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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo: Determinar la actividad antibacteriana in vitro del
extracto etanodlico de las hojas de Bixa orellana (L) frente a Staphylococcus aureus vy
Escherichia coli.

Metodologia: Se realiz6 mediante el método de difusion en disco (Método de Kirby Bauer). El
extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana (L) se obtuvo mediante la técnica de
maceracion por 48 horas. Resultados: el anélisis estadistico por medio de la prueba ANOVA
(Analisis de varianza) muestra un nivel de significacion de 0,000 (p < 0.05), por lo que se
concluye que, existe diferencia significativa entre los didmetros promedio de los halos de
inhibicién, revelados por la actividad antibacteriana del extracto etanélico de las hojas de Bixa
orellana (L) a diferentes concentraciones frente a las cepas estudiadas. El andlisis de TUKEY
revel6 que la cepa de Escherichia coli presentd mayor susceptibilidad (20 mm) frente al
extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana (L) al 100% a diferencia de la bacteria
Staphylococcus aureus con menor susceptibilidad (15 mm).

El extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana (L) al 100% mostré efecto inhibitorio

moderadamente activo sobre las cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Palabras claves: antibacteriano, extractos, bacterias patdgenas.
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ABSTRACT

The objective of this study was to: Determine the in vitro antibacterial activity of the ethanolic
extract of the leaves of Bixa orellana (L) against Staphylococcus aureus and Escherichia coli.
Methodology: It was carried out using the disk diffusion method (Kirby Bauer Method). The
ethanolic extract of the leaves of Bixia orellana (L) was obtained through the maceration
technique for 48 hours. Results: the statistical analysis using the ANOVA test (Analysis of
Variance) shows a significance level of 0.000 (p < 0.05), therefore it is concluded that there is a
significant difference between the average diameters of the inhibition zones revealed. by the
antibacterial activity of the ethanolic extract of the leaves of Bixa orellana (L) at different
concentrations against the strains studied. The TUKEY analysis revealed that the Escherichia
coli strains presented greater susceptibility (20 mm) against the ethanolic extract of the 100%
Bixa orellana (L) leaves unlike the Staphylococcus aureus bacteria with lower susceptibility (15
mm).

The 100% ethanolic extract of Bixa orellana (L) leaves showed a moderately active inhibitory

effect on Staphylococcus aureus and Escherichia coli strains.

Keywords: antibacterial, extracts, pathogenic bacteria.
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l. INTRODUCCION

El uso irracional de los antibidticos conlleva a una serie de consecuencias graves como el
generar otras enfermedades, la demora en su diagnostico, asi como la presencia de efectos
adversos y el incremento de la resistencia bacteriana. A nivel mundial, el tratamiento
farmacoldgico se torna ineficaz paulatinamente, lo cual representa un grave problema de salud
publica, lo que motiva a tomar medidas de prevencion con respecto a la medicina

convencional®.

A la fecha, se han reportado alrededor de 50.000 especies de plantas que tienen algin uso
medicinal, correspondientes aproximadamente a un 10% de todas las que existen en el mundo.
Aungue su uso nunca ha dejado de estar vigente, el avance de la ciencia y la tecnologia ayud6 a
que los principios activos contenidos en esas plantas sean sintetizados quimicamente,
haciéndolos disponibles en las farmacias a precios accesibles y en dosis adecuadas para cada
tratamiento. Sin embargo, cada vez es mas comudn la preocupacién por los efectos secundarios
de los medicamentos quimicos y la ineficacia de algunos de ellos para su uso a largo plazo®.
Debido a lo antes mencionado, es que en los ultimos afios se tiene una creciente atencion sobre
el empleo de alternativas naturales o terapias complementarias®. Por ello y anteel incremento de
la resistencia adquirida por los microorganismos, se hace atin mas valido el realizar métodos o
investigaciones experimentales en especies vegetales con la finalidad de hallar aquellas (cuyos
principios activos) sean de utilidad y puedan ser empleados en tratamientos antimicrobianos
para combatir a bacterias multirresistentes®,

Teniendo en cuenta que la poblacién en el mundo utiliza las plantas como tratamiento
alternativo de medicamentos frente a las enfermedades, la Asamblea Mundial de la Salud y la
OMS le confiere la debida importancia a los medicamentos botanicos a través del proyecto
“Salud y Medicina Tradicional.

En la actualidad, las investigaciones se centran en terapias alternas mediante la utilizacion de
extractos microbianos, plantas, aceites esenciales, metabolitos secundarios y nuevas moléculas
sintetizadas como agentes antimicrobianos potenciales®.

La OMS calcula que mas del 80% de la poblacion en el planeta usa extractos de plantas o sus
ingredientes activos para sus requerimientos de atencion primaria de la salud®, debido a ello se
considera que se debe emplear las plantas con fines terapéuticos siempre y cuando éstas tengan
un sustento cientifico®.

Tomando en cuenta lo referido, el presente trabajo de investigacion esta dirigido a determinar la
actividad antibacteriana in vitro del extracto etanolico de las hojas de Bixa orellana (L) frente a
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, que confirman y explican las propiedades de la Bixa
Orellana (L).



El presente estudio consta de 8 capitulos, el capitulo | refiere a la introduccion y contiene los
siguientes aspectos: Descripcion de la realidad problematica, antecedentes de la investigacion,
justificacion de la investigacion, objetivos del presente estudio. El capitulo Il refiere a la
metodologia considerada en el presente estudio. El capitulo Il refiere los resultados obtenidos
en el presente estudio. El capitulo IV discusion que contiene sus analisis correspondientes. El
capitulo V conclusion. El capitulo VI recomendacion. El capitulo VI bibliografia y el capitulo

VIl anexos.

1.1 ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION
1.1.1 Antecedentes Internacionales

Velasco W, Pabén L, Hernandez P. (2021). Potencial antimicrobiano de extractos
de plantas medicinales y sus mezclas frente a bacterias asociadas con conjuntivitis.
Obijetivo. Determinar el potencial antimicrobiano de extractos de plantas medicinales
y sus mezclas frente a bacterias asociadas con conjuntivitis. Metodologias. Se
empled las técnicas de difusion en disco y dilucion en tubo. Resultados. El extracto
con mayor potencial para S. aureus fue el de achiote (hojas) con un halo de
inhibicion de 13 mm y CMI (concentracion minima inhibitoria) de 15 mg/mL. El
extracto de achiote y ciprofloxacina mostr6 un efecto de sinergia parcial para S.
aureus con una CFI de 0,83 y un efecto aditivo para S. epidermidis con una CFI de
1,84°,
Aguilar D. (2019). Determinacién de actividades bioldgicas y tamiz fitoquimico de
Bixa orellana L de la Peninsula de Yucatan. El objetivo fue determinar las
actividades biolégicas (actividad antioxidante, antimicrobiana y antiproliferativa
sobre lineas celulares cancerigenas) y perfil fitoquimico de Bixa orellana L.
Metodologia: Se realiz6 reacciones cualitativas Resultado: Se encontrd saponinas,
terpenos, quinonas y cumarinas. Actividad antibacteriana: Se observd que poseen
mayor efecto sobre E. coli y menor actividad en todos los casos sobre S. aureus °.
Aguilar D. (2019). Estudio in vitro del efecto inhibitorio del extracto de achiote
(Bixa orellana) sobre cepas de Streptococcus mutans. Objetivo: Determinar el efecto
inhibitorio del extracto de achiote (Bixa orellana) a diferentes concentraciones (50%,
100%) sobre cepas de Streptococcus mutans por medio de un estudio in vitro.
Metodologia: Se empled una regla milimetrada para realizar la medicion de halos de
inhibicion empleando una regla milimetrada. Resultados: A una concentracion al
100% presenta un halo de inhibicion maximo de 9,4 mm; la clorhexidina presenta un
registro maximo de 12,50 mm y con respecto al suero fisioldgico el extracto de
achiote presenta un efecto inhibitorio similar con la concentracion del 50% (6 mm) y
superior al 100% (8,40 mm)’.
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Antecedentes Nacionales

Cervera Y (2022). Efecto inhibitorio in vitro de los extractos etandlicos de
Equisetum bogotense Kunth. “Cola de Caballo”, Piper aduncum L. “Matico” y Bixa
orellana L. “Achiote” sobre Staphylococcus aureus. Objetivo: determinar el efecto
inhibitorio in vitro de los extractos etandlicos de Equisetum bogotense Kunth (Cola
de caballo), Piper aduncum L. (Matico) y Bixa orellana L. (Achiote) frente a
Staphylococcus aureus. Se utiliz el método mostraron un efecto inhibitorio frente a
S. aureus. De los tres extractos, el de Bixa orellana L revel6 mayor sensibilidad
contra las cepas de S. aureus con halos de inhibicion promedio de 16.40 a 27.20
mm®.

Garcia A, Pariachi A. (2018). Evaluacién de la actividad antidiarreica del extracto
acuoso de las hojas de achiote (Bixa orellana) en ratas albinas, cepa Holtzman. El
objetivo del estudio fué determinar la actividad antidiarreica del extracto acuoso de
las hojas de Bixa orellana L. (achiote) por induccién con aceite de ricino y a
posterior la administracion de carbon activado para la determinacion del transito
intestinal del extracto en estudio. Se realiz6 el tamizaje fitoquimico, cromatografia
en capa fina y prueba de espectrofotometria en el UV. Resultados: muestran que el
mayor efecto antidiarreico se dié con la dosis de 1000 mg/kg (66.621%), y con la
dosis de 500 mg/kg (54.203%) comparable y casi semejante al control positivo
loperamida (71.258%)°.

Montoya J. (2019). El presente estudio tuvo como objetivo determinar el efecto
antibacteriano del extracto acuoso de las hojas del Bixa orellana L. “Achiote”, sobre
cepas de Proteus mirabilis ATCC 14028, a las siguientes diluciones: 100%, 75%,
50%, 25% comparado con cefalexina a 30 pg y control negativo con DMSO. Se
evidencié mayor efecto inhibitorio al 100% la media fue de 14.30 mm vy la
Cefalexina reportd 16.60 mm, DE: 0.966 + 0.306 (con un valor méximo de 18 mmy
un minimo de 15 mm), IC al 95% (de 15.95 — 17.29) considerado sensible™.

1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA
Problema principal
¢ Tendra actividad antibacteriana el extracto etandlico de hojas Bixa orellana (L) frente a
Staphylococcus aureus y Escherichia coli?
Problemas especificos
1. ¢El efecto inhibitorio del extracto etandlico de hojas de hojas Bixa orellana (L) y del
ciprofloxacino frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli muestran diferencias

significativas?
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2. ¢Cuadl es el porcentaje de inhibicion relativa del extracto etandlico de hojas Bixa
orellana (L) frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli?

1.3 JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

1.4

Las enfermedades de origen infeccioso causadas por bacterias y hongos patdgenos
representan un desafio serio para la farmacologia actual, lo cual se ve evidenciado a través
de las millones de muertes que causan a nivel mundial. Los microorganismos causantes de
estas enfermedades se encuentran en diversas partes del entorno incluido nuestro propio
cuerpo. Debido al desarrollo vertiginoso de la resistencia bacteriana y la toxicidad de
algunos medicamentos y al contar con pocos trabajos publicados de la actividad
antibacteriana de Bixa orellana se hace propicia la realizacién de este proyecto para
evaluar su actividad antibacteriana in vitro del extracto etanélico de las hojas de Bixa
orellana (L) frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli’™.

Recurrir a la fitoterapia es una alternativa adecuada para aguellas personas que no pueden
acceder al sistema tradicional de terapias con medicamentos farmacéuticos. Cabe sefialar
gue en en el Seguro Social de Salud, EsSSALUD se foment6 el consumo de achiote, debido
a sus beneficios en la prostata y sistema renal*%.

Importancia

La importancia del presente trabajo esta en la investigacion realizada para demostrar que
las hojas de la Bixa orellana (L) puede ser una fuente de obtencidon de nuevos agentes
antimicrobianos, como alternativa de tratamiento, teniendo en cuenta los resultados de
estudios anteriores lograndose demostrar que las hojas de achiote tienen efectos

inhibidores sobre varios patégenos gran positivos, como gran negativos.

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
1.4.1 Objetivo general
Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de las hojas de
Bixa orellana (L) frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli.
1.4.2 Objetivos especificos
e Comparar la actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de las hojas
de Bixa orellana (L) y del ciprofloxacino frente a la cepa de Staphylococcus
aureus y Escherichia coli.
e Determinar el porcentaje de inhibicion relativa del extracto etandlico de las hojas

de Bixa orellana (L) frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli.
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1.5 MARCO TEORICO

151

152

153

Bixa orellana (L)

Fig. 1. Bixa orellana (L)*

Clasificacion taxonomica

Segun Sistema de Clasificacion de Arthur Cronquist. (1988).

Reino: Plantae

Division: Magnoliopsida

Orden: Malvales

Familia: Bixaceae

Género: Bixa

Especie: Bixa orellana (L)

N.V. “achiote” (anexo 2)

Descripcion botanica

Es un arbusto perenne, de 2-4 m hasta 6 m de altura, copa baja y extendida; tallo
pardo, ramifica a poca altura del terreno. Hojas simples, grandes, de 6-27 x 4-19 cm,
y base redondeada o subtruncada, verdosas claras, persistentes, alternas, margenes
lisos, cordadas, de largos peciolos, delgados, glabro, de 3-8 (-10) cm de largo,

engrosado en los extremos ™.
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1.5.6
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Propiedades medicinales

Se le atribuyen diferentes propiedades terapéuticas astringente, antiséptico,
emoliente, antibacterial, antioxidante, expectorante, cicatrizante, febrifugo,
estomaquico y antidisentérico, diurético y antigonorreico, purgante, desinflamatorio
e hipoglicemiante™.

Nombre comun

Achiote

Composicién quimica

Principios activos de las hojas presenta alcaloides, bixaganeno, bixeina, fenilanina,
acido salicilico, triptéfano, acido elagico, treonina, taninos, saponinas, carotenoides:
bixina, norbixina, orellina, betacaroteno, criptoxantina, metilbixina, zeaxantina,
luteina, mono y sesquiterpenos. flavonoides: glucésido de apigenina, bisulfato de
apigenina, bisulfato de luteolina, bisulfato de hipolaetina, &cido tomentésico,
vitaminas (A, By C)®.

Extractos vegetales

Los extractos vegetales son preparados que se obtienen de la extraccion de diferentes
sustancias vegetales a partir de diversos procesos, como: maceracion, fermentacion,
infusién, decoccion y esencias. Los principios activos presentes en cada planta son
complejos fitoquimicos (metabolitos secundarios), podemos encontrar gran variedad
y en diferentes concentraciones, por lo que sus beneficios son variados. La eficacia
de los extractos vegetales depende entre otros factores de la especie e inclusive
variedad vegetal, metodologia de extraccién, la calidad de las plantas utilizadas,
concentracion utilizada, etc.".

Propiedades antimicrobianas de un extracto vegetal

Las propiedades antimicrobianas dependen del conjunto de sustancias que lo
componen. Aunque la mayor responsabilidad del efecto es del quimiotipo, los deméas
metabolitos también tienen influencia, pues puede haber un efecto sinérgico o,
también, antagonico entre ellos. Entonces, al ser el metabolito mayoritario es el que
va a ejercer el mayor efecto control sobre el patdgeno, es importante tener clara su
identidad y el rango de porcentaje en el que debe estar presente en el extracto. Estos
metabolitos pueden estar presentes entre un 40-60 % o 60-80 % y el porcentaje
restante lo componen otros metabolitos secundarios. Otra alternativa es trabajar con
el metabolito secundario puro por sus propiedades antimicrobianas. Aunqgue, es
importante analizar el costo-beneficio, pues estos suelen ser mas costosos que un

extracto vegetal®’.
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1.5.9 Prueba de efectividad inhibitoria

1.5.10

Para probar la eficacia de los antimicrobianos liquidos existen maltiples técnicas de
laboratorio, las cuales son un estudio de la sensibilidad “in vitro” de un
microorganismo patogeno frente a las sustancias microbianas. Entre los métodos més
importantes esta el de difusion, habitualmente cualitativo, que tomando en cuenta el
halo de inhibicién que aparece alrededor del disco, los microorganismos se clasifican
como sensibles (S), intermedios (1) o resistentes (R), segln sea la eficacia obtenida
por el agente antimicrobiano frente al microorganismo.

El halo de inhibicién es la zona alrededor de un disco en un antibiograma en el que
no se produce crecimiento microbiano en una placa de agar inoculada con el
microorganismo. Es una medida de la potencia de la muestra frente al
microorganismo®.

Cepas utilizadas en el ensayo de inhibicién bacteriana

Staphylococcus aureus

Es una familia de bacterias que se ha vuelto muy frecuente en infecciones
hospitalarias, y a su vez se han hecho mas resistentes a los farmacos actuales, de aqui
la importancia de la blsqueda de nuevas alternativas antimicrobianas.

Escherichia coli

La Escherichia coli esta cominmente presente en el intestino de animales de sangre
caliente y en el humano, esta es necesaria para la salud, ya que contribuye en la
digestion y en la degradacion de los alimentos. La presencia de esta bacteria en el
agua o en los alimentos es un indicador de que existe contaminacion bioldgica,
generalmente por contener heces fecales. A pesar de ser amigable con la salud, en

ocasiones puede causar infeccién en el tracto urinario o diarrea®.

1.5.8 Antimicrobiano

Ciprofloxacino

El Ciprofloxacino es un antibiético que pertenece al grupo de las fluoroquinolonas.
empleado para tratar infecciones bacterianas por inhibicion de su reproduccién. Es
eficaz frente a muchas bacterias e incluso es efectivo frente a bacterias que tienden a
desarrollar resistencias frente a otros antibioticos. El Patron estandar del diametro, de
los halos de inhibicién para la cepa de Staphylococcus aureus por el ciprofloxacino
(5ug), elaborado por el CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute), considera
la siguiente clasificacion: Sensibles (S): mayor o igual a 21 mm intermedios (1):16-

20 mm o resistentes (R): menor o igual a 15 mm?.
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1.6 MARCO CONCEPTUAL
Antimicrobiano: Molécula natural (producida por un organismo vivo, hongo o bacteria),
sintética o semisintética, capaz de inducir la muerte o la detencion del crecimiento de
bacterias, virus u hongos?'.
Actividad antibacteriana: Capacidad de destruir o matar a las bacterias e impedir su
proliferacion y su accion patogena®.
Cepa bacteriana: Es un conjunto de bacterias con caracteristicas bioldgicas iguales, es
decir, microorganismos de la misma especie Z.
Halo de inhibicion: Es la zona alrededor de un disco (contiene un antimicrobiano) en el
gue no se produce crecimiento bacteriano en una placa con medio de cultivo con el
germen?.
Maceracidn: Es un proceso que se emplea para extraer activos de un solido hacia un
liquido. La materia prima o producto sélido contiene ciertos compuestos que son solubles
en el liquido que se utiliza como extractante %.
Método de difusion: se basa en la relacion entre la concentracion de la sustancia necesaria
para inhibir una cepa bacteriana y el halo de inhibicion de crecimiento en la superficie de
una placa Petri con un medio de cultivo adecuado y sembrado homogéneamente con la
bacteria a ensayar.
La resistencia bacteriana a los antibioticos: La resistencia de las bacterias a los
antibidticos puede ser natural, provenir de mutaciones o bien originarse por transferencia
de genes. Cuando todas las cepas pertenecientes a la misma especie son resistentes a un

antibi6tico, se habla de resistencia natural®’.
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1. ESTRATEGIA METODOLOGICA

2.1 DISENO DE INVESTIGACION
2.1.1 Tipo de Investigacion
Transversal
Tipo de investigacion observacional que analiza datos de variables recopiladas en un

periodo de tiempo sobre una poblacion muestra o subconjunto predefinido.
Explicativo
Se explico hechos que se produjeron en determinadas condiciones durante el estudio.
2.1.2 Nivel de Investigacién
Basico
Se especifico de manera detallada el estudio realizado y sus conclusiones.
2.1.3 Disefo de Investigacion

Experimental
Se controld deliberadamente las variables para delimitar relaciones entre ellas. Se

recopil6 datos para comparar las mediciones de comportamiento de un grupo

experimental, con las mediciones de un grupo control.

2.2 HIPOTESIS

Hipotesis General
El extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana (L) presenta actividad antibacteriana in

vitro frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Hipotesis especificas

1. La actividad antibacteriana in vitro del extracto etanélico de las hojas de Bixa orellana
(L) y del ciprofloxacino frente la cepa de Staphylococcus aureus y Escherichia coli no

muestran diferencias significativas.
2. El porcentaje de inhibicion relativa del extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana

(L) del ciprofloxacino frente la cepa de Staphylococcus aureus y Escherichia coli estan

en relacidn directa a su concentracion.

2.3 VARIABLES
e Variable independiente: Extracto etanolico de las hojas de Bixa orellana (L)

e Variable dependiente: Actividad antibacteriana in vitro frente a Staphylococcus

aureus y Escherichia coli.
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2.4 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variables independientes

Dimensién

Indicadores

e Extracto etandlico de las hojas
de Bixa orellana (L)

mg/mL

Peso del extracto

Anélisis macroscépico

Variables dependientes

Actividad
antibacteriana

S. aureus

E.coli

mm. de didmetro

Halos de inhibicion
decrecimiento

% de inhibicidn relativa

Crecimiento en
medio de cultivo

Grado de turbidez (Tubo
N° 4y 5 de Mc.Farland)

2.5 POBLACION Y MUESTRA

e Poblacion:

Cultivos de Bixa orellana (L)

e Muestra:

Hojas de Bixa orellana (L)

2.6 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

Materiales de laboratorio:

e Baguetas

e Probeta

e Gradilla para tubos de ensayo

e Termdmetro

e Matraz Erlenmeyer.

e Vasos de precipitacion

e Embudo

o Pipetas

e Asa de Kolle

o Placas petri
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Material bioldgico:

Material vegetal: hojas de Bixa orellana (L)

Cepas bacterianas: Staphylococcus aureus, Escherichia coli

Equipos de laboratorio:

Microondas

Balanza analitica

Refrigeradora

Campana bacteriol6gica de flujo laminar
Autoclave

Incubadora 36°C

Solventes vy reactivos

Agua destilada
Etanol de 96°

Otros:

o Papel de filtro Whatman

Papel aluminio
Papel platino
Algodon
isopos estériles
Viales estériles
Papel Kraft

Tratamiento del material vegetal

Obtencion y seleccion de la muestra: Las hojas de Bixa orellana (L) se adquirieron en

tiendas naturistas de la Ciudad de Ica y se seleccion6 la especie vegetal sin deterioro.

Para su transporte se utiliz6 bolsas de papel Kraft.

Limpieza: El lavado del material vegetal Bixa orellana (L) se realiz6 con agua potable
y después se volvid a lavar con agua destilada.

Secado: La muestra se dejo secar al aire bajo sombra y a la estufa con circulacion de
aire a una temperatura de 40°, durante un tiempo de dos a cuatro dias, terminando el
proceso de secado a temperatura ambiente.

Molienda: La muestra fué molida por medio de un molino eléctrico, el cual nos di6 una
muestra homogénea.

Almacenamiento: La muestra molida fue almacenada en un frasco de vidrio de color
ambar y cerrado herméticamente protegidos de la luz, luego se rotulé colocando el

nombre de la especie, parte utilizada y la fecha que se almacend.
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2.7

Obtencién del extracto etandlico

10 g de hojas de Bixa orellana (L) fueron secadas a temperatura ambiente; luego se macerd
en frio con 100 mL de etanol 96% en un frasco de vidrio,

EVALUACION DEL EFECTO INHIBITORIO
Cepas utilizadas:

Staphylococcus aureus
Escherichia coli

Medios de cultivo:

Agar Mueller-Hinton
Caldo Nutritivo.

Control positivo:

Ciprofloxacino (5 ug)
Control negativo :
Etanol 96°

Preparacion de medios de cultivo:

Preparacion del Medio de Cultivo Sélido.-
Se esterilizo los materiales de laboratorio.
Preparacion del cultivo Mdeller —Hinton se realizd como indica el fabricante, luego se
calent6 observando completa dilucion. Se esteriliz6 en autoclave por 15 minutos y 15 Ib de
presion (121°C)*.
Posteriormente se coloc6é 25 mL de medio de cultivo en placas Petri estériles y se dej6 que
solidifique y finalmente se colocd en la estufa durante 24 horas a 35°C para pasar la prueba
de esterilidad®".

Determinacion de la Actividad antibacteriana

Preparacion del in6culo

Se sembro las bacterias en estudio en una placa de agar tripticasa soya (TSA) y se incub6 a
37° C durante 24 horas. Para preparar el inoculo se tocé de tres a cinco colonias y se
resuspendié las bacterias en 5 mL de solucion salina estéril al 0,9 % y se ajust6 a la
turbidez equivalente al tubo 0,5 de la escala de Mc. Farland (1 — 1,5 x 108 UFC/mL)*.
Inoculacion de las Placas

Se realiz6 dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez de la suspension del
indculo.

Se sumergio un hisopo estéril en la suspension antes mencionada, se roto el hisopo varias
veces presionando firmemente sobre la pared interior del tubo por encima del nivel del

liquido para remover el exceso de indculo.
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Se inocul6 en la superficie seca de la placa de Mueller Hinton, estriando con el hisopo en
tres direcciones, rotando la placa aproximadamente 60° cada vez, para asegurar una
distribucion uniforme del indculo. Como paso final se paso el hisopo sobre los bordes del
agar. Antes de colocar los discos se dejo secar las placas a temperatura ambiente durante 3
a5 minutos para que cualquier exceso de humedad superficial sea absorbido®®.

Método de Difusion de Disco

Las placas fueron inoculadas empleando hisopos estériles con la correspondiente bacteria
de estudio, se emplearon discos estériles de 6 mm de diametro los cuales fueron embebidos
en distintas concentraciones de los extractos (25%, 50% y 100%) de la especie vegetal,
como control positivo se utilizo discos de ciprofloxacino (5 pg/disco) y como control
negativo se empled etanol (96%). Seguidamente las placas Petri se incubaron a 37°C por
24 horas; se realizaron 3 repeticiones. El porcentaje de inhibicién se calculé teniendo como
referencia la medicion del didmetro de la zona de inhibicion del control positivo (B) y la

medicion del halo del extracto testeado (A), mediante la siguiente formula®.

PIR (%) = A X 100

B
Donde:
A = Diametro del halo de inhibicion del extracto.
B = Diametro del halo de inhibicién del antibiotico

PIR (% ) = Porcentaje de inhibicion relativa

2.8 PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION
Los datos se analizaron con el Software SPSS V 26.
La prueba de ANOVA (andlisis de varianza).permiti6 verificar diferencias las
significativas entre los diametros de inhibicion generados por el extracto etandlico de hojas
de Bixa orellana (L) a diferentes concentraciones frente a Staphylococcus aureus y
Escherichia coli.
El andlisis post ANOVA Tukey permitio identificar la dilucion con la que se obtuvo el

mayor tamafio de halo de inhibicién entre los diferentes tratamientos.
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1. RESULTADOS

TABLA1

Promedios de diametros de los halos de inhibicion del extracto etandlico de las hojas de

Bixa orellana (L) a diferentes concentraciones frente a Staphylococcus aureus

C.P.= Ciprofloxacino (5ug)
C.N.= Etanol 96°
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FIGURA 2

Promedios de didmetros de los halos de inhibicion del extracto etandlico de las hojas de
Bixa orellana (L) a diferentes concentraciones frente a Staphylococcus aureus

Bacterias
S. aursus

30.00
2500

20,00

Diametro

1500 ——

10,00

5.00

100% 50% 25% Ciprofloxacino

Concentracion

Fuente: Reporte de resultados del SPSS Ver. 26

Los promedios de diametros, de los halos de inhibicion, revelados por el efecto inhibitorio del
extracto etandlico a diferentes concentraciones sobre las cepas de Sthapylococcus aureus
mostraron que la mencionada cepa tiene resistencia bacteriana intermedia frente al extracto
etandlico al 100% con halos de inhibicion de 15 mm de didmetro.
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TABLA?

Analisis de varianza (ANOVA) para el ensayo de la actividad antibacteriana in vitro del
extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana (L) a diferentes concentraciones

frente a Staphylococcus aureus

ANOVA (Anélisis de varianza)

Diametro
Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 659,667 3 219,889 439,778 ,000
Dentro de 4,000 8 ,500
grupos
Total 663,667 11

Fuente: Reporte de resultados del SPSS Ver. 26

El anélisis estadistico por medio de la prueba ANOVA (Analisis de varianza) muestra un nivel
de significacién de 0,000 (p < 0.05), por lo que se concluye que, existe diferencia significativa
entre los promedios de didmetros, de los halos de inhibicion, revelados por el efecto inhibitorio
del extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana (L) a diferentes concentraciones frente las
cepas de Staphylococcus aureus.
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TABLA 3

Anadlisis de homogeneidad: TUKEY para el ensayo de la actividad antibacteriana in vitro
del extracto etanolico de las hojas de Bixa orellana (L) a diferentes concentraciones frente

a Staphylococcus aureus

Analisis de homogeneidad: TUKEY

25%

50%

100%
Ciprofloxacino

8,6667

11,3333
15,3333

w W w w

28,0000

Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
Fuente: Reporte de resultados del SPSS Ver. 26

Luego con el analisis de promedios de Tukey se tiene que el extracto etanolico estudiado a una
concentracion del 100% frente a la cepa de S. aureus, muestra halos de inhibicion de mayor
promedio con 15 mm que difiere significativamente del diametro obtenido con el
Ciprofloxacino (28 mm) que se utiliz6 como control positivo.
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TABLA4

Promedios de diametros de los halos de inhibicion del extracto etandlico de las hojas

de Bixa orellana (L) a diferentes concentraciones frente a Escherichia coli

C.P.= Ciprofloxacino (5ug)
C.N.= Etanol 96°
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FIGURA 3

Promedios de didmetros de los halos de inhibicion del extracto etandlico de las hojas de
Bixa orellana (L) a diferentes concentraciones frente a Escherichia coli.

Bacterias
E.cob

e ==

25.00
B
2 mm ===
=
(=]

- ===

10.00

100% 50% 25% Ciprofloxacing

Concentracion
Fuente: Reporte de resultados del SPSS Ver. 26
Los promedios de diametros de los halos de inhibicion, revelados por el efecto inhibitorio del

extracto etanélico a diferentes concentraciones sobre las cepas de Escherichia coli, mostraron

gue la mencionada cepa tiene sensibilidad bacteriana con halos de inhibicién de 20 mm de

didmetro
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TABLAS

Andlisis de varianza (ANOVA) para el ensayo de la actividad antibacteriana in vitro
del extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana (L) a diferentes concentraciones

frente a Escherichia coli

ANOVA (Anélisis de varianza)

Diametro
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Entre grupos 478,000 3 159,333 478,000 ,000
Dentro de 2,667 8 ,333
grupos
Total 480,667 11

Fuente: Reporte de resultados del SPSS Ver. 26

El analisis estadistico por medio de la prueba ANOVA (Analisis de varianza) muestra un nivel
de significacion de 0,000 (p < 0.05), por lo que se concluye que, existe diferencia significativa
entre los promedios de didmetros, de los halos de inhibicion, revelados por el efecto inhibitorio
del extracto etandlico de hojas de Bixa orellana (L) a diferentes concentraciones frente las
cepas de Escherichia coli.

28



TABLAG

Andlisis de homogeneidad: TUKEY para el ensayo de la actividad antibacteriana in
vitro del extracto etanélico de las hojas de Bixa orellana (L) a diferentes

concentraciones frente a Escherichia coli

Analisis de homogeneidad: TUKEY

25%

50%

100%
Ciprofloxacino

13,3333

15,3333
20,3333

w W w w

29,6667

Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Fuente: Reporte de resultados del SPSS Ver. 26

Luego con el analisis de promedios de Tukey se tiene el extracto etanélico estudiado a una
concentracion del 100% frente a la cepa de E. coli, muestra halos de inhibicion de 20 mm con
diferencia al diametro obtenido con el ciprofloxacino (30 mm) que se utiliz6 como control

positivo.
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TABLA Y

Porcentaje de inhibicion relativa (PIR) del extracto etandlico de las hojas de Bixa
orellana (L) frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Diametro (mm) de halos de Control PIR
inhibicién a diferentes
Microorganismo concentraciones (%) (+)
100 50 25 mm (%)
Staphylococcus aureus
15 11 09 28 53,6 %
ATCC 25923
Escherichia coli
20 15 13 30 66,7 %

ATCC 13216

X3= Promedio de tres repeticiones
e Control positivo = Ciprofloxacino (5 ug)
e PIR = Porcentaje de Inhibicion Relativa

El porcentaje de inhibicion relativa del extracto etandlico de hojas de Bixa orellana (L) sobre la
cepa de Staphylococcus aureus y Escherichia coli estan en relacion directa a su concentracion,
al 100 % el porcentaje de inhibicion relativa sobre las cepas de Escherichia coli y
Staphylococcus aureus, fué de 66.7 % y 53.6 % lo que revel6 efecto inhibitorio moderadamente
activo en ambas bacterias seglin referencias del protocolo de estudio de la actividad
antimicrobiana IMET-ESSALUD*.

Imactivo < 55%
Poco activo 55—-65%
Moderadamente activo Gh -80 %
Buena actividad = B0 %%
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\V2 DISCUSION

Los resultados de la presente investigacion demostraron que las cepas de E. coli son sensibles a
la accion del extracto etanolico de Bixa orellana (L). A la concentracion de 100% se obtuvo
halos de inhibicion promedio de 20 mm de diametro para E. coli y de 15 mm de diametro
promedio para S. aureus. coincidiendo con los resultados reportados por Aguilar D. (2019)
quien observé que la actividad antimicrobiana de las hojas de Bixa orellana tuvo mayor efecto
sobre Escherichia coli y menor efecto sobre Staphylococcus aureus. Asimismo los resultados
obtenidos en el presente estudio se contrasta con los resultados obtenidos por Cervera Y (2022)
cuyos resultados revelaron mayor sensibilidad contra las cepas de Staphylococcus aureus con
halos de inhibicion promedio de 16.40 a 27.20 mm

El ANOVA (Analisis de Varianza) realizado para la variable concentracién demostraron que
existen diferencias significativas, observandose que a medida que las concentraciones
aumentan, los didmetros de halos de inhibicion también se incrementan (Tabla 2,3 y 5,6).

El ANOVA (Andlisis de Varianza) indic6 que existen diferencias significativas entre las
bacterias evaluadas, en donde las cepas de Escherichia coli presenté mayor susceptibilidad
frente al extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana (L) a diferencia de la bacteria

Staphylococcus aureus con menor susceptibilidad (Tabla 1y 4).

Cabe resaltar que las cepas bacterianas pueden ser resistentes a los extractos de plantas
medicinales, debido a que se adecuan a las condiciones ambientales a las que son expuestas. Un
ejemplo de ello es que algunas cepas bacterianas son capaces de tolerar altas concentraciones de
sustancias, estos mecanismos no se conocen con detalle, aunque una posibilidad, es que
modifiquen la membrana externa de la envoltura celular, activando los sistemas para remover
los compuestos toxicos que las afectan. Estudios en el campo de la microbiologia, han revelado
gue los microorganismos se valen de diversos mecanismos para superar la amenaza contra
agentes quimicos, lo que las hace multirresistentes.

La efectividad inhibitoria del extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana (L) se debe a la
presencia Taninos, Flavonoides, Alcaloides, Fenoles y Saponinas a las que se atribuyen su

actividad antibacteriana.
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V. CONCLUSIONES

La actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana (L)
frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli se determiné mediante el método de
difusion en disco obteniéndose a la concentracion de 100% un promedio de halos de 15
mm y 20 mm respectivamente, indicando mayor inhibicion de ambas bacterias a esta
concentracion.

El extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana (L) presentd6 mayor efecto
antimicrobiano sobre la cepa de Escherichia coli, dicho efecto revel6 halos de inhibicion
menores a los del ciprofloxacino (control positivo).

El mayor porcentaje de inhibicion relativa (PIR), del extracto etanélico de hojas de Bixa
orellana (L) se obtuvo contra las cepas de Escherichia coli y fue de 66.7%, lo que
permiti6 comprobar el efecto inhibitorio significativo del extracto etandlico de hojas de
Bixa orellana (L) sobre la cepas mencionadas a diferencia del efecto inhibitorio mostrado

sobre la cepas de Staphylococcus aureus con 53.6 % de inhibicion.
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VI. RECOMENDACIONES

Ampliar el presente estudio con mas concentraciones del extracto etandlico de las hojas de
Bixa orellana (L) frente a otras cepas bacterianas de importancia.
Evaluar otros tipos de extractos de Bixa orellana (L) sobre otras especies

microbianas.

Complementar el presente estudio contra especies microbianas de procedencia
clinica y con resistencia a los antibioticos.
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Anexo 1. Matriz de consistencia

VIII.  ANEXOS

Problema

Objetivo

Hipotesis

Variable

Métodos

Problema principal
¢Tendra actividad antibacteriana in
vitro el extracto etanolico de las hojas

de Bixa orellana (L) frente a

Staphylococcus aureus y Escherichia

coli.

Problemas especificosl.

1. ¢ La actividad antibacteriana in
vitro del extracto etandlico de las
hojas de Bixa orellana (L)

orellana y del ciprofloxacino

frente a Staphylococcus aureus y

Escherichia coli muestran

diferencias significativas?

P. ¢Cuadl es el porcentaje de

inhibicion relativa del extracto

etandlico de las hojas de Bixa

L

Staphylococcus

orellana frente a
aureus y

Escherichia coli?

Objetivo general
Determinar la actividad
antibacteriana in vitro del extracto

etandlico de las hojas de Bixa

orellana (L) frente a

Staphylococcus aureus y

Escherichia coli.

Objetivos especificos

1. Comparar la actividad
antibacteriana in vitro del

extracto etandlico de las hojas
de Bixa orellana (L) y del
ciprofloxacino frente a
Staphylococcus  aureus y
Escherichia coli

2. Determinar el porcentaje de
inhibicion relativa del extracto
etandlico de las hojas de Bixa
L

Staphylococcus

orellana frente a
aureus y

Escherichia coli.

Hipotesis General

El extracto etandlico de las hojas de
Bixa orellana (L) presenta actividad
antibacteriana in vitro frente a
Staphylococcus aureus y Escherichia
coli.

Hipotesis especificas

1. La actividad antibacteriana in
vitro del extracto etandlico de las
hojas de Bixa orellana (L) vy del
ciprofloxacino frente a

Staphylococcus aureus y Escherichia

coli. no muestran diferencias
significativas.
2. El porcentaje de inhibicién

relativa del extracto etandlico de las
hojas de Bixa orellana (L) frente a
Staphylococcus aureus y Escherichia
coli estan en relacién directa a su

concentracion.

Independiente:
Extracto etandlico de
las hojas de Bixa
Orellana (L)
Dependiente
Actividad
antibacteriana in vitro
frente a
Staphylococcus
aureus y Escherichia

coli.

Tipo de investigacion
Transversal y
explicativo

Nivel de investigacion
Bésico

Disefio de investigacion
Experimental
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Anexo 2. Certificacion boténica de Bixa Orellana (L)

CERTIFICACION BOTANICA

“Afio del Fortalecimiento de la Soberania Nacional”

F1 Bidlogo. Que suscribe determina gue la muestra biologica presentada por ¢l bachiller

en Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional San Luis Gonzaga CCAHUANA
GONZALES Dolly Marlene con DNI N° 21460027, pars su determinacion, pertenect

ol nombre cientifico de Bixa orellana (L) “achiote”, segiin Sistema de Clasificacion

de Arthur Cronquist. (1988).

REINO' PLANTAE
DIVISION. MAGNOLIOPHYTA
CLASE MAGNOLIOPSIDA
ORDEN: MALVALES
FAMILIA BIXACEAE
GENERO: Bixa

ESPECIE Bixa orellana (L)

NV “achiote”

Se emite la presente centificacion a solicitud del interesado, para fines de estudios

lca, 21 de noviembre del 2022.

b/ ,/_-
£ /
v, / t—} /«

BIOLOGO
CBP. 3681
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Anexo 3. Autorizacion del uso de instalaciones del laboratorio de Famacognosia.

S UNIVERSIDAD NACIONAL SAN LUIS GONZAGA

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

CONSTANCIA

EL DIRECTOR ACADEMICO DE LA FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL SAN LUIS GONZAGA.

HACEN CONSTAR QUE LA ESTUDIANTE:

CCAHUANA GONZALES, DOLLY MARLENE

Codigo N° 20163833

En vias de regularizacion, se le autoriza el uso de las instalaciones del laboratorio de
Farmacognosia, para el desarrollo de su proyecto de tesis, el cual lleva como titulo
“Actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico de las hojas de Bixa Orellana
frente a Staphylococcus Aureus y Escherichia Coli”, y que aprobado el proyecto debera
presentar un documento con su asesor, indicando los dias y horas que hara uso del
laboratorio.

Se expide la presente constancia para los fines pertinentes.

Ica, 23 de Noviembre 2022
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Anexo 4. Metodologia de la actividad antimicrobiana

METODOLOGIA R

- ‘ OBTENCION DE EXTRACTOS

EXTRACTO

PLANTA CON

ANTIMICROBIANOS

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

ETANOLICO
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Anexo 5. Diagrama de flujo de preparacién de la muestra

DIAGRAMA DE FLUJO DE PREPARACION DE LA MUESTRA
PLANTA ENTERA
RECOLECCION

SELECCION

ESTABILIZACION
Y SECADO

MOLIENDA
CONSERVACION

MACERACION
ETANOLICA

EXTRACTO SECO
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Anexo 6. Diagrama de flujo de la actividad antimicrobiana

DIAGRAMA DE FLUJO DE LAACTIVIDAD
ANTIMICROBIANA

EXTRACTO SECO

PRUEBA DE DIFUSION
EN AGAR

NEGATIVA POSITIVA
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Anexo 7. Método de disusion en agar

METODO DE DIFUSION EN AGAR.

A partir del cultivo de Staphylococcus
aureus y Escherichia coli en
crecimiento activo, se tocaron tres a
cinco colonias y se resuspendieron en 5

: mL de solucién salina estéril (9.0 g/L
NaCl; 9 %o). El resultado de Ila
suspension se homogenizé durante 15
segundos y su turbidez se ajustd a o,5
de la escala Mc Farland

N ®_
COILLOCAR DISCOS

-
INCUBAR 1§
37°C, 18-24 1}
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Anexo 8. Tratamiento de la muestra vegetal Bixa orellana (L)

Secado del material vegetal
Bixa orellana (L)

Molienda del material vegetal
Bixa orellana (L)
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Anexo 9. Obtencidn del extracto etandlico de las hojas de Bixa orellana (L)

Pesado del material vegetal molido
Bixa orellana (L)

Filtracion del extracto etanélico
Bixa orellana (L)
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Extracto etandlico de hojas de
Bixa orellana (L)
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Anexo 10. Ensayo del efecto antibacteriano del extracto etanolito de las hojas de Bixa
orellana (L)
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Pesado del medio de cultivo
Agar Mueller-Hinton
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10

YEAR
WARRANTY
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Medios de cultivo
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Autoclavado de los medios de cultivo
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Inoculacién
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Lectura del diametro de los halos de inhibicion
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11. Ficha de Registro de resultados de la actividad antibacteriana in vitro del extracto
etandlico de las hojas de Bixa orellana (L) a diferentes concentraciones frente a
Staphylococcus aureus por el método de difusion de disco, PIR: Porcentaje de inhibicién

relativa.




Anexo 12. Ficha de Registro de resultados de actividad antibacteriana in vitro del extracto
etandlico de las hojas de Bixa orellana (L) a diferentes concentraciones frente a

Escherichia coli por el método de difusion de disco, PIR: Porcentaje de inhibicion relativa.




Anexo 13. Halos de inhibicion de crecimiento de las bacterias de estudio

Halos de inhibicién de crecimiento de Staphylococcus aureus

Halos de inhibicion de crecimiento de Escherichia coli
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