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RESUMEN
El objetivo del presente trabajo de investigacion fue evaluar la actividad
antioxidante y actividad antibacteriana in vitro del extracto glicolico dea las flores
de Senna birostris (Mutuy) frente a la cepa de Staphylococcus aureus ATCC
25923. Se utilizé el extracto glicélico de las flores de Senna birostris (Mutuy) para
determinar la actividad antioxidante por el método Brand — Williams y como
control positivo se utilizd acido ascorbico y para determinar la actividad
antibacteriana se realizo por el método de pozos excavados.
Este extracto glicélico de las flores de Senna birostris (Mutuy) fue sometido al
control microbiolégico, para la deteccion de los microrganismos de Salmonella,
coliformes fecales, mesdfilos viables, hongos y levaduras y se encontré que el
extracto glicolico de las flores de Senna birostris (Mutuy) no presentd
contaminacion alguna. Se realizaron pruebas preliminares obteniéndose como
resultados los siguientes: La muestra vegetal de las flores de Senna birostris
(Mutuy) recolectada en el departamento de Cusco - Sagsaywaman a 3560
m.s.n.m. tiene un porcentaje de humedad de 78.15%, la solubilidad del extracto
glicdlico de las flores de Senna birostris (Mutuy) fue parcialmente polar y el
andlisis fitoquimico cualitativo mostré poca cantidad de compuestos fendlicos y
flavonoides, muy poca cantidad de triterpenos y esteroides, saponinas y
ausencia de alcaloides, taninos y quinonas. El porcentaje de rendimiento del
extracto glicolico de las flores de Senna birostris (Mutuy) es de 60.17%.
Mediante el método Brand — Williams, se determind la actividad antioxidante
obteniendo como resultado que el extracto glicélico de las flores de Senna
birostris (Mutuy) presenta actividad antioxidante con un porcentaje de inhibicion
del radical DPPH de 71% a una concentracion de 100 ug/mL en comparacion
con el &cido ascorbico que se utiliz6 como control positivo que presentd un valor
de 91.5% a una concentracion de 10 pg/mL superior al del extracto glicolico de
las flores de Senna birostris (Mutuy).
Mediante el método de pozos excavados se determind la actividad antibacteriana
obteniendo como resultado que el extracto glicélico de las flores de Senna
birostris (Mutuy) presenta actividad antibacteriana frente a la cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 con un halo maximo de inhibiciéon de 9 mm

a una concentracion del 100% y muestra sensibilidad antibacteriana la cepa de
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Staphylococcus aureus ATCC 25923 frente a Eritromicina con un halo de
inhibicién de 26.70 mm.

Con estos resultados obtenidos el porcentaje de inhibicion del radical DPPH y
halos de inhibicion, se realizé la prueba de ANOVA para evaluar la diferencia
significativa y se encontré que existe diferencia significativa estadisticamente
entre la media de cada concentracion del extracto y para ver en que grupo existe
diferencia se realizo la prueba de TUKEY.

Entonces se concluye que el extracto glicélico de las flores de Senna birostris
(Mutuy), presenta actividad antioxidante, una actividad antibacteriana frente a la
cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

PALABRAS CLAVE: Senna birostris (Mutuy), método de pozos excavados,

Staphylococcus aureus, actividad antioxidante, actividad antibacteriana.
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SUMMARY
The objective of this research work was to evaluate the antioxidant activity and
antibacterial activity in vitro of the glycolic extract of the flowers of Senna birostris
(Mutuy) against the strain of Staphylococcus aureus ATCC 25923. The glycolic
extract of the flowers of Senna birostris (Mutuy) to determine the antioxidant
activity by the Brand — Williams method and ascorbic acid was used as a positive
control and to determine the antibacterial activity it was carried out by the dug
well method.
This glycolic extract from the flowers of Senna birostris (Mutuy) was subjected to
microbiological control, for the detection of Salmonella microorganisms, fecal
coliforms, viable mesophiles, fungi and yeasts and it was found that the glycolic
extract from the flowers of Senna birostris (Mutuy) did not present any
contamination. Preliminary tests were carried out, obtaining the following results:
The plant sample of Senna birostris (Mutuy) flowers collected in the department
of Cusco - Sagsaywaman at 3560 m.s.n.m. It has a humidity percentage of
78.15%, the solubility of the glycolic extract of the flowers of Senna birostris
(Mutuy) was partially polar and the qualitative phytochemical analysis showed a
small amount of phenolic compounds and flavonoids, very little amount of
triterpenes and steroids, saponins and absence of alkaloids, tannins and
quinones. The percentage yield of the glycolic extract of Senna birostris (Mutuy)
flowers is 60.17%.
Using the Brand — Williams method, the antioxidant activity was determined,
resulting in the glycolic extract of Senna birostris (Mutuy) flowers presenting
antioxidant activity with a DPPH radical inhibition percentage of 71% at a
concentration of 100 pug/mL. in comparison with ascorbic acid that was used as a
positive control, which presented a value of 91.5% at a concentration of 10 pg/mL
higher than that of the glycolic extract of Senna birostris (Mutuy) flowers.
Using the dug well method, the antibacterial activity was determined, resulting in
the glycolic extract of Senna birostris (Mutuy) flowers presenting antibacterial
activity against the strain of Staphylococcus aureus strain ATCC 25923 with a
maximum inhibition zone of 9 mm at a concentration of 100% and the strain of
Staphylococcus aureus ATCC 25923 shows antibacterial sensitivity against

Erythromycin with an inhibition zone of 26.70 mm.
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With these results obtained, the percentage of inhibition of the DPPH radical and
inhibition zones, the ANOVA test was carried out to evaluate the significant
difference and it was found that there is a statistically significant difference
between the mean of each concentration of the extract and to see in which group
it exists. difference, the TUKEY test was performed.

It is then concluded that the glycolic extract of Senna birostris (Mutuy) flowers
presents antioxidant activity, antibacterial activity against the strain of
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

KEYWORDS: Senna birostris (Mutuy), dug-well method, Staphylococcus aureus,

antioxidant activity, antibacterial activity.
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INTRODUCCION

En el Peru encontramos una alta diversidad de especies vegetales, las cuales
son empleadas por la medicina tradicional para curar o aliviar una serie de
dolencias en el hombre. El uso y manejo de las plantas medicinales nativas se
basa principalmente en el conocimiento de la medicina tradicional desde la
antigiiedad (1). ElI 80% de la poblacién mundial cree en la medicina tradicional,
segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), y con el conocimiento de las
plantas medicinales nativas y sus usos medicinales, los medicamentos pueden
ser reemplazados localmente y la poblacion los puede aceptar sin problemas.(2).
Esto ha permitido que el uso de las plantas medicinales tienen valor como
coadyuvante en el tratamiento de algunas enfermedades junto con los
medicamentos (3). Por lo tanto, es muy importante la investigacion y desarrollo
de sustancias antioxidantes y antibacterianas que ayuden a combatir los
radicales libres y los microorganismos de manera mas efectiva. Por lo tanto, las
propiedades medicinales de las plantas podrian ser atribuidas a su actividad
antioxidante y antibacteriana, que pueden usarse para desarrollar nuevos
medicamentos.(4).

El objetivo del presente estudio fue evaluar la actividad antioxidante y actividad
antibacteriana de Senna birostris (Mutuy), planta usada tradicionalmente en la
region del Cusco, las hojas de esta especie son trituradas y colocadas para curar
heridas, la infusiébn de hojas se usa como purgante y las semillas en forma de
emplastos para quemaduras.(5). Su uso en problemas de la piel es bastante
aceptado por las comunidades de la serrania donde crece, no existe aun un
estudio que avale la posible actividad antibacteriana de los componentes de sus
flores frente a Staphylococcus aureus, bacteria frecuentemente aislada de pieles
acneicas, y tampoco existe evidencia cierta de su posible actividad antioxidante,
por lo que, realizar una investigacion sobre la actividad antioxidante y
antibacteriana del extracto glicélico de las flores de esta especie vegetal

permitiria validar su uso en el futuro.
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CAPITULO |

ASPECTOS GENERALES
1.1. Planteamiento del problema
El aumento indebido de radicales libres en nuestro cuerpo, especialmente a nivel
del metabolismo celular ha sido implicado en el desarrollo de enfermedades
autoinmunes, cancer y otras enfermedades neurodegenerativas Yy
cardiovasculares (6). La investigacion y busqueda de nuevos compuestos
bioactivos, como los antioxidantes naturales de las plantas utilizadas en la
medicina tradicional, contribuira a una mejor calidad de vida y evitar4 patologias
cronicas, degenerativas por accion de los radicales libres.(7). Por otro lado, los
antioxidantes sintéticos, vienen siendo cuestionados debido a su capacidad para
promover tumores, lo que ha llevado también a la busqueda y utilizacion de
compuestos antioxidantes de origen natural. (7). La posibilidad de encontrar este
tipo de compuestos bioactivos no seria posible si no se hubieran realizado
investigaciones en plantas medicinales que principalmente tienen su origen en
la informacién etnobotanica. (7)
Se reconoce que las plantas medicinales son una fuente muy importante para la
investigaciébn y busqueda de nuevos compuestos bioactivos con potencial
actividad antibacteriana, y este es un reto cada vez mas creciente debido al
desarrollo de cepas de bacterias resistentes a los antibidticos usados
actualmente, y teniendo en cuenta que, son muchos los metabolitos secundarios
presentes en las plantas cuyas estructuras quimicas sugieren una interaccion
con los receptores en las células bacterianas (7). Respecto a patologias
causadas por Staphylococcus aureus, esta bacteria puede provocar infecciones
cutaneas localizadas hasta infecciones sistémicas mas graves.(8).
En ese sentido, buscando informacion sobre el uso tradicional de la especie
Senna birostris en nuestra localidad se ha encontrado que, esta es una planta
cuyas hojas se usan trituradas y en forma de emplastos para curar heridas en la
piel.(5). No habiendo reporte del uso de extractos de sus flores, cuyo color
caracteristico hace presumir la presencia de metabolitos tipo flavonoides, que
han sido relacionados con actividades antioxidante y antibacteriana. Por tal
razon se ha seleccionado la especie Senna birostris (Mutuy) para determinar la

actividad antioxidante y antibacteriana in vitro frente a la cepa de Staphylococcus



aureus ATCC 25923, permitiendo tener de esa manera una alternativa natural

en el tratamiento antioxidante y antibacteriano.

1.2. Formulacion del problema

¢Presentardq el extracto glicélico de las flores de Senna birostris (Mutuy),

actividad antioxidante y actividad antibacteriana in vitro frente a la cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 259237
1.3. Objetivo

1.3.1.

1.3.2.

Objetivo General

Evaluar la actividad antioxidante y actividad antibacteriana in vitro del
extracto glicélico de las flores de Senna birostris (Mutuy) frente a la cepa
de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Objetivos Especificos

Determinar el porcentaje de humedad, realizar las pruebas de solubilidad
y analisis fitoquimico cualitativo del extracto glicélico de las flores de
Senna birostris (Mutuy).

Determinar el porcentaje de rendimiento del extracto glicdlico de las flores
de Senna birostris (Mutuy).

Determinar la actividad antioxidante del extracto glicolico de las flores de
Senna birostris (Mutuy) por el método de captacién del radical libre 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo (DPPH)

Determinar la sensibilidad bacteriana del extracto glicélico de las flores de
Senna birostris (Mutuy) frente a la cepa de Staphylococcus aureus ATCC
25923 por el método de pozos excavados, utilizando como patrén

Eritromicina.



1.4. Justificacién e importancia del estudio

1.4.1. Conocimiento

Las plantas medicinales son utilizadas en nuestras comunidades y es importante
tener en cuenta estos conocimientos ancestrales, los cuales deben ser validados
para poder lograr conocimiento cientifico sobre las propiedades antioxidante y
antibacteriana de la especie vegetales Senna birostris (Mutuy).

Por lo tanto, es importante sefialar que esta investigacion tiene como objetivo
dar un aporte de informacion al conocimiento de la actividad antibacteriana de
Senna birostris (Mutuy) para validar el uso tradicional y terapéutico frente a la
cepa de Staphylococcus aureus, microorganismo causante de diversas
infecciones, especialmente de la piel. Por otro lado, los principios activos
antioxidantes presentes en las flores de esta especie vegetal, podrian ser de

gran interés en el estudio de antioxidantes naturales.

1.4.2. Prioridad

En los ultimos afios, el aumento de la resistencia bacteriana y enfermedades
asociadas con los radicales libres que conllevan al desarrollo de muchas
enfermedades cronicas y la necesidad de contar con moléculas de origen natural
ha motivado la investigacion de plantas con componentes polifendlicos,
especialmente flavonoides. Por lo tanto, en nuestra investigacion estamos
motivados en encontrar una nueva alternativa de sustancias antioxidante y
antibacteriano de origen vegetal.

1.4.3. Préctica.

El estudio de las plantas es importante porque son muy utilizadas en la medicina
tradicional y muchas se utilizan para tratar enfermedades de la piel.

El extracto glicolico de las flores de Senna birostris (Mutuy) podria incluirse en
productos cosméticos y fitoterapéuticos, que seran utiles como medida curativa
contra enfermedades causadas por la bacteria Staphylococcus aureus
contribuyendo al tratamiento de la medicina tradicional.

1.4.4. Aspecto Social.

El aporte de esta investigacion sobre la actividad antioxidante y antibacteriana
de la especie vegetal Senna birostris (Mutuy) esta dirigido a promover y revalorar
el uso tradicional de nuestros recursos naturales para combatir enfermedades

causadas por microorganismos patdégenos y agentes oxidantes, por lo que esta



investigacién busca encontrar nuevos compuestos bioactivos a partir de una
fuente de materia prima natural y mas econdmica. Considerando que el
tratamiento de enfermedades a base de plantas es muy difundido en las
comunidades para generar un desarrollo econdmico sostenible y que la
fitoterapia cada vez mas sea integrada en el mercado local, nacional e
internacional.

1.5. Hipétesis

El extracto glicélico de las flores de Senna birostris (Mutuy) presenta actividad
antioxidante frente al radical libre DPPH y actividad antibacteriana in vitro frente
a la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923.



CAPITULO II
MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL
2.1. Vision Historica
En el antiguo Perl la especie vegetal Senna birostris era denominado como
“Mutuy” por sus numerosas virtudes y propiedades para el hombre andino.
Los antiguos peruanos cultivaron este arbusto silvestre en la sierra y costa del
Peru, especialmente en quebradas, pampas humedas, bordes de caminos y en
una variedad de tipos de suelo. Las hojas de este arbusto son utilizadas por los
pobladores de las comunidades peruanas en forma de emplasto para aliviar el
dolor y curar heridas en la piel.(9)..En el departamento de Cusco, la especie
vegetal de “Mutuy” crece en Sagsaywaman a 3560 m.s.n.m. donde la poblacién
local utiliza hojas y flores como emplasto para aliviar torceduras, fracturas, dolor
de cabeza, fiebre, calor interno, heridas en la piel y para tratar el herpes.(10). La
flor de la especie vegetal de “Mutuy” se utilizan como infusion o mate para aliviar
la fiebre, fiebre interna y el dolor de cabeza.(9). Gracias a estos conocimientos
gue mantienen los pobladores peruanos, hoy en dia podemos beneficiarnos a
través del uso de plantas medicinales. (9).
2.2. Antecedentes del estudio
2.2.1. Antecedentes Internacionales
e Towanou, et al, (2023). Compuestos fitoquimicos, actividad
antioxidante y toxicidad aguda del extracto de Senna italica utilizado en
la medicina tradicional (11).
Objetivo: Se evalu6 los compuestos fitoquimicos, actividad antioxidante y
toxicidad aguda del extracto de Senna italica utilizado en la medicina
tradicional.
Metodologia: Los extractos alcohdlico y acuoso se obtuvieron mediante
maceracion y decoccidon, respectivamente. Se utiliz6 un ensayo de
eliminacién de radicales libres para probar la actividad antioxidante utilizando
DPPH. La toxicidad oral aguda se evalu6 utilizando extractos acuosos y
etandlicos a 5000 mg/kg de peso corporal en ratas albinas Wistar hembra con
un peso de 152,44 + 3,68 g.
Resultados: El analisis fitoquimico revel6 la presencia de compuestos
fendlicos, flavonoides, taninos, alcaloides y derivados de quinonas. El

extracto etandlico (9,7 ug/mL) y acuoso (9,2 pyg/mL) presenta una interesante
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actividad antioxidante. Los valores de IC50 de las hojas de Senna italica de
los diferentes extractos revelaron que el extracto acuoso de esta planta fue
el mas activo con un valor de IC50 igual a 10 yg/mL y por el extracto etandlico
con un valor de IC50 igual a 78 ug/mL.

Conclusiones: El extracto de las hojas de Senna italica present6 actividad
antioxidante y no produjeron ningun efecto téxico de mortalidad.
Prasathkumar et al., (2021). Compuestos fitoquimico y propiedades
antibacterianas, antioxidantes, antiinflamatorias, antidiabéticas vy
cicatrizantes in vitro de las hojas de Senna auriculata (L.) Roxb (12).
Objetivo: Se determin6 los compuestos fitoquimicos totales, asi como la
actividad antibacteriana, antioxidante, antiinflamatoria, antidiabética y
cicatrizante in vitro del extracto de las hojas de Senna auriculata (L.) Roxb.
Metodologia: Las hojas pulverizadas se sometieron a extracciones
sucesivas con éter de petroleo, cloroformo, acetato de etilo, metanol y agua
usando un aparato soxhlet a 40° C durante 6-8 h.

Se cuantificé el total de polifenoles usando el método de Folin-Ciocalteu. Se
establecid que la actividad antibacteriana por el método de difusién en agar
frente a bacterias Grampositivas como Bacillus subtilis y Staphylococcus
aureus (MRSA) y bacterias Gramnegativas como Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa. La actividad antioxidante se evalu6 usando el
método de decoloracion del radical DPPH vy del radical ABTS. La actividad
antiinflamatoria in vitro fue medida en un modelo de la inhibicion de la
desnaturalizacion de la proteina albumina bovina. La actividad antidiabética
fue medida usando el método de inhibicion de la a-amilasa y a-glucosidasa.
Finalmente, la actividad cicatrizante fue evaluada usando el ensayo in vitro
de raspado de heridas en cultivos celulares.

Resultados: ElI mayor porcentaje de extraccién se logré con el metanol
(39,9%), éste también tuvo mayor contenido de alcaloides, flavonoides,
fenoles y taninos. La actividad antioxidante del extracto metandlico presenta
valores de ABTS (valor IC50 de 224,2 pg/mL) y DPPH (valor IC50 de 76,24
png/mL) de una manera dependiente de la concentracién. Ademas, el extracto
metanolico demostré actividad antiinflamatoria significativa a dosis variadas
con un valor IC50 de 55,7 mg/mL. Se determind la actividad antibacteriana

del extracto metandlico frente a todos los patdégenos indicados utilizando un
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ensayo de difusion en pozos de agar que mostré actividad potencial contra
valores de 49,45y 38,72 pg/mL.

Conclusion: Este estudio demostro las actividades bioldgicas de las hojas
de Senna auriculata que presento propiedades antibacteriano, antioxidante,
antiinflamatorio, antidiabético y cicatrizante.

Madankumar, et al., (2020). Capacidad antioxidante y anticancerigena in
vitro de Senna alata 'y Senna hirsuta.(13)

Objetivo: Se evalud la capacidad antioxidante y anticancerigena in vitro de
Senna alata y Senna hirsuta.

Metodologia: El ensayo in vitro se analizé para el extracto metandlico de
hojas de Senna alata y Senna hirsuta y como metodologia se utilizé la
eliminacion de radicales libres de DPPH.

Resultados: El extracto metandlico probado mostro buenas propiedades de
eliminacién de radicales libres de DPPH con valores correspondientes de
IC50 para Senna alata que fue de 383.27 ug/ml y Senna hirsuta que fue de
(666.38 pg/ml).

Conclusion: Este estudio demostr6 la actividad antioxidante vy
anticancerigena de las hojas de Senna alata y Senna hirsula.

Lombardo M. et al., (2015). Evaluacion de la actividad antibacteriana in
vitro de Senna occidentalis (L.) ((14).

Objetivo: Se evalué la actividad antibacteriana de los extractos acuosos e
hidroalcohdlicos de Senna occidentalis.

Metodologia: Se preparé extractos acuosos e hidroalcohdlicos de Senna
occidentalis a partir de diferentes partes de la planta. El extracto
hidroalcohdlico de las partes aéreas se obtuvo con etanol al 75% por
percolacién lenta a temperatura ambiente. El extracto etandlico se evaporo a
40°C en un rotavapor y se liofilizé. El extracto hidroalcohdlico de las semillas
se obtuvo en las mismas condiciones descritas anteriormente. A
continuacion, las semillas se maceraron con 10% (p/v) de tampén fosfato (0,2
M; pH 7,3) durante 12 h a 4°C agitando para obtener el extracto acuoso de
semillas. La actividad antibacteriana se evaluo frente a los siguientes
microorganismos: Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 6538, cepa de

Escherichia coli ATCC 8739, cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,



cepa de Candida albicans ATCC 10231 y cepa de Aspergillus brasiliensis
ATCC 16404 usando el método de microdilucion.

Resultados: Las partes aéreas y las semillas contienen flavonoides. En el
extracto de las semillas ademas se encontraron proteinas y péptidos.
Ninguno de los extractos mostro actividad frente a C. albicans, el extracto
hidroalcohdlico de las semillas inhibio moderadamente a A. brasiliensis, a S.
aureus (47%), E. coli (35%) y P. aeruginosa (78%). En tanto que, el extracto
hidroalcohdlico de las partes aéreas mostro actividad contra S. aureus (52%)
y P. aeruginosa (59%), pero E. coli no fue inhibida por este extracto.
Conclusiones: El extracto hidroalcohdlico de las semillas demostréo un
espectro antimicrobiano mas amplio, principalmente frente a Pseudomonas
aeruginosa.

Macedo E.M.S. (2006). Estudio quimico de plantas del Nor este con
actividad antioxidante: Senna martiana (Benth) (15).

Objetivo: Se determind la composicion quimica de las hojas, flores y tallos
de Senna martiana (Benth) Irw. Y Barn. y evaluar la actividad antioxidante de
los extractos hidroalcohdlicos de las partes de la planta mencionadas.
Metodologia: El estudio fitoquimico de la planta se realiz6 mediante métodos
como la cromatografia de adsorcion en columna abierta (OC); cromatografia
en capa fina (CDC), y en la determinacion de las estructuras se usaron
técnicas espectroscopicas como: absorcion en la region infrarroja (IR),
Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno (RMN 1H), Resonancia
Magnética Nuclear de (Carbono 13) unidimensional y bidimensional (RMN
13C). La extraccion de los constituyentes volatiles se realiz6 por
hidrodestilacion utilizando un horno microondas como fuente de
calentamiento y para la evaluacion de la actividad antioxidante se utilizé el
método DPPH.

Resultados: Los estudios cromatogréaficos del extracto etandlico del tallo de
Senna martiana permiti6 el aislamiento e identificacion del &acido
triacontanoico (acido melisico), beta-sitosterol y 3 antraquinonas 1,8-
dihidroxiladas, crisofanol, fisciona y aloe-emodina. También, el extracto
hidroalcohdlico de las flores de S. martiana mostrd un porcentaje de inhibicion
del radical DPPH del 96.1%.



Conclusiones: El extracto hidroalcohodlico de las flores de Senna martiana

mostro un promisorio potencial antioxidante.

2.2.2. Antecedentes Nacionales.

Chuquilin-Goicochea et al., (2021). Caracterizacion quimica y reolégica
del hidrocoloide de Senna birostris (16).

Objetivo: Se determind la caracterizacion quimica y reologica del
hidrocoloide Senna birostris procedente de la regidon de Acobamba,
Huancavelica.

Metodologia: Los hidrocoloides se extrajeron mediante el método de tostado
(se tomaron las semillas a 90 °C por 15 min) y luego moliendo. Se determiné
la humedad, ceniza, grasa, proteina, fibra y carbohidratos. Se realizé la
caracterizacion reoldgica y de viscosidad.

Resultados: Se encontré que la composicién quimica mas cercana a 100 g
de hidrocoloide es: 10.37 % de humedad, 6.61 % de grasa, 1.96 % de ceniza,
69.60 % de carbohidratos, 2.15 % de fibra, 9.31 % de proteina y 357.75 kcal.
Se determinaron las propiedades reoldgicas del hidrocoloide al 1%, 2%y 3%,
determinando un tipo de flujo de dilatacién (n > 1) y el coeficiente de
consistencia (KOW) de 2.9778 x 10™* y 1.4491 x 1073 respectivamente, a
25°C.

Conclusiones: Los resultados demostraron buenas caracteristicas para la
aplicacion de este hidrocoloide en la agroindustria y en la industria
farmacéutica.

Campos Arcce, R. (2016). Contenido de antraquinonas en hojas y flores
de Senna alata “mutuy” y Senna birostris “mutuy” (17).

Objetivo: Se determind el contenido de antraquinonas en hojas y flores de
Senna alata y Senna birostris mediante el método espectrofotométrico.
Metodologia: La cuantificacion de 1,8-dihidroxiantraquinona se realizo
mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

Resultados: El contenido total de antraquinonas en flores y hojas de Senna
alata fue de 0,0345 y 0,0662%, respectivamente; mientras que en flores y
hojas de Senna birostris, fueron 0,0189 y 0,0333%, respectivamente.

El analisis cuantitativo por HPLC de 1,8-dihidroxiantraquinona mostré que las

flores y hojas de Senna alata, contienen 11.236 y 57.559 ug/g



respectivamente; y Senna birostris, contenian 20,574 y 2,222 ugl/g,
respectivamente.

Conclusion: Las hojas de Senna alata y Senna birostris se caracterizan por
un alto contenido de antraquinonas, por lo que pueden ser una fuente
importante de uso en la industria farmacéutica.

Huaman Palomino, R. (2013). Actividad antioxidante e hipoglucemiante
del extracto hidroalcohélico de las hojas de Senna alata L. "mutuy"”.(18)
Objetivo: Se determind la actividad antioxidante e hipoglucemiante del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Senna alata L. "mutuy”.
Metodologia: La determinacion de la actividad antioxidante se desarrollo
mediante el método del radical libre DPPH. Todas las muestras fueron activas
al decolorar el DPPH, con una actividad de 95.8 %, 94 % y 53.4 % a
concentraciones de 100, 50 y 10pg/ml.

Resultados: Se comparé con los estandares del acido ascoérbico en las
mismas concentraciones y poseen actividad de 99.1%, 98.4 %, 99%. A cinco
horas del tratamiento el porcentaje de actividad hipoglucemiante a dosis de
100, 200 y 400 mg/kg del extracto fue de 60,6 %, 72,4 % y 55,6 %
respectivamente y 70 % para el estandar existiendo estadisticamente
diferencia significativa.

Conclusion: Los resultados demostraron que el extracto hidroalcohdlico
posee actividad antioxidante y actividad hipoglucemiante.

2.2.3 Antecedentes Locales

Duefias Huanca, G et al., (2022). Estudio etnobotanico de plantas atiles
en la comunidad campesina de Acopia, Acomayo, Cusco (19).

Objetivo: Se evalué el estudio estnobotanico de plantas utiles en la
comunidad campesina de Acopia, para conocer sus usos y determinar las
categorias de amenaza.

Metodologia: Se recolectaron todas las especies de plantas ltiles y se
realiz6 una encuesta etnobotéanica calculando los indices: Frecuencia relativa
de cita (CFR) y valor de uso (VU), lo que permite identificar los estados de
amenaza segun los criterios de la [IUCN.

Resultados: Acopia tiene 141 especies de plantas Utiles pertenecientes a

100 géneros y 53 familias. Las familias mas ricas son Asteraceae (25
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especies), Poaceae (9) y Fabaceae (8). Todas las plantas utiles encontradas
pertenecen al menos a uno de los 11 tipos de uso, los mas destacados son:
Medicinal (125 especies), Alimenticio para animales domésticos (88) y
Cultural (47).

Conclusiones: La especie con mayor valor uso (VU) en la comunidad de
Acopia es Senna birostris. La riqueza de las plantas utiles en Acopia es alta,
pero sus poblaciones estan amenazadas por los incendios y la falta de interés
por valorizarlas por parte de los jévenes de comunidad campesina de Acopia.
Colque Chevarria, O. V. (2016). Evaluacion etnobotanica en las
comunidades de Choquepata y Tipon, distrito de Oropesa, provincia de
Quispicanchi-Cusco (20).

Objetivo: Se evalué el estudio etnoboténico con la finalidad de documentar
y rescatar el conocimiento ancestral que posee la comunidad de Choquepata,
ubicada en el distrito de Oropesa, provincia de Quispicanchi-Cusco.
Metodologia: Se realiz6 una colecta de las especies vegetales siguiendo un
gradiente desde los 3155 a 4000 m de altitud y durante los meses de enero
a marzo.

Resultados: Se registraron 259 especies de plantas, distribuidas en 70
familias y 186 géneros. Se realizaron encuestas estructuradas vy
semiestructuradas sobre el uso de las plantas de forma aleatoria a 78
pobladores de entre 10 y 75 afios. Las plantas con alto un valor de uso (VU)
fueron Xanthium spinosum (Algokiska) y Senna versicolor (Mutuy).
Conclusiones: La especie importante en la etnobotanica de la comunidad de

Choguepata es la Senna versicolor (Mutuy).
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Achahuanco Casa, Miriam Nohely y Aragén Portugal Patricia. (2015)
Actividad antibacteriana In Vitro de los extractos Etandlico y Glicdlico
de las hojas de la especie vegetal Flourensia Polycephala MO Dillon
(Phauca) sobre cepas ATCC de Staphylococcus aureus vy
Propionibacterium acnes, y su relacion con la actividad antioxidante
(21).

Objetivo: Se determind la actividad antibacteriana in vitro de los extractos
Etanolico 70% vy Glicolico de las hojas de la especie vegetal Flourensia
Polycephala M. O. Dillon (Phauca) sobre las cepas de Staphylococcus aureus
y Propionibacterium acnes ATCC y evalug la actividad antioxidante.
Metodologia: La actividad antibacteriana se determiné por el método de
pozos excavados. La capacidad antioxidante se determiné por el método de
decoloracion del DPPH.

Resultados: La concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto etandlico
sobre la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Propionibacterium
acnes ATCC 6919 fue de 0.368mg/25uL y 0.34mg/25uL, respectivamente. Y
los valores de la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto glicélico
sobre la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Propionibacterium
acnes ATCC 6919 fue de 0.13mg/25uL y 0.84mg/25uL, respectivamente. El
diametro de halo de inhibicién de Staphylococcus aureus para el extracto
etandlico y glicélico fue de 18.43mm. y 14.43mm, respectivamente y para
Propionibacterium acnes fue de 12.39mm y 11.50mm respectivamente. La
actividad antioxidante se demostr6 por el método de la decoloracion del
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) donde presentan valores de
93.97% para el extracto etandlico y 89.86% para el extracto glicélico. La
relacion entre la actividad antibacteriana y actividad antioxidante mediante la
correlaciéon lineal de Pearson (R?) en concentraciones de 0.5mg/ml, 0.8
mg/ml, y Img/ml, los valores fueron de r=0.983 y r=0.987 para el extracto
etandlico; r=0.998 y r=0.981 para el extracto glicdlico.

Conclusion: Los extractos etandlico y glicdlico mostraron actividad
antibacteriana in vitro sobre las cepas en estudio en comparacion con el
farmaco patron, y mostraron una alta correlacion directa entre la actividad

antibacteriana y actividad antioxidante.
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2.3. ESTADO DE LA CUESTION

El género Senna Mill., a través de numerosos estudios ha sido reconocido por
sus propiedades antimicrobianas (14). Muchas especies de Senna han sido
ampliamente utilizadas durante mucho tiempo por grupos étnicos americanos,
africanos e indios, principalmente para tratar la debilidad, el estrefiimiento, las
enfermedades hepaticas y las infecciones de la piel.(14).

En la medicina popular brasilefia, las hojas y semillas de Senna occidentalis son
conocidas y utilizadas como antifungico topico, especialmente en el tratamiento
de heridas e infecciones cutaneas por hongos como la tifia corporal y las
erupciones cutaneas causada por el hongo Pitiriasis versicolor.(22)

En el Perq, especialmente en la region andina crece Senna birostris, un arbusto
con llamativas flores amarillas, comunmente llamado (Mutuy). Luego de una
investigacion bibliogréfica, se encontré que la informacion sobre la composicion
fitoquimica y farmacoldgica de esta especie es limitada. Sin embargo, existe
informacion sobre el uso tradicional de Senna birostris en paises como Cuba,
Cameruan, India, Brasil y otros como febrifugo, antianémico, antiblenorragico,
antimicotico, antiparasitario, diurético, laxante, como remedio en enfermedades
de la piel y en el tratamiento del herpes, (23) y en la regién del Cusco, las hojas
de esta especie se trituran y se usan para curar heridas, una infusion de las hojas
se usa como laxante y las semillas se usa como emplasto para quemaduras.(5)
En la regiébn de Cusco, se han desarrollado trabajos de investigacion
relacionados con la recopilacién de informacion etnoboténica en las provincias
de Acomayo (19) y Quispicanchi (20), en ambos casos se ha establecido que
existen especies de Senna que crecen y sobretodo que son muy Utiles a las
comunidades, las dos especies que fueron identificadas en estas provincias son
Senna birostris en la comunidad de Acopia (Acomayo) y Senna versicolor en las
comunidades de Choquepata (Oropesa, Quispicanchi). Queda claro que, la
investigacion fitoquimica y farmacoldgica de especies de Sennay especialmente
de Senna birostris es importante.(20)
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2.4. BASES TEORICO CIENTIFICAS

2.4.1. ASPECTOS BOTANICOS DE LA ESPECIE EN ESTUDIO

2.4.1.1. Senna birostris (Mutuy)

2.4.1.1.1. Generalidades

La especie vegetal Senna birostris (Mutuy) es un arbusto de la familia de las
Fabaceae, de 2 a 5 m de altura, de 15 a 40 cm de didmetro, con copa globosa y
un denso follaje oscuro.(10). Se encuentra en toda la region andina del Peru, en
guebradas humedas, pampas, bordes de caminos y en diferentes suelos, y crece
a una altitud entre 500 y 4000 m.s.n.m. Florece, principalmente entre junio a

setiembre.(10)

2.4.1.1.2. Clasificacion taxondmica

Reino : Plantae
Division : Magnoliophyta
Clase : Equisetopsida
Subclase : Magnoliidae
Superorden : Rosanae
Orden : Fabales bromhead

Familia : Fabaceae Lindl.
Género : Molino Sena.

Especie : Senna birostris

FIGURA N°1: Clasificacion taxonémica de Senna birostris (Dombey ex
Vogel) H.S. Irwin & Barneby “Mutuy”
Fuente: Herbario Vargas CUZ — UNSAAC. (ANEXO 1)
2.4.1.1.3. Partes de la especie vegetal de Senna birostris (Mutuy)
e Tallo: De color marrén claro.
e Hojas: Compuestas paripinnadas, alternas, en forma de espiral. Su tamafio
vario entre 10 y 20 cm de largo. Tienen de 12 a 15 pares de foliolos elipticos,

cada unode 2 a3 cmdelargoyde 6 a 10 mm de ancho, con un apice agudo.
(10)
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e Flores: Miden 2 - 3 cm de largo, son de color amarillo y con un racimo
alargado. Tiene un caliz con 5 sépalos y una corola de 5 pétalos. Son
hermafroditas con pistilos y ovarios de 2 a 4 mm de largo.(10)

e Fruto: La legumbre mide de 7 a 11 cm de largo y de 1.5 a 2 cm de ancho,
con un borde de 2 mm, de color verde oscuro a marrén cuando esta maduro.
Cada fruto contiene de 4 a 10 semillas por vaina.(10)

En el departamento de Cusco se encuentra la planta de Senna birostris (Mutuy)

en Sagsaywaman, creciendo a una altura de 3560 m.s.n.m y que florece en la

época de lluvia entre enero a abril.

FIGURA N°2: Senna birostris (Dombey ex Vogel) H.S. Irwin & Barneby
“Mutuy”
Fuente: Huaman Rimachi J.J. Cusco - Sagsaywaman, 2024
2.4.1.1.4. Nombre cientifico y comun de la especie vegetal
¢ Nombre cientifico: Senna birostris (Dombey ex Vogel) H.S. Irwin &
Barneby.
e Nombre comun: Mutuy, pacte, motuy, saligua.

e Sinénimo: Cassia birostris Dombey ex Vogel H.S. Irwin & Barneby.
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2.4.1.1.6. Usos tradicionales
e Fiebre interna, se utilizan las flores (se toma como mate).
e Dolor de cabeza, se utilizan las hojas (hacer hervir y lavarse la frente).
e Fiebre, se utilizan las hojas (se toma como mate).
e Fracturas, se utilizan las hojas en forma de emplastos.
e Heridas, se utilizan las hojas molidas y se pone encima del area de afeccion.
e Herpes, se utilizan las hojas (se frotan las hojas tiernas sobre la parte
afectada).(9)

2.4.2. DESCRIPCION DE LA BACTERIA EN ESTUDIO
2.4.2.1. Staphylococcus aureus

2.4.2.1.1. Generalidades

El género Staphylococcus aureus es un microorganismo descubierto por el
cirujano escocés Alexander Ogston en 1880, quien le dio el nombre de
Staphylococcus, del griego “Staphylo”, que significa racimos de uvas, y en 1884,
el cirujano aleman Anton Rosenbach identifico dos cepas de la bacteria
Staphylococcus y las nombro de acuerdo a la pigmentacion que producian:
Staphylococcus aureus, del latin “aurum” que significa de color oro, y
Staphylococcus albus, del latin “albus” que significa de color blanco.

Es una bacteria anaerobia facultativa clasificados como cocos Gram (+), B-
hemolitico, catalasa y coagulasa positivo, y miden entre 0,5 y 1,5 micrometros
(um) de diametro. Este organismo se ha descrito como parte de la flora normal
de los seres humanos y se enc uentra principalmente en la piel, la nasofaringe,
las axilas y la ingle. Sin embargo, se sabe que este patdégeno causa infecciones
en la piel y los tejidos blandos (musculos, tendones, tejido graso, vasos
sanguineos) y también estd asociado con enfermedades transmitidas por
alimentos (ETA).(24)
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2.4.2.1.2. Clasificacion cientifica

TAXONOMIA
Reino : Procariota
Division : Bacteria
Seccion : Cocos gram positivo
Clase : Bacilli

Orden : Bacillales

Familia . Staphylococcaceae
Genero . Staphylococcus
Especie : Staphylococcus aureus

FIGURA N°3: Clasificacion cientifica de Staphylococcus aureus

Fuente: Microbiologia y Parasitologia. Silva (2007).(25)

2.4.2.1.3. Patogenicidad

El principal huésped del Staphylococcus aureus son los humanos, que se
encuentran en los portadores sanos, especialmente en las fosas nasales y
también en pacientes infectados. La infeccion ocurre en la membrana mucosa
nasal, orofaringe, epidermis, Ulceras cutdneas y heridas en proceso de
cicatrizacion. Los Staphylococcus aureus tiene varios determinantes patégenos
(cdpsula mucoide, peptidoglucano, acidos teicoicos, proteina A, coagulasa,
catalasa, hialuronidasa, estafiloquinasa, lipasa, hemolisinas, leucocidina, Toxina
exfoliatina, enterotoxinas y toxinas de shock toxico en el cuerpo) finalmente
conduce a una infecciébn. Ademas, Staphylococcus aureus interactia con
multiples receptores del huésped a traves de diferentes componentes
superficiales. También tiene una excelente capacidad para adherirse a una

amplia variedad de sustratos in vitro.(26)
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2.4.2.1.4. Identificacién

La identificacion del Staphylococcus aureus se realiza mediante el método de
Tincion Gram, pruebas bioquimicas como la prueba de catalasa, prueba de
coagulasa y hemolisis, que permiten distinguir el tipo de Staphylococcus
aureus.(27). El Staphylococcus aureus crece muy bien en medios de cultivos no
selectivos como el agar sangre, Caldo Brain Heart Infusion (BHI) y agar
chocolate.(28)

En 1994 se desarroll6 un nuevo método para la determinacion de
Staphylococcus aureus, basado en la deteccién fluorogénica de coagulasa
incorporando al medio sustratos cromogénicos: fosfatasa alcalina y pB-
galactosidasa.(28)

Gaillot probd recientemente un método cromogénico muy especifico para
identificar Staphylococcus aureus basado en la formacion de colonias de color
purpura palido (colonia malva) tras 18 horas de incubacién. Este método se
caracteriza por tener una mayor especificidad y sensibilidad que otros métodos
convencionales, lo que permite la recoleccion o aislamiento de muestras clinicas
que no se pueden detectar en agar sangre.(28)

2.4.2.1.5. Tratamiento

Debido a que los Staphylococcus son altamente resistentes a la penicilina, se
deben usar penicilinas resistentes a la penicilina: (meticilina, oxaciclina, nafcilina,
dicloxacilina),cefalosporinas:(cefalotina,cefazolina),aminoglucésidos:(gentamici
na), lincosamidas: (lincomicina, clindamicina), macrolidos: (eritromicina),
glicopéptidos: (vancomicina), ya que la mayoria de las cepas son

susceptibles.(28)
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2.4.3. PRUEBA DE SENSIBILIDAD MICROBIANA
2.4.3.1. Método por Dilucién en Agar

Este método nos permite conocer la concentracion exacta que debe tener una
bacteria para presentar una inhibicion y poder determinar su accion bactericida
y bacteriostatica. Se obtienen colonias activas que son inoculadas en un medio
especifico para luego ser incubados. Luego se hacen diluciones, se afladen y se
cultivan pequefas colonias activas, produciendo la cantidad minima de
antibiotico necesaria para "inhibir" o "matar" la cepa bacteriana en estudio. La
desventaja es el tiempo de uso, lo que en algunos casos dificulta su uso y sea
mas limitado, por otro lado, la principal ventaja de esta prueba es que garantiza
la concentracion correcta y precision del efecto del farmaco contra las bacterias
para asegurar que el crecimiento bacteriano se inhibida o que las bacterias

mueran durante el tratamiento.(29)

2.4.3.2. Método de Difusion en Agar

El uso de este método de (Kirby Bauer) en los Estados Unidos (EE. UU) en 1966
es la prueba mas utilizada en microbiologia porque proporciona didmetro de
halos de inhibicion mas precisos. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
publica normas que deben incluirse en el procedimiento.(29). Las Cepas ATCC
deben obtenerse de un “cultivo puro” y deben ser “agentes etiolégicos”, cada
disco en particular debe tener entre 5 - 7 mm de diametro y 0.02 milimetros (mm)
de espesor. El volumen maximo es de 10 pL y permite que los halos de inhibicién
no superen los 40 milimetros (mm). Deben almacenarse a 4°C o segun las
instrucciones del fabricante y deben alcanzar 4 milimetros (mm) de difusion del
farmaco. Omitir este paso dard como resultado lecturas erradas y la formacion
halos inhibitorios.(29)

2.4.4. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Los antioxidantes son moléculas que pueden prevenir la oxidacion de otras
moléculas (30). La oxidacion es una reaccion quimica en la que se transfieren
electrones de una sustancia a otra. La reaccién quimica de una oxidacién
produce radicales libres, que provocan una reaccion que destruye las células.
Los antioxidantes detienen las reacciones eliminando los mediadores de

radicales libres e inhibiendo otras reacciones oxidativas por oxidacion
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espontanea. Por esta razon, los antioxidantes suelen ser agentes reductores
como los tioles y los polifenoles.(30).

Los antioxidantes son moléculas que previenen o retrasan la oxidacion de los
sustratos porque se presentan en concentraciones mucho mas bajas que los
sustratos biolégicos, que se oxidan facilmente. Los compuestos antioxidantes
tienen estructuras quimicas que son adecuadas para reaccionar facilmente con
los radicales libres, por lo que esta reaccion hace que los radicales libres pierden
su reactividad debido a esta interaccion y que los antioxidantes se oxiden,
haciéndolos menos efectivos para el medio ambiente y se vuelven mucho mas
estables.(30).

Los antioxidantes interactdan con los radicales libres y reducen el dafio causado
por los radicales libres en el cuerpo. Algunos de estos antioxidantes son
producidos por el cuerpo humano o se encuentran en los alimentos. (30)

La mayoria de los flavonoides tienen la capacidad de responder a los radicales

libres y ejercer una actividad antioxidante en el cuerpo.(30)

2.4.4.1. Clasificacién de los antioxidantes
Como vimos anteriormente, los radicales libres puede dafiar las células tanto
externa como internamente. Por este motivo se clasifican los antioxidantes cuyas

funciones principales en las células son extracelulares e intracelulares.(29)

2.4.4.1.1. Antioxidantes primarios

Los antioxidantes primarios son producidos en nuestro cuerpo y se sintetizan en
la célula. Por ejemplo: las enzimas glutation peroxidasa, catalasa, superoxido
dismutasa y glutation. La principal funcién de los antioxidantes primarios es
prevenir la formacién de la cadena de oxidacion mediante la donacién de
hidrogeno y poder evitar la formacion de radicales mas estables.(29)

2.4.4.1.2. Antioxidantes secundarios

Los antioxidantes secundarios se encuentran en el organismo mediante el
consumo de alimentos o suplementos que también protejan a la célula de los
radicales libres. Por ejemplo, tenemos: vitamina E, vitamina C, B-caroteno y

flavonoides.(29)
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2.4.4.2. Radicales libres

Los radicales libres son atomos con electrones libres o desapareados, que
capturan electrones de moléculas estables para lograr estabilidad
electroquimica, aumentando la reactividad.

Cuando un radical libre intenta eliminar un electron necesario, la molécula
donada se combina con el electron desapareado para formar el radical libre,
provocando una reaccion en cadena verdaderamente destructiva.

Los radicales libres tienen una vida biolégica que dura unos microsegundos y
reaccionan con todo lo que les rodea, provocando dafios en las moléculas, las
membranas celulares y los tejidos.(31)

Los problemas de salud se desarrollan a lo largo de los afios a medida que
nuestro cuerpo combate el exceso de radicales libres que se producen dentro de
nuestro cuerpo.(31).

2.4.4.3. Estrés oxidativo

La oxidacién es un proceso bioquimico que implica la pérdida de electrones y
siempre va acompafada de reduccion. Sin embargo, el estrés oxidativo se
origina por una excesiva produccion de radicales libres y por la falta de
antioxidantes para neutralizarlos. Lo que genera un desequilibrio que provoca la
destruccion de la célula trayendo como consecuencia muchas enfermedades
asociadas con el estrés oxidativo y radicales libres.(32)

2.4.4.4. Métodos de actividad antioxidante

Esto ayuda a determinar la actividad antioxidante en funcién del porcentaje de
captacion de radicales libres.

e Método DPPH: “2,2-difenil-1-picrilhidrazilo”.(33)

e Método ABTS: “acido 2,2-azinobis(3-etilbensoazolin)-6-sulfénico”.(33)
2.4.4.4.1. Método ABTS (acido 2,2- azinobis (3- etilbensoazolin)-6-sulfénico)
El método ABTS es un método para medir la capacidad antioxidante de
sustancias bioldgicas, extractos vegetales hidrofilicos o lipofilicos. Ideal para
determinar la capacidad antioxidante de compuestos coloreados como las
antocianinas. Los compuestos coloreados que se absorben en las region visible
0 secundaria tienen una méaxima absorcion cerca de la region infrarroja (754
nm).(33)
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2.4.4.4.2. Método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

El método del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) desarrollado por
Brand-Williams contiene electrones desapareados y es de color morado,
volviéndose amarillo palido cuando reacciona con antioxidantes.(34).

La absorbancia se midié espectrofotométricamente a (517 nm). La molécula de
radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), como la mayoria de los demas
radicales libres, se caracteriza por la division de electrones libres en toda la

molécula, formando un radical estable.(33).

NO, NO,
. H
O;N N—N + A-H - O,N N—N + A
NO, NO,
| T
»
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(Morado) (Amarillo)

FIGURA N°4: Reaccion quimica de (DPPH) “2,2-difenil-1-picrilhidracilo”
Fuente: Tovar del Rio, J. (2013).(33)

2.4.4.5. Patron acido ascorbico

La vitamina C o &cido ascorbico es un importante antioxidante hidrosoluble que
es sensible al calor debido a su alta capacidad de donacion de electrones. Su
deficiencia se llama escorbuto y se asocia con una mayor susceptibilidad a
infecciones, debilidad muscular y fatiga. En los nifios, puede provocar anomalias
0seas y hemorragias 6seas.(35)

La vitamina C o acido ascorbico, es un protector contra la oxidacion celular y
puede reducir la cantidad de radicales libres producidos durante el metabolismo.
El antioxidante proviene principalmente de su alta capacidad para donar
electrones y su capacidad para devolver en forma reducida, que es la forma mas

activa. Es un nutriente esencial necesario para muchas reacciones metabdlicas
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en todos los animales y plantas y es sintetizado internamente por pocos
organismos, excepto humanos, primates, peces, aves e insectos.(35). Algunos
animales lo sintetizan a partir de glucosa mediante la via del acido glucurénico.
Los humanos no pueden sintetizarlo porque carecen de la enzima que cataliza
el paso final de oxidacidén y deben obtenerla por la alimentacion. Es termolabil,
se oxida facilmente en el aire y sirve como cofactor para muchas enzimas
involucradas en la biosintesis de colageno, carnitina y ciertos neurotransmisores
que ayudan a capturar oxigeno y nitrégeno en el ambiente acuatico.(35). La
vitamina C o &cido ascorbico se puede encuentra en frutas, hortalizas, zumos y

alimentos fortificados.(35)

2.4.5. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA
Los antibacterianos son compuestos quimicos que pueden inhibir o causar la
muerte de microorganismos sin generar dafio en el huésped u organismo

portador.
2.4.5.1. Mecanismo de accion

2.4.5.1.1. Inhibe la sintesis de la pared celular

La pared celular es la estructura bacteriana tipica y la administracién de farmacos
para que actlen a este nivel tendran efectos antibacterianos selectivos. Este
grupo incluye (betalactamicos, bacitracina, vancomicina, ciclosporina y
fosfomicina).(36)

2.4.5.1.2. Agente que modifica la permeabilidad de la membrana celular

La base para el uso de estos agentes es el hecho de que algunas membranas
de células bacterianas se degradan mas facilmente que las membranas de
células animales, lo que da como resultado un efecto relativamente selectivo.
Este grupo incluye (detergentes de polimixina b, antimicéticos, anfotericina b y
colistina).(36)

2.4.5.1.3. Agente que inhiben la sintesis proteica

La unidad funcional de sintesis de proteinas en las bacterias es el ribosoma 70S,
que consta de dos subunidades: 50S y 30S (36). Por el contrario, los ribosomas
de los mamiferos son 80 veces mas grandes y sus subunidades no se
descomponen facilmente.(36)

Este grupo incluye (aminoglucésidos, tetraciclinas, macrélidos, cloranfenicol,

lincosamidas).(36)
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Pared celular:
Antibiticos p-lactamicos
Fosfomicina

Membrana celular:
Polimixina B
Nitrofuranos

Fluoroquinolonas
Metronidazol

Metabolismo
del acido félico:

Sulfonamidas
Trimetoprim
Subunidad 50S de
Interferencia en la sintesis proteica:
fi i icar Cloramfenicol
1 sintesis proteica:  gupunidad 308 de Etuncra
nicina P . 7. Clindamicina
Tobramicina la sintesis proteica:

(aminoglucdsidos) Tetraciclinas

Glucopsptioos Replicacion del ADN:

FIGURA N°5: Mecanismo de Accién de los Antibiéticos

Fuente: Mecanismo de Accion de los Antibiéticos, Al-Nawas et al., (2011) (37).

2.4.6. FARMACO USADO COMO PATRON
2.4.6.1. Eritromicina

2.4.6.1.1. Mecanismo de acciéon

Es un antibiético que pertenece al grupo de los macrélidos.

La eritromicina inhibe la sintesis de proteica mediante la unién a la subunidad

50S de los ribosomas bacterianos e impide la translocacion.(38).
Sttic A

Cadena [
polipéptica
“naciente’ i)

—- Sitio de
fransferasa

-
e L

Plantila
de mRNA

Fuente: Mecanismo de Accién de los Antibioticos, Al-Nawas et al., (2011) (37).



2.4.6.1.2. Farmacocinética
Biodisponibilidad: 35% +- 25%.

Tiempo de vida media: 2 — 3 horas

Absorcion:

» Se absorbe de forma lenta e irregular en el intestino delgado.

» La Eritromicina es sensible a la acidez gastrica.

» Las sales acidas y los esteres no son afectados por el pH del
estbmago.

» Los alimentos disminuyen la absorcion de la base y del estearato, pero
no afectan al estolato ni al etilsuccinato (39).

Distribucion:

» Se distribuye en todos los tejidos (en mayor concentracion en el

A\ 4

higado, bilis y bazo) excepto en el liquido cefalorraquideo.

Mantienen los niveles adecuados en liquido pleural y ascitico.

En liquido prostético y seminal son el 33% de la concentracion sérica.
En plasma fetal alcanza 5 a 20 % del nivel sérico materno, se excreta

en leche materna.(39).

Metabolismo:
» Se metaboliza en el higado citocromo P450 (sub familia CYP3A4).

(39)

Excrecion:

» Su eliminacion es por la bilis.(39).

2.4.6.1.3. Indicaciones

La eritromicina esta indicada para el tratamiento de las siguientes afecciones en

adultos y nifios:

Infecciones por microorganismos susceptibles.

Infecciones de la piel y tejidos blandos.

Profilaxis de endocarditis.

Infecciones genitourinarias por C. Trachomatis.
Tos ferina (39).
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2.4.6.1.4. Reacciones adversas

Las reacciones que presentan:

Cardiovasculares: Arritmias, desmayos, muerte subita.
Dermatoldgicos: Rash, edema, urticaria.

Gastrointestinal: Diarrea, nauseas, vOmitos, colicos, ictericia,
colestasica, hepatitis, pancreatitis aguda (39).

Otorrinolaringo6logo: Disminucion de la audicion (39).

2.4.6.1.5. Interacciones

Tienen interacciones con los siguientes medicamentos:

Alfentanilo: Su efecto puede prolongarse.

Carbamazepina, xantina, cafeina, ciclosporina, barbituricos,
fenitoina, bromocriptina, acido valproico, cisaprida, astemizol: Mayor
riesgo de toxicidad.

Terfenadina: Riesgo de efectos cardiacos adversos.

Warfarina: Puede aumentar los efectos anticoagulantes.

Digoxina: Aumenta los niveles séricos de digoxina.

Isoniazida y Metotrexato: Mayor riesgo de hepatoxicidad (39).

2.4.6.1.6. Contraindicaciones

Hipersensibilidad a Eritromicina.

En pacientes con insuficiencia cardiaca.(39)
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2.5. MARCO CONCEPTUAL

Antioxidante: Es una molécula que evita la oxidacién de otra molécula.
La funcién de la actividad antioxidante es neutralizar la accion del radical
libre mediante la donacién de un electron para que no cause dafio en la
célula.(40)

Antibacteriano: Sustancia capaz de eliminar bacterias o inhibir el
desarrollo y contaminacién de las mismas, sin generar dafio en el
hospedador u organismo portador.(36)

Antibidticos: Sustancias producidas por diversos microorganismos
capaces de suprimir la proliferacién de otros gérmenes y al final pueden
destruirlos.(36)

Radicales libres: Los radicales libres son sustancias inestables por la
presencia de su electron desapareado, generandole una gran afinidad por
captar un proton libre.(31)

DPPH (2,2-difenil-1-picryhidrazilo): Es un radical libre nitrogenado
organico de color morado. El DPPH sélo se puede utilizar en medios
organico como el etanol absoluto, etanol y su absorbancia se mide a
517nm. Cuando el DPPH reacciona con los antioxidantes, cambia de color
de morado a amarillo debido a la presencia de antioxidantes.(34).

In vitro: Es un tipo de ensayo utilizado en laboratorio con el fin de
mantener con vida a microorganismos para que puedan ser manipulados
y observados, con fines de investigacion.(41)

Agar: Es una sustancia que se extrae de las algas rojas Gelidium y no
puede ser digerida por las bacterias.(42)

Halos de inhibicion: Zona alrededor de un disco de antibiético en un
antibiograma en el que no se produce crecimiento bacteriano en una placa
de agar inoculada con el germen.(41).

Cepa ATCC: Son importantes herramientas de control de calidad en los
laboratorios de microbiologia y son microrganismos certificados que se
utilizan en muchos campos diferentes para el control de calidad

microbiolégica.(43)
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CAPITULO Il
MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES BIOLOGICOS:
3.1.1. Muestra vegetal
e Se utilizaron las flores de la especie vegetal Senna birostris (Mutuy).

3.1.2. Muestra microbioldgica

e Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923
3.2. MATERIALES E INSTRUMENTOS DE LABORATORIO
3.2.1. Materiales de Campo

» Cuaderno de campo.

Tijera y cuter.

Céamara fotografica.

Papel Kraft.

Lapiceros.

Guantes de latex talla (M).
Mascarilla KN95

Plumon indeleble de color negro.
Materiales de laboratorio
Molino.

Papel aluminio.

Tubo de ensayo de 5 mL

Tubo de ensayo de 10 mL
Tubo de vacutainer EDTA K2
Bagueta.

Pipeta de 1mL.

Pipeta de 5mL.

Vaso de precipitado de 50 mL
Vaso de precipitado de 100 mL
Vaso de precipitado de 500 mL
Matraz Erlenmeyer de 100mL.
Matraz Erlenmeyer de 250mL.
Matraz Erlenmeyer de 500mL.
Goteros 10 mL
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Probeta de 50mL

Probeta de 100mL
Probeta de 500mL.
Embudo de vidrio.

Asa de siembra.

Hisopo.

Placas Petri.

Jeringa de 20 mL.
Instrumentos

Gradilla

Micropipeta de 10 - 100uL.
Micropipeta de 20 - 200uL.

Micropipeta de 100 - 1000uL.

Mechero bunsen

Mortero

Pinzas

Papel filtro

Pizeta de 500 mL

Soporte universal
Termdmetro digital tipo clavo
Equipo de Laboratorio
Cocinilla eléctrica.

Barfio Maria.

Balanza digital marca: (Kitchen Scale).

Destilador de agua

Estufa y/o incubadora, marca: (MERCK) con rango de T° de 5°C.

Refrigeradora de color plomo

Autoclave, marca: (Euretech).

Balanza analitica, marca: (KERN) con capacidad de 320g.

Espectrofotometro, marca: (Thermo Electron — Genesys 20) con rango

de medicion de 200 nm a 800 nm.
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3.2.5. Solventes y reactivos

>

YV V V V V V VY V V V V V V V V VY

A\

3.2.6. Medios de cultivo para la activacién de Staphylococcus aureus.

>
>
>

3.2.7. Medios de cultivo para el control microbioldgico

Agua destilada.

Metanol.

Etanol absoluto

Etanol de 96% o alcohol etilico de 96%
Etanol de 70% o alcohol etilico de 70%
Acetona.

Acetato de Etilo

Cloroformo.

Hexano.

Propilénglicol.

Cloruro feérrico al 1%.

Limaduras de magnesio.

Acido clorhidrico concentrado.
Reactivo de Dragendorff.

Reactivo de Lieberman — Burchart
Acido sulfurico concentrado
Reacciones de Bomtrager:

DPPH ALDRICH-SIGMA®

Agar Base Sangre
Agar Muller Hinton.
Caldo Brain Heart Infusion (BHI)

» Agar SS (salmonella y Siguella).

» Caldo Lactosado Verde Brillante Bilis 2% (Coliformes fecales).

» Agar Plate Count (Mesofilos viables).

» Agar Sabouraud (Hongos y levaduras)
3.2.8. Patrones

Vitamina C (Acido ascorbico).

Disco de Eritromicina (15ug).
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3.3.
3.3.1.

3.3.2.

3.3.3.

DISENO METODOLOGICO DE LA INVESTIGACION

Tipo de estudio

El trabajo de investigacion para evaluar la actividad antioxidante y
antibacteriana es de tipo experimental con disefio cuasi-experimental
porque la variable independiente del extracto glicélico de las flores de
Senna birostris (Mutuy) fue manipulada deliberadamente.

Disefio de la Investigaciéon

Es el estudio donde se analizara la actividad antioxidante y antibacteriana
frente a Staphylococcus aureus para lo cual se utilizd un disefio de
investigacion cuasi-experimental con grupo de control.

Ensayo de la Actividad Antioxidante

Para determinar la actividad antioxidante del extracto glicélico de las flores
de Senna birostris (Mutuy) a diferentes concentraciones y que tendrd como
patrén a la vitamina C (acido ascorbico), se trabajé de acuerdo con la Tabla
N° 1.

TABLA N°1: Disefio cuasi-experimental de la actividad antioxidante

GRUPOS TRATAMIENTO MEDICION DE
EXPERIMENTAL LA PRUEBA
G Y1 A1
G2 Y2 Az
Gs Y3 As
Ga Ya A4
Gs S As
Gn ---- An

Donde:

G1-Gn: Tubo de ensayo con el reactivo DPPH (radical libre que reacciona
con el antioxidante que se aprecia con el cambio de coloracién de
morado a amarillo).

Y1- Ya: Tubos de ensayo con extracto glicélico de las flores de Senna
birostris a diferentes concentraciones (expresado en pg/mL)

S: patrén (acido ascorbico pg/mL)

--: Ausencia de tratamiento (blanco)

Ai1-An: Lecturas de las absorbancias a 517 nm en el espectrofotometro.
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3.3.4. Ensayo de la Actividad Antibacteriana

Para determinar la CMI de la actividad antibacteriana del extracto glicélico
de las flores de Senna birostris (Mutuy), se trabajo de acuerdo con la Tabla
N° 2. (24).

3.3.4.1.

Disefio para la determinacion de la actividad antibacteriana del
extracto gl icélico de las flores de Senna birostris (Mutuy)

Disefio cuasi-experimental con post prueba y grupo control.

TABLA N°2: Determinacion de la actividad antibacteriana del extracto glicélico

de las flores de Senna birostris (Mutuy) frente a Staphylococcus aureus:

GRUPOS TRATAMIENTO MEDICION DE LA

EXPERIMENTAL PRUEBA
Gl X1 O1
G2 X2 O3
Gs X3 O3
Gx Xx Ox

Donde:

G1, G, ..., Gx: Cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923

X1, X2.... Xx: Son diferentes concentraciones en porcentajes de 25%, 50%,
75% y 100% del extracto glicélico de las flores de Senna birostris (Mutuy)
sembradas en placa Petri por triplicado por el método de pozos
excavados.

Xx: Farmaco patrén “Eritromicina”

O1, O2, Os.... Ox Observacion y medicion de los halos de inhibiciéon por
diferentes concentraciones del extracto glicolico de las flores de Senna

birostris (Mutuy) y del control positivo del farmaco patron (Eritromicina).
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3.4.

VARIABLE: DEFINICION CONCEPTUAL Y OPERACIONAL

3.4.1. Variables Implicadas:

3.4.1.1. Variable Independiente

A. Concentracion del extracto glicélico de las flores de Senna birostris
(Mutuy)

a)

b)

Definicion conceptual:

Es la cantidad de extracto glicélico de las flores de Senna birostris que
se uso para determinar la actividad antioxidante y antibacteriana, extraido
por maceracion con una mezcla de propilénglicol y agua en una
proporcion 50:50 .(21)

Definicion Operacional:

Naturaleza: Cuantitativa

Forma de medicion: Directa

Escala: Razon

Instrumento de medicion: Micropipeta

Procedimiento de medicion:

La cantidad del extracto glicolico de las flores de Senna birostris (Mutuy)
se midié volumétricamente en (UL) y se usO para preparar las diferentes
concentraciones para determinar la actividad antioxidante vy
antibacteriana.

Indicadores: Cantidad de extracto en solucion.

Expresion final: pg/mL

3.4.1.2. Variables Dependientes
A. Actividad Antioxidante

a)

b)

Definicion conceptual:

Es la capacidad del extracto glicélico de las flores de Senna birostris para
decolorar el radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) cambiando su color
de purpura o violeta a amarillo.(34)

Definicion Operacional:

Naturaleza: Cuantitativa

Forma de medicion: Indirecta

Escala: Razon

Instrumento de Medicion: Espectrofotdmetro UV visible
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Procedimiento de medicion: Se colocé la solucion del extracto glicolico

de las flores de Senna birostris (Mutuy) a diferentes concentraciones en

contacto con una solucion de DPPH (con una absorbancia de 0.8 - 1),

luego se incub6 a temperatura ambiente durante 30 minutos en la

oscuridad y realizar las lecturas a 517nm.

Indicador: Porcentaje de captacion del radical libre DPPH por el extracto

glicdlico de las flores de Senna birostris (Mutuy).

Expresion final de la variable: Porcentaje de inhibicion de DPPH.

B. Actividad Antibacteriana

a) Definicion conceptual:

b)

Es la capacidad del extracto glicélico de las flores de Senna birostris para

inhibir el crecimiento de una cepa ATCC de Staphylococcus aureus

usando el método: halos de inhibicion.(44)

Definicién Operacional:

Naturaleza: Cuantitativa

Forma de medicion: Directa

Escala: Razon

Instrumento de Medicion: Vernier, para medir los halos de inhibicion.
Procedimiento de medicion: Se midio los halos de inhibicion del
crecimiento bacteriano en las placas Petri inoculadas usando el
vernier, producida con diferentes concentraciones del extracto glicolico
de las flores de Senna birostris (Mutuy) y el farmaco patron.
Indicador: Formacion de halos de inhibicion en las placas Petri
inoculadas.

Expresion final de la variable: milimetros (mm)
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CUADRO N° 1: Operacionalizacién de variables

OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Escala Forma
O Definicién conceptual Naturaleza de de Indicador Expresion final
= medicion medicion
2
=
8_ Concentracion  del Es la cantidad de extracto glicolico de las
o extracto  glicélico . . .
S flores de Senna birostris que se usara para o _ _
< de las flores de determinar la actividad antioxidante y Cuantitativa Razén Directa Cantldagociljcc;:‘g:lracto en pg/mL
@ Senna birostris . . . .
a antibacteriana, extraido por maceracion
© (Mutuy) S
% con una mezcla de propilénglicol y agua en
> una proporcion 50:50.(21)
Es la capacidad del extracto glicélico de Porcentaje de captacién
Actividad las flores de Senna birostris para decolorar Cuantitativa Razén Indirecta del radical libre DPPH por | Porcentaje de inhibicién de
Antioxidante | el radical  2,2-difenil-1-picrilhidrazilo el extracto glicolico de las (DPPH)
flores de Senna birostris
%) (DPPH) a través del cambio de color de (Mutuy).
Q
= morado o violeta a amarillo.(34)
0
©
3
8 Es la capacidad del extracto glicélico de
© las flores de Senna birostris para inhibir el
0 i Cuantitativa Razon Directa Para la medicién del | Para el halo de inhibicion:
() - crecimiento de una cepa ATCC de .
5 Actividad didmetro de halo de mm
o Antibacteriana Staphylococcus aureus usando el método inhibicién: Zona alrededor
T de pozos excavados.(44) del pozo excavado de
> sensibilidad en el que se
produce crecimiento
bacteriano.

35




3.5. CRITERIOS DE INCLUSION Y SELECCION

3.5.1. Planta en estudio

>

Criterios de inclusion

Se recolect6 las flores amarillas sanas de la especie vegetal Senna
birostris (Mutuy).

Criterios de exclusion

Se excluyeron: Las flores amarillas de la especie vegetal Senna birostris

(Mutuy) dafiadas o que hayan sufrido el ataque de bacterias.

3.5.2. Cepa bacteriana

Criterio de inclusion

Cepa bacteriana de Staphylococus aureus ATCC 25923

Criterio de exclusion

Se excluyeron: Las cepas bacterianas que no se encuentre en buenas
condiciones (contaminacion) o que no cumplan las caracteristicas

basicas de las cepas especificas.

3.6. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

Observacion: Se uso la técnica de observacion experimental, donde se
utilizd técnicas de recoleccion de datos mediante instrumentos como
camara fotografica, ficha de recoleccion de datos y una regla de vernier.
Formato de recoleccion para la planta de estudio, Senna birostris
(Mutuy) (Anexo 5).

Formato de recoleccibn de datos para la actividad antioxidante y
antibacteriana “in vitro” del extracto glicélico de las flores de Senna
birostris (Mutuy) (Anexo 11).

3.7. TECNICAS PARA EL PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LOS DATOS
OBTENIDOS

Para organizar de manera adecuada los datos obtenidos, primero se
procesaron en el software Excel 2016, para la obtencion de los gréaficos
y para un mejor analisis de los datos se utilizo el software SPSS 25
como programa estadistico para aplicar el modelo de analisis de la
Varianza ANOVA y Prueba Post Hoc de Tukey, con la finalidad de

obtener si existe o no diferencia significativa entre los grupos de estudio.
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3.8. PROCEDIMIENTO DE LA INVESTIGACION

3.8.1. Procedimiento general del estudio

FLUJOGRAMA N°1: Procedimiento General

Ubicacién y recoleccion de la muestra
vegetal Senna birostris (Mutuy)

®

Seleccion y secado de flores ‘ Identificacién botanica

de la especie
Molienda y conservacion

v

% de humedad

Obtencién del extracto glicdlico de las % de rendimiento

flores de Senna birostris (Mutuy) para

determinar la actividad antioxidante y Pruebas de solubilidad

antibacteriana

1111

Anélisis fitoquimico cualitativo

"
—

Actividad antibacteriana Actividad antioxidante

- »

Para Staphylococcus aureus - "
Evaluacion de la capacidad

‘ antioxidante

(Método por decoloracion del DPPH)

Activacion de la Cepa

-

Determinacion de la sensibilidad
bacteriana

¥

-

Analisis de resultado y conclusiones

Fuente: Elaboracién propia - Huaman Rimachi J.J,2023
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3.9. PREPARACION DE LA MUESTRA VEGETAL

3.9.1. Muestra vegetal
a. Informacion:

e Toda la informacién sobre la especie vegetal Senna birostris (Mutuy) se
obtuvo de sitios web de investigacion botanica sobre plantas
medicinales y la identificacion taxonomica se realiz6 en el Herbario
Vargas (CUZ) - UNSAAC.

b. Recoleccion de la especie vegetal

e Se realizo la recoleccion de las flores de la especie vegetal Senna
birostris (Mutuy) en los meses de marzo del 2023, en el distrito de Cusco
- Sagsaywaman, provincia de Cusco, departamento de Cusco, a una
altura de 3560 m.s.n.m. Fueron recolectadas en zonas alejadas de los
bordes de los caminos y se preservaron en bolsas de papel Kratft.

c. Seleccion

e Se realiz6 la seleccion respectiva de las flores de la especie vegetal
Senna birostris (Mutuy), separando las partes dafiadas o que sufrieron
ataques de hongos e insectos.

d. Secado

e Se realizd el secado de las flores de la especie vegetal Senna birostris
(Mutuy) de manera extendida sobre papel kraft, en una habitacion
cerrada y limpia sin acceso a la luz, ventilado y a temperatura ambiente.

e. Molienday conservacion

e Se utilizé un molino el cual fue debidamente limpiado y desinfectado con
alcohol, luego las flores secas de la especie vegetal Senna birostris
(Mutuy) se trituraron y luego se coloc6 en un frasco de vidrio de color
ambar en contacto con el solvente de extraccion (propilénglicol + agua
destilada; 50:50) debidamente cerrado, bien rotulado y con la fecha

correspondiente, por un periodo de 15 dias.
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3.9.2. Obtencién del extracto glicélico de las flores de Senna birostris
(Mutuy)

Procedimiento:

Para la extraccion glicolica se utilizo 1509 de las flores molidas (muestra seca)
de la especie vegetal Senna birostris (Mutuy), y fueron maceradas en una mezcla
de propilénglicol y agua destilada en una proporcion 50:50 en un frasco de vidrio
de color caramelo debidamente etiquetado y rotulado, se agité diariamente en
un periodo de 15 dias a temperatura ambiente. Luego se filtr0 y se sometio a
evaporacion a bafio maria a 45°C. Este extracto se utilizé para pruebas de
solubilidad, andlisis fitoquimico cualitativo, control de calidad microbioldgico y

para determinar la actividad antioxidante y antibacteriana.(21)
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FLUJOGRAMA N°2: Procedimiento del extracto glicélico de las flores de Senna
birostris (Mutuy)

Identificar, recolectar y seleccionar las flores de Senna
birostris (Mutuy)

$

Secar la muestra (flores) a temperatura ambiente bajo sombra
por un periodo de 30 dias

-

Moler las flores secas de la muestra en estudio

-

Preparar el extracto glicélico (Propilénglicol + agua destilada en
una proporcion (50:50) con la muestra molida)

A

Macerar durante 15 dfas a temperatura ambiente en un frasco
de vidrio de color ambar

-

Filtrar

-

Bano maria a 45°C

ad

Determinar de las pruebas fitoquimicas del extracto glicélico

Fuente: Elaboracién propia - Huaman Rimachi J.J,2023
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3.9.3. Porcentaje de humedad

El porcentaje de humedad de las flores de Senna birostris (Mutuy) se determino
por triplicado en placas Petri y se pesaron las placas Petri que contenian 5g de
muestra fresca, luego estas se colocaron en una estufa a una temperatura de

40°C por 1 hora hasta lograr un peso constante.(45)

El porcentaje de humedad se calculd segun la siguiente formula:

M1-M2

%H = T

x 100

Donde:

» %H = Porcentaje de humedad
e M1 = Peso de la muestra de flores fresca
e M2 = Peso de la muestra de flores seca

FIGURA N°6: Determinacion del porcentaje de humedad (29)
3.9.4. Porcentaje de rendimiento

e Se calcul6 segun la siguiente formula:

Peso final

100

% Extraccion = —
Peso inicial

Donde:
o %E = Porcentaje de extraccion

o Pf = Peso final del extracto
¢ Pi =Peso inicial de la muestra seca molida

FIGURA N°7: Determinacion del porcentaje de rendimiento (29).
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3.9.5. Prueba de solubilidad

Para determinar la solubilidad del extracto glicélico de las flores de Senna

birostris (Mutuy), se colocé una gota del extracto en diferentes tubos de ensayo,

luego en los diferentes tubos de ensayo se afiadi6 1mL de cada solvente con

diferentes polaridades como: agua destilada, metanol, etanol absoluto, etanol de

70%, etanol 96%, acetona, acetato de etilo, cloroformo y hexano.(29).

(ANEXO 6)

FLUJOGRAMA N°3: Prueba de solubilidad del extracto glicélico de las flores de

Senna birostris (Mutuy)

Extracto glicélico de
las flores de Senna
birostris (Mutuy)

Se anadié 1 gota del
extracto y luego 1 mL
de cada solvente

= —-—
@ 5
Agua (+++) Etanol 70 (+++) Metanol (++) Etanol Abs (+) Etanol 96 (+)
-— — —— —-—
°® @ @)  J gzl
Acetato de etilo (+) Cloroformo (+) Acetona (-) Hexano (-)

Fuente: Elaboracién propia - Huaman Rimachi J.J,2023
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3.9.6. Analisis fitoquimico cualitativo

Para realizar el andlisis fitoquimico cualitativo del extracto glicolico de las flores
de Senna birostris (Mutuy), se coloc6 una gota del extracto en diferentes tubos
de ensayo, luego en los diferentes tubos de ensayo se afiadi6 1mL de cada
reactivo para determinar el color y/o precipitacion.(46)

Se evalué la presencia o ausencia de metabolitos secundarios, como
compuestos fendlicos, flavonoides, alcaloides, triterpenos y esteroides,

saponinas, taninos y quinonas.(46).(ANEXO 6)

FLUJOGRAMA N°4: Analisis fitoquimico cualitativo del extracto glicélico de las

flores de Senna birostris (Mutuy)

Extracto glicolico de
las flores de Senna ’
birostris (Mutuy)

Se anadi6 1 gota del
extracto y luego 1 mL de
cada reactivo

-— —-— <=
— g e
Compuesto Flavonoides Triterpenos y Saponinas (+)
Fendlico (++) (++) Esteroides (+)
—-— - —-—
S e e’
Alcaloides (-) Taninos (-) Quinonas (-)

Fuente: Elaboracién propia - Huaman Rimachi J.J,2023

43



3.9.7. Actividad antioxidante

Se utilizé el método de radicales libres 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)
desarrollado por Brand-Williams para determinar la actividad antioxidante del
extracto glicolico de las flores de Senna birostris (Mutuy).(47)

3.9.7.1. Método de radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

3.9.7.1.1. Preparacion de la solucién control DPPH

Se peso 3.9 mg del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) en la balanza
analitica y se disolvié en un matraz aforado con 100mL de etanol al 70%. La
solucion se sonica durante 20 minutos con la finalidad de lograr una mayor
solucién homogénea. La solucion del radical DPPH en el matraz aforado fue
completamente cubierto con papel aluminio y se dejé6 a una temperatura
ambiente para que pueda reaccionar durante 24 horas en la oscuridad.(48)

La medicién de la absorbancia DPPH se medio utilizando un espectrofotometro
a 517 nm dentro del rango permitido de 0.8 — 1.09. Luego de lograr la
absorbancia adecuada para el DPPH, se mezcl6é con diferentes preparaciones
de la muestra del extracto glicélico de las flores de Senna birostris (Mutuy).(29)
3.9.7.1.2. Preparacion de solucién patron del Acido Ascorbico

Se pes6 1mg de &cido ascorbico en una balanza analitica y disolvimos en 10mL
de etanol al 70% en un matraz aforado. La solucion se sonica durante 20 minutos
con la finalidad de logran una mayor solucién homogénea. La solucion de acido
ascorbico en el matraz aforado se cubrié completamente con papel aluminio y
se dej6 reaccionar a temperatura ambiente durante 1 hora en la oscuridad, luego
se prepararon diferentes soluciones con concentraciones de 2ug/mL, 3ug/mL,
4ug/mL, 5ug/mL, 6ug/mL, 7ug/mL, 8ug/mL, 9ug/mL y 10ug/mL para realizar la

curva de comparacion referencial.(49)
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3.9.7.1.3. Preparacion de la curva referencial

Para las diferentes concentraciones del 4cido ascorbico, se agregd 0.5mL de
etanol al 70% y 1,5mL de la solucion de DPPH, se agito cada tubo vigorosamente
y se dejé a una temperatura ambiente para que pueda reaccionar durante 30
minutos en la oscuridad. Luego se midi6 la absorbancia de la solucién a 517nm
usando un espectrofotometro. El nivel de coloracion del DPPH de morado a
amarillo, indica que tiene actividad antioxidante y el porcentaje de inhibicidon se

calcula segun la siguiente formula.(49)

ABS(DPPH)-ABS(MUESTRA)

1 100
ABS(DPPH)

% Inhibicion =

Donde:

o ABS(DPPH) = Absorbancia del control
o ABS(MUESTRA) = Absorbancia de la muestra

FIGURA N°8: Porcentaje de inhibicion del radical (DPPH).(47)
3.9.7.1.4. Medicion de la actividad antioxidante del extracto glicolico de
las flores de Senna birostris (Mutuy)

Se preparé diferentes soluciones con concentraciones de 20ug/mL, 30ug/mL,
40ug/mL, 50pg/mL, 60ug/mL, 70ug/mL, 80ug/mL, 90ug/mL y 100ug/mL del
extracto glicolico de las flores de Senna birostris (Mutuy), se agregé 0.5mL de
etanol al 70% y 1.5mL de la solucién de DPPH, agite cada tubo vigorosamente
y se dej6é a una temperatura ambiente para que pueda reaccionar durante 30
minutos en la oscuridad.(49). Luego se midi6é la absorbancia de la solucion a
517nm usando un espectrofotémetro. El nivel de coloracion del DPPH de morado
a amarillo, indica que tiene actividad antioxidante y se calcula el porcentaje de
inhibicion.(48)
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FLUJOGRAMA N©5: Actividad antioxidante del extracto glicélico de las flores de

Senna birostris (Mutuy)

Actividad antioxidante del extracto glicélico de las flores
de Senna birostris (Mutuy)

§

Preparar tubos de ensayo con el extracto glicolico a diferentes
concentraciones.

Adicionar el reactivo DPPH

-

Dejar a una temperatura ambiente para que pueda reaccionar
durante 30 minutos en la oscuridad

-

Elaborar de la curva patron

-

Lectura en el espectrofotdmetro a 517 nm

-

Resultados y analisis

Fuente: Elaboracién propia - Huaman Rimachi J.J,2023
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3.9.8. Control microbiolégico

3.9.8.1. Control Microbioldgico del Extracto glicolico de las flores de
Senna birostris (Mutuy)

Segun la Norma Sanitaria “Criterios Microbiolégicos de Calidad Sanitaria de

Salud”, en la siguiente tabla se presentan los criterios que se deben tener en

cuenta para controlar la calidad del extracto en estudio.(50)

TABLA N°3: Analisis del criterio de control microbiolégico

CRITERIOS AGAR | PESODEL | BACTERIAY |RESULTADOS
EN USO | EXTRACTO HONGOS ACEPTABLES

Criterio imperativo: no
debe presentar, en caso | Agar SS 10¢g Salmonella Negativo
hubiera el riesgo es muy
elevado

Criterios indicativos de
higiene: el exceso indica

que las condiciones de | Agar Mc Coliformes

higiene en el proceso| Conkey 1g fecales (E. coli) Negativo
son deficientes y que el Y

producto puede ser VBBL

rechazado.

Criterios de alerta o
limites criticos: significa

que durante el proceso Agar Aerobios
de propagacion del | Sabouraud 1g mesdfilos Hongos Negativo
extracto no debe exceder y levaduras

los limites especificados.

Fuente: DIGESA: “Criterios Microbiol6gicos de Calidad Sanitaria e Inocuidad
para los Alimentos y Bebidas de Consumo Humano”. Cusco - Peru, 1999. (50)
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FLUJOGRAMA N°6: Control de calidad de los extractos concentrados en base

al criterio imperativo (Salmonella)

Tomar 10mL del extracto glicdlico de las flores de

Senna birostris (Mutuy)

-

Preparar en un Matraz Erlenmeyer 90 ml de caldo peptonado y
luego incubar a una temperatura de 37°C por 24 horas

-

Extraer 1mL de la solucion anterior y colocar en un tubo de
ensayo 10mL de agar SS (Salmonella, Shiguella) y luego
incubar a una temperatura de 37°C por 24 horas

-

Sembrar en agar SS (Salmonella, Shiguella) y luego incubar a
una temperatura de 37°C por 24 horas

'—

- \ 4

Presencia de colonias (colonia No hay presencia de colonias
(colonia transparente)

transparente con centro negro)

Prueba positiva Prueba negativa

Fuente: Elaboracion propia - Huaman Rimachi J.J,2023
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FLUJOGRAMA N°7: Control de calidad de los extractos concentrados en base

al criterio indicativo de higiene (Coliformes fecales)

Tomar 10mL del extracto glicolico de las flores de

Senna birostris (Mutuy)

»

Realizar diluciones decimales 1072, 107 10~*UFC

"

Colocar 1mL de las diluciones en tubos de ensayo con caldo
Lactosado Verde brillante Bilis al 2% por triplicado, luego
incubar a una temperatura de 37"C por 24 horas

v

» >

Produccion de gas No hay produccion de gas

- \ 4

Prueba presuntiva para
coliformes

Ausencia de coliformes

Fuente: Elaboracién propia - Huaman Rimachi J.J,2023
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FLUJOGRAMA N°8: Control de calidad de los extractos concentrados segun el
criterio de alerta o limites criticos (Mesoéfilos viables)

Tomar 1mL del extracto glicdlico de las flores de

Senna birostris (Mutuy)

-

Realizar diluciones decimales 1072, 10~* y 10~* UFC

\ 4

Separar placas Petri estériles y agregar 15 mL de Agar Plate
Coungt y luego incubar a una temperatura de 45°C

4

Homogenizar el inculo con el medio de cultivo

-

Dejar solidificar, invertir e incubar a 31°C por 48 a 72 horas

-

4 -

Presencia de colonias No hay presencia de colonias
Prueba positiva Prueba negativa

Fuente: Elaboracién propia - Huaman Rimachi J.J,2023
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FLUJOGRAMA N°9: Control de la calidad de los extractos concentrados segun

el criterio de alerta o limites criticos (Hongos y levaduras)

Tomar 1mL del extracto glicélico de las flores de

Senna birostris (Mutuy)

-

Realizar diluciones decimales 1072, 1073y 10~* UFC

\ 4

Separar placas Petri estériles y agregar 15 mL de Agar
Sabouraud y luego incubar a una temperatura de 45°C

-

Homogenizar el indculo con el medio de cultivo

-

Dejar solidificar, invertir e incubar a 31°C por 3 a 5 dias

‘—

- »

Presencia de colonias No hay presencia de colonias

- v

Prueba positiva Prueba negativa

Fuente: Elaboracién propia - Huaman Rimachi J.J,2023
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3.9.9. Actividad antibacteriana mediante el método de pozos excavados

3.9.9.1.

Procesamiento bacterioldgico

A. Reactivacion de la cepa ATCC

La cepa ATCC se obtuvo de Microbiologics — Genlab del Peru, para la
reactivacion Microbiologics — Genlab del Peru recomienda utilizar los
siguientes tipos de agar: Blood Agar Base, Agar Muller Hinton o Agar
Nutritivo y Caldo Brain Heart Infusion (BHI).

Para reactivar la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 se
utilizé Blood Agar Base segun instrucciones de Microbiologics —
Genlab del Peru. (ANEXO 10)

B. Conservacion de la bacteria

La cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 se conservl en un
tubo de ensayo que contenia 5mL de Caldo Brain Heart Infusion (BHI),
se rotulo y se codifico adecuadamente, se incubd a 37°C durante 24
horas y luego se conservo a 4°C en un refrigerador y replicado en un
medio nuevo cada 15 dias para la conservacion de la cepa.(51)

C. Preparacion del inoculo.

Se cultivo la bacteria de Staphylococcus aureus en un tubo de ensayo
que contenia 5mL de Caldo Brain Heart Infusion (BHI), se incubd a
37°C durante 24 horas, con la finalidad de realizar a partir de este el
sembrado en las placas. Luego se realizé los ajustes de la suspension
bacteriana a la turbidez equivalente al estdndar (0.5 de la escala
MacFarland = 1.5x108 UFC/mL de la escala de MacFarland).(52)

D. Preparacién de las placas Petri:

Se prepararon placas Petri utilizando aproximadamente 20 ml de Agar
Muller Hinton o Agar Nutritivo.(45)

Se prepararon diferentes concentraciones del extracto glicélico de las
flores de Senna birostris (Mutuy) al 25%, 50%, 75% y 100%, para el
control del farmaco patrén de Eritromicina 15ug/25uL.(45)

Una vez obtenida la suspension bacteriana, se procedio a la siembra
con la ayuda de un hisopo estéril sobre plagas del agar Muller Hinton

o Agar Nutritivo previamente preparadas.(45)
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Se incubd a 37°C durante 30 minutos y luego con una pipeta Pasteur
(5.9 mm de didmetro) se realizd los 3 pozos excavados por placa
Petri.(53)

Luego usando una micropipeta se depositaron 25uL del extracto
glicdlico y del farmaco en cada pozo excavado.(53)

Finalmente se incub6 a 37°C durante 24 horas. Pasado este tiempo,

se midio con un vernier el diametro de halo formado.(53)
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FLUJOGRAMA N°10: Actividad antibacteriana por el método de pozos

excavados del extracto glicolico de las flores de Senna birostris (Mutuy)

Cepas de Staphylococcus aureus, conservadas en Agar
Base Sangre.

-

Para la preparacion de los inéculos cultivar Staphylococcus
aureus en 5 ml de BHI y ajustar la suspension bacteriana a la
turbidez equivalente al estandar 0.5 de la escala de
MacFarland.

\ 4

Preparacion de las placas usando Agar Muller Hinton o Agar

Nutritivo

Para la prueba de la actividad antibacteriana se sembro6 el
inbculo en Agar Muller Hinton y luego se coloco las
concentraciones del extracto glicélico de las flores de

Senna birostris (Mutuy) y el antibibtico patrén en cada pozo y
se incubd por 24 horas a 37°C

-

Medir los halos de inhibicion con un Vernier

-

Analisis y discusion de los resultados

Fuente: Elaboracién propia - Huaman Rimachi J.J,2023
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CAPITULO IV
ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1. PORCENTAJE DE HUMEDAD

4.1.1. Porcentaje de humedad de las flores de Senna birostris (Mutuy)
Los resultados del porcentaje de humedad de las flores de Senna birostris

(Mutuy). Se determiné mediante la siguiente formula:

M1-M2
M1

%H = x 100

Donde:

* %H = Porcentaje de humedad
o M1 = Peso de la muestra de flores fresca
o M2 = Peso de la muestra de flores seca

TABLA N°4: Resultado del porcentaje de humedad de las flores de Senna
birostris (Mutuy)

NUMERO PESODE LA | PESODE LA | PORCENTAJE
ESPECIE DE MUESTRA MUESTRA DE HUMEDAD
VEGETAL DETERMINACIONES FRESCA SECA
1 5,012g 1,095¢g 78,15%
Senna 2 5,008g 1,097g 78,10%
birostris
(Mutuy)
3 5,014g 1,093¢g 78,20%
PROMEDIO 78,15%

Fuente: Elaboracién propia - Huaman Rimachi J.J,2023
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ANALISIS, INTERPRETACION Y DISCUSION:

En la tabla N°4 se puede observar que el promedio del porcentaje de humedad
de las flores de Senna birostris (Mutuy) es de 78,15%, en el cual las flores de
Mutuy tienen un porcentaje relativamente alto, por lo que tienen mayor riesgo de
crecimiento de microorganismos si no se conservan adecuadamente.

Segun Stubsgaard, F.(1997) (54), la humedad determina las actividades
fisiolégica y bioquimica de las plantas, por lo que determinar el porcentaje de
humedad es un indicador relativo de la cantidad de agua y sustancias que
participan en el metabolismo de las plantas, bajo la accién de enzimas. Por lo
tanto, el proceso de secado es de gran importancia porque ademas de lo
mencionado, el porcentaje de humedad es un factor que crea condiciones
favorables para el crecimiento de bacterias y hongos, asi como también se
formen reacciones de oxidacién e hidrolisis.(54)

Se tomaron las medidas necesarias para el manejo y secado de las flores de
Senna birostris (Mutuy) para evitar la degradacion y cambios de metabolitos de
la especie vegetal en estudio.

4.2. PORCENTAJE DE RENDIMIENTO

4.2.1. Porcentaje de rendimiento del extracto glicolico de las flores de
Senna birostris (Mutuy)

Los resultados del porcentaje de rendimiento del extracto glicélico de las flores

de Senna birostris (Mutuy). Se determind mediante la siguiente formula:

Peso final

% Extraccion = x 100

Peso inicial
Donde:
¢ %E = Porcentaje de extraccion

o Pf = Peso final del extracto
¢ Pi =Peso inicial de la muestra seca molida
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TABLA N°5: Resultado del porcentaje de rendimiento del extracto glicélico de

las flores de Senna birostris (Mutuy)

ESPECIE PESO INICIAL DE LA PESO FINAL PORCENTAJE
VEGETAL MUESTRA MOLIDA DEL EXTRACTO DE
GLICOLICO RENDIMIENTO
Senna
birostris 150 g 90,260 g 60.17 %
(Mutuy)

Fuente: Elaboracion propia - Huaman Rimachi J.J,2023

ANALISIS, INTERPRETACION Y DISCUSION:

En la tabla N° 5 se puede observar que el porcentaje de rendimiento del extracto
gicolico de las flores de Senna birostris (Mutuy) obtenido por maceracién con
propilénglicol, es de 60.17% respectivamente. Segun Salvat, A. (2018) (55), el
porcentaje de rendimiento del extracto del género Senna fue de 53,6% hasta
83.6%, el cual recolecté su muestra vegetal a inicio de brote a diferencia de
nuestra muestra vegetal de investigacion que se recolecté en la etapa de
floracion. Las variantes que intervienen en el rendimiento de extraccion: La
época de recoleccion, el lugar geografico, temperatura y el tipo de extraccion,
determinan el porcentaje de rendimiento.(55).

Este resultado nos indica que extracto gicélico de las flores de Senna birostris
(Mutuy) tiene un porcentaje de rendimiento aceptable. Por lo tanto, no requiere
pequefias cantidades de material vegetal para obtener un extracto organico

adecuado para los estudios de bioactividad.
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4.3. PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

4.3.1. Pruebas de solubilidad del extracto glicolico de las flores de Senna
birostris (Mutuy)

Se utilizaron diferentes solventes de diferente polaridad para determinar la
solubilidad del extracto glicolico de las flores de Senna birostris (Mutuy),

obteniéndose los siguientes resultados.

TABLA N°6: Resultado de solubilidad del extracto glicolico de las flores de

Senna birostris (Mutuy)

EXTRACTO GLICOLICO DE
SOLVENTE Senna birostris (Mutuy)
Agua destilada A
Metanol 4
Etanol absoluto +
Etanol de 96% +
Etanol 70% -
Acetona -
Acetato de etilo +
Cloroformo +
Hexano =

Fuente: Elaboracién propia - Huaman Rimachi J.J,2023. (ANEXO 6)
DONDE:

e Muy soluble : +++
e Parcialmente soluble : ++
e Poco soluble : +

e Insoluble : -
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ANALISIS, INTERPRETACION Y DISCUSION:

En la tabla N°6 se muestra que el extracto glicélico de las flores de Senna
birostris (Mutuy) obtenido por maceracion con propilénglicol y agua destilada
(50:50) es muy soluble en agua destilada y etanol al 70%. Ademas, es
parcialmente soluble en metanol, poco soluble en etanol absoluto, etanol al 96%,
acetato de etilo y cloroformo, e insoluble acetona y hexano. Segun Gonzales
Diaz N, Silva Villacréz J. (2021) (56), el extracto de la muestra vegetal de Senna
alata L., es muy soluble en etanol al 70%, parcialmente soluble en metanol,
cloroformo y acetato de etilo.(56)

Segun el resultado de la muestra el extracto glicolico de las flores de Senna
birostris (Mutuy) es parcialmente polar (Agua destilada, metanol, etanol absoluto,
etanol al 70% y etanol 96%) y esta solubilidad se ve disminuida en solventes

apolares (Acetato de etilo, cloroformo, acetona y hexano).
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4.4. ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO

4.4.1. Analisis fitoquimico cualitativo del extracto glicélico de Senna

birostris (Mutuy)

Este andlisis fitoquimico se realizo6 para determinar los metabolitos secundarios

presentes en el extracto glicélico de las flores de Senna birostris (Mutuy) y se

encontraron los siguientes resultados.

TABLA N°7: Resultado del analisis fitoquimico del extracto glicolico de las

flores de Senna birostris (Mutuy)

EXTRACTO
METABOLITO REACTIVO GLICOLICO DE
SECUNDARIO Senna birostris
(Mutuy)
Compuestos Fenolicos Cloruro férrico 1% ++
Flavonoides Reaccion de Shinoda ++
Alcaloides Dragendorf -
Triterpenos y Esteroides | Lieberman - Burchart +
Saponinas Prueba de espuma +
Taninos Gelatina -
Quinonas Hidroxido de potasio -

Fuente: Elaboracion propia - Huaman Rimachi J.J,2023. (ANEXO 6)

DONDE:

e Abundante
e Poco

e Muy poco
e Ausente

+++
++
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ANALISIS, INTERPRETACION Y DISCUSION:

El andlisis fitoquimico es un procedimiento muy importante para la deteccion de
metabolitos secundarios y se utilizaron reactivos especificos para identificar cada
compuesto. Obteniendo resultados de coloracién, reacciones especificas y otras
precipitaciones.(46)

El analisis fitoquimico en el extracto glicélico de las flores de Senna birostris
(Mutuy), se muestra en la tabla N° 7, se puede observar poca cantidad de
metabolitos secundarios en compuestos fendlicos y flavonoides, mientras que
muy poca cantidad en triterpenos, esteroides y saponinas; y ausencia en
alcaloides, taninos y quinonas.

Segun Oladeji OS, Adelowo FE, Oluyori AP. (2021) (57), el género Senna
(Fabaceae) contiene metabolitos importantes como compuestos fendlicos,
flavonoides, esteroides, triterpenos y saponinas.(57)

Segun Lock Sing de Ugaz O. (1994) (46), los compuestos fendlicos y los
flavonoides son sintetizados por las plantas, especialmente en hojas, flores y
polen (46). Esto ocurre porque los compuestos fendlicos y flavonoides se
sintetizan en la planta en respuesta a una infeccidbn microbiana. Esto puede
deberse a su actividad a través de la formacion de complejos con proteinas
extracelulares solubles, asi como formar complejos con la pared celular
bacteriana, de las cuales los flavonoides més lipdfilicos destruyen la membrana
celular. Ademas, los compuestos fendlicos y flavonoides tienen la capacidad de
neutralizar los radicales libres.(46)

Segun estos resultados podemos asumir que, por la presencia de compuestos
fendlicos y flavonoides, se puede demostrar que nuestro extracto glicolico de las
flores de Senna birostris (Mutuy) presenta actividad antioxidante vy

antibacteriana, la cual se corrobora con las pruebas posteriores.
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4.5. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL EXTRACTO GLICOLICO DE LAS
FLORES DE Senna birostris (MUTUY)
4.5.1. RESULTADOS DEL PATRON ACIDO ASCORBICO

4.5.1.1. Curva de Calibracion del patron Acido Ascorbico

Los resultados de la curva de calibracion del patréon acido ascorbico se muestran

en el siguiente grafico.

GRAFICO N°1: Resultado de la Curva de Calibraciéon del Patron Acido

Ascorbico
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Fuente: Elaboracion propia - Huaman Rimachi J.J,2023

ANALISIS, INTERPRETACION Y DISCUSION:
El grafico N°1 muestra la relacion entre la concentracion y el porcentaje de
inhibicion del radical DPPH del acido ascérbico. Se obtiene un Coeficiente de
determinacién R2 = 0.9985, un valor cercano a la unidad, lo que indica una
correlacion positiva entre ambas variables. Esto nos permite entender que la
fuerza de relacion entre ambas variables es del 99.8%, lo que indica que la
actividad antioxidante del patron acido ascérbico depende estrictamente de la
concentracion. Segun Gutiérrez Pulido, H., & Salazar, V. (2012) (58), el
Coeficiente de determinacion (R?) se utiliza para evaluar la correlacion lineal
entre dos variables cuantitativas. Este coeficiente solo se utiliza para determinar
si existe una relacion lineal entre ambas variables. (58).
Segun este resultado la curva de calibracién se utiliza para evaluar la linealidad
y la interaccion que hay entre la concentracion y el porcentaje de inhibicién del
radical DPPH.
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4.5.1.2. Porcentaje de Actividad de captacién del radical libre DPPH del
patrén Acido Ascorbico

GRAFICO N°2: Resultado del porcentaje de Inhibicion del radical DPPH del

Patrén Acido Ascorbico
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Fuente: Elaboracion propia - Huaman Rimachi J.J,2023

ANALISIS, INTERPRETACION Y DISCUSION:

El grafico N° 2 muestra que el porcentaje de inhibicién del radical libre DPPH por
el acido ascorbico determinada a diferentes concentraciones: 2ug/mL, 3ug/mL,
4ug/mL, 5ug/mL, 6ug/mL, 7ug/mL, 8ug/mL, 9ug/mL y 10ug/mL obteniéndose
porcentajes de inhibicion de 20.4%, 27.9%, 36.9%, 46.8%, 55.6%, 64.3%,
76.6%, 84.9% y 91.5%, respectivamente. Se puede observar que a medida que
aumenta la concentraciéon del patron, también aumenta el porcentaje de
inhibicion, de lo que se puede concluir gue cuanto mayor es la concentracion del
acido ascorbico, mayor es la capacidad antioxidante.

Segun Huaman Palomino, René F. (2013) (18), en su estudio sobre la actividad
antioxidante de la especie vegetal Senna alata L. "mutuy" mediante el método
DPPH reporta el uso de acido ascérbico como patron, en el que se trabajé a
diferentes concentraciones: 10ug/mL, 50ug/mL, y 100ug/mL obteniéndose
porcentajes de inhibicion de 99%, 98,5% y 99,1% respectivamente.(18)

Como podemos observar existe una similitud en los resultados frente al
porcentaje de inhibicion del radical libre DPPH por el &cido ascérbico,

concluyéndose asi que el patron acido ascorbico tiene actividad antioxidante.
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4.5.2. RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL EXTRACTO
GLICOLICO DE LAS FLORES DE Senna birostris (MUTUY)
4.5.2.1. Absorbancia y porcentaje de captacion del radical libre DPPH del

Extracto glicolico de las flores de Senna birostris (Mutuy)

TABLA N°8: Resultado de absorbancia y porcentaje de captacion del radical

DPPH del extracto glicélico de las flores de Senna birostris (Mutuy)

Concentracion
del Extracto Absorbancia Porcentaje Promedio Promedio
glicélico de las de de las del
flores de Inhibicion | Absorbancias | porcentaje
Senna birostris N° Absorbancia de la muestra de
(Mutuy) Tubos de la (nm) Inhibicién
muestra
1 0.826 23.5%
2 0.851 21.2%
20 pug/mL 3 0.840 22.2% 0.841 22.1%
4 0.836 22.6%
5 0.854 20.9%
1 0.791 25.9%
2 0.762 28.7%
30 pg/mL 3 0.721 32.5% 0.759 28.9%
4 0.758 29.0%
5 0.765 28.4%
1 0.702 33.5%
2 0.670 36.5%
40 pg/mL 3 0.673 36.2% 0.678 35.7%
4 0.672 36.3%
5 0.674 36.1%
1 0.604 42.4%
2 0.595 43.2%
50 pg/mL 3 0.599 42.8% 0.599 42.8%
4 0.601 42.7%
5 0.596 43.1%
1 0.538 48.3%
2 0.527 49.3%
3 0.521 49.9% 0.522 49.8%
60 ng/mL 4 0.522 49.8%
5 0.503 51.6%
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1 0.459 55.6%
2 0.452 56.2%

70 pg/mL 3 0.442 57.2% 0.450 56.4%
4 0.448 56.6%
5 0.451 56.3%
1 0.418 59.5%
2 0.396 61.6%

80 pg/mL 3 0.400 61.2% 0.399 61.3%
4 0.397 61.5%
5 0.384 62.8%
1 0.342 64.6%
2 0.319 67.0%

90 pg/mL 3 0.326 66.3% 0.329 65.9%
4 0.328 66.0%
5 0.332 65.6%
1 0.269 71.8%
2 0.273 71.4%

100 pg/mL 3 0.275 71.1% 0.277 71.0%
4 0.283 70.3%
5 0.283 70.3%

Abs (DPPH) | 1.080

Fuente: Elaboracion propia - Huaman Rimachi J.J,2023

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En la tabla N°8 se muestran los valores de absorbancia obtenidos de las pruebas
realizadas por quintuplicado, obtenidas con un espectrofotometro a 517nm, para
las concentraciones recomendadas para el extracto glicélico de las flores de
Senna birostris (Mutuy), estos valores nos ayudaron a calcular el porcentaje de
captacion del radical libre DPPH. Se realizaron lecturas por quintuplicado en
nueve concentraciones diferentes que iniciaron en 20ug/mL, 30ug/mL, 40ug/mL,
50ug/mL, 60ug/mL, 70ug/mL, 80ug/mL, 90ug/mL y 100ug/mL. Las absorbancias
correspondientes fueron de 0.841, 0.759, 0.678, 0.599, 0.522, 0.450, 0.399,
0.329 y 0.277 nm segun la concentracion. Obteniéndose porcentajes de
inhibicion de 22.1%, 28.9%, 35.7%, 42.8%, 49.8%, 56.4%, 61.3%, 65.9% vy
71.0% respectivamente. Se puede observar que a medida que aumenta la
concentracion del extracto glicélico, también aumenta el porcentaje de actividad
antioxidante, de lo que se puede concluir que cuanto mayor es la concentracion
del extracto glicélico, mayor sera la capacidad antioxidante. Para esta prueba se

usa el DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), como indicador de la reaccion por ser
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un agente de estrés oxidativo y se utiliza para evaluar la actividad antioxidante
en productos naturales y compuestos sintéticos.(34)
4.5.2.2. Curva de captacion del radical DPPH del extracto glicolico de las

flores de Senna birostris (Mutuy)

GRAFICO N°3: Resultado de la Curva de captacion del radical DPPH del
extracto glicélico de las flores de Senna birostris (Mutuy)
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Fuente: Elaboracién propia - Huaman Rimachi J.J,2023

ANALISIS, INTERPRETACION Y DISCUSION:

El grafico N°3 muestra la relacion entre la concentracién y el porcentaje de
inhibicién del radical DPPH del extracto glicélico de las flores de Senna birostris
(Mutuy). Se obtiene un Coeficiente de determinaciéon Rz = 0.9803, un valor
cercano a la unidad, lo que indica una correlacion positiva entre ambas variables.
Esto nos permite entender que la fuerza de relacion entre ambas variables es
del 98.03%, lo que indica que la actividad antioxidante del extracto glicélico de
las flores de Senna birostris (Mutuy) depende estrictamente de la concentracion.
Segun Gutiérrez Pulido, H., & Salazar, V. (2012) (58), el Coeficiente de
determinacion (R?) se utiliza para evaluar la correlacion lineal entre dos variables
cuantitativas. Este coeficiente sOlo se utiliza para determinar si existe una
relacion lineal entre ambas variables.(58).

Segun este resultado la curva de calibracion se utiliza para evaluar la linealidad
y la interaccion que hay entre la concentracion y el porcentaje de inhibicion del
radical DPPH.
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4.5.2.3. Porcentaje de Actividad de captacién del radical DPPH del Extracto
glicolico de las flores de Senna birostris (Mutuy)

GRAFICO N°4: Resultado del porcentaje de Inhibicion del radical DPPH del
extracto glicolico de las flores de Senna birostris (Mutuy)
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Fuente: Elaboracion propia - Huaman Rimachi J.J,2023

ANALISIS, INTERPRETACION Y DISCUSION:

El grafico N°4 muestra que el porcentaje de inhibicion de radicales libre DPPH
del extracto glicélico de las flores de Senna birostris (Mutuy) determinada a
diferentes concentraciones: 20ug/mL, 30pug/mL, 40ug/mL, 50ug/mL, 60ug/mL,
70pg/mL, 80ug/mL, 90ug/mL y 100ug/mL obteniéndose porcentajes de inhibicién
de 22.1%, 28.9%, 35.7%, 42.8%, 49.8%, 56.4%, 61.3%, 65.9% y 71.0%
respectivamente. Se puede observar que a medida que aumenta la
concentracion del extracto glicélico, también aumenta el porcentaje de actividad
antioxidante, de lo que se puede concluir que cuanto mayor es la concentracion
del extracto glicélico, mayor sera la capacidad antioxidante.

Segun Prasathkumar et al., (2021) (12), en su estudio sobre la actividad
antioxidante de la especie vegetal Senna auriculata (L) Roxb mediante el método
DPPH, en el cual se mostro a diferentes concentraciones: 100ug/mL, 200ug/mL,
300pg/mL, 400pug/mL y 500ug/mL obteniéndose porcentajes de inhibicion de
62,36%, 69,28%, 73,16%, 88,78% y 96,33% respectivamente.(12)

Segun Huaméan Palomino, René F. (2013), en su estudio sobre la actividad
antioxidante de la especie vegetal Senna alata L. "mutuy" mediante el método

DPPH, en el que se trabajo a diferentes concentraciones: 10ug/mL, 50ug/mL y
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100pug/mL  obteniéndose porcentajes de inhibicion de 53.4%, 94% y 95.8%
respectivamente.(18)

Segun Macedo E.M.S. (2006) (15), en su estudio sobre la actividad antioxidante
de las flores de Senna martiana (Benth) mediante el método DPPH, en el cual
se mostré un mayor porcentaje de inhibicién de 96.1% respectivamente.(15)
Como se puede observar existen similitudes en los resultados del porcentaje de
inhibicidn, concluyéndose asi que el extracto glicélico de las flores de Senna
birostris (Mutuy) tiene actividad antioxidante.

4.5.3. COMPARACION DEL PORCENTAJE DE ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
4.5.3.1. Comparacion del porcentaje de Actividad de captacion del radical
DPPH entre el Acido Ascorbico y el extracto glicélico de las flores de Senna

birostris (Mutuy)

TABLANC9: Comparacion del porcentaje de inhibicion entre el Acido Ascorbico

y el extracto glicolico de las flores de Senna birostris (Mutuy)

Acido Ascorbico | Promedio del | Extracto glicolico | Promedio del
(pg/mL) % de (pg/mL) % de
inhibicion inhibicion
2 20.4% 20 22.1%
3 27.9% 30 28.9%
4 36.9% 40 35.7%
5 46.8% 50 42.8%
6 55.6% 60 49.8%
7 64.3% 70 56.4%
8 76.6% 80 61.3%
9 84.9% 90 65.9%
10 91.5% 100 71%

Fuente: Elaboracion propia - Huaman Rimachi J.J,2023
ANALISIS, INTERPRETACION Y DISCUSION:
En la tabla N°9 se muestra que, al comparar el porcentaje de inhibicién del radical
libre DPPH del extracto glicélico de las flores de Senna birostris (Mutuy) y del
patron acido ascorbico expresados en porcentajes, se observa que el acido
ascorbico presenta mayor actividad antioxidante con un porcentaje de inhibicién
de 91.5% a una concentracién de 10 ug/mL en comparacion con el extracto

glicdlico de las flores de Senna birostris (Mutuy) con un porcentaje de inhibicién

68



de 71% a una concentracién de 100ug/mL con una diferencia entre ambos de
20.5%.

Segun Huaman Palomino, René F. (2013) (18), en su estudio sobre la actividad
antioxidante, muestra que el porcentaje de inhibicion del radical libre DPPH de
la especie vegetal Senna alata L. "mutuy” y del patron acido ascoérbico
expresados en porcentajes, se observa que el 4cido ascérbico presenta mayor
actividad antioxidante con un porcentaje de inhibicion de 99% a una
concentracion de 10pug/mL en comparacion con el extracto de Senna alata
Mutuy” con un porcentaje de inhibicibn de 95.8% a una concentracion de
100pg/mL con una diferencia entre ambos de 3.2%.(18)

Por lo tanto, los resultados obtenidos al ser comparados muestran que el extracto
glicdlico de las flores de Senna birostris (Mutuy) es una mezcla de compuestos
bioactivos. Es decir, los metabolitos secundarios presentes en la actividad
antioxidante que se encuentran inmersos dentro del extracto glicolico de las
flores de Senna birostris (Mutuy) y estan presentan en concentraciones menores
en comparacion con el patron acido ascorbico que es un compuesto quimico
puro.(35)
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4.5.4. VALOR DE CONCENTRACION DE INHIBICION 50 (IC50 o CI50)
4.5.4.1. Resultados de la comparacion equivalente de la concentracion de
inhibicién 50 (IC50 o CI50) del Acido Ascérbico y del extracto glicélico de

las flores de Senna birostris (Mutuy)

TABLA N°10: Resultados de la comparacion equivalente de la concentracion

de inhibicién 50 del Acido Ascérbico y del extracto glicélico de las flores de

Senna birostris (Mutuy)

Promedio | Extracto Promedio | Acido
N2 del Glicolico| |, del Ascorbico
Porcentaje | Porcentaje de .| Porcentaje| 1C50
Tubos Porcentaje
Muestra 2% d@ Safifia Tubos % | di (Hg/mL)
Inhibicion | Inhibicién | birostris Inhibicion Inhibicién
IC50
(ng/mL)
Senna 1 48.3% 1 45.3%
birostris ——— 5= 2 | 263%
. [} .
(k) ) 5.35
3 49.9% 49.8% | 63.65 3 46.9% 46.8% ug/mL
ug/mL
4 49.8% 4 46.8%
5 51.6% 5 48.7%

Fuente: Elaboracion propia - Huaman Rimachi J.J,2023 (ANEXO 9)

ANALISIS, INTERPRETACION Y DISCUSION:

En la tabla N°10 se muestran los resultados de la concentracion de inhibicién 50
(IC50 o CI50) de la muestra del extracto glicolico de las flores de Senna birostris
(Mutuy), en comparacion con la concentracién de inhibicion 50 (IC50 o CI50) del
patrén acido ascorbico. Por lo tanto, de la concentracion de 60ug/mL del extracto
glicdlico de las flores de Senna birostris (Mutuy), se obtuvo porcentajes de
inhibicion de 48.3%, 49.3%, 49.9%, 49.8% y 51.6% donde se trabajo por
quintuplicado. El porcentaje de inhibicion de la concentracion de 60ug/mL tiene
un IC50 o CI50 de 5.3464ug/mL, 5.3475ug/mL, 5.3481ug/mL, 5.3480ug/mL y
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5.350ug/mL respectivamente, que fue equivalente al patron acido ascérbico que
presento un IC50 de 5.35 pg/mL respectivamente.

Segun Naspud Rojas.E. (2018) (59),en su estudio sobre la actividad
antioxidante indicaron que el valor de IC50 es la concentracion del 50% de la
captacion del radical DPPH, por lo que un valor de IC50 bajo refleja una alta
actividad antioxidante.(59)

Segun Huaman Palomino, René F. (2013) (18), en su estudio sobre la actividad
antioxidante, muestra que la especie vegetal Senna alata L. "mutuy" presento un
IC50 de 2.25 pg/mL y del patron acido ascorbico presento un IC50 de 3.99
pg/mL.(18). Este resultado nos sirve como referencia para comparar la actividad
antioxidante del extracto glicélico de las flores de Senna birostris (Mutuy) que

presenta una excelente capacidad antioxidante.

4.55. ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL
EXTRACTO GLICOLICO DE LAS FLORES DE Senna birostris (MUTUY)
4.5.5.1. Andlisis descriptivos para la Actividad Antioxidante del extracto

glicélico de las flores de Senna birostris (Mutuy)

TABLA N°11: Resultados descriptivos para la Actividad Antioxidante del
extracto glicolico de las flores de Senna birostris (Mutuy)

Concentracion :
del exiracto Desviacion | Desviacion Qi‘z;»nc:;::;:;e‘;\;z:laolg 2
(ng/mL) N [ Media de de media
Estandar Error Minimo | Maximo
Limite Limite
inferior superior
20 5 122,0800| 1,05688 47265 20,7677 | 23,3923 | 20,90 | 23.50
30 5 |28,9000| 2,35903 1,05499 | 25,9709 | 31,8291 | 25,90 | 32,50
40 5 |35,7200| 1,24980 ,65893 34,1682 | 37,2718 | 33,50 | 36,50
50 5 142,8400| ,32094 ,14353 424415 | 43,2385 | 42,40 | 43,20
60 5 49,7800| 1,19875 | ,53610 | 48,2916 | 51,2684 | 48,30 | 51,60
70 5 |56,3800| ,58481 ,26153 55,6539 | 57,1061 | 55,60 | 57,20
80 5 161,3200( 1,18617 ,53047 59,8472 | 62,7928 | 59,50 | 62,80
90 5 |65,9000| ,88882 39749 64,7964 | 67,0036 | 64,60 | 67,00
100 5 70,9800| ,66858 ,29900 70.1498 | 71,8102 | 70,30 | 71.80
Total 45|48,2111| 16,24808 | 2,42212 | 43,3296 53,0926 | 20,90 | 71,80

Fuente: Resultados brindados por el programa estadistico SPSS-25
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ANALISIS, INTERPRETACION Y DISCUSION:

En la tabla N°11 se muestran los resultados estadisticos descriptivos de la
actividad antioxidante del extracto glicélico de las flores de Senna birostris
(Mutuy) obtenidos de pruebas realizadas por quintuplicado.

Donde la concentracién de 20ug/mL presenta una media de menor actividad con
un promedio menor de 22,08 y a una concentracion de 100pg/mL presenta una
media de mayor actividad con un promedio mayor de 70,98 de esta forma se
puede observar que la desviacién estandar de todos los grupos poseen valores
muy bajos, siendo este pardmetro una medida de dispersién que nos indica que
los datos recopilados son muy cercanos a su media, esto significa que al realizar
las pruebas por quintuplicado el porcentaje de Inhibicion del radical DPPH son
concentraciones dependientes.

Segun Huaman Palomino, René F. (2013) (18), en su estudio sobre la actividad
antioxidante de la especie vegetal Senna alata L. "mutuy” que también hace el
uso del andlisis descriptivo, la desviacion estandar de todos sus grupos tiene
valores muy bajos y son muy cercanos a su media.(18).

Tomando en cuenta estos resultados se podria confirmar la actividad

antioxidante de la especié vegetal.
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4.5.5.2. Anédlisis de Varianza (ANOVA) para la Actividad Antioxidante del
extracto glicolico de las flores de Senna birostris (Mutuy)

TABLA N°12: Resultados del analisis de varianza (ANOVA) para la Actividad
Antioxidante del extracto glicélico de las flores de Senna birostris (Mutuy)

ANOVA

Suma de Gl Media F | sig.
cuadrados cuadratica

Entre grupos 11564,924 8 ' 1445,616 1018,836' 0,000
Dentro de grupos 51,080 36 1,419
Total 11616,004 44

Fuente: Resultados brindados por el programa estadistico SPSS-25
LEYENDA:

e Gl = Grados de libertad.

e F = Distribucion de Fisher.

e Sig = Significancia.

e Sig => 0.05, no existe diferencia significativa.

e Sig =< 0.05, existe diferencia significativa.

e Hipotesis nula (Ho) = Tienen un efecto similar.

e Hipotesis alterna (H1) = No tienen un efecto similar.

ANALISIS, INTERPRETACION Y DISCUSION:

En la tabla N°12 se muestra los resultados del andlisis de varianza ANOVA del
porcentaje de Inhibicién del radical DPPH a la concentracion del extracto glicélico
de las flores de Senna birostris (Mutuy), donde se observé un valor de
significancia de 0.000, lo que indica que existe diferencia significativa con un
valor que esta dado por debajo de 0.05 (Sig = 0.000 < 0.05), por lo tanto, se
rechaza la hipoétesis nula (Ho), aceptando la hipétesis alterna, por lo tanto, se
considera que la concentracion del extracto glicolico de las flores de Senna
birostris (Mutuy) no tienen un efecto similar en la captacién del radical libre de
DPPH. Segun Huaméan Palomino, René F. (2013) (18), en su estudio sobre la

actividad antioxidante de la especie vegetal Senna alata L. "mutuy” que también
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hace el uso del analisis de varianza ANOVA reporta resultados con valor de
significancia (Sig < 0.05).(18).

Por tal motivo se realizo la prueba Post Hoc de Tukey para determinar entre que
grupos existe dichas diferencias.

4.5.5.3. Resultados de la prueba Post Hoc de Tukey para la Actividad
Antioxidante del extracto glicolico de las flores de Senna birostris (Mutuy)

TABLA N°13: Resultados de la prueba Post Hoc de Tukey para la Actividad
Antioxidante del extracto glicolico de las flores de Senna birostris (Mutuy)

Post Hoc de Tukey
o e athae Subconjunto para alfa = 0.05
N 1 2 3 4 5 6 7 8 9

20 5 | 22,0800

30 5 28,9000

40 5 35,7200

50 5 42,8400

60 5 49,7800

70 5 56,3800

80 5 61,3200 _

90 5 65,9000

100 5 V V 70,9800

Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
a. Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
b. Utiliza el tamano de la muestra de la media arménica = 5,000.

Fuente: Resultados brindados por el programa estadistico SPSS-25

ANALISIS, INTERPRETACION Y DISCUSION:

En la tabla N°13 se muestran los resultados de la Prueba Post Hoc de Tukey,
comparando la concentraciones y el porcentaje de Inhibicion del radical DPPH
del extracto glicélico de las flores de Senna birostris (Mutuy), en la cual se
observa la clasificacion de las concentraciones en 9 grupos individuales, ninguno
comparte el mismo grupo, existiendo heterogeneidad en todos los grupos ya que
el valor de significancia es mayor de 0.05 (Sig = 1.000 > 0.05), por lo tanto no
existe diferencias estadisticamente significativas entre los valores de cada

grupo, lo que indica que cada grupo se comporta de manera diferente.
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Segun Huaméan Palomino, René F. (2013) (18), en su estudio sobre la actividad
antioxidante de la especie vegetal Senna alata L. "mutuy” que también hace el
uso de la prueba Post Hoc de Tukey reporta resultados con valor de significancia
(Sig > 0.05).(18).

Tomando en cuenta estos resultados se podria confirmar la actividad
antioxidante de la especié vegetal.
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4.6. CONTROL MICROBIOLOGICO

4.6.1. RESULTADOS DEL CONTROL MICROBIOLOGICO DEL EXTRACTO
GLICOLICO DE LAS FLORES DE Senna birostris (MUTUY)

El extracto glicdlico de las flores de Senna birostris (Mutuy) han sido probados
para determinar si contienen contaminantes microbioldgicos, segun los criterios

estipulados que se encuentran en la DIGESA.(50)

TABLA N°14: Resultados del Control Microbiologico del Extracto glicolico de
las flores de Senna birostris (Mutuy)

LIMITES
CRITERIOS | RESULTADOS ENLA | MICROBIOLOGICOS OBSERVACIONES
DILUCION 107! PERMISIBLES (LMP)

Criterio Ausencia de Salmonella Salmonella spp: Las muestras
Imperativo spp Ausencia cumple los LMP
Criterios NUumero de coliformes Escherichia coli: Las muestras
Indicativos fecales Ausencia cumple los LMP

de higiene
Recuentro de
microrganismos Las muestras
Criterio de | Acrobios Meséfilos 107*- 107' UFC cumple los LMP
alerta o . ' -2
Lifiiltes viables: <107“ UFC
criticos ~
Recuento de hongos vy 107%- 103 UFC Las muestras
levaduras < 10~2 UFC cumple los LMP

Fuente: Resultado de Control Microbiolégico (ANEXO 9)

ANALISIS, INTERPRETACION Y DISCUSION:

En la tabla N°14, presenta los resultados del analisis microbioldgico que se llevo
a cabo la deteccion de salmonella, coliformes fecales, mesdéfilos viables, hongos
y levaduras dando resultado negativo lo cual confirmo que el extracto glicélico
de las flores de Senna birostris (Mutuy) no estd contaminado por estos
microorganismos. El extracto glicélico de las flores de Senna birostris (Mutuy) se

encuentra dentro de los limites de aceptacién de los criterios imperativos,
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criterios indicativos de higiene y criterios de alerta o limites, aprobados por el
control de calidad a nivel microbiolégico determinado por el ministerio de salud y
DIGESA.(50). Esto nos permitié concluir que el extracto glicélico de las flores de
Senna birostris (Mutuy) es adecuado para determinar la actividad antioxidante y
actividad antibacteriana in vitro.

4.7. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO GLICOLICO DE LAS
FLORES DE Senna birostris (MUTUY)

4.7.1. RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL
EXTRACTO GLICOLICO DE LAS FLORES DE Senna birostris (MUTUY)
FRENTE A LA CEPA DE Staphylococcus aureus ATCC 25923

TABLA N°15: Resultado de los didmetros de los halos de inhibicion del
extracto glicélico de las flores de Senna birostris (Mutuy) frente a la cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 25923

BACTERIA N | Concentracion Diametro de los halos de inhibicion (mm)
del extracto en cepa de Staphylococcus aureus
i ATCC 25923
IG [ G | maG PROMEDIO
1 Eritromicina 28.11 25.9 26.11 26.70
(15ug)
Staphylococcus g ' T
ot 2 6% | 6 | 6| 6 6
3 50% 65 | 65 6.5 6.5
4 75% 86 | 8.6 | 8.6 8.6
5 100% 9 | 9 | 9 9

Fuente: Elaboracién propia - Huaman Rimachi J.J,2023

DONDE:
» 1G : Primer grupo de halos de inhibicion.

» 1IG : Segundo grupo de halos de inhibicion.

» llIG: Tercer grupo de halos de inhibicion.

ANALISIS, INTERPRETACION Y DISCUSION:

En la Tabla N°15 se muestran los resultados de halos de inhibicion del extracto
glicodlico de las flores de Senna birostris (Mutuy) frente a la cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Por lo tanto, se observa que el control
positivo de (Eritromicina 15ug/25ul) obtuvo un halo de inhibicion promedio de

26.70 mm y con el extracto glicélico de las flores de Senna birostris (Mutuy) a
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una concentracion del 100% con un halo de inhibicion promedio de 9 mm,
también se pudo observar un halo de inhibicidn a una concentracion del 75% con
un promedio de 8.6 mm, 50% con un halo de inhibiciébn promedio de 6.5 mm y
25% con un halo de inhibicion promedio de 6 mm, que fueron medidos con un
Vernier. Segun el Comité Nacional del Control de Estandares de Laboratorio
(NCCLS) (2000).(60), el diametro critico para Staphylococcus aureus se

determina utilizando como patrén estandar a la eritromicina.

TABLA N°16: Patron estandar de halos de inhibicion para Staphylococcus

aureus
i Diametros de halo de inhibicion (mm)
1 Eanace Resistente intermedio sensible
|
Eritromicina <13 14 - 22 > 23
(15ug/25ul)

Fuente: Procedimiento Microbiolégico — elaborado con los datos del (NCCLS),
2000.(60)

Segun nuestros resultados utilizando el farmaco patrén eritromicina y comparado
con los datos del Comité Nacional del Control de Estandares de Laboratorio
(NCCLS), 2000.(60), se encontr6é que la cepa de Staphylococcus aureus ATCC
25923 es sensible al farmaco patron de Eritromicina.

Para la clasificacion de la actividad antibacteriana del extracto glicélico de las
flores de Senna birostris (Mutuy) frente a la cepa de Staphylococcus aureus
ATCC 25923, se tomo en cuenta los criterios de Today Col (1994) (61) (ANEXO
12). Se observa que a la concentracion del 75% presenta un halo de inhibicion
promedio de 8.6 mm y a una concentracion del 100% presenta un halo de
inhibicién promedio de 9mm. Segun los criterios de Toda y Col (1994) se
considera una ligera actividad antibacteriana cuando los halos de inhibicién son
de 8 — 12 mm.

Segun Makinde, A. A., et al. (2007) (62), en su estudio sobre la actividad
antibacteriana de la especie vegetal Senna alata L. mostraron resultados de
halos de inhibicion de 5 mm hasta 10 mm por lo que se concluye que si presenta

actividad antibacteriana frente a la cepa de Staphylococcus aureus.(62).
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Por lo tanto, se demostro que el extracto glicolico de las flores de Senna birostris
(Mutuy) presenta una ligera actividad antibacteriana frente a la cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 25923. La actividad antibacteriana de nuestra
especie vegetal podria deberse a la presencia de los compuestos fendlicos y
flavonoides que se encontro en el analisis fitoquimico cualitativo.

4.7.2. ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL
EXTRACTO GLICOLICO DE LAS FLORES DE Senna birostris (MUTUY)
4.7.2.1. Resultados del Anédlisis Descriptivo para la Actividad
Antibacteriana del extracto glicélico de las flores de Senna birostris
(Mutuy) frente a la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923

TABLA N°17: Resultados descriptivos para la Actividad Antibacteriana del
extracto glicélico de las flores de Senna birostris (Mutuy) frente a la cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 25923

95% del intervalo

Desviacion |Desviacion | de confianza para
N | Media de de la media Minimo | Maximo

Desviacion Error Limite Limite

inferior superior
Eritromicina 3| 26,7067 1,21985 , 70428 | 23,6764 29,7369, 2590 28,11
25% 3| 6,0000 ,00000 ,00000| 6,0000/ 6,0000 6,00 6,00
50% - 3| 6,5000 ,00000 ,00000| 6,5000/ 6,5000 6,50 6,50
75% . 3| 8,6000 ,00000 ,00000| 8,6000| 8,6000 8,60 8,60
100% 3| 9,0000 ,00000 ,00000| 9,0000/ 9,0000 9,00 9,00
Total 15/11,3613 8,04517 2,07725| 6,9061| 15,8166 6,00 28,11

Fuente: Resultados brindados por el programa estadistico SPSS-25

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En la Tabla N°17 se muestran los resultados descriptivos de la actividad
antibacteriana del extracto glicélico de las flores de Senna birostris (Mutuy),
obtenidos a partir de las pruebas realizadas por triplicado.

Donde la concentracion del 25% presenta una media con un halo de inhibicion
de menor actividad con un promedio menor de 6 mm y a una concentracién del
100% que presta un halo de inhibicion de mayor actividad con un promedio
mayor de 9 mm, de esta forma se distingue que el diametro de halo de inhibicion

entre la media de la actividad menor y mayor son concentraciones dependientes.
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Con respecto al farmaco patron de eritromicina mostraron resultados de halos
de inhibicion de 26.70 mm, por lo que la cepa de Staphylococcus aureus ATCC
25923 es sensible al farmaco patron de eritromicina segun el procedimiento
microbiolégico.(60).

Donde se interpreta que las desviaciones estandar de todos los grupos poseen
valores muy bajos, siendo este parametro una medida de dispersion que nos
indica que los datos recopilados son muy cercanos a su media, esto significa que
al realizar las pruebas por triplicado se obtuvo concentraciones dependientes.
Tomando en cuenta estos resultados se podria confirmar la actividad
antibacteriana de la especié vegetal.

4.7.2.2. Resultados del Andlisis de Varianza (ANOVA) para la Actividad
Antibacteriana del extracto glicélico de las flores de Senna birostris

(Mutuy) frente a la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923

TABLA N°18: Resultados del andlisis de Varianza (ANOVA) para la Actividad
Antibacteriana del extracto glicélico de las flores de Senna birostris (Mutuy)
frente a la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923

ANOVA
Suma de Gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 903,170 - 225,792 758,694 0,000
Dentro de 2,976 10 ,298
grupos
Total 906,146 14

Fuente: Resultados brindados por el programa estadistico SPSS-25

LEYENDA:
e Gl = Grados de libertad.

e F = Distribucion de Fisher.

e Sig = Significancia.

e Sig => 0.05, no existe diferencia significativa.

e Sig =< 0.05, existe diferencia significativa.

e Hipotesis nula (Ho) = Tienen un efecto similar.

e Hipodtesis alterna (H1) = No tienen un efecto similar.
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ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En la Tabla N°18 se muestra los resultados de varianza de la actividad
antibacteriana del extracto glicélico de las flores de Senna birostris (Mutuy),
donde se observa que el valor de significancia es de 0.000, lo que indica que
existe diferencia significativa con un valor que esta dado por debajo de 0.05 (Sig
= 0.000 < 0.05), por lo tanto, se rechaza la hipotesis nula (Ho), aceptando la
hipodtesis alterna, por lo tanto, se considera que la concentracion del extracto
glicdlico de las flores de Senna birostris (Mutuy) no tienen un efecto similar sobre
los halos que inhiben el crecimiento.

Por tal motivo se realizo la prueba Post Hoc de Tukey para determinar entre que
grupos existe dichas diferencias.

4.7.2.3. Resultados de la Prueba Post Hoc de Tukey para la Actividad
Antibacteriana del extracto glicélico de las flores de Senna birostris
(Mutuy) frente a la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923

TABLA N°19: Resultados de la Prueba Post Hoc de Tukey para la Actividad
Antibacteriana del extracto glicélico de las flores de Senna birostris (Mutuy)

frente a la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923

Post Hoc de Tukey
Concentracion N Subconjunto para alfa = 0.05
1 | 2 3
25% 3 6,0000
50% 3 6,5000
75% 3 8,6000
~100% 3 9,0000 o
Eritromicina 3 26,7067
Sig. , 792 ,891 1,000
a. Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
' b. Utiliza el tamano de la muestra de la media armoénica = 3,000.

Fuente: Resultados brindados por el programa estadistico SPSS-25
ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
En la Tabla N°19 se muestra los resultados de la Prueba Post Hoc de Tukey,
comparando las concentraciones del extracto glicélico de las flores de Senna
birostris (Mutuy), en la cual se observa la clasificacion de las concentraciones en
3 grupos individuales. En el grupo 1 se observé que a una concentracion de 25%

y 50% comparten el mismo grupo, lo que demostré6 homogeneidad en el tamafio
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promedio de los halos de inhibicion, y en el grupo 2 se observé que a una
concentracion de 75% y 100% comparten el mismo grupo, lo que demostro
homogeneidad en el tamafio promedio de los halos de inhibicion y el patrén
eritromicina esta en un grupo individual. Se observé homogeneidad en los grupos
1y 2 con un valor de significancia mayor a 0.05 (Sig = 1.000 > 0.05). Se excluy6
el grupo 3 porque solo se encuentra conformado por la medida de los halos frente
a eritromicina.Ademas, podemos observar que el grupo 2 esta conformado por
la concentracion que presenta una ligera actividad antibacteriana segun Toda y
Col (1994) (61) (ANEXO 12) considera una ligera actividad antibacteriana

cuando los halos de inhibicién son de 8 — 12 mm.
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CONCLUSIONES

. El extracto glicdlico de las flores de Senna birostris (Mutuy) presenta actividad
antioxidante y antibacteriana frente a la cepa de Staphylococcus aureus
ATCC 25923.

. El porcentaje de humedad de las flores de la especie vegetal de Senna
birostris (Mutuy) fue de 78.15%. En cuanto a la prueba de solubilidad del
extracto glicélico de las flores de Senna birostris (Mutuy), es muy soluble en
agua destilada y etanol al 70%, parcialmente soluble en metanol, poco
soluble en etanol absoluto, etanol al 96% y acetato de etilo e insoluble en
acetona y hexano y en el andlisis fitoquimico cualitativo, se determiné que
existe poca cantidad de compuestos fenodlicos y flavonoides, muy poca
cantidad de triterpenos y esteroides, saponinas y ausencia de alcaloides,
taninos y quinonas.

. El extracto glicélico de las flores de Senna birostris (Mutuy) se obtuvo
mediante el método de maceracion con un rendimiento de 60.17%.

. El extracto glicolico de las flores de Senna birostris (Mutuy) tiene actividad
antioxidante con un porcentaje de captacion del radical DPPH del 71% en
una concentracion de 100ug/mL en comparacion con el acido ascorbico, que
tuvo 91.5% mayor que el extracto glicolico de las flores de Senna birostris
(Mutuy).

. La sensibilidad bacteriana del extracto glicélico de las flores de Senna
birostris (Mutuy) se determiné frente a la cepa de Staphylococcus aureus
ATCC 25923, donde present6 un diametro de halo de inhibicibn minimo de 6
mm a una concentracién del 25%. El extracto glicélico de las flores de Senna
birostris (Mutuy) presenta actividad antibacteriana frente a la cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 25923, con un halo maximo de inhibicion de 9
mm a la concentracion del 100% en comparacion con la actividad
antibacteriana del farmaco patron de eritromicina que presenta mayor
actividad antibacteriana frente a la cepa de Staphylococcus aureus ATCC
25923, con un halo de inhibicion de 26.70 mm.
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SUGERENCIAS

A la Autoridades de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del

Cusco

= Implementar los laboratorios de la escuela profesional de Farmacia y
Bioquimica, con equipos dedicados a la investigacion cientifica de
especies vegetales de nuestra region, para facilitar la ejecucion de los
trabajos de investigaciones y su respectiva capacitacion en condiciones
favorables.

A los Docentes de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica

= Incentivar a los estudiantes a realizar mas estudios de las especies
nativas de la sierra del Peru, para asi poder recabar mayor informacién
de estas, asi mismo al desarrollo de productos industrializados
potencialmente beneficiosos para la salud.

A los Estudiantes de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica

= Realizar mas estudios con diferentes métodos de extraccion para la
obtencion de metabolitos secundarios de diferente naturaleza, asi como

también comparar sus actividades farmacoldgicas.

= Realizar mas investigaciones con el fin de cuantificar y aislar los
metabolitos secundarios en el extracto glicélico de las flores de Senna
birostris (Mutuy) para evaluar los mecanismos de accién de los principios

activos responsables de la actividad antioxidante y antibacteriana.

= Desarrollar y evaluar formulaciones farmacéuticas del extracto glicolico de
las flores de Senna birostris (Mutuy) como coadyuvante en el tratamiento

de enfermedades causadas por Staphylococcus aureus.
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ANEXOS
ANEXO Ne°1: Certificado de identificacion botanica de la especie vegetal
en estudio

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

APARTADO POSTAL CADAD UNIVERSITARIA MUSED INEA
W31 - Cuset - Peni ﬁﬁblezh%é%a N;nlﬁ-s Tezlg’t"oznz%s 218661 - Cuesta del Almirante N* 103 - Teléfono: 237380
+  CENTROAGRONOMICO E'AYRA
= FAX: 238156- 238173 - 222312 = CENTRAL TELEFONICA; 132398 - 252210 - s T -
RECTORADO miocifl ML GisintzbR :;D“‘LEG ()] ":%;g::;m L Im::.:;i:‘m "
Calls Tigre N° 127 LR T Av, De la Culturs N° 721
Tebéfomos: 222271 - 224891 - 224181 - 254308 Tebéfanes: 227571 - 125721 - 224015 “Ratadio Universitario™ - Teléfono: 277192

HERBARIO VARGAS CUZ

CERTIFICADO DE DETERMINACION TAXONOMICA N° 19-2023-HVC-FCB- UNSAAC

La Directora del Herbario Vargas CUZ, Facultad de Ciencias Biologicas, de la Universidad Nacional
de San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC), deja constancia que: Jeffrey Jonathan Huaman
Rimachi, Bachiller de la Carrera Profesional de Farmacia y Bioquimica de la UNSAAC; ha presentado
a la Direccion del Herbario Vargas CUZ, una (01) muestra botdnica para su determinacion taxonomica
(expediente N° 523972), para realizar el proyecto de mvestigacion, "EVALUACION DE LA
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE ¥ ANTIBACTERIANA IN VITRO DEL EXTRACTO GLICOLICO
DE LAS FLORES DE SENNA BIROSTRIS “Mutuy” FRENTE A Staphylococcus aureus.", la que
al ser diagnosticada por el Mgt. Abel Monteagudo Mendoza, utilizando claves dicotomicas, consulta
con bibliografia especializada, y comparacion con muesiras del herbario, concuerdan con las siguientes
especies; de acuerdo a la clasificacion del Grupo del Sistema Filogenético de las Angiospermas
{Angiosperm Phylogeny Group-APG IV, 2016).

N° | FAMILIA ESPECIE NOMEBRE
COMUN
1 | Fabaceae | Senna birosiris (Dombey ex Vogel) H.S. Irwin & Bameby “mutuy”

Se le expide la presente certificacion a peticion formal del iteresado para los fines que viera
por conveniente.

Cusco, 13 de abril de 2023

Fuente: Herbario Vargas CUZ de la Universidad Nacional de San Antonio Abad

Del Cusco
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ANEXO N°2: Certificado de autenticidad de la cepa de ATCC 25923 DE

Staphylococcus aureus

(@) Microbiologics*
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L Hoper

Amanda Kuperus
Cusity Control Manager
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Fuente : Microbiologics — Genlab del Peru
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ANEXO N°3: Certificado de analisis del acido ascérbico

Certificate of Analysis

1.00468.0100 L({+)-Ascorbic Acid for analysis EMSURE® ACS,ISO Reag. Ph Eur
Batch K48743968

Bpec. Voot Balch Vidues
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han seference soson BY,
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£H (50 A COx et witer| 21.28 23
Spec. ronlon 20D (100 pi. waler) sN5-4215 \4 Lk e
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Solohuie {804 20 on s o0
Cu (Coppor) (%) spm 8 wpn
Fo (wor) 7 pom 52 spm
Hedrry mets (os PR) £10 ppm sW fom
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Relaled gubstances (MPLC] (impurity £) 019 % o »
Retried subsiances (HPLC) inpudty O} s0.15 % <001 %
Relned subemances (HPLC) (enagedlied s0.10 % <006 *
Imzurtien singly)
Releted sutatonoes (HPLC) (sum of $02 % <0t K
Impuniting (pxoapt imeurity A ard 0))
Sulfated ash (800 °C) £006 % <008 %
Loss on Drylag (105°C) 01 % <01 %
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ANEXO N°4: Certificado de anéalisis del DPPH

Calbiochem i

Cerificane of Analysis

DPPH, Free Radical - CAS 1898-66-4 - Calbiochem

Batch Number: 2803502
Material Number: 300267-50MG
Molecular Formula: CraMuaN:Oy
Molecular Weight: 3943

RTECS Number: MW3250000
CAS Number: 1808.86.4

Quakty Release Dats: 17-AUG-2018
Recommended Retest Date: 31-MAY-2018

Analytical Data
Result
Solubility: mygimi)
Black
Color: Soild
Form:
Purlity by Elemental 2500 % 935%
analysis:
Carbon: 50.00 % - 58.00 % 5520 %
Nitrogen: 16,00 % - 19.00 % 16.60 %
Slorage and Handling: -20°C
This lot conforms to speciications establishad by EMD Mllipore Corporation for this product.
g‘" 24 Febrwary 2017
Quaiity Control / Assurance Date
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ANEXO N°5: Ficha de recoleccion de la especie vegetal

Especie vegetal: Senna birostris (Mutuy)

Fecha: ..................... | |

Caracteristicas:

Detalles

Nombre cientifico:

Senna hirostris

Nombre comun: Mutuy
Familia: Fabaceae
Especie: Senna birostris

Lugar de recoleccion de la planta:

- Region: Cusco
- Provincia: Cusco
- Distrito: Cusco

Partes usadas de la planta: - Tallo ()
- Hojas ()
- Flores (x)
- Raiz ()
Recolector: Br. Jeffrey Jonathan Huaman
Rimachi
Observaciones:

Fuente: Elaboracién propia - Huaman Rimachi J.J,2023
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ANEXO N°6: Determinacion de la prueba Solubilidad y Andlisis Fitoquimico

Cualitativo
UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO
FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA ~ Pabellon de Control de Calldad
AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERU Contacto 873888858
RESULTADOS
Cusco 24 de Agosto 2023
Solicitante : Jeffrey Jonathan Huaman Rimachi
Tipo de Analisis : Marcha fitoquimica cualitativa y solubllidad
Método : Reacciones a la gota y solubilidad en diferentes solventes

Tipo de Muestras  : Extracto Glicolico de flores de "Mutuy" Senna birostris
Cantidad de Muestra : 1 Frasco con 10ml aproximadamente
Almacenamiento 14 °C.

Ensayo Extracto Glicollco de flores de

‘Mutuy" Sanna birostris
Compuestos Fendlicos 44
Flavonoides ++
Alcaloides =
Triterpenos y Esteroides +
Saponinas +
Taninos -
Quinonas -

Abundante = +++, Poco = ++ Muy Poco = +, Ausente = —

Extracto

Etanol Etanol Etanol Acetato
Glicolico Agua Metanol Acetona Cloroformo  Hexano
flores Mutuy Abs 96 70 de Etilo
Solubilidad  +++ +4 + 4 e = + + =

Muy Soluble = +++, Parcialmente Soluble = ++, Poco Soluble = +, Insoluble = ~

Nota:
El ensayo fitoquimico realizado al extracto consistio en reacciones de coloracién ylo
precipitacion, en el que se evalud la presencia o ausencia de metabolitos secundarios

Referencia
+ Lock de Ugaz O. 1994, "Investigacién Fitoquimica Métodos en el estudio en los
productos naturales” Pontificia Universidad Catdlica del Pery, Lima.,

Qoz‘m-. Jorge Ch¥quenaira Pari

Analista dol Laboratorlo de Cromstografl

!lnwoc«::u.-‘ UNSAAC, =
914
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ANEXO N°7:
secundarios de

Determinacion Fitoquimica Cualitativa de metabolitos

la especie vegetal en estudio

METABOLITO

PROCEDIMIENTO

RESULTADO

Compuestos
Fendlicos

Tomar 1mL de extracto y agregar 1 a 2
gotas de cloruro férrico al 1%.

Indica prueba positiva la
coloracién azulada o verdosa a
presencia de precipitado.

Flavonoides

Reaccién de Shinoda: A 1mL de extracto
anadir algunas limaduras de magnesio
metalico mas 2 a 3 gotas de HCL
concentrado.

Coloracién rojiza que tiende al
amarillo o azul indican prueba
positiva.

Alcaloides

Reaccion de Draggendorf: A 1mL de la
muestra agregar 2 a 3 gotas del reactivo
de Draggendorf.

La formacion de un precipitado
naranja 0 marrén indica la
presencia de alcaloides.

Triterpenos

y
Esteroides

La reaccion de Liberman — Burchard. A
1ml de la muestra agrega 2 a 3 gotas de
acido acético, agregar 2ml de la mezcla
de anhidro acético — acido sulftrico.

Coloracion rosada o purpura
muy rapido y verde intenso —
visible, aunque muy réapido,
verde oscuro indican prueba
positiva.

Saponinas

Aproximadamente 1ml del exiracto se
solubiliza en 5 mL de agua o en 5 mL de
etanol al 40%, filtrar si es necesario, el
filtrado agitar vigorosamente por 30
segundos.

La formacibn de espuma
persiste por 30 minutos, indica la
presencia de saponinas.

Taninos

A 1mL de extracto adicionar 2-3 gotas de
cloruro férrico al 1%.

La aparicion de coloracion o
formacion de precipitado indica
que la prueba es positiva. La
coloracion azul oscuro indica la
presencia de taninos gélico y
una colocacién verde la
presencia de taninos catéquicos.

Quinonas

Reacciones de Bomtrager: A 1mL del
extracto agregar 0.5mL de hidréoxido de
potasio al 0.5%, calentar, filtrar si es
necesario, enfriar y acidular luego extraer
con benceno separada, agregar 0.5mL de
hidréxido de amonio.

La coloracién roja en la fase
amoniaco indica la presencia de
naftoquinona y antraquinonas.

Fuente: Lock Sing de Ugaz O, Ciencias PUC del PD de. Investigacion
fitoquimica: métodos en el estudio de productos naturales. Pontificia
Universidad Catolica del Peru. Departamento de Ciencias; 1994.(46)
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ANEXO N°8: Determinacion del Valor de Concentracién 50 (IC50)

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMI;'I’FI[A — Pabellén de Control de
CalidadAV. De la Cultura 733 CUSCO-PERU Contacio 973868855

RESULTADOS
Cusco, 07 de Septiembre del 2023

Solicitante : Jeffrey Jonathan Huaman Rimachi
Tipo de Analisis : Determinacion Capacidad
AntioxidanteMétodo : DPPH Colorimetrico
Tipo de Muestras : Extracto Glicolico de flores de” Mutuy” Senna birostris
Cantidad de Muestra : 1 Frasco con 10ml aproximadamente
Almacenamiento :4°C.

Condiciones de Analisis por Espectrofotometro

Equipo : Espectrofotémetro Génesis 20 Thermo Electrén
Longitud de Onda : 517 nm
Celda de Lectura : Cubetas de Vidrio de 1cm
Ecuacidn de la curva patrén : x: 9,2578x + 0.487, R? = 0.9985
Estandar : Acido Ascorbico
Repeticiones Promedio
Equivalentes Acido
Vosts 1 2 3 4 5 pecorbicoCl50 pgml

Extracto glicollo
flores 5.3464 5.3475 5.3481 5.3480 5.350 5.35

” Mutuy” Senna birostris

Nota:

Los resultados obtenidos en la determinacién de actividad antioxidante expresan
el Coeficiente de Inhibicion al 50% (Clsc o ICsc) en microgramos equivalentes
Acido Ascérbico que estan presente en 1ml de muestra.

Referencia consultada

1. Brand-Williams W., M. Cuvelier and C. Berset; (1997) Use of a Free Radical
Method to Evaluate Antioxidant Activity, Lebensm. Wiss. U. Technol. 28, 25-30.

2. Norul Liza A-Rahaman, Lee Suan Chua, Mohamad Roji Sarmidi, Ramilan Aziz
(2013)Physicochemical and radical scavenging activities of honey samples
from Malaysia Agricultural Sciences Vol.4, No.5B, 46-51.

3. Molyneux Philip 2004, The use of the stable free radical diphenylpicrylhydrazyl
(DPPH) for estimating antioxidant activity Songklanakarin J. Sci. Technol.,
26(2) : 211-219.

4. Pugliese A.G, Francisco A. Tomas-Barberan, Pilar Truchado, Maria I.
Genovese, Flavonoids, Proanthocyanidins, Vitamin C, and Antioxidant Activity
of Theobroma grandiflorum (Cupuassu) Pulp and Seeds J Agric Food Chem.
2013 Mar 20;61(11):2720-8. doi: 10.1021/jf304349u.

Quiﬁco. Jorge Cr¥quenaira Pari
Analista del Lab io de C

Espectrometria - UNSAAC.
CQP-814

¥
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ANEXO N°9: Control Microbiolégico del extracto glicélico de las flores de

Senna birostris (Mutuy)




ANEXO N°10: Instrucciones parala activacion de la Cepa ATCC — Kwik-Stik

INSTRUCCIONES CON ILUSTRACIONES

~

Defés que 1 botsa e KWIK-STIK s alv

labolsa rasgando ala altura de la muasca
y quita 18 unidad de KWIK-STIK.

~

e adapte 3 la temperatura amblente. Abea

J

con suavidad el hrsopo sobre un terch de
i

Retr@ I8 pormion de 8 dguata o6 irary
rasgar y coldqueseta ala piaca de culive
princpal o & mgisto de CC. Nodesame

v,

& dispositvo durante i hidrataddn.
.

/

Scbre el borde de ks mesa de tabao o la

4

Apriete & parts
riferior dela

‘

De inmediato, incube iafs) placy(s)
nvertidals) de cutivo pancoal
nocuiads(s) a temperatiray en
zondiciones apropiadas paa el
TICROOAGENSmO.

Pars ver o mélodo 2 culivo ngrese 8
8 pigina del produdy en

"W micrabioligics com J

Fuente: Microbiologics — Genlab del Peru




ANEXO N°11: Ficha de recoleccion para la evaluacién de la actividad

antibacteriana del extracto glicélico de Senna birostris (Mutuy)

HALOS DE INHIBICION (mm) DEL EXTRACTO GLICOLICO DE LAS FLORES DE
Senna birostris (Mutuy) FRENTE A Staphylococcus aureus.

Fecha: ......ccccueue.e. Y ST [
Hora: ... Y ST Lo,
N° Concentracion Extracto glicolico de las flores de Senna birostris
del extracto (Mutuy)
Hg/mL IG IG NG PROMEDIO
1
2
3
4

Farmaco | Eritromicina
Patron 15ug/25ul
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ANEXO N°12: Criterio de actividad antibacteriana atendiendo al halo de
inhibicién para definir el tipo de actividad antibacteriana, se utilizaron

criterios expuestos por Toda y Col. (1994)

ACTIVIDAD HALO DE INHIBITION
Marcada > 16
Moderada 16<halo< 12
Ligera 12<halo<8
[ No actividad [ <8 |

Donde:
« Halo de inhibicién > 16: Significa una actividad antibacteriana marcada.
¢+ Halo de inhibicion 16 < halo < 12: Significa una actividad
antibacteriana moderada.
o Halo de inhibicion 12 < halo < 8: Significa una actividad

antibacteriana ligera.

* Halo de inhibicidn < 8: Significa ausencia de actividad antibacteriana.

Fuente: Toda M, Okubo S, Hara Y, Shimamura T. [Antibacterial and bactericidal

activities of tea extracts and catechins against methicillin resistant
Staphylococcus aureus]. Nihon Saikingaku Zasshi. 1994 Sep;46(5):839-45.
Japanese. doi: 10.3412/jsb.46.839. PMID: 1762174.(61)
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ANEXO N° 13: Registro fotografico

Fotografia N°1: Recoleccion
Senna birostris (Mutuy)

Fotografia N°2: Seleccion y secado de las flores de la especie
vegetal Senna birostris (Mutuy)
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HERBARIO VARGAS CUZ

CERTIFICADO DE DETERMINACTON TARONGMICA N¢ 192023 91V FCB- TNSAAC

L Dimeetoms del Herbemo Varges CUZ Frenbai de Coeneiss Binkmess, de b Uneeesidad Nacional
2 S Anfonin Abad de Cuseo (UNSAACY, dejn coustancis que Jelfrey Tonathun Huamin
Rimachl, Bsciller de |a Carmem Frofesnl de Femwon y Buoquimica e |3 UNSAAC b presentads
2 ln Direecaon el Hshemo Varpas CUIZ, una (01) mrseska bokinics pars £m determineeiin Gyogomis
(enpedieaiz N 5590 vz el qropecio de mesigniin, "EFALTACKIN DE L4
ACTIVIDAD ANTIONTDANTE FANTIBACTERLANA B¥ VITRO DEL EXTRACTO GLICOLICO
DE L8 FLORES DE SENNA RIROSTRIS “Mutur* FRENTE A Stephrlecocces aurens. s i
ol 7 dingansticads por el My Abel Montesguds Mendoz, vaitizzada cloves dicorsess, coseully

q)ecie!;:ie axlrdl a B d.lilﬁmm el Grupe: del Sisemua Filogenétweo de [ Ansm—;]_nmﬁ
epaspermn Plogeny Giog-APG LY, 2015,

N'| FAMILIA FSPECTE NOMERE
{OMUN

| L[ Froeene | Sewmn Geruotrie Dowbey e Vegal) H3. hwm & Bameby it

Se le exqd b presenle certficacaon 4 peticice Fromal ded miteresada gara Jos fioes que vier
ot curvemnle

Cleseo, 13 de sl e 2023

Fotografia N°3: Identificacion de la Fotografia N°4: Molienda de las
especie vegetal Senna birostris flores de la especie vegetal Senna
(Mutuy) — Herbario Vargas Cuz birostris (Mutuy)

Fotografia N°5: Conservamos en un frasco de color caramelo y
afiadiremos propilénglicol y agua destilada
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Fotografia N°6: Obtencidén del extracto glicélico de las flores de
Senna birostris (Mutuy)

Pesado de las flores molidas Maceracion: Propilénglicol y agua destilada
de Senna birostris

Filtracion de la muestra del Evaporacion a bafio maria a
extracto glicélico de las 452C

flores de Senna birostris

(Mutuy)
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Fotografia N°7: Determinacién del porcentaje de humedad de las
flores de Senna birostris (Mutuy)

Fotografia N°8: Determinacion del porcentaje de rendimiento del
extracto glicélico las flores de Senna birostris (Mutuy)
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Fotografia N°9: Prueba de solubilidad del extracto glicélico las flores
de Senna birostris (Mutuy)

b:.\-j \l:'

Fotografia N°10: Analisis fitoquimico cualitativo del extracto glicélico
las flores de Senna birostris (Mutuy)
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Fotografia N°11: Determinacion de la actividad antioxidante del
extracto glicélico las flores de Senna birostris (Mutuy)

P

LL00WEA0TL0%

Materiales para determinar la
actividad antioxidante

Pesar el reactivo de DPPH y
acido ascorbico

Preparar los tubos de ensayo
y rotulado

Medir la Absorbancia a 517nm en
el espectrofotémetro UV- visble
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Fotografia N°12: Tubos con diferentes concentraciones del patron acido ascorbico
y del extracto glicélico las flores de Senna birostris (Mutuy) + DPPH después de
30 minutos en oscuridad para luego ser leidos en el espectrofotometro a 517 nm

Concentraciones del patrén acido ascorbico + el reactivo
DPPH

' VTR

e

Concentraciones del extracto glicolico las flores de Senna
birostris (Mutuy) + el reactivo DPPH
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Fotografia N°13: Reactivacion de la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Cepa de Staphylococcus aureus Reactivar en Agar basa sangre
ATCC 25923

Fotografia N°14: Conservacién de la cepa ATCC 25923 Staphylococcus aureus
en caldo BHI
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Fotografia N°15: Preparacion de las placas Petri

Preparar con Agar basa sangre y
realizar el sembrado en las placas Petri

Preparar con Agar Muller Hinton y
realizar el sembrado en las placas Petri

Realizar los pozos excavados e inocular con
una micro pipeta en cada pozo excavado
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Fotografia N°16: Halos de inhibicién con las respectivas concentraciones del
extracto glicélico de las flores de Senna birostris (Mutuy) y el farmaco
patrén eritromicina.

Halos de inhibicion del extracto glicolico de las flores de Senna birostris (Mutuy)
a concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%

I Halos de inhibicion del farmaco patrén Eritromicina I
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