion peruana frente a la medicina alternativa y natural y
de acuerdo a los resultados obtenidos, la investigacion ha permitido valorar, por lo menos
en un primer paso, las propiedades antimicrobianas de la guanabana abriendo el camino

para futuras investigaciones.
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CONCLUSIONES

Se determin0 la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de la especie
Annona muricata frente a dos de tres microorganismos patdgenos dando un halo

inhibitorio que oscil6 entre 13mm, 12.6mm y mm respectivamente.

Se determin0 la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de la especie
Annona muricata frente a la Cepa Escherichia Coli, refrendado por los 13mm del

halo inhibitorio que corresponde a sensibilidad intermedia.

Se determiné la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de la especie
Annona muricata frente a la Cepa Staphylococcus aureus, refrendado por los 12.6

mm del halo inhibitorio que corresponde a sensibilidad intermedia

Se determind que no existe actividad antimicrobiana del extracto etanélico de la
especie Annona muricata frente a la Cepa Pseudomona aeuriginosa refrendado por

los 3mm del halo inhibitorio que corresponde a resistencia.
Se determiné que el halo inhibitorio que presento mayor actividad antimicrobiana

del extracto etanolico de la especia Annona muricata fue frente a la Cepa

Escherichia coli.
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RECOMENDACIONES

A la Industria farmacéutica, profundizar estudios sobre las propiedades benéficas
de la especie de Annona muricata a fin de incorpora sus principios activos en la
comercializacion de medicamentos que hagan frente a enfermedades oncolégicas,

inflamatorias e infecciosas.

A la escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica, promover las investigaciones
experimentales referentes a especies vegetales con propiedades beneficiosas para

la salud de la poblacion.

A los estudiantes y egresados quimicos farmacéuticos, continuar la investigacion
de la especie Annona muricata que contribuyan a identificar los compuestos con
actividad antimicrobiana, a través de ensayos mas profundos y con otros

patdgenos de importancia clinica.
A los quimicos farmacéuticos, evaluar los extractos obtenidos con solventes que

puedan ser Utiles y eficaces para extraer los compuestos benéficos de especies

vegetales.
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TITULO: ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE EL EXTRACTO ETANOLICO DE Annona muricata FRENTE A MICROORGANISMOS PATOGENOS- HUANCAYO

Anexo 1

MATRIZ DE CONSISTENCIA

- 2017.
AUTOR: Bachiller Huaman Torre Evelin Yesica
Bachiller Seguil Alvarado Violeta Angélica
iy Formula .
Formulacion L L > Variable de ]
Formulacion de objetivos cion de . T Método
del problema PR investigacion
hipdtesis
1. Tipo de investigacion

General: Bésica, de Nivel exploratorio, observacional no experimental.

Determinar la actividad antimicrobiana del extracto

etandlico de la especie Annona muricata frente a Disefio de investigacion

microorganismos patégenos — Huancayo 2017. M1

Especificos: M o

e Determinar la actividad antimicrobiana 2 !
(Cudl  es la del extracto etandlico de la especie Ms
ivi Annona muri fren Escherichi i L,
actividad nona muricata frente a Escherichia Variable Unica: 2. Poblacién y muestra
antimicrobiana coli. La Actividad
del extracto e  Determinar la actividad antimicrobiana | . . antimicrobiana La Poblacidn estara constituida por todos los plantones de la especie Annona
- s . investigac . . A

etandlico de la del extracto etandlico de la especie i6n no del extracto muricata de la Selva Central, caserio Pampa Michi.
especie Annona Annona muricata frente a lantea etandlico de La muestra que se pretende estudiar seran las hojas recolectadas de los plantones
muricata frente a Staphylococcus aureus. Eipétesis Annona de la especie Annona muricata necesarias para obtener el extracto etandlico. El
microorganismos e  Determinar la actividad antimicrobiana muricata. muestreo serd no probabilistico intencionado lo que permitird escoger las hojas

patégenos -
Huancayo 20177?

del extracto etandlico de la especie
Annona muricata frente a Pseudomona
aeuriginosa.

e  Determinar el didmetro del halo
inhibitorio del extracto etandlico de la
especie Annona muricata que presente
mayor actividad antimicrobiana.

en mejor estado.

Instrumento

Ficha de recoleccion de datos que permita identificar facilmente la muestra
estudiada, la cepa patdgena, y la medicion del halo inhibitorio.

Anélisis estadisticos

se aplicara el software recomendado para investigaciones sociales y ciencias de
la salud, SPSS Version 22 (Programa estadistico para ciencias de la salud), los
gréficos seran procesados con la hoja de célculo del software Microsoft Excel
2013.

Fuente: Elaboracion propia




Anexo 2

MATRIZ DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Definicién Criterios de
Variable concentual Definicion operacional Dimensiones Indicadores Categorias medicion Escala
P Diametro (mm)”
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© Capacidad de p .

« R vegetal Annona . Sensible >15
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] impidiendo su oy

2 g . ., etanol, para inhibir el Staphylococcus aureus. :

= proliferacion. L. Ausencia del halo de .
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= . . inhibicion

S microorganismos
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< aeruginosa Ausencia del halo de .
e e Resistente <12
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Fuente: Elaboracion propia.




Anexo 3

INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

EXPOSICION DE MUESTRAS

Extracto etandlico de Anonna

Microorganimos patdégenos muricata Amikacina
Placa 1 Placa 2 Placa 2 Ple;ca Plgca Plgca

Medida de halo de

Escherichia coli inhibicion

Medida de halo de
Staphylococcus aureus

inhibicién
Pseudomona Medida de halo de
aeuriginosa inhibicion

Fuente: Elaboracion propia




Anexo 4

FICHA DE VALIDACION DE INSTRUMENTO

I DATOS INFORMATIVOS

TITULO DEL INSTRUMENTO:
ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE EL EXTRACTO ETANOLICO DE Annona
muricata FRENTE A MICROORGANISMOS PATOGENOS - HUANCAYO 2017
Institucion donde

Apellidos y nombres del experto Grado Académico
labora

INSTRUCCIONES: Lea cada uno de los indicadores correspondientes a los criterios que
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valoracion:

1 - Deficiente 2 — Aceptable 3 - Bueno 4 - Excelente

Il ASPECTOS DE VALIDACION:

CRITERIOS INDICADORES 1(2|3|4
CLARIDAD Estad formulado con lenguaje apropiado
OBJETIVIDAD Esta expresado en conductas observables
ACTUALIDAD Adecuado al avance cientifico
ORGANIZACION Existe una organizacién légica
SUFICIENCIA Comprende aspectos de cantidad y calidad

Adecuado para valorar aspectos comprendidos

INTENCIONALIDAD ..
en los objetivos

CONSISTENCIA Basado en los aspectos tedricos y cientificos
COHERENCIA De acuerdo a dimensiones e indicadores
METODOLOGIA LZ.:IS es"cra.tegias responden al propésito del
diagndstico
PERTINENCIA Es oportuno para la investigacion
Sub total
Total

. PROMEDIO DE LA EVALUACION
EXCELENTE

DEFICIENTE (10)  ACEPTABLE (11 - 20) BUENO (21-30)  EXCELENTE (31 —40)

Iv. OPINION O SUGERENCIAS:

SELLO Y FIRMA
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ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE EL EXTRACTO ETANOLICO DE Annona
muricata FRENTE A MICROORGANISMOS PATOGENOS - HUANCAYO 2017
Institucion donde
labora

UPLA Doctora

INSTRUCCIONES: Lea cada uno de los indicadores correspondientes a los criterios que
estructura la validacién de los instrumentos de tesis, y cologue un aspa (X), segln su
valoracién:

Apellidos y nombres del experto Grado Académico

POMA VIVAS, Ménica

1 - Deficiente 2 - Aceptable 3 - Bueno 4 - Excelente
Il ASPECTOS DE VALIDACION:
e VN - —
| CRITERIOS | INDICADORES 212573
CLARIDAD Esta formulado con lenguaje apropiado | | X
‘ !

OBIETIVIDAD
ACTUALIDAD
ORGANIZACION
SUFICIENCIA

| Esta expresado en conductas observables
Adecuado al avance cientifico

Existe una organizacion Idgica | | | X
Comprende aspectos de cantidad y calidad X
[ Adecuado para valorar aspectos comprendidos

en los objetivos

INTENCIONALIDAD

J CONSISTENCIA Basado en los aspectos tedricos y cientificos X
COHERENCIA f De acuerdo a dimensiones e indicadores X
METODOLOGIA Lgs es’tra.tegias responden al propésito del X

diagndstico
PERTINENCIA Es oportuno para la investigacidn X
Sub total 9 |28

Total
1. PROMEDIO DE LA EVALUACION
EXCELENTE
DEFICIENTE (10) ACEPTABLE(II—ZO) BUENO (21-30) EXCELENTE (31-40)

Iv. OPINION O SUGERENCIAS:
Al YA

_Stddal

0

SELLO Y FIRM




Anexo 5

CONSTANCIA DEL ESTUDIO TAXONOMICO DE LA annona muricata
EMITIDA POR LA USM

i —T UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS s, 100,
A 0.3 Universidad del Perii, DECANA DE AMERICA ‘/.\-@u"‘
B A VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO Historie @
! ,._‘\*& VICERRECTORADO DE | R
§ 52 § iwesmorconyroscaaon MUSEO DE HISTORIA NATURAL .

“Afio del Dilogo y la Reconciliacién Nacional”

CONSTANCIA N°269-USM-2018

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

La muestra vegetal (hojas y fruto), recibida de Evelyn Yesica Huaman Torre y
Violeta Angélica Seguil Alvarado, estudiantes de la Facultad de Farmacia vy
Bioquimica de la Universidad Peruana Los Andes - Huancayo; ha sido estudiada y
clasificada como: Annona muricata L.; y tiene la siguiente posicién taxonémica,
segln el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1981):

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: MAGNOLIIDAE
ORDEN: MAGNOLIALES
FAMILIA: ANNONACEAE
GENERO: Annona
ESPECIE: Annona muricata L.

Nombre vulgar: “guanabana”
Determinado por: Blgo. Mario Benavente Palacios

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

estudios.
Fecha, 11 de julio de 2018
= % =
. ASUNCION CANO ECHEVARRIA
JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM)
ACE/ddb

Fuente propia (2018)




Anexo 6
GALERIA FOTOGRAFICA

FIG 01. SELECCION DE LAS HOJAS DE annona muricata

Fuente propia (2018)

FIG.02. PREPARACION DEL EXTRACTO ETANOLICO

Fuente propia (2018)



FI1G.03. PREPARACION DE MATERIALES DE LABORATORIO

Fuente propia (2018)

FIG.04. PREPARACION DE AGAR MUELLER HINTON PARA
ANTIBIOGRAMA

Fuente propia (2018)



FI1G.05. MEDICION DEL HALO DE INHIBICION CON DISCOS DE
AMIKACINA

Fuente propia (2018)

FIG.06. MEDICION DEL HALO DE INHIBICION CON DISCOS DE
EXTRACTO ETANOLICO DE annona muricata

Fuente propia (2018)



Anexo 7

OFICIO DE PERMISO PARA USO DEL LABORATORIO DE LA FACULTAD
DE CIENCIAS DE LA SALUD UPLA




