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RESUMEN

En la actualidad la medicina tradicional es un recurso primordial para la salud del ser
humano. Las plantas y arboles son la base fundamental para el avance de la medicina
moderna, y en algunos medios rurales e indigenas, es Unicamente el recurso del que
disponen debido al déficit de instituciones médicas y la carencia econdémica para poder
adquirir medicamentos modernos. Las plantas medicinales han sido a través del tiempo

una de las mas importantes alternativas en el cuidado de la salud.

Los grandes desafios respecto a las plantas medicinales son su adecuado registro, la
conservacion de la biodiversidad, el capital en una investigacion, el respaldo de la

calidad y la confianza de su uso.

Con la finalidad de ampliar los conocimientos se desarroll6 el presente estudio fue
comprobar la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de las hojas de Senecio
nutans “chachacoma”. Primeramente se determind los metabolitos secundarios por
reacciones de precipitacion y/o coloracion y la actividad antimicrobiana se realizd por
método de difusion en agar, teniendo como resultados positivos de metabolitos
secundarios: lactonas sesquiterpenicas /cumarinas : antraquinonas,
esteroides/triterpenos, flavonoides y alcaloides , se obtuvo una actividad antimicrobiana
frente a Bacillus cereus de 60% de inhibicion a la concentracion de 2.5 mg/ml, frente a
Sthaphylococcus aureus un 27% de inhibicibn a una concentracion de 45 mg/ml,
Escherichia coli de 79% de inhibicibn a una concentracion de 20 mg/ml, Salmonella
tiphy de 27% de inhibiciébn a una concentracion de 45 mg/ml, concluyendo que la dosis
efectiva frente al E. coli y B. cereus presenta alta sensibilidad mientras que para S.

aureus y S. tiphy la sensibilidad es baja.

Palabras claves: Senecio nutans, metabolitos secundarios actividad antimicrobiana.
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ABSTRACT

At present, traditional medicine is an essential resource for human health. Plants and
trees are the fundamental basis for the advancement of modern medicine, and in some
rural and indigenous environments, it is only the resource available to them due to the
lack of medical institutions and the economic lack to be able to acquire modern
medicines. Medicinal plants have been one of the most important alternatives in health
care over time.

The great challenges regarding medicinal plants are their proper registration, the
conservation of biodiversity, the capital in an investigation, the support of quality and the

confidence of their use.

In order to expand knowledge, the present study was developed to verify the
antimicrobial activity of the ethanolic extract of the leaves of Senecio nutans
"chachacoma”. Firstly, the secondary metabolites were determined by precipitation and
/ or coloration reactions and the antimicrobial activity was carried out by means of
diffusion in agar, having as positive results of secondary metabolites: sesquierpenic
lactones / coumarins, anthraquinones, steroids / triterpenes, flavonoids and alkaloids,
Antimicrobial activity was obtained against Bacillus cereus of 60% inhibition at a
concentration of 2.5 mg / ml, against Sthaphylococcus aureus 27% inhibition at a
concentration of 45 mg / ml, Escherichia coli 79% inhibition at a concentration of 20 mg
/ ml, Salmonella tiphy of 27% inhibition at a concentration of 45 mg / ml, concluding that
the effective dose against E. coli and B. cereus presents high sensitivity while for S.

aureus and S. tiphy sensitivity is low.

Keywords: Senecio nutans, secondary metabolites, antimicrobial activity.
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INTRODUCCION

El Pert es rico en recursos naturales, que han demostrado en el tiempo la gran
efectividad que tienen en el uso popular, el empleo de estas plantas medicinales, es en
muchos de los casos empiricos y llevado a cabo por curanderos que han adquirido estos
conocimientos de generacion en generacion y de esta manera han llegado a nuestro
tiempo, siendo muchas veces injustamente relegados por la medicina moderna® 2. Por
otro lado “Las infecciones causadas por organismos resistentes a los antibiéticos
(ORAS) podrian llegar a ser consideradas como una infeccion emergente, debido a que
su tratamiento es cada vez mas limitado con el potencial de afectar a todas las personas
en el mundo™, por lo que la comunidad cientifica estd abocada a encontrar nuevas
fuentes de principios activos que permitan combatir a los microorganismos que
muestran resistencia a los antibiéticos, son las plantas medicinales una fuente
provisoria donde es de suma importancia demostrar la eficacia de su empleo y encontrar
su uso adecuado. Son muchos los trabajos que se hacen sobre las plantas que tienen
valor terapéutico demostrado en el uso popular y que inclusive en muchos casos tienen

mayor eficacia que los compuestos sintetizados y sin reacciones adversas conocidas.

Existen muchas plantas medicinales que bien podrian ser utilizadas como productos de
uso alternativo, razén por la cual en los Ultimos afios se esta revalorando el uso de las
plantas medicinales con fines terapéuticos. En el afan para mejorar el problema de la
salud se pretende contribuir con el presente trabajo “Actividad antimicrobiana frente
microorganismos gram positivos y gram negativos del extracto etandlico de las hojas de

Senecio nutans “chachacoma™, precisamente para respaldar los conocimientos de la

etnobotanica y proponer una alternativa de tratamiento.

Con el propdsito de resaltar y valorar el uso de las plantas medicinales y en la busqueda
de nuevas fuentes de sustancias con propiedades antimicrobiana de bajo costo, que no
presenten resistencias ni efectos secundarios que afecta la salud se desarrollara el

presente trabajo.

Finalmente, consideramos que es de suma importancia recuperar y validar el habito de
consumo de plantas medicinales, ampliar los conocimientos, preservar las especies y
promover su siembra, de tal modo que el legado cultural de los pueblos amazdnicos
continle en aumento y beneficie a quienes por siglos han acumulado y conservado

estos benéficos saberes.



1.1. DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA
El uso de las plantas medicinales se remonta muchos siglos atras y han sido un
recurso de gran importancia para poder aliviar las enfermedades; la zona de la
sierra peruana es abundante en flora silvestre, muchas especies son
frecuentemente usada en la medicina tradicional y sin que se haya convalidado
su informacién ya que no se ha estudiado quimica, ni biol6gicamente. La especie
Senecio nutans que crece en las alturas del anexo de San Martin de Pallcca,
distrito de Chipao, provincia de Lucanas, departamento de Ayacucho reportan
ser usada para afecciones del aparato urinario, heridas, diarreas, mal de altura,
etc. Sin embargo, en la literatura revisada solo se encontro estudios de actividad
antimicrobiana de los aceites esenciales de la especie de otros lugares de
procedencia, frente a diversos microorganismos. En algunos de ellos reportan
una efectiva actividad frente a microorganismos gram positivos; mientras que en
el caso de microorganismo gram negativos los resultados son contradictorios*®.
Queda por determinar el efecto del extracto de las hojas que es la parte mas

frecuentemente usada por la poblacién en la forma de infusién.

1.2. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

1.2.1.Antecedentes nacionales

- De FeoV, etal. 2003.- obtuvieron aceites esenciales de las partes aéreas
de Senecio nutans Sch. - Bip., la especie fue recolectada en dos
localidades diferentes altitudes (3500 y 4800 msnm), en el departamento
de Arequipa, Peru, los aceites se obtuvieron por hidrodestilacion con
rendimientos de 0,16% y 0,18%, respectivamente, en relacion al peso
fresco. La caracterizacién fue realizada por analisis de GC y GC-MS. Se
identificaron 21 de 25 componentes en el aceite de las plantas a menor
altitud, el aceite de la zona de mayor altitud mostr6 la presencia de 46
componentes, 41 de los cuales fueron identificados. En ambos aceites
predominaron los hidrocarburos monoterpénicos, como sabineno y a-
terpineno como los principales constituyentes.’

- Juérez A et al 2013. Estudiaron los aceites esenciales de las partes
aéreas de dos muestras de Senecio nutans Sch.-Bip. (Asteraceae),
recolectadas en la regién de Lima, Peru en diferentes estaciones del afio,
se obtuvieron por el método de hidrodestilacion realizandose la
caracterizacion por analisis de GC y GC-MS; siendo los constituyentes

principales en ambos aceites, los hidrocarburos monoterpénicos como a-
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felandreno y p-cimeno. En los aceites se probaron su actividad
antibacteriana en cepas bacterianas gram-positivas y gram-negativas, lo
gue resulté en una actividad débil contra Staphylococcus epidermidis y
Escherichia coli.?

Murillo B, Soncco C. 2017. Evaluaron el efecto antimicrobiano del aceite
esencial de chacha koma (Senecio nutans Schultz-Bip) de procedencia
de Patahuasi-Arequipa durante el almacenamiento de la hamburguesa
de Carne de Vacuno. Por el método de cromatografia de gases acoplado
a un detector de masas, se identificé en el aceite componentes como:
methyl cinnamate (24,04%), 1,3-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(13,14%),
thymol (8,89%), etc. Se establecio “la Concentracién Minima Inhibitoria
(CMI) por el método Kirby-Bauer en Aerobios Mesofilos, Escherichia coli
y Staphylococcus; siguiendo las recomendaciones del Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2010)". Se clasificé los halos de
inhibicién obtenidos de acuerdo a la escala de sensibilidad de Duraffourd
y Lapraz (1983). Al analizar las caracteristicas fisicoquimicas como el pH
de las muestras de hamburguesa se observo que las muestras testigo,
0,25% nisina, 0,1%, 0,125%, 0,15% y 0,175% de aceite esencial que
mantiene un pH segun la NTP por un tiempo de hasta 10, 20, 14, 14, 16
y 18 dias respectivamente. Y al realizar el analisis microbiolégico en la
muestra testigo, con 0,25% de nisina, con 0,1%, 0,125%, 0,15% Yy 0,175%
de aceite esencial almacenados a 4°C evidencian claramente que el
recuento microbiano de Aerobios Mesofilos, E. Coli, y Staphylococcus
aureus no excede lo establecido por la NTP.°

Alderete H. 2017. Evalud la “Actividad antimicrobiana, antioxidante in vitro
y determinacién de la composicién quimica de tres aceites esenciales del
género Senecio del Perd”; siendo estas especies Senecio nutans Sch.
Bip (Wiskataya), Senecio calvus Cuatrec (Huamanripa) y Senecio
chiguianensis Cabrera (Remilla). Los aceites esenciales fueron obtenidos
de las partes aéreas por el método de destilacion por arrastre de vapor
de agua, La actividad antimicrobiana se evallo a través del método de
microdilucién colorimétrica, determinandose la Concentraciéon Minima
Inhibitoria (CMI) presentando la actividad antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Bacillus cereus ambiental y
escasa actividad frente Escherichia coli cepa clinica y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853.1°
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- Mamani D. 2017. Actividad antibacteriana de los extractos alcohdlicos de
Senecio spp (chachacoma) en el crecimiento de Escherichia coli,
Klebsiella sp, Staphylococcus aureus y Enterococcus sp. La investigacion
se realiz6 en la ciudad de Puno teniendo como objetivo: a) aislar bacterias
Escherichia coli, Klebsiella sp y Staphylococcus aureus, Enterococcus sp
a partir de muestras de pacientes con infeccion urinaria del Centro de
Salud Metropolitano de Puno, y b) evaluar el efecto de los extractos
alcohdlicos de hojas y tallos de Senecio spp (chachacoma) en el
crecimiento in vitro de bacterias aisladas a partir de muestras de
pacientes con infeccion urinaria. El aislamiento bacteriano se realiz6
mediante la técnica de cultivo in vitro en agar EMB y Manitol Salado la
evaluacion antimicrobiana se realiz6 mediante el método de Kirby Bauer
o de difusion en agar con discos de sensibilidad. Los extractos alcohélicos
de hojas y tallos de Senecio spp (chachacoma) presentaron efecto
inhibitorio solo en bacterias Staphylococcus aureus, siendo mayor el
efecto del extracto de hojas (P<0.05), mientras tanto Escherichia coli y
Klebsiella sp resultaron resistentes. Los extractos alcohdlicos de hojas y
tallos de Senecio sp, inhibieron entre el 39.71 y 46.89%
respectivamente.!!

1.2.2. Antecedentes Internacionales

Nuram K, et al. 2010. En su estudio sobre “Los aceites esenciales de la
flor, hoja y tallo frescos de Senecio pandurifolius (Asteraceae)” aislaron
por hidrodestilacion utilizando un aparato del tipo Clevenger, y fueron
caracterizados por GC-FID y GC-MS. Se identificaron un total de cuarenta
y cinco, sesenta y cuarenta y dos compuestos, que constituyen mas del
90,1%, 88,0% y 89,0% de la composicién total de aceite de la flor, hoja 'y
tallo de S. pandurifolius, respectivamente. El perfil cromatografico revela
principalmente los hidrocarburos sesquiterpénicos (flor: 42.4%; hoja:
43.4%; tallo: 52.3%). Los componentes principales propios de S.
pandurifolius fueron y-curcumeno (14,9%) en tallo, a-cupreneno (30,7%)
en flor, y a-zingibereno (16,1%) en hoja. Los compuestos que estaban en
cantidades menores relacionados con el terpeno en todas las partes (flor:
1,4%, hoja: 1,5%, tallo: 1,9%) de S. pandurifolius. No se detectaron
hidrocarburos monoterpenos ni monoterpenos oxigenados en el aceite
esencial del tallo. Se investigaron las actividades antimicrobianas de los

aceites esenciales mostrando actividad contra las bacterias gram
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positivas, micobacterias y hongos, pero no contra las bacterias gram
negativas. Se observo una alta actividad antimicobacteriana con el aceite
esencial de hoja, que merece una investigacion adicional para determinar
sus componentes activos”.!?

- Benites J et al. 2011. “Un aceite esencial de Senecio atacamensis Phil.
(Asteraceae) se obtuvo por hidrodestilacion de sus hojas y tallos,
determinando su composicibn mediante andlisis GC y GC / MS. La
identificacion de los aceites de hojas como en tallos, respectivamente,
mostré a-terpineno (36,05% y 20,57%); a-felandreno (27,79% y 25,37%)
y p-cimeno (11,85% y 22,55%) como los monoterpenos mas abundantes.
La actividad antimicrobiana se determind utilizando la difusién en discos
de papel y el método de caldo de dilucién, que muestra una moderada

inhibicién de las bacterias patdgenas humana probadas”.*®

1.3. MARCO TEORICO

1.3.1. Clasificacion Taxondmica:
Segun las revisiones bibliograficas a esta especie Senecio nutans se
encuentra con dos denominaciones cientificas.
e Familia: Asteraceae (Compositae)
¢ Nombre cientifico: Senecio nutans Sch. Bip.,
e Bonplandia 4(4):51. 1856.
¢ Sinénimo: Senecio graveolens webb.
¢ Nombre vulgar: Chachacoma, chachakuma, chachacoma de burro,

chachakuma blanca, chachakoma de gente.'*
1.3.2. Caracteristicas de planta

Descripcion Botanica Senecio nutans
e Arbusto aromatico, perennifolio de 60 x 50 cm, Ramas densamente
hojosas. 1©
¢ Hojas alternas, pequefias, algo alargadas, de 2 -5 mm x 1 - 2 mm,
sésiles, comprimidas sobre el tallo, de borde lobulado a manera de 5
dedos carnosos e involutos. °
e Capitulos axilares, de 10 x 5 mm, cortamente pedunculados, con dos

bractéolas alternas. Caliculo formado por 9 bracteas dispuestas en
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dos verticilos: el externo con 4 y el interior con 5. Involucro formado
por 7 - 9 bracteas lanceoladas de 6,5 mm. ¥

e Flores amarillas o amarillo-rojizas, tubulosas, pentadentadas,
hermafroditas, actinomorfas, con caliz plumoso, de color blanco;
estambres con anteras unidas; ovario infero y estilo dividido en dos
ramas.'®

e Fruto, un aquenio glabro. Florece en cualquier época del afio,
preferentemente en invierno y primavera. Crece en suelos arenosos y
arcillosos de laderas de cerros, bordes de la carretera, junto a las
especies que forman tolares y pajonales (Linares & Benavides,
1995).1°

Usos en la medicina tradicional de Senecio nutans

“Medicinalmente, se le utiliza como infusion para dolores estomacales, mal
de altura (soroche o puna), pero refieren que un exceso de uso de esta
planta puede causar la ceguera. Para el dolor de estbmago, puna (mal de
altura), se toma como mate de hojas y ramas, para la fiebre, tos y resfriado
fuerte, el humo respirado en sahumerio cura el romadizo y otros males. Se
prepara pomadas para los dolores y en algunos casos la molienda de sus
hojas se mezcla con otras pomadas (mentholatum, pomada alcanforada).

Remedio para problemas urinarios (Villagran y Castro, 2004)".16

Otros usos

Se considera como forraje para ganado equino (Vargas, 1988).°

1.3.3. Susceptibilidad
1.3.3.1 Definicion de susceptibilidad
Una cepa es susceptible si puede ser tratada exitosamente con las
dosis recomendadas del antimicrobiano para la especie bacteriana

y sitio de infeccion.t’

1.3.3.2. Pruebas de susceptibilidad
Existen varios tipos de pruebas para dicha evaluacion, las mas
resaltantes son:
Pruebas de susceptibilidad por pozos modificados de agar:
Primeramente un hisopo estéril se sumerge en el inéculo que debe

tener una concentraciéon de 108 organismos/ml. equivalente al
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estandar N° 0,5 de MacFarland, se hace el frotis estirandose de
forma paralela y compacta abarcando todo el area del agar
repitiendo en mas de dos oportunidades, se deja secando durante
5 minutos.*’

Seguidamente se hacen los pozos sobre la superficie de los agares
con ayuda de un sacabocados estéril de 6 mm de didmetro, y en
cada uno de ellos se vierten los extractos, estandares y blancos por
triplicado. Las placas se incuban invertidas a 35 + 2° C por 18 horas
(bacterias) y a 29 + 2°C por 48 horas (levadura) 8.

Finalmente, se miden los halos de inhibicion incluyendo el
diametro de los discos, la lectura de la prueba de sensibilidad se
hizo por medio de una regleta de medicién y se interpretaron los
resultados como sensible (S), intermedio (I) o resistente (R)
(NCCLS, 2012)™8

1.3.4. Antibidticos
Los antibiéticos son medicamentos que combaten infecciones causadas por
bacterias en los seres humanos y los animales ya sea destruyendo a las
bacterias (bactericidas) o inhibiendo su crecimiento y multiplicacion
(bacteriostaticos), facilitando asi su eliminacién por parte de las defensas
naturales del organismo.'® Para que un antibidtico actué frente a un
determinado microorganismo, tiene que atravesar la barrera superficial de la

bacteria para situarse en el punto diana de accién del mismo.?

1.3.4.1. Clasificacion de antibioticos

1. Aminoglucésidos: Se asocian a los ribosomas bacterianos
(fracciébn 30S), lo que provoca la producciébn de proteinas
bacterianas danfadas, de otro modo la inhibicién total de la
sintesis proteica de la bacteria. Estreptomicina neomicina,
amikacina, kanamicina, tobramicina, gentamicina, capreomicina,

paromomicina.?!

2. Betalactdmicos: Inhiben la sintesis de la pared celular
bacteriana. Inhiben la transpeptidacion en las fases finales de la
sintesis del peptidoglicano, polimero primordial para la pared

bacteriana.?!

A. Penicilinas:
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= Bencilpenicilinas: bencilpenicilina (penicilina G);

fenoximetilpenicilina (penicilina V).
= [soxazolilpenicilinas: cloxacilina
» Aminopenicilinas: amoxicilina; ampicilina.
= Ureidopenicilinas: piperacilina.?
. Cefalosporinas:
= 12 generacion: cefadroxilo, cefalexina, cefazolina sédica.

= 22 generacion: cefaclor, cefuroxima, cefonicida, cefoxitina,

cefminox.

= 32 generacion: cefixima, cefpodoxima proxetilo, cefditoreno

pivoxilo, cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona.
= 42 generacion: cefepima.
= 52 generacion: ceftarolina fosami, ceftobiprole medocaril,

ceftolozano.??

. Monobactamicos: actua de manera excelente frente a bacterias

Gram negativas aerobias y facultativas. Aztreonam.??

. Carbapenemes: Son un tipo Unico de betalactamicos que
presentan un alto espectro de actividad conocido dentro de
este grupo de antibidticos. Imipenem, meropenem,

ertapenem.?

. Inhibidores de las beta-lactamasas: Son altamente afines por
las betalactamasas, se posan en ellas de manera irreversible.
Se usan conjuntamente con los betalactdmicos; aumenta su
actividad blogqueando los mecanismos de resistencia de las
bacterias. (amoxicilina)/acido clavulanico;
(ampicilina)/sulbactam; (piperacilina)/tazobactam;

(ceftazidima)/avibactam; (ceftolozano)/tazobactam.?

. Anfenicoles: Obstaculizan con la sintesis proteica bacteriana
(unibn a la subunidad 50S del ribosoma) y son

bacteriostaticos.Cloranfenicol.?%%2

. Glucopéptidos: Se utilizan para tratar infecciones complicadas
ylo graves a causa de bacterias grampositivas Vancomicina,

teicoplanina, dalvabancina.?**
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5. Lincosamidas: Se fijan a la fraccion 50S de los ribosomas
bacterianos impidiendo la sintesis proteica pueden ser
bactericidas dependiendo de su concentraciéon. Clindamicina,

lincomicina.?223

6. Macrolidos: Inhiben la sintesis proteica bacteriana por fijacion
a la subunidad 50S de los ribosomas. Bloquea las respuesta
de transpeptidacion y traslocacién del ribosoma bacteriano.?*#

A. Macroélidos de 14 &atomos: eritromicina, claritromicina,

roxitromicina.
B. Macrdlidos de 15 &tomos: azitromicina.

C. Macrdlidos de 16 atomos: espiramicina acetil, josamicina,

midecamicina diacetil.?*23

7. Nitroimidazol: Atraviesan en el citoplasma celular de
anaerobios o microaerofilos induciendo una lesién oxidativo en
las cadenas de ADN, tienen impacto bactericida

rapido, metronidazol, tinidazol.?*?3

8. Oxazolidinona: Inhibicion de la sintesis proteica, se unen a
la subunidad 50S ribos6mica, y de la construccién del complejo

de iniciacion 70S.linezolid, tedizolid.?>?3

9. Rifamicinas (ansamicinas): Se asocia a la subunidad b
de la ARN-polimerasa responsable de la transcripcion del ADN
bacteriano a ARN. Actividad comunmente bactericida.

Rifabutina, rifampicina, rifaximina.?'23

10. Sulfonamidas (entre paréntesis el antibidtico al que se
asocian): Por lo general bacteriostaticas, actian inhibiendo la
sintesis del acido félico de los organismos susceptibles.
(trimetoprima)-sulfametoxazol, llamado como cotrimoxazol;
(trimetoprima)-sulfadiazina, como cotrimacina; sulfacetamida;

sulfadiazina argéntica.?*%

11. Tetraciclinas: por lo comdn son bacteriostaticas y trabajan
inhibiendo la sintesis del acido fdlico de los organismos

susceptibles.
A. 12 Generacion: tetraciclina clorhidrato.
B. 22 Generacion: doxiciclina, minociclina.

C. 32 Generacion: oxitetraciclina, tigeciclina.?*22
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12

13

14.

15.

16.

. Quinolonas: Inhiben selectivamente la ADN-girasa

bacteriana, enzima que interviene en el plegamiento de la
doble hélice del ADN, y que es primordial para su esquema

tridimensional correcta del material genético.?
A. 12 Generacion: acido nalidixico

B. 22 Generacion: ciprofloxacino; norfloxacino; ofloxacino;

0zenoxacino.
C. 32 Generacion: levofloxacino.

D. 43Generacion:moxifloxacino; nadifloxacino.??

. Acido fusidico

Tiene un espectro de accién muy estrecho pero es muy activo
frente aS. aureus, incluyendo S. aureus resistente a
meticilina y estafilococo coagulasa
negativo, Clostridium spp., Corynebacterium spp.y la gran
cantidad de los anaerobios. Tiene cierto nivel de accién frente
estreptococos. Se utiliza de forma topica. 24

Bacitracina, gramicidina vy tirotricina

Activos frente a gram positivos, toxicos por via sistémica, su
empleo en preparados tépicos.?* %

Bedaquilina, delamanid

Farmacos de primera linea en el tratamiento de la
tuberculosis multirresistente.?? 24

Daptomicina

Es el representante de los lipopéptidos. Se inserta en la
membrana citoplasmatica de microorganismos gram positivos
formando canales que despolarizan la membrana por la
disminucion de K*, produciendo un efecto bactericida rapido
concentracién-dependiente. Tiene gran actividad frente a
gram positivos, incluyendo enterococos resistentes a
vancomicina, S. aureus resistente a meticilina y neumococos
resistentes a penicilina. La actividad bactericida se reduce
algo en presencia de albumina y especialmente con
surfactante pulmonar (probablemente por secuestro del
lipopéptido), por lo que no esta indicado en la neumonia. Esta
aprobado en nifios mayores de un afio y se administra

Unicamente en una dosis diaria, con administracion
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17.

18.

19.

exclusivamente IV. Su efecto adverso mas comun es la
toxicidad muscular, que es reversible al separar el
tratamiento. Es posible se de resistencias, especialmente si
el paciente ha recibido tratamiento antes con vancomicina.?
24

Fosfomicina

Derivado del acido fosfonico, bloquea la sintesis de los
precursores del peptidoglucano. Ejerce un efecto bactericida
rapido sobre bacterias en fase de desarrollo. Es activo frente
a gram positivos y negativos y puede ser administrado de
forma oral y parenteral. Se usa principalmente para el
tratamiento de infecciones del tracto urinario porque alcanza
picos de concentracion muy altos en la orina, que se
mantienen durante 24-48 h.?3 2

Isoniazida, pirazinamida, etambutol

Antibidticos de primera linea indicada para la tuberculosis.
Isoniacida tiene una resistencia primaria en nuestro medio
mayor al 5%. Se debe administrar juntamente con piridoxina
para evitar la neuritis periférica. Observar los efectos
hepatotdxicos de isoniazida, sobre todo en combinacién con
pirazinamida. Etambutol puede ser activo frente a cepas
resistentes a isoniazida y otros tuberculostaticos. La
resistencia primaria es poca.?* 24

Mupirocina

Bloquea la sintesis proteica; contiene actividad bactericida.
Es activa frente a la mayoria de cepas de estreptococo y
estafilococo. Es inactiva contra P. aeruginosa,
enterobacterias y anaerobios. Tampoco es activain
vitro frente a la flora cutdnea residente habitual. Se utiliza por
via tépica. El uso continuo de mupirocina ha dado lugar a
resistencias en S. aureus meticilin sensible, S.
aureus meticilin  resistente 'y estafilococos coagulasa
negativos. En Espafia, la resistencia a mupirocina en nifios
menores de 14 afios portadores nasales es 7% para S.
aureus meticilin sensible y 14% para S. aureus meticilin

resistente.?® 24
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20.

21.

22.

Nitrofurantoina

Mecanismo de accidon poco conocido. Inhibe la sintesis
proteica. Tras su absorcion oral pasa rapidamente de la
sangre, donde genera niveles subterapéuticos, a la orina,
donde es bactericida.

Su principal uso es como quimioprofilaxis en infecciones del
tracto urinario; sin embargo, la AEMPS publicé una alerta en
2016 sobre su uso y conjuntamente de nitrofurantoina y
reacciones adversas graves pulmonares (fibrosis neumonitis
intersticial) y hepéticas (hepatitis cronica, hepatitis
colestasica, hepatitis cronica, cirrosis) en tratamientos
profilacticos prolongados o intermitentes a largo plazo.
Durante su uso se deben evitar agentes que alcalinicen la
orina (tales como citrato potasico), ya que aumenta la
concentracion minima inhibitoria bacteriana. No esta indicada
en insuficiencia renal, en tratamientos prolongados (>7 dias)
o intermitentes y en el embarazo a término.?% 2

Polimixinas

La polimixina B y la colistina son nefrotoxicos y neurotdxicos
en su uso sistémico, quedando relegados en el arsenal
terapéutico. Hoy en dia se han rescatado en forma de aerosol
en pacientes con fibrosis quistica y via intravenosa para el
tratamiento de infecciones nosocomiales  graves
por Pseudomonas y Acinetobacter spp. multirresistentes. No
se absorben por via oral por lo que se han utilizado en
infecciones gastrointestinales por su accién contra bacterias
gram negativas. Se usa también en preparados topicos.?® 24
Trimetroprima

Es una diaminopirimidina que inhibe la produccion del acido
félico, pero en otra fase metabdlica distinta de las
sulfonamidas. Tiene un espectro de actividad similar a las
sulfonamidas y actla sinérgicamente con ellas. Por mucho
tiempo sélo estuvo comercializada en conjunto con
sulfametoxazol (cotrimoxazol). Actualmente también se usa
sola, sin asociar a sulfonamidas, en el tratamiento de

infecciones del tracto urinario y respiratorio.?* 24
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Ciprofloxacino

Es un agente antibacteriano que pertenece al grupo de las
fluoroquinolonas, la accion bactericida de ciprofloxacino se debe
a la inhibicién tanto de la topoisomerasa de tipo Il (ADN-girasa)
como de la topoisomerasa de tipo IV, esencial para la replicacion,
la transcripcion, la reparacién y la recombinacién del ADN
bacteriano.?>%

La funcién de la ADN girasa es destruir el superenrollamiento de
la doble cadena de ADN, haciendo que otras enzimas puedan
proceder a la replicacion propiamente dicha. La bacteria queda
incapacitada para dividirse y finalmente muere sin replicarse.?® %
Estructura quimica:

La estructura basica de las quinolonas, es la de un &acido
carboxilico en posicién 3. Las quinolonas, tienen una estructura
quimica por dos anillos, ademas de estar un nitrdgeno en la
posicion 1, un grupo carboxilo en la posiciébn 3 y un grupo
carbonilo en la posicion 4. Asi mismo su accidn antibacteriana

aumenta cuando contiene un atomo de flGor en la posicion 6.2 26

Estructura basica de las quinolonas. (1-4-dihidro-4-oxo-piridina-3

acido carboxilico)

Estructura quimica del ciprofloxacino
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v' Espectro bacteriano
Tiene un espectro bacteriano extremadamente amplio, ya que
actUa sobre bacterias gram positivas y gram negativas, aerdbicas
y anaerobicas y se afiaden
enterobacteridceas, Haemophilus y Pseudomonas, activo contra
cocos y bacilos grampositivos, Chlamydia,
Mycoplasma y Mycobacterium.?: 26

v" Propiedades farmacocinéticas

Biodisponibilidad

La biodisponibilidad oral es un 80% en relacion con la via
endovenosa, como se describe a continuacion: las areas bajo la
curva (AUC) tras la administracion i.v. de 200 mg de ciprofloxacino
durante 60 minutos y la administracion oral de 250 mg, los dos
administrados cada 12 horas, fueron equivalentes. Igualmente, la
infusion i.v. de 400 mg y la administracion de 500 mg por via oral,
ambos cada 12 horas, fueron equivalentes, y también, la infusién
i.v. de 400 mg cada 8 horas y la administracién oral de 750 mg
cada 12 horas.®

Distribucion

La unidn del ciprofloxacino a las proteinas es baja (20-30%). El
gran volumen de distribucion en estado estacionario, de 2-3 I/kg
de peso corporal muestra que el ciprofloxacino atraviesa
facilmente en los tejidos, en los que alcanza concentraciones que
pasan claramente los niveles séricos correspondientes.?®
Metabolismo

Se han notificado pequefias concentraciones de 4 metabolitos.
Han sido identificados como desetilenciprofloxacino (M1),
sulfociprofloxacino (M2), oxociprofloxacino (M3) y
formilciprofloxacino (M4). M1, M2 y M3 poseen una actividad
antibacteriana comparable o inferior al 4cido nalidixico. M4, en la
menor cantidad, es ampliamente equivalente a norfloxacino en
cuanto a su actividad antimicrobiana. Tras la administracion i.v.,
estos metabolitos se eliminan en un 9,5% por orina y en un 2,6%
por heces.?®

Eliminacion

Se elimina ampliamente y sin modificar en la orina tanto por

filtracién glomerular como mediante secrecién tubular y el 1% de
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la dosis se excreta via biliar, por tanto, ciprofloxacino se encuentra
en la bilis a elevadas concentraciones. El aclaramiento renal se
encuentra entre 3 - 5 ml/min/kg I/h/kg y el aclaramiento total
corporal entre 8 - 10 ml/min/kg. El aclaramiento no renal de
ciprofloxacino se da con el metabolismo hepatico, a la secrecion
trasluminal a través de la mucosa intestinal y a la excrecion biliar.
La vida media de eliminacién de ciprofloxacino es de 3-5 horas,
tanto tras la administracion oral como la intravenosa. En
individuos con funcién renal alterada, la vida media de eliminacion
puede llegar hasta 12 horas.?®
1.3.4.2. Bacterias

Las bacterias son microorganismos unicelulares que se reproducen

por fision binaria. La mayoria son de vida libre, a excepcion de

algunas que son de vida intracelular obligada, como Chlamydias y

Rickettsias. Tienen los mecanismos productores de energia y el

material genético necesarios para su desarrollo y crecimiento. Las

bacterias integran el reino procariota (pro de primitivo y cariota de

nucleo).?’

Tienen estructuras como la membrana celular, los ribosomas

encargados de la sintesis proteica y el acido desoxirribonucleico

(ADN) portador de la informacion genética.?’

1.3.4.3. Clasificacion de bacterias
Las bacterias se pueden clasificar segln su aspecto macroscopico y
microscopico, por el crecimiento, propiedades metabdlicas,
antigenicidad, por su genotipo y la capacidad de captar la tincion de
Gram.®
Entre ellas tenemos:

A) Gram positivas: La pared celular de las bacterias gram
positivas posee una gruesa capa de peptidoglucano, ademas
de dos clases de &cidos teicoicos: anclado en la cara interna
de la pared celular y unido a la membrana plasmatica, se
encuentra el acido lipoteicoico, y mas en la superficie, el acido
teicoico que esta anclado solamente en el peptidoglucano
(también conocido como mureina) °.

B) Gram negativas: La capa de peptidoglucano de las bacterias

gram negativas es delgada, y se encuentra unida a una
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segunda membrana plasmética exterior (de composicion
distinta a la interna) por medio de lipoproteinas. Tiene una
capa delgada de peptidoglucano unida a una membrana
exterior por lipoproteinas. La membrana exterior estd hecha
de proteina, fosfolipido y lipopolisacarido?.

Las bacterias gram positivas se tifien primero con cristal
violeta y luego se tratan con yoduro para favorecer la
retencion del colorante. En la decoloracién con etanol, se cree
gue el alcohol contrae los poros de la capa gruesa a modo de
malla entrelazada de peptidoglucano, que rodea a la célula y
se retiene el complejo colorante yoduro; asi las bacterias
adquieren color violeta y las bacterias gram negativas tienen
una capa de peptidoglucano delgada, con menos enlaces y
con poros de mayor tamafio; ademas es posible que el
alcohol extraiga suficientes lipidos de la membrana externa
como para aumentar su porosidad y asi no retener el violeta
de cristal ,de forma que las células se tifien con la safranina

empleada como contraste y se ven rojas.*°
1.3.5. Medios de cultivo

- Agar Mueller Hinton

El medio Agar Mueller Hinton Il cumple los requerimientos de bajos niveles
de timina — timidina, y niveles de calcio y magnesio establecidos por la
OMS en el Reporte Técnico N° 67333, Esto garantiza un minimo de
interferencias con los resultados del antibiograma, ya que provee una
concentracion de iones adecuada para determinar la susceptibilidad frente
a aminoglucésidos y tetraciclinas en Pseudomonas spp., ¥ un bajo
contenido de timina — timidina para no inhibir la actividad de las sulfamidas.
“Mueller Hinton Agar es un medio estandar utilizado para la prueba de
sensibilidad de bacterias aerobias de rapido crecimiento o anaerobias
facultativas, como estafilococos, enterococos, miembros de la especie
Enterobacteriaceae y bacilos gram negativos aerobios (por e€j.,
Pseudomonas spp)”*.

Esta formulacién permite garantizar la exactitud de las Concentraciones
Minimas Inhibitorias (CMI) obtenidas con las cepas control recomendadas

por las referencias internacionales.3® 34
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1.3.6. Metabolitos secundarios
Los MS son compuestos de bajo peso molecular que no solamente tienen
una gran importancia ecolégica porque participan en los procesos de
adaptacion de las plantas a su ambiente, como es el establecimiento de la
simbiosis con otros organismos y en la atraccion de insectos polinizadores
y dispersores de las semillas y frutos, sino que también, una sintesis activa
de MS se induce cuando las plantas son expuestas a condiciones adversas
tales como: a) el consumo por herbivoros (artrépodos y vertebrados), b) el
ataque por microrganismos: virus, bacterias y hongos, c) la competencia por
el espacio de suelo, la luz y los nutrientes entre las diferentes especies de

plantas y d) la exposicion a la luz solar u otros tipos de estrés abidtico.>®

1.4. MARCO CONCEPTUAL
e Metabolitos secundarios: No cumplen ningan rol fisiolégico en los
vegetales: alcaloides, glicosidos, flavonoides, taninos, aceites esenciales,
resinas, etc.
Sirven para comparar perfiles quimicos y diferenciar entre las diferentes
especies vegetales. Carecen de interés diagndstico detectar clorofila,

carotenoides, acidos fendlicos porque son comunes a todas las plantas.'’

e Extraccion de metabolitos: Para obtener los metabolitos secundarios de
material vegetal se debe tomar en cuenta que existen diferentes métodos para
extraer los principios activos contenidos en dicha planta, los cuales necesitan
de un liguido extractivo que va a depender del procedimiento técnico y de la
naturaleza quimica del principio activo. A continuacion, se citaran los métodos
de extraccion mas importantes: percolacién, maceracion, decoccion, infusion,

digestion, etc.'®

¢ SCREENING: EI tamizaje fitoquimico o screening fitoquimico es una de las
etapas iniciales de la investigacion fitoquimica, que permite determinar
cualitativamente los principales grupos quimicos presentes en una plantay a
partir de alli, orientar la extraccion y/o fraccionamiento de los extractos para

el aislamiento de los grupos de mayor interés.?

¢ Eltamizaje fitoquimico: Consiste en la extraccion de la planta con solventes
apropiados y la aplicacion de reaccion de color y precipitacion. Debe de
permitir la evaluacion rapida, con reacciones sensibles, reproducibles y de

bajo costo.!
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e Antibidticos: “Los antibiéticos se definen como compuestos quimicos
producidos por microorganismos y/o sintetizados comercialmente, capaces
de matar a otro microorganismo o de inhibir su crecimiento; y aunque este es
su principal objetivo, irbnicamente se han presentado casos de resistencia
como resultado del manejo indebido de las dosis y automedicacién por parte
del consumidor”.*®

e Actividad antimicrobiana: Es la actividad de una sustancia que elimina o
inhibe el crecimiento de microorganismos, tales como bacterias, hongos o

parasitos.?’

e Microorganismo gram negativos: “En el campo de la microbiologia, se
denominan bacterias gram negativas a los microorganismos que tienen una
reaccion con la tincion gram en su pared celular diferente a las gram positivas,
pues no se tifien de color azul oscuro o violeta, sino de color rosa. Las
bacterias gram negativas no retienen el colorante de cristal violeta durante el
proceso de coloracion porque presentan una capa muy delgada de
peptidoglucano en su pared celular y su capa mas externa esta cubierta por
una membrana de lipoproteinas. Hay muchas especies de bacterias gram
negativas, agrupadas en varias familias y existen diferentes formas de
clasificarlas segun su: forma, 6ptimo de temperatura, pH en el que se
desarrollan, requerimiento de oxigeno para poder permanecer con vida, ésta
Gltima clasifica a estos microorganismos en: bacterias aerobias estrictas,

bacterias anaerobias estrictas y bacterias anaerobias facultativas”.?

e Microorganismos gram positivos: En microbiologia, se denominan
bacterias gram positivas, o bacterias gram-positivas, aquellas bacterias que
se tifien de azul oscuro o violeta por la tincion de gram. Esta caracteristica
guimica esta intimamente ligada a la estructura de la envoltura celular, por lo
que refleja un tipo natural de organizacién bacteriana. Son uno de los
principales grupos de bacterias, y cuando se tratan como taxdn se utiliza
también el nombre de Posibacteria. La envoltura celular de las bacterias
grampositivas comprende la membrana citoplasmatica y una pared celular
compuesta por una gruesa capa de peptidoglucano, que rodea a la anterior.?®
La pared celular se une a la membrana citoplasmatica mediante moléculas de
acido lipoteicoico. La capa de peptidoglucano confiere una gran resistencia a
estas bacterias y es la responsable de retener el tinte durante la tincién de

Gram.?*
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1.5. FORMULACION DEL PROBLEMA

e Problema General:

v ¢ Presentara actividad antimicrobiana el extracto etandlico de las hojas de
Senecio nutans “chachacoma’” frente a microorganismos Gram positivos
y Gram negativos?

e Problemas Especificos:

v ¢ Qué tipo de metabolitos secundarios presenta el extracto etanélico de
las hojas de Senecio nutans “chachacoma”?

v' ¢Presenta el extracto de las hojas de Senecio nutans “chachacoma”
actividad antimicrobiana frente microorganismos Gram positivos:
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus?

v’ ¢Presenta el extracto de las hojas de Senecio nutans “chachacoma”
actividad antimicrobiana frente microorganismos gram negativos:

Escherichia coli, Salmonella tiphy?
Aspectos a considerar:

Si bien el objetivo del presente estudio es determinar la actividad antimicrobiana
del extracto etandlico de hojas de Senecio nutans, debemos tener en cuenta que
existe un amplio espectro de microorganismos tanto gram positivos, como gram
negativos, y dentro de estos solo se trabajara con 2 especies de cada
clasificacién considerando la factibilidad de adquisicién; asi como algunos

antecedentes que de uso en la medicina tradicional.

1.6. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.6.1. General

v' Comprobar la actividad antimicrobiana frente microorganismos Gram
positivos y Gram negativos del extracto etandlico de las hojas de
Senecio nutans “chachacoma”.

1.6.2. Especificos

v' Identificar los metabolitos secundarios presentes en el extracto

obtenido de las hojas de Senecio nutans “chachacoma”.
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v' Determinar la concentracion efectiva del extracto de las hojas de
Senecio nutans ‘“chachacoma” frente microorganismos Gram
positivos: Staphylococcus aureus, Bacillus cereus.

v' Determinar la concentracion efectiva del extracto de las hojas de
Senecio nutans ‘“chachacoma” frente microorganismos Gram

negativos: Escherichia coli, Salmonella tiphy.

1.7. HIPOTESIS Y VARIABLES

1.7.1. Hipétesis General:
v’ El extracto etandlico de las hojas de Senecio nutans “chachacoma”
posee actividad antimicrobiana frente a microorganismos Gram

positivos y Gram negativos.

1.7.2. Hipotesis Especificas:

v’ Los metabolitos secundarios predominantes en el extracto
etandlico de las hojas de Senecio nutans “chachacoma” son
flavonoides, alcaloides y terpenos.

v El extracto etandlico de las hojas de Senecio nutans “chachacoma”
posee actividad antimicrobiana frente a Staphylocuccus aureus,
Bacillus cereus.

v El extracto etandlico de las hojas de Senecio nutans “chachacoma”
posee actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli,

Salmonella tiphy.
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Il. ESTRATEGIA METODOLOGIA

2.1. DISENO DE INVESTIGACION
2.1.1. Tipo: Bésica

Se caracteriza por su interés en la aplicacion, utilizacién y consecuencias
practicas de los conocimientos. La investigacion aplicada busca el conocer

para hacer, para actuar, para construir y para modificar.
2.1.2 Nivel: Descriptivo y Explicativo

e Descriptivo: Consiste en llegar a conocer las situaciones, costumbres
y actitudes predominantes a través de la descripcién exacta de las

actividades, vamos a examinar caracteristicas del problema escogido.

e Explicativo: Se encarga de buscar el porqué de los hechos mediante

el establecimiento de relaciones causa-efecto.

2.1.3. Disefio de investigacion: Experimental

Se trata de una investigacion en la cual se utiliza una coleccién de disefios
en la manipulacion de las pruebas controladas para comprender los
procesos causales. En general, en este caso la variable relacionada a la
concentracion (del extracto) es manipulada para determinar su efecto
sobre una variable dependiente (el efecto antibacteriano). Es un
experimento en donde el investigador manipula una de las variables
y controla/aleatoriza el resto de las variables. Cuenta con un grupo de

control.

Porque se evalu6 un fenémeno dado introduciendo elementos que pueden
modificar el comportamiento de las variables en estudio, los que fueron

medidos en determinados momentos.
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2.2. VARIABLES

e Variable independiente

Extracto etandlico de las hojas de Senecio nutans, chachacoma.

e Variable dependiente

Actividad antimicrobiana del extracto etandlico de las hojas de Senecio

nutans, chachacoma.

2.3. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLE INDICADOR INDICE
Extracto etandlico de | Metabolitos Reaccion de
las hojas de Senecio | secundarios. coloracién y
nutans precipitacion.
“‘chachacoma”. Concentracion de

extracto.
Actividad Inhibicién Diametro de halo de
antimicrobiana  del | microorganismos inhibicion.
extracto de las hojas | Gram positivos Diametro de halo de
de Senecio nutans | Inhibicion inhibicion.
“‘chachacoma”. microorganismos
Gram negativos.

2.4. POBLACION Y MUESTRA

La poblacion en estudio: las plantas de la especie Senecio nutans “chachacoma”,
gue crece de forma silvestre en el departamento de Ayacucho.

La muestra en estudio: extracto etandlico obtenido de las partes aéreas de la
especie Senecio nutans “chachacoma” recolectada durante el mes de noviembre
del 2019, en el anexo de San Martin de Pallcca, distrito de Chipao, provincia de

Lucanas, departamento de Ayacucho.
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2.5. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS.

2.5.1. MATERIALES Y EQUIPOS
2.5.1.1. Materiales de laboratorio

- Papel Kraff
- Papel Filtro
- Vasos Precipitados. 250 ml, 500 ml
- Matraz de 500 ml
- Pipetas de 10 ml, 5 ml, 1ml
- Tubos de Ensayo.
- Gradilla
- Espatula
- Bagueta
- Luna de Relogj
- Pera de Bromo
- Pinzas
- Embudo
- Propipeta
- Placa de porcelana
- Fiola
- Probeta
- Algodoén
- Frascos PET
- Asade siembra

- Placas Petri

Material de Limpieza

- Mandiles

- Toallas

- Detergente
2.5.1.2. Equipos

- Estufa

Molino

- Balanza analitica

- Rotavapor

- Potenciémetro

- Agitador magnético

- Plancha calefactora
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- Incubadora

- Cuenta colonia

- Cabina de seguridad
- Autoclave

- Espectrofotometro

2.5.1.3. Reactivos

- Gelatina

- Cloruro de sodio

- Tricloruro férrico

- Acido clorhidrico

- Magnesio

- Etanol 96°

- Cloruro de mercurio
- Ninhidrina

- Agar Mueller Hinton
- Cloruro de bario

- Acido sulfarico

- Alcohol 70°

- Solucién de hipoclorito sddico

2.5.1.4. Material Bioldgico:

Extracto etandlico de hojas de Senecio nutans

“chachacoma”.

Cepas de microorganismos gram negativos: Escherichia coli,

Salmonella tiphy.

Cepas de microorganismos gram positivos: Staphylococcus

aureus, Bacillus cereus.

2.5.2. METODOS DE RECOLECCION Y TRATAMIENTO DE LA MUESTRA
VEGETALES

La especie estudiada Senecio nutans, se recolecté en el anexo de San
Martin de Pallcca, distrito de Chipao, provincia de Lucanas, departamento
de Ayacucho, manualmente; durante las primeras horas de la mafiana para
la preservacion de los principios activos, luego la planta se colocd en

bolsas de papel kraff para ser transportada a la ciudad de Ica.
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El método de desecacion se hizo a una temperatura de 40°C para no variar
los metabolitos secundarios presentes en las hojas de la especie en
estudio. Seguidamente se procedid con la trituracion (manual)
consiguiendo fracciones pequefias y finalmente se realiz6 una molienda
con un molino manual para ponerlas en frasco &mbar de boca ancha en

donde se mantuvo correctamente rotulado hasta la fecha de los examenes.
TAMIZAJE FISICOQUIMICO

Se tomd6 500 g de las hojas secas y trituradas de la especie Senecio nutans
“‘chachacoma”, llevandose a maceracién con alcohol de 70° por 15 dias,
con agitacién periddica para potenciar la extraccion de los metabolitos
secundarios, el macerado se filtr6 y luego se obtuvo un extracto seco

mediante uso de un rotavapor.*
DETERMINACION DE GRUPOS FUNCIONALES

Divididas las fracciones del extracto con solventes de diferentes
polaridades, se llevd a realizar reacciones de coloracién o precipitacion
para identificar grupos funcionales y metabolitos secundarios presentes en

el extracto seco de las hojas de Senecio nutans “chachacoma”.

1. DETECCION DE ALCALOIDES

Se tom6 2,7184 g del extracto concentrado y se extrajo con 50 ml
acido clorhidrico al 5% y luego se alcalinizé con 20 ml de hidréxido de
sodio al 20%. Luego afiade 50ml de cloroformo (CHCL3) se separan
en dos fases y para obtener una de las fases que es el extracto
cloroférmico se pasa por una pera de bromo, quedando en la pera una
fase acuosa cloroférmica y en un recipiente el extracto cloroférmico.!
A la fase acuosa nuevamente se le afiade (CHCL3) y EtOH en relacion
de 3:2 respectivamente 30ml y 20ml. La nueva mezcla se separa en
dos fracciones y nuevamente se pasa por una pera de bromo para
separar, una es el extracto cloroférmico etandlico y recolectamos
cloroformo etandlico.

De ambos extractos recolectados extrajimos nuevamente con acido
clorhidrico 5% siendo una solucién acida y se filtrg.?

Se utilizé una placa de cavidades y afiade en grupos el extracto
cloroférmico del cloroférmico etandlico y se le hizo las siguientes

pruebas:
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v' Dragendorff: afiadir de 2-4 gotas y observar precipitado
anaranjado.

v' Mayer: Afadir 2 - 4 gotas y observar precipitado blanco.

DETECCION DE TRITERPERNOS Y/O ESTEROIDES

Reaccién de Liebermann Burchard.- a unos tres miligramos del
extracto se disuelve en 3 mililitros de &cido acético se agita y luego se
adiciona 3 ml de una solucion de anhidrido acético: acido sulfarico en
la proporcion 50:1 lentamente por la paredes de un tubo de ensayo.

Una coloracion de verde azul es una reaccién positiva.t

DETECCION DE FLAVONOIDES

Reaccion de Shinoda.- En un tubo de ensayo agregué 20 gotas del
extracto etandlico de estudio, posteriormente agregué limaduras de
Mg y 3 gotas de HCI concentrado. Observé el cambio de color. La
reaccion resulté ser positiva porque vir6 a tonos de color rojo-

anaranjado.?

DETECCION DE ANTRAQUINONAS

Reaccion de Borntrager-Kraus.- Fue extraido con una solucién
etandlico (1:7), al cual se adicion6 agua oxigenada y acido sulfdrico y
calentandola, en estas condiciones se hidrolizan los enlaces
glicosidicos oxidandose las antronas y los antranoles hasta llegar
antraquinonas las cuales fueron extraidas y agitadas en una solucion
de hidréxido de sodio al 5% e hidréxido de amonio al 2%.*

La reaccién fue positiva pasando de rosado a un rojo intenso.

DETECCION DE SAPONINAS

Prueba de espuma. - En dos tubos de ensayo se agitd6 2.5 ml del
extracto por un minuto. Se dejé reposar 15 minutos y observar la
formacion de espuma. Se considera negativa si la altura de la espuma
es menor de 5 mm.!

La muestra en estudio resulté positiva.
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6. DETECCION DE TANINOS
Reaccioén de Cloruro Férrico. - Se coloco 0,5 ml de la fraccion A en un
tubo de ensayo y se le afiadié una gota de disolucién acuosa de FeCI3
1%.1
La reaccion resulté ser positiva cambia a colores como azul-negro,

verde o azul verdoso.

7. DETECCION DE SESQUITERPENLACTONAS Y CUMARINAS
Reaccion de Baljet.- a unos mg de extracto se le adiciona de 3 a 4
gotas de la solucibn compuesta por acido picrico al 1% n etanol e
hidréxido de sodio al 10%, la reaccién es positiva si da una coloracion

de anaranjado a roja oscura.!

8. DETECCION DE CARDIOTONICOS
Reaccion de Kedde, Se siembra en una placa de cromatografia de
capa fina de silicagel F254 y se desarrolla con una fase movil de
tolueno: hexano: etanol en la proporcion 4:4:2 y luego se revela a una

lAmpara UV.!

2.6. PROCESO DE EVALUACION DE LA ACTIVIDAD  ANTIMICROBIANA

» OBTENCION DE ESPORAS DE BACTERIAS Y CULTIVO DE
LEVADURAS
Las esporas de Escherichia coli, Salmonella tiphy. Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus se obtuvieron de los cultivos de cepas certificadas

proporcionadas por el laboratério Certilab AP SAC de la ciudad de Lima.

> PREPARACION DE INOCULOS

Preparacion del inéculo. - Las bacterias fueron activadas sembrandolas en
2,5 ml de Caldo Nutritivo estéril e incubandolos a 37 °C durante 24 horas.
Los microorganismos seran diluidos a una concentracion equivalente a 0,5
de la escala de Mac Farland la cual equivale a una concentracién de 108

UFC/ml cultivadas en medio de cultivo Mueller Hinton.*®

> EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

e Método: Método en pozos modificados de agar.
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Fundamento:

Se embebié completamente un hisopo estéril del in6culo estandarizado
al 0,5 de la escala de Mac Farland y se sembré el in6culo en agar
Mueller Hinton estridndose con un hisopo estéril en forma paralela y
bien compacta abarcando toda la superficie del agar repitiendo el
proceso rotando la placa 60° en dos oportunidades méas y dejando secar
5 minutos antes de realizar los pozos con la cuchareta sacabocados de
6 mm, se verti6 en cada uno de ellos 50 uL de extracto de Senecio
nutans de diferentes concentraciones donde se dejoé reposar por un
tiempo de 30 minutos y se incub6 a 37°C por 24 horas; Se realiz6 la

lectura de sensibilidad igual que en el método Kirby Bauer.8

La lectura de la prueba de sensibilidad se hizo por medio de una regleta
de medicion y se interpretaron los resultados como sensible (S),
intermedio (I) o resistente(R) (NCCLS, 2012).%°

Preparacion de extractos

Se obtuvo 1 g de extracto seco se llevdé a un volumen de 10 ml con
etanol del 95 %, se llamé Extracto Concentrado. A partir de este extracto
se preparé unas diluciones 80 mg/ml, 60 mg/ml y 45 mg/mly 33,7 mg/ml
Estas concentraciones (a, b, ¢ y d) se utilizaron para evaluar la actividad
contra los diferentes microorganismos. Para el caso de E coli y B.
Cereus se tuvo que recurrir a concentraciones menores (20, 10,5y 2,5

mg/ml respectivamente).

Evaluacion de la actividad antibacteriana.

Para evaluar la actividad antibacteriana se empled el método de por
pozos modificados de agar se determinard la actividad frente Echerichia
coli, Salmonella tiphy, Staphylocuccus aureus, Bacillus cereus.

Los resultados se evaluaron mediante la lectura en milimetros de
didmetro del halo de inhibicion del crecimiento de los microorganismos
con un vernier calibrado.®

Primeramente se hizo el frotis del in6culo sobre cada una de las
superficies.

Posteriormente, hice los pozos sobre la superficie de los agares con
ayuda de un sacabocados estéril de 6 mm de diametro, y en cada uno
de ellos se vertieron 25 L de cada uno de los extractos, estdndares y

blancos por triplicado. Se dejé reposar por 30 minutos. Posteriormente,
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se incubaron y leyeron las placas de igual forma que el método
KirbyBauer.*
El indculo tuvo una concentracion de 108 organismos/ml. equivalente al
estandar N° 0,5 de MacFarland. Con un hisopo estéril se sumergio en
el in6culo estandarizado al 0.5 de la escala de McFarland y se llevé a
siembra en agar Mueller Hinton estriandose en forma paralela y
compacta abarcando toda la superficie del agar, repitiendo el proceso
rotando la placa 60° en dos oportunidades a mas y dejando secar
durante 5 min antes de proceder haciendo los pozos.3%-4°

% de inhibici67 = (9 de la muestra-9 del blanco) / (¢ del control-

@ del blanco) x 100

Dénde: % = porcentaje y ¢ = didmetro®® 24,

2.7. PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION
2.7.1. Recoleccion de datos analiticos

Se procedio al registro de la informacién analitica en la hoja de ensayo o
cuaderno de trabajo de acuerdo a los métodos aplicados donde se

describen los resultados luego de procesamiento correspondiente.
2.7.2. Procesamiento de datos

El analisis estadistico después de extraer los promedios pertinentes se
llevara a cabo utilizandose las pruebas de Mann-Whitney y Kruskal-
Wallis.*

2.8. ASPECTOS ETICOS

En esta dimension cada una de las fases del presente proyecto se realiz6 teniendo
en cuenta siempre la ética cientifica que involucra no plagiar, plena honestidad
intelectual en referencia a las fuentes de informacién, investigacion integra,
reconociendo el trabajo de otros, ensefiar que los resultados de las
investigaciones no se deben moadificar, rigor cientifico, llegar al fondo de los
resultados, informar los datos experimentales de forma real y otorgar entregar

resultados legitimos.
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1.  RESULTADOS

Tabla N° 1. Resultados marcha fitoquimica

Grupos de | Reaccion Resultados Observacion
metabolitos
Alcaloides Dragendorff: + Reaccion lenta
Mayer +
Hager +

Esteroides/triterpe | R. Lieberman | ++

Coloracién verde

nasy cumarinas:

nos Burchard azulada. En CCF
se presenta 2
manchas
Flavonoides R. Shinoda ++ Coloracion rojo-
vino
Antraquinonas +
Saponinas Espuma +
Gelatina formacion de
_ precipitado
Taninos ++
NaCl ++
Sesquiterpenlacto | CCF + Dos manchas

con Rf = 0,60 y
0,44

Gréfico N° 1. Resultados marcha fitoquimica.

RESULTADOS DE LA MARCHA FITOQUIMICA
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Tabla N° 2. Actividad Antimicrobiana frente a gram positivas: Bacillus cereus

Concentracion R1 R2 R3 Promedio %

Experimental de halo inhibicién
(cm)

Blanco 0 0 0 0 0

2,5 mg/ml 1,49 1,51 1,58 1,53 60.24

5,0 mg/ml 1,61 1,48 1,63 1,57 61.81

10 mg/mi 1,73 1,77 1,89 1,80 70.87

20 mg/ml 2,0 2,23 2,46 2,23 87.80

Patron 2,46 2,56 2,61 2,54 100

Blanco: medio de dilucion
Patrén: ciprofloxacino

% inhibicion: es en relacion frente al control positivo.

Gréafico N° 2: Actividad antimicrobiana frente a gram positivas: Bacillus cereus.

Actividad antimicrobiana frente a gram positivas:
Bacillus cereus
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Blanco 2,5 5.0 10 20 Patrén
mg/mL  mg/mL mg/mL mg/mL
B % inhibicion 0 60.24 61.81 70.87 87.8 100
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Tabla N° 3. Actividad antimicrobiana frente a gram positivas: Staphylococcus

aureus

Concentracion R1 R2 R3 Promedio %

Experimental de halo inhibicién
(cm)

Blanco 0 0 0 0 0

33,75 mg/ml 1,44 1,38 1,35 1,39 23.21

45 mg/ml 1,60 1,63 1,54 1,59 26,64

60 mg/ml 1,75 1,70 1,70 1,71 28,55

80 mg/ml 1,78 1,76 1,84 1,79 29,88

Patron 5,95 6,03 5,98 5,99 100

Blanco: medio de dilucién

Patron: ciprofloxacino

%inhibicion: es en relacién frente al control positivo.

Grafico N° 3: Actividad antimicrobiana frente a gram positivas: Staphylocuccus

aureus.
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Tabla N° 4. Actividad antimicrobiana frente a gram negativas: Escherichia coli.

Concentracion R1 R2 R3 Promedio %

Experimental de halo inhibicién
(cm)

Blanco 0 0 0 0 0

2,5 mg/ml 0,71 0,68 0,64 0,68 27,31

5 mg/ml 1,49 1,45 1,43 1,47 59,04

10 mg/mi 1,60 1,68 1,70 1,66 66,67

20 mg/ml 2,08 1,96 1,86 1,97 79,12

Patrén 2,52 2,46 2,50 2,49 100

Blanco: medio de dilucion
Patrén: ciprofloxacino

% inhibicion: es en relacion frente al control positivo.

Grafico N° 4: Actividad antimicrobiana frente a gram negativas: Escherichia coli.

Actividad antimicrobiana frente a gram negativas:
Escherichiacoli
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Tabla N° 5. Actividad antimicrobiana frente a gram negativas: Salmonella tiphy

Concentracion R1 R2 R3 Promedio %
Experimental de halo inhibicién
(cm)
Blanco 0 0 0 0 0
33,75 mg/mi 1,50 1,44 1,52 1,48 25,61
45 mg/ml 1,53 1,60 1,57 1,56 26,99
60 mg/ml 1,63 1,70 1,67 1,67 28.89
80 mg/ml 1,75 1,65 1,69 1,70 29.41
Patrén 5,80 5,87 5,68 5,78 100

Blanco: medio de dilucion
Patrén: ciprofloxacino

%inhibicion: es en relacién frente al control positivo.

Gréafico N° 5: Actividad antimicrobiana frente a gram negativas: Salmonella tiphy.

Actividad antimicrobiana frente a gram negativas:
Salmonellatiphy
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IV. DISCUSION

En la tabla 1, podemos observar los resultados del extracto etandlico después de
screening segun la marcha numero dos descrita por Lock 1997, di6 positivo a una serie
de metabolitos secundarios a las diferentes reacciones de precipitacion y/o coloracion
entre los que podemos destacar los compuestos de tipos esteroides y/o triterpenos,
flavonoides, alcaloides, antraquinonas, saponinas, taninos y sesquiterpenlactonas y
cumarinas coincidiendo con lo reportado por De Feo et al., 2003 quien reportd sabineno
y a-terpineno en la misma especie de la region de Arequipa y Juarez et al., 2013 quien
reporta a-felandreno y p-cimeno para la misma especie proveniente de la zona de Lima;
de igual manera Murillo y Soncco 2017 reportan methyl cinnamate, 1,3-Cyclohexadiene,
1-methyl-4-thymol de la region de Patahuasi - Arequipa, ya que estos compuestos son
hidrocarburos monoterpenicos y sesquiterpenos con la salvedad que estos fueron
determinados en los aceites de la partes aéreas. Asimismo, Nuram K, et al., 2010, en
los aceites esenciales de la flor, hoja y tallo frescos de la especie Senecio pandurifolius
aislaron principalmente hidrocarburos sesquiterpénicos, los cuales fueron y-curcumeno
en tallo, a-cupreneno en flor, y a-zingibereno en hoja, lo que confirma que en una misma
especie los metabolitos secundarios pueden varian en tipo y cantidad dependiendo de
la zona y época de cosecha, de igual manera muchos de estos tipos de metabolitos o

compuestos bioactivos han sido reportado en otras especies del mismo género.1?1°

Considerando el incremento de resistencia a los antibioticos que se reporta cada dia, lo
cual es un problema clinico de interés general se hace necesario la busqueda de
alternativas, en este contexto consideramos el empleo de extractos de vegetales que
contengan metabolitos antimicrobianos que pueden ser una posible solucién. En este
estudio, el extracto etandlico de las partes aéreas de la especie Senecio nutans mostré
buena actividad contra Bacillus cereus y Staphylococcus aureus bacterias gram
positivas. Con respecto al efecto sobre el Bacillus cereus se puede observar segun la
tabla 2 que presenta un considerable porcentaje de inhibicién sobre esta bacteria hasta
en las concentraciones mas bajas ensayadas superando al control, este resultado segun
las referencias consultadas solo se puede comparar con el reportado por Alderete H.
2017, para el ensayo de aceite esencial de parte aéreas de la especie en Bacillus cereus
de origen ambiental, donde indica una muy buena capacidad de inhibicion para esta
bacteria. En cuanto a la actividad antimicrobiana frente al Staphylococcus aureus segun
a tabla 3, mostré una zona de inhibicion de 17,9 mm a la concentracion de 80 mg/ml de
extracto que comparando frente al patron (ciprofloxacino) le corresponde un porcentaje
de inhibicién de 29,88. Los reportes de la actividad de los aceites de las partes aéreas

de esta especie frente al Staphylococcus aureus son diversos; asi, Juarez et al., 2013
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reporta una débil actividad , mas se debe tener en cuenta que en este caso fue la
especie S. epidermidis , Murillo y Soncco 2017 reportan una moderada actividad y
Alderete el al., 2007, reporta escasa actividad, todos estos estudios fueron hechos con
aceites esenciales, en el Unico caso referenciado con extracto etanélico de Mamani
reporté una inhibicion de 39,7% pero en cepas aisladas de pacientes con infecciones
urinarias. Consideramos que en el caso de los extractos etandlicos de las partes aéreas
como en el presente estudio al igual que de Mamani se debe producir un efecto sinérgico
de algunos componentes en el extracto, que no se encuentran en los aceites, sin
embargo, el mecanismo antibacteriano real no esta documentado, pero puede ser

atribuido a la presencia de los metabolitos secundarios encontrados.

Los resultados de la actividad antibacteriana del extracto frente a las bacterias gram
negativas, fueron diversos. En la tabla 4 se puede observar el efecto frente a la
Escherichia coli, que present6 un halo de inhibicion de 19,7 mm que comparado frente
al patron utilizado representd un porcentaje de inhibicién de 79,12. Diversos autores
como Juarez et. al., 2013, Alderete et. al. 2017, reportan una débil y escasa actividad, y
otros reportan que no presentan actividad frente al grupo de bacterias gram negativas
ensayadas; s6lo Murillo y Soncco reportan una actividad moderada. Con respecto a la
actividad frente a Salmonella tiphy presenté un halo de inhibicion de 17 mm; lo que
equivale a un porcentaje de inhibicién de 29,41 frente al patron de referencia, este valor
no pudo ser comparado puesto que en ninguna de las referencias consultadas se

ensayo0 extractos de esta especie 0 género vegetal frente a este microorganismo.

De lo ensayado podemos inferir que el extracto etandlico de la especie S. nutans
presenta actividad antimicrobiana para ambos grupos de bacterias (gram positivos-

gram negativos).
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V. CONCLUSIONES

En el extracto etandlico de las hojas de Senecio nutans “chachacoma” se pudo
identificar metabolitos secundarios del tipo: alcaloides, esteroides y/o triterpenos,
flavonoides y sesquiterpenlactonas principalmente.

El porcentaje de inhibicion efectivo del extracto de las hojas de Senecio nutans
“‘chachacoma” frente microorganismos Gram positivos: Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus fue de 29,88 y 87,80 respectivamente.

El porcentaje de inhibicion efectivo del extracto de las hojas de Senecio nutans
‘chachacoma” frente microorganismos Gram negativos: Escherichia coli,

Salmonella tiphy fue de 79,12 y 29,41 respectivamente.
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V1. RECOMENDACIONES

Realizar estudios que permitan identificar los posibles metabolitos secundarios
responsables de las actividades determinadas, considerando que la misma
especie han presentado diferentes metabolitos.

Determinar la Concentracion minima inhibitoria del extracto etandlico de las partes
aérea de la especie Senecio nutans para las bacterias estudiadas.

Ampliar el espectro de bacterias en las cuales se realicen los ensayos
antimicrobianos y antimicéticas, para comprobar el uso tradicional de estas

especies en diferentes zonas del pais.
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ANEXO N° 1. MATRIZ DE CONSISTENCIA: Actividad antimicrobiana frente microorganismos gram positivos y negativos del extracto

etandlico de Senecio nutans “chachacoma”

PROBLEMAS OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
Problema General: General: Senecio nutans es un | General: Independiente: TIPO DE INVESTIGACION
¢ Presentara actividad | Comprobar la actividad | arbusto aromatico, | El extracto etandlico de las | Extracto de las | Aplicada.
antimicrobiana el extracto | antimicrobiana frente | perennifolio de ramas | hojas de Senecio nutans | hojas de Senecio | NIVEL DE
etandlico de las hojas de | microorganismos gram densamente hojosas. | “chachacoma” posee | nutans INVESTIGACION:
Senecio nutans | positivos y negativos del En infusién se utiliza | actividad antimicrobiana | “chachacoma”. Descriptivo y Explicativo.
“chachacoma” frente a | extracto etandlico de las | para dolores | frente a microorganismos | INDICADOR: DISENO DE
microorganismos gram | hojas de Senecio nutans | estomacales, mal de | Gram positivos y Gram | Metabolitos INVESTIGACION:
positivos y gram | “chachacoma’. altura (soroche o puna), | negativos. secundarios. Experimental.
negativos? Especificos: para la fiebre, tos y | Especificas: Reaccién de | POBLACION:

Identificar los metabolitos | resfriado fuerte, pero | Los metabolitos secunda- coloracion y | La poblacion del estudio:

Problemas Especificos:
¢Qué tipo de metabolitos
secundarios presenta el
extracto etandlico de las
hojas de Senecio nutans
“chachacoma™?
¢;Presenta el extracto de
las hojas de Senecio
nutans “chachacoma”
actividad  antimicrobiana
para microorganismos
gram positivos:
Sthaphylococcus aureus,
Bacillus cereus?
¢;Presenta el extracto de

las hojas de Senecio
nutans “chachacoma”
actividad  antimicrobiana
para microorganismos
gram negativos:
Escherichia coli,

Salmonella tiphy?

secundarios presentes en
el extracto obtenido de las
hojas de Senecio nutans
“chachacoma”.

Determinar la
concentracion efectiva del
extracto de las hojas de

Senecio nutans
“chachacoma” frente
microorganismos  gram

positivos: S. aureus, B.
cereus.

Determinar la
concentracion efectiva del
extracto de las hojas de
Senecio nutans
“chachacoma” frente
microorganismos  gram
negativos: Escherichia
coli, Salmonella tiphy.

refieren que un exceso
de esta planta puede
causar la ceguera.

Los antibidticos son
como compuestos
guimicos  producidos
por  microorganismos
ylo sintetizado
comercial-mente,
capaces de matar a otro
microorganismo o de
inhibir su crecimiento; y
aunque este es su
principal objetivo,
irbnicamente se han
presentado casos de
resistencia como
resultado del manejo
indebido de las dosis y
automedicacion por
parte del consumidor.

rios predominantes en el
extracto etandlico de las
hojas de Senecio nutans

“chachacoma” son
flavonoides, alcaloides Yy
terpenos.

El extracto etandlico de las
hojas de Senecio nutans
“chachacoma” posee
actividad antimicrobiana
frente a Staphylocuccus
aureus, Bacillus cereus.

El extracto etandlico de las
hojas de Senecio nutans
“chachacoma” posee
actividad antimicrobiana
frente a Echerichia coli,
Salmonella tiphy.

precipitacion.
Dependiente
*Actividad
antimicrobiana
frente a
microorganismos
gram positivos y
gram negativos”.

INDICADOR:
Inhibicién de
crecimiento de

microorganismo
gram positivo.
Inhibicion
crecimiento
microorganismo
gram negativos

de
de

especie de Senecio nutans
“chachacoma”.

La muestra plantas de
chachacoma que crecen en
el anexo de San Martin de
Pallcca, distrito de Chipao,

provincia de Lucanas,
departamento de
Ayacucho que se

recolectara en el mes de
noviembre del 2019.
DETERMINACION:
GRUPOS FUNCIONALES
Taninos, Flavonoides,
Aminoacidos, Alcaloides,
Saponinas.

Inhibicién de crecimiento
de microorganismos
Diametro de inhibicién
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ANEXO N° 2: CONSTANCIA DE IDENTIFICACION TAXONOMICA

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS 109

Umiversidad del Pera, DECANA DI AMERICA 7 Nson de
£ Hiter

VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y P(

P, S MUSEO DE HISTORIA NATURAL

SGRADO Hiteriz @
»

“Anio de la lucha contra la corrupcién y la impunidad”

CONSTANCIA N°148-USM-2019

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

La muestra vegetal (planta completa), recibida de Natalia Huamani Gutiérrez y
Yudith Celia Trillo Chavez; estudiantes de la Universidad Nacional San Luis
Gonzaga de Ica; ha sido estudiada y clasificada como: Senecio nutans Sch.B.p.
(H.B.K) Cuatrec, y tiene la siguiente posicién taxondmica, segun el Sistema de
Clasificacion de Cronquist (1988):
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: ASTERIDAE
ORDEN: ASTERALES
FAMILIA: ASTERACEAE
GENERO: Senecio
ESPECIE: Senecio nutans Sch.B.p

Nombre vulgar: "Chachacoma”
Determinado por: Mag. Hamilton Beltrédn Santiago

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines
que estime conveniente.

Lima, 13 de mayo de 2019

D

7y ASUNC A. CANO ECHEVARRIA
i DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM)

ACE/ddb
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ANEXO N° 3: CERTIFICACIONES DE CEPAS BACTERIOLOGICAS

O Microbiologics

Certificale of Analysis Lyophikzed Migroorganism Specification and Performance Upon Release
Specifications Expiration Date: 2020/8/31
" : ? Release Information: :
C:::;m:w ?)T;ASS it Quality Control Technologist: Christine Condon
Lot Number: 1045-14° Release Date: 2018/10/12

Reteronce Number; ATCC® 29934 ™
Purity: Pure
Passage from Reference: 3

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Small, grey, clrcular, convex, entire edge SBAP
Microscopic Features: Method:
Gram negallve rods Gram Stain (1)
1D System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Resulls
See atlached ID System results document. (1) Oxidaso (KOVACS): negative
He"uoen Enteric agar good growth, blue-green
yellow colanies

(1) Purple Broth wilaclose: positive
XLD Agar: yellow growth

Lot Moo

Amanda Kuperus

Quaiity Control Manages
AUTHORIZED SIGNATURE

;?‘lml &h:gh?lm'& oLm fumbar appeanng on the product label and packing siip are meraly a packaging even( numoes. The int numbes drplayst

:'%u *g"lgl:m ‘Aht&\m.' m‘:ﬂ‘pﬂﬂ mw%ml “l‘c:'lhsamo unique environment of the card, combined with the short Incubation peri

& Refer to the enclosed product Insert for Instructions, intanded use and hazardisafety information,

Individual products are traceable to a recognized culture collection,

»

ACCREDITED

REPERLSCE AT mi AL PROBUCER
CEAt 2303500

(')  The ATC ¥ EMNRN 7
ATCC IL):md ) g@mﬁmm c'ly‘l? L &?&‘?&m-ﬁ" -'»'5‘:3 :" o “c&m

products

M Thase tests are accredited to ISO/EC 17025:2005,

ACCREDITED
TESTING CERT 22655.01
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() Microbiologics

s,

AUt Avaly; ! fi I g o

Speciiications s'ﬁ"‘:’l" Mg"“: .J;':ﬁ s .
Microrganism Name: Eachintichia cof o: al?t.y eontro) Technologist: 77 557 s
Catafog Number: 0135 Relasse Date: 2016372

Lot Number 3306 348
Refarence Numbar: AlCC# 25422
Purity: "ur

Passnge from Reference: 3
Performance

Medium:

Macroscoplc Faatures:
Iviie; ono Iy clroylar Jo irreguiar, SBAP

i:&%’:‘.’.l?ﬂ‘ll; Bath e gray & bt Mo Tt rrogular, ow caver.
oroNn mlut“ ouph g
Microscople Fantures: G' oStlam %
Grom | v_m,qnl!!q_ h_l_lﬂlal\i ol am 3 - e
10 System: MALDI.TOF 3‘"&5% i len;?&
Soo atachad 1D System results document. (1) Oxidase ¥ . -

Beta-glucuranidase (€. ool Broth wMUG ) post

(1) Ampicifiin (10 meg - Disk Susceptiaty) 16 - 22
(1')"Genmmrdn (10 meg - Disk Susceptinaity) 16 -
mi

WHSXT (1.26/23.75 meg - Disk Suscaptionty) 23-28

Qd.ww’—/'/»ﬂw

Amanda Kuperus
Quaity Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

“Discipimes The s mgu[l} of the lut number acpearing oh the produt (abiel and packing ship are merely 3 packasn3 e rumber. The it numiber Ssplayed on 2
cafticato s e actunl bnso (o number

gwmwmmxlmm'mwﬁww#m’”unlmlllmdhM.Mﬂ'ﬁmmmﬂ

|| Reler 1o tha sriclaned producl Insert for instructions, intended use and hazardisafety Information.

Individunl products are traceable to & recognized culture collection,

JEPENENCE MATERTAL FRODUCEN
ULLLERLALE

(') The ATCC grivative Emblem, the ATCC Li y
" h cersed Denvalen word mark ine ATCC s
AICC }:'2,:‘,: ) i .'ﬂ?ﬁ? Eiunhoq?a. . I8 icansed 1o use these irademarks and 1o sef products w‘ﬁmm‘:ﬁ

(1) These tests are acoredied to ISOAEC 170252005

ACCREDITED
TESTING CLRT #2655,01

© 2012 Microbislogics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1of 1 D(
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=

() Microbiologics

\fi | ce VUpon Bﬂlﬂﬂhu

Specifications Explration Date: 2019/11/30

Microorganism Name: Staphylococous aureus subsp aureus Release Information:

Catalog Number: D360 Quality Control Technologlst: Christine Condan
Lot Number: 360-360" Release Date: 2018/1/15

Reference Number: ATCCS 25623™*

Purity: Pure

Passage from Reference: 2

Performance

Macroscopic Features: Modium:

Medium ta ImJ;o, convex. entire adge, both white and pale white colomes, SBAP

smooth, oprque. betn hemolytic
Microscoplc Features Method
Gram posilve cocer occutfing singly, in pairs and In [rregular clusters Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF Other Features/ Challenges: Results

See attached 1D System resulls document. (1) Gatalane ()% Hydrogen Peroxide): positive

(1) Congulase (rabblt plasma - tube) positive

(1) Beta Luctamase (Cofinase Disk) negative

(1) Ampiciliin (10 meg - Disk Susceptibilty} 27 - 35
(1) Penicillin (10 units - Disk Susceptibilty) 26 - 37 mn
(1) Oxacillin (1 meg - Disk Susceplibihty) 18 - 24 mm

‘[L*Mﬂ«‘—/-/ww

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

“Dinclatmer The tast Ga(s) of e lot numbar appeanng on tha product lnsbel and pating wlip nin marsly 0 packaging moent numbar The of rumber dapleyed on |
carficals 15 the actual base fof number

w&m&mﬂﬁ l"\{lr“ lww‘%mmwwu .‘unh\n of the card, combined with the shor (ncubation pariod, n

i mwmmmmuwnuﬂumumm

Individusl products are traceable to # recogntad cultire collection,

ACCREDITED

MATERENIE =ATIAIAL PRODWIN
LA LI b

ATCC Licensed )
Dt e

) B et G A LTSS BRI SR

(1) Thawe tests are accradiled (o ISOVIEC 17025 2005

»

TCSTING CERT #2655.01

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved, 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 10f 1 DO
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ANEXO N° 4: EVIDENCIAS EXPERIMENTALES

* Deteccion de alcaloides.
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*En base del residuo se realiz6 las siguientes pruebas como: flavonoides, saponinas,
antraquinonas y taninos.

*Deteccion de flavonoides. *Deteccion de saponinas.
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* Deteccion de antraquinonas.

*Filtrado, secado y concentrado.
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* Deteccién de taninos.




*Deteccion de sesquiterpenolactonas y cumarinas.
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Andlisis bacterioldgico.

Brumanca ANALITICA

MARCA: BOECO %

*Disolucién del extracto.

*Preparacion de caldo de cultivo.

SERIE N°: 17504876

*Dilucion del agar.
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*Analisis Bacillus cereus.
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*Analisis de Escherichia coli.
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*Analisis de Salmonella tiphy.
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*Analisis de Staphylococcus aureus.
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