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RESUMEN

La presente investigacion evalud la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos etandlico,
metanolico e hidroalcohdlico obtenidos de las hojas de Fragaria x ananassa Duchesne ex Rozier
"Fresa"; con el objetivo de determinar su capacidad inhibitoria frente a microorganismos
patdgenos de importancia clinica.

El estudio fue transversal con disefio experimental. Las hojas se recolectaron en el distrito de
Chancay, provincia de Huaral, departamento de Lima. Los extractos se obtuvieron mediante
maceracion con etanol, alcohol de 70° y metanol como solventes. El screening fitoquimico se
realiz6 siguiendo la metodologia de Lock de Ugaz. La actividad antimicrobiana se determiné por
el método de difusion en agar frente a Escherichia coli ATCC 13216, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Salmonella Typhimurium ATCC 14028 y
Candida albicans ATCC 10231. En concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%, utilizando
ciprofloxacino y fluconazol (0,2 mg/mL) como controles positivos. Los resultados evidenciaron
la presencia de flavonoides, taninos, alcaloides, esteroides y catequinas. Los extractos etandlico,
hidroalcohdlico y metanolico a concentracion del 75% presentaron halos méaximos de 26 mm,
25,3 mm y 24.7 mm frente a Staphylococcus aureus, respectivamente. El mayor porcentaje de
inhibicion relativa (PIR) se observé frente a Candida albicans con un 70% para el extracto
metandlico y 61,90 % para S. aureus con el extracto etanolico.

Se concluye que los extractos de hojas de fresa exhiben una actividad antimicrobiana
significativa, frente a Staphylococcus aureus y Candida albicans, destacando el potencial

biologico de sus metabolitos secundarios para futuras investigaciones.

Palabras clave: Fragaria x ananassa, actividad antimicrobiana, difusion en agar.



ABSTRACT

The present study evaluated the in vitro antimicrobial activity of ethanolic, methanolic, and
hydroalcoholic extracts obtained from the leaves of Fragaria x ananassa Duchesne ex Rozier
"strawberry", with the aim of determining their inhibitory capacity against clinically relevant
pathogenic microorganisms.

The study was cross-sectional with an experimental design. The leaves were collected in the
district of Chancay, province of Huaral, Lima. The extracts were obtained by maceration using
ethanol, 70% ethanol, and methanol as solvents. Phytochemical screening was performed
following the methodology described by Lock de Ugaz (1988). Antimicrobial activity was
determined using the agar diffusion method against Escherichia coli ATCC 13216, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Salmonella Typhimurium ATCC
14028, and Candida albicans ATCC 10231, at concentrations of 25%, 50%, 75%, and 100%,
using ciprofloxacin and fluconazole (0.2 mg/mL) as positive controls.

The results revealed the presence of flavonoids, tannins, alkaloids, steroids, and catechins. The
ethanolic, hydroalcoholic, and methanolic extracts at 75% concentration showed maximum
inhibition zones of 26 mm, 25.3 mm, and 24.7 mm against Staphylococcus aureus, respectively.
The highest relative inhibition percentage (RIP) was observed against Candida albicans (70%)
for the methanolic extract and 61.90% against S. aureus for the ethanolic extract.

It is concluded that strawberry leaf extracts exhibit significant antimicrobial activity, particularly
against Staphylococcus aureus and Candida albicans, highlighting the biological potential of their
secondary metabolites for future research.

Keywords: Fragaria x ananassa, antimicrobial activity, agar diffusion.
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I.  INTRODUCCION

En las ultimas décadas, las enfermedades causadas por microrganismos resistentes a los
antibioticos se han incrementado dramadtica y exponencialmente. Segun la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) y la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), una de las mayores
amenazas para la poblacion esta relacionada con la resistencia antimicrobiana (RAM), que podria
revertir siglos de avances médicos y dificultar, en ocasiones hasta imposibilitar, el tratamiento de

enfermedades como neumonia, tuberculosis, infecciones de vias urinarias y faringoamigdalitis

(.

Este problema esta relacionado con varios mecanismos generales de resistencia a los antibioticos,
entre los que se incluyen la modificacion enzimatica del farmaco, el bloqueo de su transporte, la
expulsion del antibidtico mediante sistemas de bombeo, la alteracion del sitio de accion del
antibidtico y la produccion de enzimas alternativas (2). Bacterias como Helicobacter pylori,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y
Salmonella spp. han mostrado altos niveles de resistencia a multiples generaciones de
antibioticos, representando un grave riesgo para la salud (3). Se estima que la resistencia a los
antimicrobianos podria causar hasta 10 millones de muertes anuales para el afio 2050, subrayando
la urgencia de abordar este desafio global. (4)

En la busqueda de nuevas alternativas, ha surgido un creciente interés en los productos
fitoterapéuticos con actividad antimicrobiana (5). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
define la fitoterapia como la "ciencia que estudia la utilizacion de los productos de origen vegetal
con fines terapéuticos, ya sea para prevenir, atenuar o curar un estado patoldgico" (6).
Aproximadamente el 80% de la poblacion mundial utiliza el conocimiento tradicional para tratar
enfermedades, confiando en las propiedades efectivas de las plantas medicinales en el tratamiento
de enfermedades infecciosas. Esta practica resalta que las plantas son una valiosa fuente de

principios activos para el desarrollo de nuevos farmacos. (7)

En este contexto, destaca el uso de las hojas de Fragaria x ananassa Duchesne ex Rozier,
comunmente conocidas como fresas. Esta planta, que pertenece al género Fragaria dentro de la
familia Rosaceae, es un fruto de tipo baya con gran importancia econdmica y cultural a nivel
mundial. La especie hibrida Fragaria x ananassa forma parte regular de la dieta de millones de
personas y se cultiva en muchos paises, desde el Artico hasta los Tropicos, siendo especialmente
prevalente en regiones de clima templado (8).

La planta de fresa es una especie perenne y herbacea, caracterizada por un tallo central llamado

corona, del cual emergen hojas, raices, estolones e inflorescencias. Sus hojas son trifoliadas,

12



dispuestas en espiral alrededor de la corona, con foliolos ovalados y bordes dentados. La
inflorescencia de la fresa es una cima terminal que culmina en una flor primaria, generalmente
blanca con cinco pétalos y cinco sépalos. Botdnicamente, el fruto de la fresa es un fruto agregado;
lo que comunmente se considera el fruto es en realidad una parte del tallo denominado

receptaculo, sobre el cual se insertan los verdaderos frutos conocidos como aquenios (9).

En cuanto a su composicion quimica, las fresas proporcionan una variedad notable de nutrientes,
como potasio, manganeso, vitaminas C y E, acido folico y carotenoides. Ademas de estos
nutrientes esenciales, las hojas fresas también son una fuente rica en metabolitos secundarios. Los
polifenoles, entre los que se incluyen acidos fenolicos, flavonoides, taninos hidrolizables y
lignanos, son los componentes mas destacados en esta planta (10).

Los polifenoles constituyen un amplio grupo de fitoquimicos que comparten la caracteristica
central de tener al menos un grupo fenol en su estructura quimica. Estos compuestos son los
principales pigmentos en frutas, vegetales y cereales, y desempefian diversas funciones en las
plantas, como atraer polinizadores, proteger contra la radiaciéon ultravioleta y defenderse de
contaminaciones virales y microbianas (11).

Cada familia de polifenoles incluye una amplia variedad de compuestos, los cuales se distinguen
por la posicion y el nimero de grupos hidroxilos, asi como por los diferentes grupos funcionales
presentes, como metilos, azlicares y acidos organicos (12). Los 4cidos fenolicos, por ejemplo, se
dividen en dos subgrupos principales: acidos benzoicos y acidos cinamicos, junto con sus
derivados. Entre los derivados mas importantes del acido benzoico se encuentran los acidos galico
y elagico, que estdn presentes en diversas bayas y nueces. En contraste, los derivados mas
comunes del acido cindmico son los acidos cumarico, cafeico, feralico y sindpico; de estos, el
acido cafeico, que se encuentra en el café¢ y en la mayoria de las frutas, es el acido fendlico mas

abundante (13).

Por otro lado, los flavonoides se subdividen en ocho subgrupos principales: flavonoles, flavonas,
flavanonas, isoflavonas, antocianidinas y flavanoles (12). Ademas, los taninos hidrolizables se
descomponen facilmente por la accion de acidos, bases o enzimas, generando un azlcar, un
polialcohol y un acido fenolcarboxilico. Segln el tipo de acido producido, se subdividen en
galotaninos, que contienen acido galico, y elagitaninos, que contienen acido elagico (13).
Finalmente, los lignanos estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal y se cree que actian
como fitoalexinas, generando un mecanismo de proteccion contra enfermedades y plagas tanto de

bacterias como de hongos (14).

Actualmente, la investigacion sobre las funciones fisiologicas de los compuestos presentes en las
plantas de fresa es un campo en expansion, impulsado por sus potenciales beneficios para la salud

humana. Diversos estudios han demostrado que los frutos de fresa contienen polifenoles, acidos
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fendlicos y flavonoles, cuya ingesta elevada esta estrechamente asociada con una menor
incidencia de enfermedades cancerosas, enfermedades relacionadas con la inflamacion, incluidas
las enfermedades cardiovasculares, el Alzheimer y la diabetes tipo II (10).

Aparte de la fruta, las hojas de fresa se consideran una fuente potencialmente barata, renovable y
abundante de componentes bioactivos. Estas hojas, ricas en compuestos como la quercetina,
derivados de kaempferol, 4cido cafeico, 4cido clorogénico y elagitaninos, tienen potencial para
diversas aplicaciones bioldgicas. Recientemente, se ha descubierto que la actividad antioxidante
de las hojas de fresa es considerablemente mayor que la de las bayas. Ademas, se ha encontrado
que el extracto etanodlico de las hojas de fresa exhibe efectos antidiabéticos, antioxidantes,

antiinflamatorios y anti-apoptoticos (15).

Las hojas de fresa han atraido considerable interés debido a su potencial como fuente de
metabolitos bioactivos para la formulacion de suplementos alimenticios y productos
farmacéuticos. En particular, los elagitaninos destacan como compuestos de gran relevancia.
Recientemente, se ha descubierto que las fracciones enriquecidas en elagitaninos podrian actuar
como agentes terapéuticos prometedores contra el carcinoma hepatocelular (16).

Los elagitaninos, un tipo de tanino hidrolizable, se descomponen en acido eldgico bajo
condiciones acidas o basicas. Tanto el acido elagico como los elagitaninos ofrecen multiples
beneficios para la salud, actuando como antioxidantes y agentes antivirales. Ademas, se ha
comprobado que estos compuestos tienen un efecto preventivo contra varios tipos de cancer,
incluyendo los de colon, pulmon, esdfago y prostata (17).

Desde la perspectiva de la medicina tradicional, el consumo de hojas de fresa desempefia un papel
importante en el tratamiento de la gastroenteritis y la diarrea leve, en el fortalecimiento del
corazén y el sistema circulatorio, asi como en los trastornos metabdlicos para "mejorar el
metabolismo" y "purificar la sangre". La eficacia de estas recomendaciones no esta
suficientemente documentada, por lo que su aplicacion terapéutica es actualmente limitada (18).
Sin embargo, se han reportado varios beneficios para la salud derivados de su uso. Los estudios
han demostrado que las hojas de fresa inhiben la proliferacion de células humanas de leucemia
(HL60) y células de carcinoma hepatocelular (Hep-G2). También se ha observado que ayudan a
aliviar el deterioro cognitivo asociado con la diabetes en modelos animales, presentan efectos

hipoglucémicos y tienen un potencial analgésico. Ademas, se utilizan en aplicaciones cosméticas

(11).

Curiosamente, estudios recientes han ampliado el espectro de beneficios de las hojas de fresa al
revelar su potencial en aplicaciones antimicrobianas. Se ha demostrado que el extracto de hoja de
fresa tiene accion antibacteriana contra Helicobacter pylori, Bacillus subtilis, Salmonella
choleraesuis y Micrococcus luteus (11). Ademas, los extractos fenolicos de fresa han mostrado

capacidad para inhibir el crecimiento de Candida albicans (19).
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De acuerdo con lo mencionado previamente, en el &mbito internacional se identifican diversos

antecedentes que sustentan la presente investigacion:

Khan I ef al. (20) en su investigacion titulada “Actividades antioxidantes, citotoxicidad,
inhibicién de la proteina quinasa y antibacterianas de las hojas de Fragaria x ananassa”, tuvieron
como objetivo evaluar el efecto de diferentes disolventes en la obtencion de extractos de hojas de
Fragaria % ananassa y su influencia sobre diversas actividades bioldgicas. Para ello, utilizaron
hojas recolectadas e identificadas taxonomicamente, las cuales fueron secadas, pulverizadas y
sometidas a procesos de extraccion mediante maceracion en frio, empleando disolventes de
diferente polaridad, tanto de manera individual como en combinacion. Los extractos obtenidos
fueron posteriormente filtrados y concentrados para su evaluacion mediante ensayos in vitro.
Los resultados demostraron que las actividades bioldgicas variaron significativamente segtn el
disolvente empleado. En la evaluacion de la actividad antioxidante, se observo que la
combinacion de metanol y acetato de etilo exhibio el mayor potencial antioxidante y reductor,
con valores de 207,656 pg equivalentes de acido ascorbico (EAA) por miligramo y 88,58+20
ug EAA/mg, respectivamente. Ademas, la maxima eliminacion de radicales libres DPPH (2,2-
difenil-1-picrilo hidrazilo) se logrd con las fracciones de metanol: cloroformo y acetato (87,68%
y 86,68%, respectivamente). El contenido de fenoles totales y flavonoides también mostro
variaciones significativas entre los distintos solventes. En relacion con la actividad citotoxica, el
extracto con mayor efecto contra las larvas de camaron salobre fue el preparado con etanol: n-
hexano (50 pg/ml) con una LD50 destacada.

Para la evaluacion de la actividad antibacteriana, los extractos fueron ensayados frente a diversas
cepas bacterianas, entre ellas Micrococcus luteus, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Bordetella bronchiseptica, Klebsiella spp., Pseudomonas spp. y Salmonella typhi, mediante el
método de difusion en agar, utilizando cefixima como control positivo y dimetilsulfoxido como
control negativo. La mayoria de las fracciones evaluadas evidenciaron actividad antibacteriana
frente a las cepas analizadas; sin embargo, las fracciones acuosas, etanol: n-hexano, metanol:
cloroformo y acetona: agua no mostraron efecto inhibitorio.

En conclusion, el estudio subraya el potencial de estas hojas como una fuente valiosa para el
aislamiento de fitoquimicos activos con aplicaciones en diversas industrias.

Liya et al. (21) en su estudio titulado “Determinacion de la actividad antimicrobiana de algunas
frutas comerciales (manzana, papaya, limén y fresa) contra bacterias causantes de infeccion del
tracto urinario ”, tuvieron como objetivo identificar alternativas a los antibidticos convencionales
mediante la evaluacion de la actividad antimicrobiana de extractos de frutas comerciales. Para
ello, emplearon extractos metanolicos y etandlicos obtenidos mediante la técnica de extraccion
Soxhlet, los cuales fueron evaluados frente a cinco cepas bacterianas asociadas a infecciones del

tracto urinario: Escherichia coli (ATCC 15922 y 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
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27853), Enterococcus faecalis (ATCC 29212) y Klebsiella pneumoniae.

La actividad antimicrobiana fue determinada mediante el método de difusion en agar, utilizando
ciprofloxacino como control positivo y agua destilada esterilizada como control negativo. Los
resultados indicaron que los extractos de limon y fresa exhibieron un efecto inhibitorio notable
frente a las bacterias evaluadas, observandose que los extractos etandlicos presentaron una mayor
actividad antimicrobiana en comparacion con los extractos metanolicos en ambas frutas.
Asimismo, los extractos de limén mostraron halos de inhibicion superiores a los de fresa; sin
embargo, los extractos etanolicos de esta Gltima también evidenciaron actividad antimicrobiana,
registrando una zona de inhibicién de 16,33 + 0,58 mm frente a Pseudomonas aeruginosa y de
13,33 £ 0,58 mm frente a Klebsiella pneumoniae. En conclusion, los autores sugirieron que, dada
su eficacia contra bacterias multirresistentes, el limon y la fresa podrian ser considerados como
agentes antimicrobianos en el tratamiento de infecciones urinarias.

Ginting et al. (22) en su investigacion titulado “Estudio de la actividad antibacteriana del extracto
de etanol de hojas de fresa (Fragaria x ananassa (Weston) Rozier) contra la bacteria
Propionibacterium acnés” analizaron el potencial antibacteriano del extracto etandlico de hojas
de fresa frente a Propionibacterium acnés, microorganismo asociado al desarrollo del acné.

El estudio se desarrolld bajo un enfoque experimental y empled la técnica de maceracion con
etanol al 70 % para la obtencion de los extractos, los cuales fueron sometidos a analisis
fisicoquimicos, cribado fitoquimico y evaluacién antimicrobiana mediante el método de difusion
en disco a diferentes concentraciones (10 %, 12 % y 14 %). Los resultados evidenciaron la
presencia de metabolitos secundarios como alcaloides, flavonoides, taninos y saponinas en las
hojas de fresa. Asimismo, el extracto mostr6 un claro efecto inhibidor sobre el crecimiento de la
bacteria Propionibacterium acnes. La concentracion mas efectiva fue del 14%, que produjo el
mayor diametro de zona de inhibicion, con 19.08 mm. En conclusién, los autores demostraron
que el extracto etandlico de hojas de Fragaria * ananassa tiene una fuerte actividad
antibacteriana contra Propionibacterium acnés.

Cerviio et al. (23) en el estudio denominado “Evaluacion de la actividad antimicrobiana in vitro
de extractos de hojas de diferentes cultivares de Fragaria ananassa Duch. para la formulacion de
bioinsumos fitosanitarios” evaluaron la capacidad de extractos de hojas de distintos genotipos de
F. ananassa para inhibir el crecimiento de microorganismos fitopatdogenos con potencial uso en
formulaciones de bioinsumos. En el estudio, se obtuvieron extractos metanolicos y acuosos
mediante maceracion a partir de hojas de los genotipos “San Andreas” (SA), “Benicia” (BE),
“Camarosa” (CA), “Camino Real” (CR) y “Merced” (ME). La actividad antimicrobiana de dichos
extractos fue evaluada frente a bacterias (Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus y
Xanthomonas citri subsp. citri) y hongos (Penicillium digitatum y Corynespora cassiicola)
mediante la determinacion de la concentracion efectiva 50 (CES50), definida como la

concentracion necesaria para inhibir el 50 % del crecimiento microbiano, a través de curvas dosis-
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respuesta en medio liquido. Los resultados indicaron que los extractos metanolicos (EM)
presentaron mayor eficacia frente a bacterias que frente a hongos, mientras que los extractos
acuosos (EA) mostraron sensibilidad similar para ambos tipos de microorganismos. Los valores
promedio de CES0 para los EA oscilaron entre 0,46 y 6,3 mg /ml para bacterias y entre 1,6 y 11,8
mg/ml para hongos. En contraste, los valores de CE50 para los EM varian de 0,81 a 5,71 mg/ml
para bacterias y de 10,2 a 31,4 mg/ml para hongos. En resumen, la investigacion evidencio
actividad antimicrobiana en todos los genotipos evaluados.

Elfeky et al. (24) en la investigacion presentada como “Evaluacion de la eficacia de extractos de
hojas de Fragaria ananassa como agentes antibacterianos frente a bacterias resistentes a
multiples farmacos” evaluaron la capacidad de extractos de hojas de fresa, como agentes
antibacterianos frente a bacterias resistentes a multiples farmacos (MDR).

Para ello, se prepararon extractos utilizando distintos disolventes organicos (metanol, etanol,
acetona y acetato de etilo), y cada extracto se divididé en dos porciones: una se esterilizd en
autoclave [AE] y la otra se mantuvo sin tratamiento térmico [NAE]. La actividad antibacteriana
fue determinada mediante el ensayo de difusion en pocillos de agar, y se comparo la eficacia entre
AE y NAE, estableciendo ademads la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion
minima bactericida (CMB). Los resultados evidenciaron que la acetona y el etanol fueron los
disolventes mas eficaces, generando zonas de inhibiciéon de 26 mm y 25 mm, respectivamente.
Ademas, la esterilizacion incremento6 significativamente la actividad antibacteriana, con una CMI
de 2 mg/mL y una CMB de 4 mg/mL para AE, mientras que los valores para NAE fueron de 8
mg/mL y 10 mg/mL, respectivamente. Estos hallazgos demostraron que el tratamiento térmico
potencia el efecto antibacteriano de los compuestos bioactivos de las hojas de fresa. Finalmente,
los investigadores concluyeron que las hojas de fresa son efectivos como terapia alternativa contra
bacterias resistentes a multiples farmacos.

Hamad et al. (25) en su estudio titulado "Sintesis verde de nanoparticulas de cobre a partir de
hojas de fresa: propiedades, accion anticancerigena y actividad frente a bacterias aisladas de
pacientes con COVID-19" evaluaron la eficacia de las nanoparticulas de cobre (NPs), obtenidas
mediante el extracto acuoso de hojas de fresa. El estudio analizdo dos aspectos principales:
primero, el efecto de las NPs sobre células cancerosas de carcinoma de laringe (linea celular HEP-
2), y segundo, su capacidad para inhibir el crecimiento de las bacterias Pseudomonas aeruginosa
y Staphylococcus aureus aisladas de pacientes con COVID-19. La actividad antibacteriana se
evalud mediante el método de difusion en pozo de agar. Los resultados evidenciaron que las NPs
inhibieron significativamente el crecimiento de las células cancerosas HEP-2, con una tasa de
inhibicion del 44,08%, mientras que las células normales de higado (WRL-68) solo fueron
afectadas en un 5,99%, lo que indica que actian principalmente sobre células malignas. En cuanto
a la actividad antibacteriana, las Cu NPs generaron un halo de inhibicion de 22 mm frente a S.

aureus y 12 mm frente a P. aeruginosa, indicando que las bacterias Gram positivas fueron mas
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sensibles que las Gram negativas. Los autores sefialaron que esta diferencia podria deberse a
variaciones en la composicion de las paredes celulares bacterianas y destacaron que el efecto
antimicrobiano podria implicar multiples mecanismos, incluyendo la interaccion de los iones de
cobre con las membranas bacterianas y la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) que
dafian el ADN vy las estructuras celulares de los microorganismos. En conclusién, los
investigadores refuerzan la relevancia de las hojas de fresa como fuente de compuestos con
actividad antimicrobiana.

En el ambito nacional, se identifican diversos antecedentes que respaldan la presente
investigacion, centrados en la actividad antimicrobiana de extractos de hojas de Fragaria %

ananassa frente a bacterias y hongos de interés sanitario:

Rivera et al. (26) en su tesis titulada “Actividad antibacteriana del extracto etanolico de las hojas
de Fragaria x ananassa Duch. “fresa” sobre Sthaphylococcus aureus y Escherichia coli” tuvieron
como objetivo demostrar la actividad antibacteriana del extracto etandlico de las hojas de F. x
ananassa frente a estas bacterias. Los resultados mostraron que, frente a S. aureus, los extractos
a concentraciones del 50%, 75% y 100% produjeron halos de inhibicion de 19,71 £ 0,06 mm,
20,43 +£ 0,06 mm y 22,44 + 0,06 mm, respectivamente. Para E. coli, los halos de inhibicion fueron
de 12,26 + 0,06 mm, 14,15 + 0,06 mm y 16,68 + 0,06 mm para las mismas concentraciones.
Aunque la actividad antibacteriana de los extractos fue menor que la del ciprofloxacino, el estudio
evidencio que las hojas de F. x ananassa poseen compuestos con efecto inhibitorio sobre S. aureus
y E. coli. Los autores concluyeron que el extracto etanolico de las hojas de Fragaria x ananassa

Duch. ("fresa") exhibi¢ actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus 'y Escherichia coli.

Llontop ef al. (27) en su investigacion titulado “Actividad microbioldgica in vitro del extracto
etanolico de hojas de Fragaria x ananassa Duch. "fresa" frente a Staphylococcus aureus ATCC
25923 y Candida albicans ATCC 10231” determinaron el potencial antibacteriano y antifungico
del extracto de fresa. Para ello, utilizaron la técnica de maceracion en frio para la extraccion de
los compuestos bioactivos, y la actividad microbioldgica lo evaluaron mediante la técnica de
difusion en pozo, utilizando ciprofloxacino como control positivo para S. aureus y nistatina para
C. albicans. Los resultados mostraron que el extracto produjo halos de inhibicion crecientes con
el aumento de la concentracion. En el caso de S. aureus, los diametros de inhibicién fueron de
26,53 mm (£0,38), 30,83 mm (+0,24) y 33,49 mm (£0,31) a concentraciones del 50%, 75% y
100%, respectivamente. Para C. albicans, los halos de inhibicion fueron de 30,68 mm (£0,40),
32,73 mm (+0,29) y 36,11 mm (£0,33) a las mismas concentraciones. En conclusion, los
investigadores determinaron que el extracto etanolico de hojas de Fragaria x ananassa Duch.
("fresa") mostro una actividad microbioldgica significativa in vitro contra Staphylococcus aureus

y Candida albicans.
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Acosta et al. (28) en el estudio titulado “Actividad antibacteriano del extracto etanodlico de
Fragaria X ananassa Duch. (fresa) frente a Escherichia coli ATCC 10231 plantearon como
objetivo demostrar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de hojas de fresa frente a E. coli.
El trabajo de estudio se basd en un disefio experimental in vitro, y la técnica empleada fue la
maceracion y difusion en pozo. El andlisis fitoquimico del extracto evidencié una cantidad
abundante de compuestos fendlicos, una cantidad moderada de flavonoides, y taninos y alcaloides
en cantidad escasa. Los resultados mostraron halos de inhibicion de 13,64 mm, 17,02 mm y 17,82
mm a concentraciones de 50%, 75% y 100%, respectivamente, indicando actividad antibacteriana
frente a E. coli. No obstante, al compararse con el ciprofloxacino, el antibiotico de referencia
presentd un efecto superior en todas las concentraciones evaluadas. En conclusion, los autores
determinaron que el extracto etandlico de hojas de F. x ananassa posee actividad antibacteriana

significativa frente a E. coli, aunque menor en comparacion con el antibidtico de referencia.

Rodriguez (29) en la tesis titulada “Efecto antifingico in vitro del extracto etandlico de Fragaria
ananassa "fresa" sobre Microsporum gypseum’ tuvo como objetivo evaluar el efecto antifungico
in vitro del extracto etanolico de F. x amnanassa sobre Microsporum gypseum, un hongo
dermatofito responsable de micosis superficiales que afectan piel, cabello y uias.

El método consistio en un estudio experimental in vitro, en el cual se prepar6 el extracto etanodlico
de F. x ananassa en concentraciones del 5%, 25%, 50% y 75%. Se utilizaron el método de Kirby-
Bauer y la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) para evaluar la actividad
antifingica. Se establecieron dos grupos: un grupo experimental tratado con las distintas
concentraciones del extracto y un grupo control positivo con fluconazol, realizando 13
repeticiones por cada grupo. Los hallazgos indicaron que el extracto etandlico al 75% de
concentracion generd un halo de inhibicion de 28,1 mm, mientras que el control con fluconazol
produjo un halo de 14,7 mm, evidenciando que el extracto presenta un efecto antifingico
significativo. En consecuencia, el estudio demostré que el extracto etandlico de hojas de F. X
ananassa posee actividad antiflingica in vitro, lo que respalda su potencial como fuente de

compuestos bioactivos con propiedades antifungicas.

Loayza (30) en su tesis titulada “Efecto antibacteriano in vitro del extracto etanélico de Fragaria
ananassa (fresa) frente a Streptococcus mutans”, tuvo como finalidad determinar la actividad
antibacteriana in vitro del extracto etandlico de fresa frente a S. mutans, bacteria implicada en la
formacion de caries dental y en el deterioro de la salud oral.

El estudio se desarrolld mediante un disefio experimental in vitro, en el cual se manipuld la
concentracion del extracto etanolico como variable independiente para evaluar su efecto sobre S.
mutans. Se prepararon extractos a concentraciones del 25%, 50% y 75%, y se empleo la técnica

de difusion en pozo, que permite medir la zona sin crecimiento bacteriano alrededor del pozo
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impregnado con el extracto como indicador de actividad antibacteriana. Como instrumento de
recoleccion de datos se utilizo una ficha estandarizada, y la interpretacion de los resultados se
realiz6 mediante la escala de Duraffourd, un sistema de evaluacion microbiologica que clasifica
la sensibilidad bacteriana basdndose en el didmetro del halo de inhibiciéon (en mm) seglin su
intensidad de actividad: débil, moderada o fuerte. Para determinar si las diferencias entre
concentraciones eran estadisticamente significativas, se aplico un andlisis de varianza (ANOVA)
seguido de la prueba post hoc de Tukey. Los resultados mostraron que, a las 24 horas de
exposicion, el extracto al 75% produjo un halo de inhibicion de 15,96 mm, indicando una alta
sensibilidad de S. mutans. La concentracion del 50% generd un halo de 15,12 mm, también
considerado muy sensible, aunque su efecto disminuy6 a las 48 y 72 horas, mostrando diferencias
significativas segun el analisis estadistico. La concentracion del 25% produjo un halo de 8,84
mm, clasificado como resistente, con tendencia a disminuir ain mas a las 48 y 72 horas. Estos
resultados evidencian que la actividad antibacteriana del extracto es dependiente de la
concentracion, y que las diferencias observadas entre tratamientos y tiempos son estadisticamente

significativas, respaldando la confiabilidad de los hallazgos.

De manera complementaria, se identifican estudios que, si bien no evaltian directamente la
actividad antimicrobiana de hojas de Fragaria % ananassa, aportan informacion relevante sobre
los compuestos bioactivos, la composicion fitoquimica y otras propiedades biologicas de

extractos de fresa, los cuales fortalecen la base cientifica del presente estudio:

Martinelli ez al. (31) en el estudio titulado “Investigacion de los elagitaninos de la fresa
(Fragaria x ananassa Duch.) como nueva estrategia para contrarrestar la infeccion y la
inflamacién por H. pylori” tuvieron como objetivo determinar su actividad antiinflamatoria del
extracto de Fragaria %X ananassa Duch. y elagitaninos puros, agrimoniina y casuarictina, sobre la
inflamacién mediada por TNFa (Factor de Necrosis Tumoral alfa) y la infeccion por H. pylori,
asi como su efecto antibacteriano.

Se realizaron dos experimentos paralelos: primero, se tratd un extracto de fresa en células
epiteliales gastricas humanas (GES-1) estimuladas con TNFa o infectadas con cepas de H. pylori
que expresaban o no el factor de virulencia cagA, gen asociado con mayor capacidad de inducir
inflamacioén y riesgo de gastritis y cancer gastrico. Segundo, los elagitaninos puros se evaluaron
por separado en el mismo modelo celular y frente a las mismas cepas, para determinar su
contribucion especifica a la actividad observada. La actividad antiinflamatoria se evaliio mediante
la liberacion de IL-6 e IL-8 (citocinas proinflamatorias que median la respuesta inmune) y la
modulacion de NF-Kb (factor nuclear que regula genes inflamatorios y de supervivencia celular).
La actividad antibacteriana se determiné mediante ensayos de inhibicion y concentracion minima

inhibitoria (CMI). Los resultados indicaron que, en células GES-1 estimuladas con TNFa, ambos
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elagitaninos mostraron perfiles antiinflamatorios similares. No obstante, frente a la infeccion por
H. pylori, que induce una respuesta inflamatoria més compleja, la agrimoniina present6 un efecto
mas completo, inhibiendo la inflamacién independientemente de la presencia de cagA.

La actividad antibacteriana frente a la cepa cagA+, mas virulenta, se observd con el extracto de
fresa (CMI: 125 pg/mL) y los elagitaninos puros (CMI: 25 pM para agrimoniina y 50 uM para
casuarictina), mientras que frente a la cepa cagA— solo el extracto y la agrimoniina mostraron
efecto a la concentracion mas alta, siendo la casuarictina no efectiva. En conclusion, los autores
demostraron que el extracto de fresa y los elagitaninos puros presentan actividad antiinflamatoria

y antibacteriana in vitro frente a H. pylori.

Kacaniova et al. (32) en su trabajo de investigacion titulado “Actividad antibacteriana e
insecticida in vitro e in situ del aceite esencial de Fragaria ananassa” tuvieron como objetivo
evaluar su efecto frente a bacterias grampositivas, como Bacillus subtilis, Paenibacillus larvae y
Listeria ivanovii, y gramnegativas, entre ellas Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae y
Shigella sonnei, asi como su potencial insecticida sobre Megabruchidius dorsalis. Para ello, los
autores realizaron ensayos que permitieron medir la inhibicioén del crecimiento bacteriano y la
mortalidad del insecto bajo distintas concentraciones del aceite esencial. Los resultados
evidenciaron una actividad antibacteriana significativa, especialmente frente a P. larvae, ademas
de presentar actividad insecticida a concentraciones elevadas. Estos hallazgos confirman que F.

ananassa contiene compuestos bioactivos con actividad antimicrobiana.

Haria ef al. (33) en su articulo de investigacion titulado “El potencial inhibidor del extracto de
fresa (Fragaria x ananassa) frente a Staphylococcus aureus: implicaciones para la prevencion de
la caries dental”. Los autores buscaron determinar el potencial inhibidor del extracto de fresa
frente a Staphylococcus aureus, considerando su implicancia en la prevencion de la caries dental,
dado que esta bacteria puede contribuir al desarrollo y progresion de la enfermedad cariogénica
en la cavidad oral. El estudio se realizé bajo un disefio experimental de laboratorio con grupo
control post-test. Se prepararon diferentes concentraciones del extracto de fresa (10%, 15%, 20%
y 25%) y se evalud su actividad antibacteriana mediante el método de difusion en disco frente a
S. aureus, utilizando agua destilada como control negativo. Tras 24 h de incubacion a 37 °C, se
midieron los diametros de los halos de inhibicion. Los resultados mostraron que a concentraciones
de 15%, 20% y 25% del extracto produjeron halos de inhibicién de aproximadamente 0,54 mm,
2,30 mm y 3,00 mm, respectivamente, mientras que la concentracion de 10% y el control negativo
no presentaron inhibicion. Estos hallazgos evidencian que el extracto de fresa posee actividad
antibacteriana in vitro, destacando su potencial para la prevencion de enfermedades bucales

asociadas a S. aureus.

Moya et al. (34) en su tesis titulada “Actividad fotoprotectora de una formulacion topica a base
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de extracto hidroalcohdlico del fruto de Fragaria vesca L.” tuvieron como objetivo evaluar la
actividad fotoprotectora del extracto hidroalcoholico del fruto de fresa y describir sus principales
componentes fitoquimicos. El estudio se desarroll6 mediante un disefio experimental in vitro, en
el cual el extracto fue obtenido por filtracién y posterior evaporacion del solvente, realizandose
pruebas preliminares para la identificacion de metabolitos secundarios. Los autores reportaron
que el extracto hidroalcoholico del fruto de Fragaria vesca L. presentd como principales
metabolitos secundarios a los compuestos fenolicos, taninos y flavonoides. Asimismo,
determinaron el contenido total de polifenoles, expresado como equivalentes de acido galico
(GAE), con un valor de 15,150 mg por gramo de pulpa de fresa. No se evidencio la presencia de
antocianinas en el extracto seco. La actividad antioxidante, evaluada mediante el ensayo DPPH,
mostré un porcentaje de captacion de radicales libres del 81,22%. En cuanto a la evaluacion
fotoprotectora, la formulacion topica elaborada con extracto hidroalcohdlico al 5% presentd un
factor de proteccion solar (FPS) de 12,05, lo que evidencid la presencia de compuestos con
capacidad fotoprotectora frente a la radiacion UVA y UVB. En conclusion, los autores
demostraron que el fruto de Fragaria vesca L. contiene metabolitos secundarios, principalmente
compuestos fenolicos y flavonoides, que confieren actividad antioxidante y fotoprotectora.

A partir de los antecedentes expuestos, resulta pertinente abordar la situacion del cultivo de
Fragaria x ananassa en el contexto nacional.

En nuestro pais, el cultivo de Fragaria x ananassa Duchesne ex Rozier (fresa) se realiza
principalmente en zonas templadas, especialmente en las regiones de Lima y La Libertad, para el
consumo humano. Sin embargo, las partes aéreas de la planta, como las hojas, a menudo se
descartan. A pesar de ello, estudios previos han demostrado que las hojas poseen una actividad
antioxidante significativa, asi como otras propiedades farmacologicas, incluyendo efectos
analgésicos, hipoglucémicos y potenciales aplicaciones en el tratamiento de ciertos tipos de
cancer.

En este contexto, y con el objetivo de lograr un aprovechamiento integral del cultivo de Fragaria
x ananassa Duchesne ex Rozier, surge la siguiente pregunta de investigacion:

“(Existe actividad antimicrobiana in vitro el extracto etandlico, metanoélico e hidroalcoholico de
las hojas de Fragaria x ananassa Duchesne ex Rozier (fresa)?”

Para abordar esta pregunta, se realizaron diversas pruebas con microorganismos como
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella spp. y Candida
albicans.

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram-positiva que pertenece al género Staphylococcus,
conocido por su agrupacion en racimos similares a uvas. Este patdogeno oportunista es relevante
tanto en ambientes hospitalarios como en la comunidad y puede causar una amplia gama de
infecciones, incluyendo infecciones de la piel y mucosas, infecciones respiratorias,

osteoarticulares, bacteriemias, endocarditis y complicaciones relacionadas con técnicas invasivas.
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Ademas, puede provocar infecciones mediadas por toxinas, como el sindrome de shock toxico
(TSST), caracterizado por fiebre alta, vomitos, diarrea, hipotension, fallo renal, erupciones
cutaneas e incluso la muerte. También puede causar el sindrome de la piel escaldada, que se
manifiesta como una descamacion del epitelio en recién nacidos y lactantes. La alta variabilidad
de S. aureus, su capacidad para adaptarse rapidamente a cambios en el entorno y su continua
adquisicion de mecanismos de resistencia antibiotica lo han convertido en un problema persistente
en hospitales, donde las cepas resistentes a la meticilina (SARM) son particularmente
preocupantes, extendiéndose también a la comunidad y generando infecciones nosocomiales a
nivel mundial (35).

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram-negativo aerobio, considerado un patdgeno
oportunista altamente versatil. Capaz de tolerar bajas concentraciones de oxigeno y sobrevivir en
condiciones de bajos nutrientes y temperaturas variables (4 a 42°C), puede causar neumonias,
infecciones del tracto urinario y bacteriemias. En pacientes con fibrosis quistica, es responsable
de infecciones cronicas que pueden llevar a dafio pulmonar severo e insuficiencia respiratoria.
Las infecciones por P. aeruginosa son dificiles de erradicar debido a su elevada resistencia
intrinseca y a su capacidad para adquirir resistencia a multiples antibidticos (36).

Escherichia coli (E. coli) son bacilos Gram-negativos anaerobios facultativos que residen
mayoritariamente en el tracto intestinal de humanos y animales de sangre caliente, donde
coexisten de manera inofensiva. Sin embargo, algunas cepas de E. coli son causantes de
infecciones graves en humanos y animales. En humanos, es una de las principales causas de
enteritis, infecciones del tracto urinario (ITU) tanto en la comunidad como en hospitales,
septicemia, peritonitis postquirargica y meningitis neonatal. La transmisién ocurre
principalmente por via fecal-oral, con alimentos y agua contaminados como medios de
propagacion (37). Algunas cepas de E. coli que causan sintomas graves incluyen la
enterotoxigénica (ETEC), la enterohemorragica (EHEC), la enteroinvasiva (EIEC), la
enteropatogena (EPEC), la enteroagregativa (EAEC) y la de adherencia difusa (DAEC). La
flexibilidad genética y la capacidad de adaptacion de E. coli le permiten adquirir mecanismos de
resistencia a antimicrobianos, lo que sirve como un indicador importante de presion selectiva y
de la aparicion de resistencia en patogenos (38).

Salmonella es un bacilo Gram-negativo que actua como patdgeno intracelular facultativo,
presente en el intestino de personas y animales sanos. Las heces de estos hospedadores son el
principal foco de contaminacion de alimentos y agua. Cuando Sa/monella contamina alimentos
frescos, puede multiplicarse rapidamente y causar salmonelosis, una infeccion gastrointestinal.
La epidemiologia de las infecciones por Salmonella varia segin el tipo de Salmonella spp.. La
fiebre tifoidea, causada por Salmonella enterica serotipo Typhi (S. Typhi), se transmite a través
de agua y alimentos contaminados (39). Una vez ingerida, S. Typhi se multiplica y pasa al torrente

sanguineo, causando fiebre alta prolongada, cansancio, cefaleas, nauseas, dolor abdominal y
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estrefiimiento o diarrea, y en algunos casos, erupciones cutaneas. Esta enfermedad puede llevar a
complicaciones graves y a la muerte, especialmente en comunidades de paises con menos
recursos. Aunque la fiebre tifoidea se trata con antibioticos, la resistencia emergente de las cepas
de S. Typhi requiere el uso de medicamentos mas caros y dificiles de conseguir en muchas
regiones afectadas (40).

Por ultimo, las especies del género Candida son hongos levaduriformes que viven como
comensales en la piel y mucosas de individuos inmunocompetentes, asi como en sistemas
gastrointestinales, respiratorios y genitourinarios. Aunque Candida es el hongo mas comun en
infecciones fingicas en pacientes criticos, las infecciones sistémicas requieren un aumento
significativo en la cantidad de levaduras (41). Candida albicans es un patégeno oportunista que
puede causar infecciones mucocutaneas debilitantes y sistémicas potencialmente mortales en
personas inmunocomprometidas. Responsable de infecciones dolorosas como vaginitis y
candidiasis orofaringea, C. albicans también puede provocar infecciones graves en el torrente
sanguineo y 6rganos internos en pacientes vulnerables (42). El tratamiento de la candidiasis puede
ser topico o sistémico, con el fluconazol como uno de los antifingicos mas utilizados, aunque su

eficacia estd disminuyendo debido a la resistencia emergente de C. albicans (43).

En un contexto de creciente preocupacion por la resistencia bacteriana, es crucial explorar fuentes
naturales de posibles agentes antimicrobianos. En este sentido, las hojas de fresa se han destacado
como una alternativa prometedora debido a su efecto antibacteriano. Seglin la investigacion de
Martos et al., el elagitanino HeT obtenido de las hojas de fresa fue estudiado para evaluar su
influencia en la integridad de la membrana celular bacteriana y su impacto en la respiracion
celular. Mediante analisis espectroscopicos y espectroquimicos, se demostrdo que HeT inhibe el
consumo de oxigeno y la reduccion de NADH y MTT (metiltiazol tetrazolio), lo que sugiere una

inhibicion en la cadena respiratoria de las membranas bacterianas (44).

Con base en estos hallazgos, la presente investigacion tiene como propoésito determinar el efecto
antimicrobiano del extracto de hojas de Fragaria x ananassa Duchesne ex Rozier, utilizando
diferentes solventes y concentraciones. Los resultados de este estudio no solo permitiran
aprovechar los residuos naturales de las hojas de esta especie, que se generan en las
agroindustrias, sino que también podrian proporcionar una fuente potencial de metabolitos
secundarios para aplicaciones en los sectores industrial, alimenticio y farmacéutico. A pesar de
su potencial, estos residuos son comtinmente desechados en la cadena productiva, perdiendo asi

su valor econdmico y comercial.

Ademas, la investigacion busca ofrecer una alternativa economica para combatir las principales
infecciones microbianas actuales, que representan un creciente problema de salud publica debido

a la resistencia bacteriana. Esta solucion de bajo costo podria contribuir significativamente a la
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lucha contra las infecciones y promover un desarrollo econémico mas sostenible en el sector.

Por ello, el objetivo general establecido fue evaluar actividad antimicrobiana in vitro del extracto

etandlico, metanodlico e hidroalcohdlico de hojas de Fragaria x ananassa Duchesne ex Rozier

“Fresa”.

Mientras que los objetivos especificos fueron:

e Identificar la presencia de metabolitos secundarios del extracto etanolico, metanolico e
hidroalcohdlico de hojas de Fragaria x ananassa Duchesne ex Rozier “Fresa” que seran
responsables de la actividad antimicrobiana.

e Determinar actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico, metandlico e
hidroalcohdlico de hojas de Fragaria x ananassa Duchesne ex Rozier “Fresa”

e Determinar actividad antimicotica in vitro del extracto etanolico, metanodlico e hidroalcohodlico

de hojas de Fragaria x ananassa Duchesne ex Rozier “Fresa”.

Hipotesis de investigacion:

Existe actividad antimicrobiana in vitro en el extracto etandlico, metanolico e hidroalcohélico de
hojas de Fragaria x ananassa Duchesne ex Rozier “Fresa”.

El informe se organizo en varios capitulos que abordan diferentes aspectos de la investigacion. El
primer capitulo presenta la introduccion, estableciendo el contexto y los objetivos del estudio. El
segundo capitulo detalla la estrategia metodologica, explicando de manera exhaustiva como se
llevé a cabo la investigacion. A continuacion, el tercer capitulo expone los resultados, incluyendo
las tablas con los datos recopilados durante el estudio. El cuarto capitulo estd dedicado a la
discusion, donde se analizaron, compararon e interpretaron los resultados obtenidos. El quinto
capitulo expone las conclusiones, formuladas en base a los objetivos propuestos. En el sexto
capitulo se encuentran las recomendaciones, que ofrecen sugerencias basadas en los hallazgos del
estudio. Finalmente, el séptimo capitulo incluye las referencias bibliograficas utilizadas en el

desarrollo e la tesis.
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II. ESTRATEGIA METODOLOGICA

2.1. Enfoque, disefia y tipo de la investigacion
El estudio de investigacion presentd un enfoque cuantitativo, del cual, a través de la
utilizacion de técnicas estadisticas se realizo la recoleccion de resultados con el propdsito de
interpretar el fendomeno analizado (45).
Por otro lado, el disefio de investigacion fue experimental y de nivel explicativo debido a
que las variables son manipuladas por el investigador durante el desarrollo, con la finalidad

de comprobar la hipdtesis planteada (46).

El tipo de estudio fue prospectivo puesto que los datos son recogidos a propdsito de la
investigacion; transversal, porque se llevo a cabo en una sola ocasion; y descriptiva, porque

solo se estimo los parametros en la poblacion de estudio a partir de una muestra (47).

2.2. Poblacion y muestra

Poblacion

e Poblacién vegetal: Hojas de Fragaria x ananassa Duchesne ex Rozier “Fresa”;
procedente del Distrito de Chancay, provincia Huaral, departamento de Lima.

e Poblacion biolégica: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Salmonella typhi y Candida albicans.

Muestra

e Muestra biolégica: Cepas estandarizadas proporcionadas por el Laboratorio de
Microbiologia de la Universidad Nacional “San Luis Gonzaga” de Ica.

e Muestra Vegetal: 5 kg de hojas Fragaria x ananassa Duchesne ex Rozier.

2.3. Técnicas y procedimientos de recoleccion de datos.
2.3.1. Recolecciéon de material y vegetal.
Para la presente investigacion, se recolectd las hojas de Fragaria x ananassa
Duchesne ex Rozier; proveniente del distrito Chancay, provincia Huaral
(departamento de Lima), a una altitud de 500 msnm. Previamente se prepararon unas
bolsas de papel Kraft para trasladar el material vegetal a la ciudad de Ica.
La recoleccion se realizd durante horas de la mafiana y; se seleccionaron hojas en buen

estado de conservacion, sin picaduras, ni signos de deterioro por hongos y/o insectos.

2.3.2. Tratamiento del material vegetal.
e Lavado: Se procedié a lavarlas con abundante agua y después con agua destilada,
para eliminar el polvo presente en las hojas de fresa.

e Desecacion: "Las hojas limpias, colocadas sobre papel Kraft, se dejaron reposar en
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2.3.3.

2.34.

una mesa durante aproximadamente dos semanas. Una vez completado el secado
natural, se trasladaron a una estufa y se secaron a una temperatura de entre 35 y
40°C."

e Molienda: El proceso de la molienda, se realiz6é con un molino manual, procurando
que las hojas no queden muy molidas, porque dificulta el proceso de extraccion de
principios activos.

e Conservacion: Se conservaron en un frasco de vidrio de 4 litros, forrado con papel
de aluminio. El frasco se etiquet6 con el nombre cientifico de la planta y la fecha que

se almaceno.

Certificacion taxonomica.
La muestra vegetal fue clasificada taxondomicamente, por el Sistema de Clasificacion
APG IV (2016), y determinado por MSc. Hamilton Beltran Santiago del Museo de
Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. (ANEXO 1)

Obtencion de los extractos.

La extraccion de los compuestos bioactivos a partir de las hojas secas de Fragaria x

ananassa Duchesne ex Rozier; se realizd mediante el método de maceracion, una

técnica convencional ampliamente reconocida por su simplicidad, bajo costo y

efectividad para obtener extractos fitoquimicos (48).

Se prepararon tres tipos de extractos:

e Extracto etandlico: En un recipiente de vidrio oscuro con tapa se realizo la
maceracion del extracto, utilizando 400 g de muestra vegetal seca y 4000 ml de
etanol de 96° (20). El proceso se llevo a cabo a temperatura ambiente durante 14
dias, con agitacion diaria de 10 minutos.

¢ Extracto hidroalcohoélico: Se macer6 con alcohol de 70°, utilizando 400 g de hojas
de fresa y 4000 ml de etanol de 70° (20), por 14 dias con agitacion constante.

¢ Extracto metanolico: La maceracion, se efectué mezclando 400 g de hojas de fresas
secas con 4000 ml de metanol (20), durante 14 dias en un ambiente protegidos de la
luz.

Tras completarse el tiempo de maceracion, los extractos se separaron del residuo
vegetal mediante filtracion simple utilizando papel de filtro Whatman N°01.
La evaporacion del disolvente se realizé de acuerdo con las propiedades fisicas de
cada solvente. Los extractos etandlico e hidroalcohdlico fueron concentrados
mediante evaporacion a temperatura ambiente, mientras que el extracto metandlico
se concentré utilizando un rotavapor debido a la alta volatilidad del metanol.

Finalmente, los extractos obtenidos se pesaron y almacenaron a temperatura
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ambiente, en recipientes protegidos de la luz, hasta su posterior analisis.
2.3.5. Screening Fitoquimico.
Se realizo siguiendo la metodologia descrita por Olga Lock de Ugaz, basada en la
extraccion de metabolitos secundarios mediante solventes apropiados y la aplicacion
de reacciones de coloracion y precipitacion para la identificacion cualitativa de los

principales grupos de constituyentes quimicos presentes en el extracto.

Para la determinacion cualitativa de los principales grupos de constituyentes quimicos
presentes en el extracto, se realizd una marcha fitoquimica con solventes apropiados
y la aplicacion de reacciones de coloracion, obteniéndose 6 fracciones denominadas

A,B,C,D,EyF.

2.3.5.1. Deteccion de grupos funcionales y metabolitos secundarios.

La identificaciéon de los metabolitos secundarios se realizd mediante los
siguientes grupos fitoquimicos (49):

e Taninos:
Reaccion de Gelatina- sal: Se vertieron 0,5 mL de extracto disuelto en agua
en cada uno de los tres tubos de ensayo. En el primer tubo se agregé 1 mL de
solucion de NaCl al 5%, en el segundo tubo se agregoé la solucion de gelatina
al 1%, y en el tercer tubo la gelatina-sal. La precipitacion con este ultimo
reactivo o con ambos el 1°y 2° confirmé la presencia de taninos y si la reaccion
solo ocurre con el 1°, podra ser falso positivo.

¢ Grupos fendlicos libres:
Reaccion de Cloruro Férrico: Se colocaron 0.5 mL del extracto disuelto en
su solvente en un tubo de ensayo y se afiadi6 una gota de solucion acuosa de
FeCls al 1%. La reaccion de los extractos se considera positiva cuando se
observa colores azul-negro o azul verdoso.

e Aminoacidos:
Sobre tiras de papel de filtro, se coloco una gota del extracto disuelto en su
solvente, utilizando una pipeta capilar, seguida de una gota del reactivo
Ninhidrina al 2%. Para el grupo control, se aplico una gota del reactivo
Ninhidrina al 2% sin el extracto. Posteriormente, se procedid al secado de las
tiras de papel y se compararon los resultados. La reaccion se considera
positiva cuando el papel de la muestra presenta un color azul violaceo.

¢ Flavonoides:
La reaccion de Shinoda para detectar flavonoides, fue agregando 3 gotas del

extracto, 2 gotas de HCI concentrado, y 5 limaduras de Mg. La coloracién de
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rojo/rojiza nos indica que la reaccion es positiva.

¢ Triterpenos y/o Esteroides:

Para el ensayo de Liebermann-Buchard, se disolvi6 con 1 mL de
diclorometano y con ayuda de la bagueta se uniformizo. Luego se colocod en
un tubo de ensayo y; se afiadié 5 gotas de anhidro acético y 5 gotas de acido
sulfurico concentrado.

Si la muestra se torna de una coloracion azul o verdosa nos indica la presencia
de esteroles. En cambio, la aparicion de una coloracion roja o violeta se
considera positiva para triterpenos.

e Antraquinonas:

Se empleo el reactivo de Borntrager, con 1 mL para cada extracto, luego se
llevo a sequedad y se re-disolvio con ImL de diclorometano en un tubo de
ensayo. Finalmente, se afladieron 3 mL de NaOH al 5%, se tapo6 el recipiente
y se agitd suavemente.

La reaccion se considera positivo si se observa una coloracion roja en la fase
acuosa.

e Alcaloides: Se tomo6 1 mL de extracto metandlico, etandlico e hidroalcohoélico
y se evaporo hasta obtener un residuo seco. Posteriormente, se colocaron 2
mL de HCI al 1% en un tubo de ensayo y se filtrd la mezcla. A continuacion,
en tres tubos de ensayo con el extracto disuelto; se realizaron las reacciones
de precipitacion de Dragendorff, Mayer y Wagner, respectivamente. La
reaccion se considera positiva al observarse la formacion de un precipitado.

e Leucoantocianidinas y catequinas:

A 0,2 mL del extracto se agregd 0,1 mL de HCI concentrado, se calento
durante 10 minutos a 100°C. Seguidamente, se dejo enfriar y se adiciond 3 mL
de agua y 2 mL de alcohol amilico.

Si se torna de un color rojo indica la presencia de leucoantocianidinas. Si se
torna de un color marrdn indica la presencia de catequinas.

e Saponinas: Se utilizaron aproximadamente 0,5 g del extracto crudo y se
transvaso a un tubo de ensayo con 2 mL de agua destilada. Posteriormente, la
mezcla se agitd energéticamente durante 30 segundos.

La presencia de saponinas se considera positiva si se forma una espuma
persistente durante 10 minutos, que se extiende a una altura de 3 cm por
encima de la superficie del liquido. Sin embargo, en la prueba no se observo

este indicador.
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2.3.6. Determinacion de la actividad antimicrobiana.

Para determinar la actividad antimicrobiana, se sigui6 el siguiente procedimiento:

2.3.6.1. Preparacion de la concentracion de los extractos y controles.
Se pesod el extracto seco para cada concentracion utilizando una balanza
analitica. Luego, fueron resuspendidos en etanol 96°, 70° y metanol, hasta
obtener concentraciones de: 100%, 75%, 50% y 25%, de los diferentes

extractos.

Por otro lado, para evaluar la actividad antibacteriana, se utilizé el
antibidtico ciprofloxacino a una concentracion de 0,2 mg/mL en una dosis
de 25 pL. Para determinar la actividad antifungica, se empleo el fluconazol
a la misma concentracién (0,2 mg/mL) también en una dosis de 25 pL. En
cuanto al control negativo, se realizd con etanol al 96° para los extractos
alcohdlicos, de 70° para los extractos hidroalcohdlico y metanol para en el

caso de los extractos metanolico.

2.3.6.2. Preparacion de medios de cultivos.

a) Medios de cultivos: Para las pruebas de sensibilidad antimicrobiana, el

medio de cultivo sera el siguiente:

Agar Miieller Hinton (AMH): Medio de cultivo nutritivo no selectivo que
favorece el desarrollo de microorganismos patdégenos. Debido a su
composicion, se utiliza cominmente en antibiogramas realizados en medios
solidos (49).

Caldo BHI (Brain Heart Infusion): Infusion cerebro corazon, es un medio
liquido de enriquecimiento, indicado para el cultivo de una gran variedad de
microorganismos exigente nutricionalmente, tanto aerobios como
anaerobios, asi como de hongos y levaduras (49).

Agar de Nutritivo: Es un medio de cultivo no selectivo, utilizado para el
aislamiento y recuento de microorganismos que tienen requerimientos
nutricionales escasos (50).

Caldo dextrosa Sabouraud: Es un medio de enriquecimiento que contiene
agentes inhibidores en baja concentracion, los cuales retrasan el crecimiento
de microorganismos contaminantes y favorecen la recuperacion del
microorganismo objetivo. Se utiliza para cultivar hongos, levaduras y

microorganismos acidofilos. La alta concentracion de dextrosa y la acidez
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del pH hacen que este medio sea selectivo para hongos. En este medio, las
peptonas proporcionan carbono y nitrégeno para el crecimiento de los
microorganismos, mientras que la dextrosa sirve como fuente de energia
(51).

Agar dextrosa Sabouraud: Medio de cultivo sélido y selectivo. Disefiado

para el cultivo de hongos y levaduras (52).

b) Preparacion:

Los materiales de vidrio se envolvieron en papel Kraft y se trasladaron a la
camara de secado, donde se mantuvieron a 180°C durante 120 minutos para

su esterilizacion.

Para el crecimiento de las bacterias, se utiliz6 el medio de cultivo Agar
Miieller-Hinton, mientras que para las levaduras se emple6 Agar Dextrosa
Sabouraud. Se disolvid la cantidad requerida de cada medio de cultivo
(polvo) en agua destilada, siguiendo las proporciones indicadas en la ficha
técnica del fabricante. La mezcla se agitd hasta obtener una solucion
uniforme y se calent6 con agitacion frecuente hasta que el polvo se disolvid
completamente. Posteriormente, se dejé enfriar unos minutos y se
distribuyeron 25 ml de agar en cada frasco o tubo con tapon. Finalmente, se

esterilizo en autoclave a 121°C durante 30 minutos y 15 1b de presion (49).

2.3.6.3. Preparacion del indéculo.

a)

b)

Microorganismos utilizados. Los microorganismos para la prueba fueron
1 bacteria gram positivas: Staphylococcus aureus (ATCC 29213), 3 Gram
negativas: Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Salmonella typhi
(ATCC 14028), Escherichia coli (ATCC 13216) y una levadura: Candida
albicans. (ATCC 10231).

Procedimiento: La activacion de las cepas liofilizadas fue realizada
siguiendo la formalidad indicada en el protocolo de bacterias y con las
normas de bioseguridad del Laboratorio de Microbiologia.

Para la recuperacion de la cepa se utilizo el caldo BHI, como medio nutritivo
y enriquecedor, debido a que permite el crecimiento de una amplia variedad
de microorganismos. Por otra parte, para el crecimiento de los hongos se
utilizo el caldo dextrosa Sabouraud. Posteriormente, se llevo a la incubadora
durante un periodo de 48 h a 37 °C.

Finalizado, este periodo de tiempo, observamos un crecimiento de los

microorganismos en los tubos de ensayos.

31



Obtenido este resultado y con ayuda de un asa bacterioldgica se procedio a
realizar la siembra de la muestra en la superficie de una placa de agar
selectivo: a. Manitol Salado (Staphylococcus aureus), b. Cetrimide
(Pseudomonas aeruginosa), c. Salmonella Shigella (Salmonella typhi), d.
Mc conkey (Escherichia coli), y Dextrosa Sabouraud (Candida albicans).
Seguidamente, se incubo a 37°C por 24 horas para las bacterias y 48-72
horas para los hongos, transcurrido el tiempo visualizamos el crecimiento de
colonias.

Se toma una muestra, de las colonias de bacterias y levadura que crecieron
en el medio selectivo. Luego, para el caso de las bacterias se realizo la
resiembra en tubos con Caldo Nutritivo y para los hongos, con caldo
dextrosa Sabouraud. Seguidamente, se incubo a 37 °C durante 24 horas. Por
ultimo, los microorganismos fueron diluidos a una concentracion
equivalente a 0,5 de la escala de Mac Farland la cual equivale a una

concentracion de 108 UFC/ml.

2.3.6.4. Método de difusion en pozo.
Posteriormente se agregdé 1 mL de suspensiéon de indculo de cada
microorganismo patdgeno estandarizado al 0,5 de la escala de Mac Farland;
por cada 25 mL del medio Agar Miieller Hinton para las bacterias y de medio
Agar dextrosa Sabouraud para los hongos; a una temperatura de 35-40°C.
Luego, se mezcld asépticamente y se repartid en placas petri hasta

solidificarse.

Seguidamente se hizo pozos excavados en el mismo medio de cultivo, con
la ayuda de un sacabocado de acero inoxidable de 6 mm de diametro interno,

distribuidos equitativamente en el interior de cada placa.

Continuamente, se procedi6 al sellado de cada pozo con 20 pL de agar
Mieller Hinton y agar dextrosa Sabouraud para bacterias y hongos,

respectivamente.

Por ultimo, se procedié a la inoculacion de los extractos en diferentes
concentraciones al 100%, 75%, 50% y 25%; con un volumen de 25 uL, para

cada pozo.

Luego, los cultivos se incubaron a 37 °C durante aproximadamente 16 horas.
Transcurrido este tiempo, se procedio a medir los halos de inhibicion del

crecimiento bacteriano. Los ensayos para cada extracto se realizaron por
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triplicado. La medicion de los halos de inhibicion se registroé en una hoja de
recoleccion de datos, lo cual permitid evaluar la actividad antimicrobiana de

los extractos (49).

2.3.6.5. Porcentaje de Inhibicion Relativa (PIR).
Para determinar del Porcentaje de Inhibicion Relativa (PIR), se utilizaron los
resultados obtenidos por los extractos frente al Ciprofloxacino y Fluconazol

en la concentracion de 5 ug/mL. (49)
A
% PIR = B x 100

A= Promedio del diametro del halo de inhibicion de la muestra.

B= Promedio del diametro del halo de inhibicién del antibiotico.

La valoracion cuantitativa de la actividad antimicrobiano se realizo
considerando el porcentaje de inhibicion relativa respecto al control positivo.
De acuerdo con este criterio, se clasificd como alto cuando el PIR fue mayor
al 70 %, intermedio cuando se situ6 entre el 50 % y 70 %, y bajo cuando fue

inferior al 50 % (53).
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I11. RESULTADOS

3.1. Resultados descriptivos

3.1.1. Screening Fitoquimico

Se presentan los resultados de las reacciones de identificacion de metabolitos
secundarios realizados en las hojas de fresa “Fragaria x ananassa Duchesne ex
Rozier”

Tabla 1. Metabolitos secundarios presentes en el extracto etanolico obtenido a partir

de las hojas de fresa “Fragaria x ananassa Duchesne ex Rozier”

Fraccion Metabolitos Reaccion de Resultado
secundarios identificacion
A Taninos Gelatina—sal +
Grupos fendlicos Cloruro +
libres Férrico
Aminodacidos Ninhidrina +
Flavonoides Shinoda +
B Esteroides y/o Liebermann— +
triterpenoides Burchard
Antraquinonas Borntrager -
C Esteroides y/o Liebermann— +
triterpenoides Burchard
Alcaloides Dragendorff +
Mayer +
Wagner +
D Leucoantocianidinas Rosenheim +
/ catequinas
Triterpenos y/o Liebermann— +
esteroides Burchard
Flavonoides Shinoda +
Alcaloides Dragendorff +
Mayer +
Wagner +
E Flavonoides Shinoda +
Leucoantocianidinas Rosenheim +
y catequinas
F Saponinas Espuma -

Leyenda: signo (+) indica presencia, signo (—) indica ausencia.
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Tabla 2. Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico obtenido a

partir de las hojas de fresa “Fragaria x ananassa Duchesne ex Rozier”

Metabolitos secundarios Reaccion de Resultado

identificacion

Taninos Gelatina—sal -

Grupos fendlicos libres Cloruro +
férrico

Aminoacidos Ninhidrina +

Flavonoides Shinoda +

Esteroides y/o Liebermann— +

triterpenoides Burchard

Antraquinonas Borntrager -

Alcaloides Dragendorff -
Mayer -
Wagner -

Leucoantocianidinas Rosenheim +

/catequinas

Saponinas Espuma -

Leyenda: signo (+) indica presencia, signo () indica ausencia

Tabla 3. Metabolitos secundarios presentes en el extracto metanodlico obtenido a partir

de las hojas de fresa “Fragaria x ananassa Duchesne ex Rozier”

Metabolitos secundarios Reaccion de identificacié Resultado

Taninos Gelatina—sal +

Grupos fendlicos libres  Cloruro férrico +

Aminoacidos Ninhidrina +

Flavonoides Shinoda +

Esteroides y/o Liebermann—Burchard +

triterpenoides

Antraquinonas Borntrager -

Alcaloides Dragendorff +
Mayer -
Wagner

Leucoantocianidinas / Rosenheim +

catequinas

Saponinas Espuma -

Leyenda: signo (+) indica presencia, signo (-) indica ausencia.
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3.1.2.

Actividad Antimicrobiana

Tabla 4. Actividad antimicrobiana del extracto etanolico mediante el método de Difusion en Agar a concentraciones 100%, 75%, 50% y 25

%.

Microorganismos Diametro de Halos de inhibicion (mm) a diferentes Control Control

(ATCCO) concentraciones positivo  negativo
100% 75% 50% 25% ) Q)

Escherichia coli 21.7+£0.6 20.0+ 1.0 18.7£ 0.6 17.7£0.6 40 8

ATCC 13216

Pseudomonas aeruginosa 20.3£0.6 21.7£ 1.5 18.0£0.0 16.3£0.6 40 8

ATCC 9027

Staphylococcus aureus 24.3+2.5 26.0= 1.7 24.0+ 2.6 22.0£2.6 42 8

ATCC 29213

Salmonella Typhimurium 19.0£1.0 20.3£0.6 21.7£ 0.6 18.7£ 1.5 40 8

ATCC 14028

Candida albicans 19.0+ 1.0 18.0+ 1.7 15.7£ 0.6 13.7£1.2 30 6

ATCC 10231

Nota:

a. Los valores son promedios de los halos de inhibicion y desviacion estandar: n=3
b. Volumen usado del extracto etanolico 25 pL.

¢. Control positivo (C+): ciprofloxacino para bacterias y fluconazol para hongos.
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Figura 1. Medias + desviacion estandar (DE) de los didmetros de halos de inhibicion (mm) de diferentes microorganismos frente a extracto

etandlico a concentraciones de 100%, 75%, 50% y 25 %.
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Tabla 5. Actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico mediante el método de Difusion en Agar a concentraciones de 100%, 75%,

50%y 25 %.

Microorganismos Diametro de Halos de inhibicion (mm) a diferentes Control Control

(ATCCO) concentraciones positivo negativo
H )

100% 75% 50% 25%

Escherichia coli 20.3+£0.6 19.0+£1.0 16.7+1.5 153+1.2 40 8

ATCC 13216

Pseudomonas aeruginosa 19.3+£0.6 21.3+£1.5 17.7+£2.5 16+2.7 40 8

ATCC 9027

Staphylococcus aureus 23.7+1.5 253+1.5 22.7+2.5 20+1.5 42 8

ATCC 29213

Salmonella Typhimurium 18.0+2.0 19.7+1.5 21.0+£2.7 150+1.0 40 8

ATCC 14028

Candida albicans 193+0.6 18.0+ 1.0 17.7+1.2 153+£1.5 30 6

ATCC 10231

Nota:

a. Los valores son promedios de los halos de inhibicion y desviacion estandar: n=3
b. Volumen usado del extracto hidroalcohdlico 25 pL.

c. Control positivo (C+): ciprofloxacino para bacterias y fluconazol para hongos.
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Figura 1. Medias + desviacion estandar (DE) de los diametros de halos de inhibicion (mm) de diferentes microorganismos frente a extracto

hidroalcohdlico a concentraciones de 100%, 75%, 50% y 25 %.
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Tabla 6. Actividad antimicrobiana del extracto metandlico mediante el método de Difusion en Agar a concentraciones de 100%, 75%, 50%

y 25 %.
Microorganismo Diametro de Halos de inhibicion (mm) a diferentes Control  Control
(ATCCO) concentraciones positivo  negativo

*) ©
100% 75% 50% 25%

Escherichia coli 19.7+1.5 19.3+0.6 17.0+0.0 16.3+0.6 40 8
ATCC 13216
Pseudomonas aeruginosa 18.3+0.5 213+1.2 17.7+0.5 16.7+0.6 40 8
ATCC 9027
Staphylococcus aureus 23.0+ 1.0 24.7+0.6 20.7+2.1 193 +3.1 42 8
ATCC 29213
Salmonella Typhimurium 20.0+ 1.0 20.7+ 1.5 20.7+ 1.5 170+ 1.0 40 8
ATCC 14028
Candida albicans 21.0+ 1.0 20.7 £ 0.6 17.3+£0.5 16.7+1.2 30 6
ATCC 10231

Nota:

a. Los valores son promedios de los halos de inhibicion y desviacion estandar: n=3

b. Volumen usado del extracto metandlico 25 pL.

c. Control positivo (C+): ciprofloxacino para bacterias y fluconazol para hongos.
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Figura 2. Medias + desviacion estandar (DE) de los diametros de halos de inhibicion (mm) de diferentes microorganismos frente a extracto

metanolico a concentraciones de 100%, 75%, 50% y 25 %
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Tabla 7. Valores del Porcentaje de Inhibicion Relativa (PIR) del extracto etandlico a concentraciones de 100%, 75%, 50% y 25 %.

%DE INHIBICION EXTRACTO ETANOLICO
E. coli P. aeruginosa S. aureus. S. typhimurium C. albicans
100 54.25° 50.75° 57.86b 47.50¢ 63.33°
75 50.00° 54.25° 61.90b 50.75° 60.00°
50 46.75¢ 45.00¢ 57.14b 54.25° 52.33°
25 44.25¢ 40.75¢ 52.38b 46.75¢ 45.67°
Nota: a. alta cuando su porcentaje de inhibicion relativo es >70 %, b. intermedia entre el 50 - 70 %, c. baja cuando es <50 %.
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Figura 3. Porcentaje de Inhibicion Relativa (PIR) del extracto etanolico a concentraciones de 100%, 75%, 50% y 25 %.
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Tabla 8. Valores del Porcentaje de Inhibicion Relativa (PIR) del extracto hidroalcoholico a concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100 %.

%DE INHIBICION EXTRACTO HIDROALCOHOLICO
E. coli P. aeruginosa S. aureus. S. typhimurium C. albicans
100 50.75° 48.25¢ 56.43° 45.00¢ 64.33°
75 47.50¢ 53.25° 60.24° 49.25¢ 60.00 °
50 41.75¢ 44.25¢ 54.05° 52.50° 59.00°
25 38.25¢ 40.00¢ 47.62¢ 37.50¢ 51.00°

Nota: a. alta cuando su porcentaje de inhibicion relativo es >70 %, b. intermedia entre el 50 - 70 %, c. baja cuando es <50 %.
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Concentraciones del extracto hidroalcoholico

Porcentaje de Inhibicion Relativa
(PIR)

Figura 4. Porcentaje de Inhibicion Relativa (PIR) del extracto hidroalcohdlico a concentraciones de 100%, 75%, 50% y 25 %.
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Tabla 9. Valores del Porcentaje de Inhibicion Relativa (PIR) del extracto metanolico a concentraciones de 100%, 75%, 50% y 25 %.

%DE INHIBICION EXTRACTO METANOLICO
E. coli P. aeruginosa S. aureus S. typhimurium C. albicans
100 49.25° 45.75¢ 54.76° 50.00° 70.00°
75 48.25° 53.25° 58.81° 51.75° 69.00°
50 42.50¢ 44.25¢ 49.29¢ 51.75° 57.67°
25 40.75¢ 41.75¢ 45.95¢ 42.50¢ 55.67°
Nota: a. alta cuando su porcentaje de inhibicion relativo es >70 %, b. intermedia entre el 50 - 70 %, c. baja cuando es <50 %.
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Figura 5. Porcentaje de Inhibicion Relativa (PIR) del extracto metandlico a concentraciones de 100%, 75%, 50% y 25 %.
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IV. DISCUSION

En este estudio se evaluo la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos etanolico,
metanolico e hidroalcohoélico de las hojas de Fragaria x ananassa Duchesne ex Rozier (fresa),
con el objetivo de aportar datos relevantes que sirvan de base para futuras investigaciones sobre

su potencial antimicrobiano.

El analisis fitoquimico de los extractos permitio identificar diversos metabolitos secundarios
presentes en las hojas de Fragaria x ananassa. En el extracto etandlico se evidenci6 la presencia
de taninos, aminoacidos, flavonoides, esteroides y/o triterpenoides, asi como leucoantocianidinas
y/o catequinas; sin embargo, no se detect6 la presencia de saponinas (Tabla 1). Estos resultados
concuerdan parcialmente con lo reportado por Llontop (27) quien identificéd flavonoides, taninos
y otros compuestos fenolicos en extractos etandlicos de hojas de Fragaria x ananassa, ademas
de saponinas, asociando dichos metabolitos con una actividad antimicrobiana significativa frente
a Staphylococcus aureus y candida albicans. En contraste, Acosta (28) reportaron resultados
negativos para saponinas en el extracto etanolico de hojas de Fragaria x ananassa, lo cual

coincide con los hallazgos obtenidos en la presente investigacion.

En relacion con el extracto hidroalcohdlico, no se evidenci6é la presencia de alcaloides ni
saponinas; sin embargo, se identificaron compuestos fendlicos (Tabla 2). Estos resultados
coinciden parcialmente con lo reportado por Moya (34) quienes en extractos hidroalcohdlicos de
Fragaria spp., identificaron compuestos fendlicos, taninos, flavonoides, aminoacidos,
triterpenoides y esteroides; sin embargo, a diferencia de la presente investigacion, dichos autores
reportaron resultado positivo para saponinas, mientras que los alcaloides fueron negativos.

Por ultimo, en el extracto metanolico no se evidencio la presencia de saponinas; sin embargo, se
confirmo la presencia de compuestos fenolicos (Tabla 3). En conjunto, los resultados obtenidos
evidencian que en todos los extractos evaluados predomino la presencia de compuestos fendlicos,
como flavonoides y taninos. En este sentido, Grande-Tovar (54) sefialaron que numerosos
extractos naturales con actividad biologica contienen metabolitos secundarios tales como fenoles,
flavonoides y taninos, los cuales estan implicados en mecanismos de defensa y respuestas
fisiologicas de la planta, ademas de estar asociados con actividades antioxidantes 'y,
potencialmente, con efectos antimicrobianos. Estos antecedentes respaldan la hipotesis de que los
metabolitos fendlicos identificados en los extractos de Fragaria x ananassa podrian ser uno de

los principales grupos responsables de la actividad bioldgica observada en el presente estudio.

La actividad antimicrobiana in vitro de los extractos etanolico, metanolico e hidroalcohdlico de
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las hojas de Fragaria x ananassa Duchesne ex Rozier fue evaluada en concentraciones de 25 %,
50 %, 75 %y 100 % mediante el método de difusion en agar, utilizando cinco cepas: Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimurium y Candida
albicans. El efecto antimicrobiano de cada extracto se determin6 en funcioén del didmetro de los
halos de inhibicién del crecimiento microbiano, expresados como media + desviacion estandar,
lo que permitidé comparar la respuesta de las distintas cepas frente a las variaciones en el tipo de

solvente y la concentracion del extracto.

En el caso del extracto etandlico, se observo actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli,
con halos de inhibicion que aumentaron conforme se incrementd la concentracion del extracto,
evidenciando una relacion directamente proporcional entre ambas variables (Tabla 4, Figura 1).
Los halos de inhibicion frente a E. coli fueron de 17,7 mm, 18,7 mm, 20 mm y 21,7 mm, para
concentraciones de 25 %, 50 %, 75 % y 100 %, respectivamente. Estos resultados son coherentes
con los reportados por Acosta (28), quienes informaron halos de 13,64 mm, 17,02 mm y 17,82
mm para las concentraciones del 50 %, 75 %y 100 %, respectivamente. De manera similar, Rivera
(26) observaron halos de inhibicion de 12,26 mm =+ 0,06, 14,15 mm + 0,06 y 16,68 mm + 0,06
para las mismas concentraciones. Al evaluar otras cepas con el extracto etanélico, se identificaron
los siguientes diametros de halos: P. aeruginosa present6 halos de 16,3 mm, 18 mm, 21,7 mm y
20,3 mm; S. aureus mostr6 halos de 22 mm, 24 mm, 26 mm y 24,3 mm; mientras que S.
Typhimurium tuvo halos de 18,7 mm, 21,7 mm, 20,3 mm y 19 mm, respectivamente. Esto sugiere
que la mayor actividad se alcanza al 75 % de concentracion en P. aeruginosay S. aureus, mientras
que en S. Typhimurium la mayor inhibicion se presenta al 50 %. La variabilidad en la eficacia
antimicrobiana podria explicarse por un posible efecto sinérgico entre los metabolitos secundarios
durante la maceracion, lo cual aumentaria la actividad bactericida o bacteriostatica. Para
confirmar estas hipdtesis, seria necesario realizar estudios complementarios como la
determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion minima bactericida
(CMB), a fin de establecer una medida mas precisa de la potencia antimicrobiana.

En el analisis comparativo, el mayor efecto inhibitorio se evidencié contra S. aureus a una
concentracion etandlica del 75 %. Este hallazgo podria estar relacionado con las diferencias
estructurales entre bacterias Gram positivas y Gram negativas. Las bacterias Gram negativas,
como E. coli y P. aeruginosa, poseen una membrana externa compuesta por lipopolisacaridos
(LPS), que actiia como una barrera impermeable a numerosos agentes antimicrobianos, incluidos
compuestos de origen vegetal y antibidticos convencionales. Por el contrario, las bacterias Gram
positivas, como S. aureus, presentan una pared celular mas permeable y sin membrana externa,

lo que facilita la penetracion de compuestos polares contenidos en el extracto (55,56).

Por otro lado; el extracto etanodlico también mostro actividad antifingica frente a Candida
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albicans, con halos de inhibicion de 13,7 mm, 15,7 mm, 18 mm y 19 mm para las concentraciones
del 25 %, 50 %, 75 % y 100 %, respectivamente, mientras que el control positivo (fluconazol)
present6 un halo de 30 mm (Tabla 4, Figura 1). Comparado con el estudio de Rodriguez (29),
quien evaluo el fruto de fresa frente a Microsporum gypseum usando etanol al 96 %, los halos de
inhibicién fueron mayores: 11,2 mm, 18,2 mm, 22,5 mm y 28,1 mm. La diferencia podria deberse
al uso del fruto en lugar de la hoja, asi como a la variabilidad en la concentraciéon de compuestos

bioactivos.

Asimismo, Llontop y su equipo de trabajo (27) analizaron las hojas de fresa frente a C. albicans
ATCC 10231 y reportaron halos superiores: 30,68 mm, 32,73 mm y 36,11 mm para las
concentraciones del 50 %, 75 % y 100 %, respectivamente, siendo su control positivo (nistatina)
de 34,15 mm. Estas diferencias podrian atribuirse a variables experimentales como la preparacion
del extracto o la parte de la planta utilizada, asi como a la concentracion de metabolitos

secundarios presentes en cada muestra.

En cuanto al extracto hidroalcoholico, el mayor halo de inhibicion fue de 25,3 mm frente a S.
aureus al 75 %, mientras que el menor se registro frente a S. Typhimurium al 25% con 15 mm, y
frente a C. albicans fue de 19.3 mm al 100 % (Tabla 5, Figura 2). Estos resultados sugieren
diferencias significativas en la eficacia antimicrobiana, posiblemente relacionadas con la
variabilidad en la concentracién y composicion de metabolitos secundarios presentes en el
extracto. Estos hallazgos coinciden con los reportados por Moya (34), quienes evaluaron la
actividad fotoprotectora del extracto hidroalcoholico del fruto de la misma planta y confirmaron
la presencia de taninos, antocianinas, flavonoides y compuestos fendlicos con reconocida
actividad antioxidante. Debido a sus caracteristicas polares, estos metabolitos son facilmente
solubilizados en soluciones hidroalcoholicas, lo que facilita su extraccion y, por tanto, podria
explicar la actividad antimicrobiana observada. Esta relacion sugiere que los compuestos
fenolicos presentes en el extracto hidroalcohdlico desempefian un papel clave en la inhibicion del

crecimiento de microorganismos, especialmente en bacterias Gram positivas como S. aureus.

Por otra parte, al analizar los resultados obtenidos en el estudio de los halos de inhibicion
generados por el extracto metandlico de hojas de fresa a concentraciones del 25 %, 50 %, 75 %y
100 %, frente a Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella
Typhimurium y Candida albicans, se observo que la concentracion del 75 % produjo el mayor
halo de inhibicién, alcanzando 24,7 mm frente a S. aureus (Tabla 6, Figura 3). En contraste, el
menor halo de inhibicion se registro frente a Escherichia coli al 100% con 19,7 mm, mientras que
frente a Candida albicans fue de 21 mm a la misma concentracion. Estos resultados evidencian
que la actividad antimicrobiana del extracto metanolico varia segin el microorganismo y la

concentracion, mostrando una tendencia de mayor inhibicion a concentraciones intermedias en
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bacterias Gram positivas y un efecto mas lineal frente a hongos.

Al comparar los efectos de los tres solventes empleados (etandlico, hidroalcohdlico y metandlico)
frente a Candida albicans al 100 %, los halos de inhibicion obtenidos fueron de 19 mm, 19,3 mm
y 21 mm, respectivamente. Estos resultados indican que el extracto metandlico presentd un mayor
efecto antifingico en comparaciéon con los otros dos solventes evaluados, lo cual sugiere una
mayor eficacia en la extraccion de compuestos bioactivos con actividad antifiingica. Estos
hallazgos son consistentes con los reportados por Suurbaar (57), quienes evaluaron extractos de
Ricinus communis frente a diversos patdgenos, incluido Candida albicans. En su estudio, el
extracto metandlico demostro la mayor actividad inhibitoria, seguido por el etanolico. Ademas,
se observd que los microorganismos mas sensibles al extracto metanolico fueron Pseudomonas
aeruginosa y Klebsiella pneumoniae. De manera interesante, en nuestra investigacion; a pesar de
utilizar una planta distinta, también se evidencio que P. aeruginosa fue susceptible al extracto
metanolico, lo que refuerza la hipotesis de que dicho solvente tiene la capacidad para extraer

compuestos con actividad antimicrobiana de origen vegetal.

Desde un enfoque fitoquimico, esta mayor eficacia puede atribuirse al caracter mas polar del
metanol en comparacion con el etanol, lo cual le permite disolver y arrastrar con mayor eficiencia
metabolitos secundarios presentes en las hojas, tales como flavonoides, fenoles, taninos y
saponinas. Estos compuestos han sido ampliamente asociados a actividades antimicrobianas (58).
Por lo tanto, es razonable interpretar que el metanol actué como un mejor agente de extraccion
en las hojas de fresa, debido a su capacidad para solubilizar una gama mas amplia de principios
activos con efectos inhibitorios sobre microorganismos. Sin embargo, investigaciones como la de
Cervifo (23) exploraron la actividad antimicrobiana in vitro de extractos de hojas de diversas
variedades de Fragaria x ananassa Duch., con el proposito de desarrollar bioinsumos
fitosanitarios. En dicho estudio, se evaluaron cepas bacterianas (Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus, Xanthomonas citri subsp. citri) y fungicas (Penicillium digitatum, Corynespora
cassiicola), encontrandose que el extracto metandlico fue mas eficaz contra bacterias que contra
hongos. Estos resultados contrastan con nuestros hallazgos, en los cuales el extracto metandlico
evidencid una actividad antifungica mas destacada frente a Candida albicans. Esta diferencia
podria explicarse por factores como la variabilidad en la composicion fitoquimica entre
variedades de F. X ananassa, las diferencias en las concentraciones extractivas, o la naturaleza
especifica de las especies microbianas evaluadas. No obstante, ambos estudios coinciden en
subrayar el potencial del metanol como un solvente eficaz para la obtencion de compuestos con
actividad antimicrobiana, ya sea frente a bacterias o hongos, consolidando su valor en procesos

de extraccion fitoquimica.

El andlisis del Porcentaje de Inhibicion Relativa (PIR %) permite clasificar la actividad

48



antimicrobiana de los extractos evaluados como alta cuando el PIR % es superior al 70 %,

intermedia cuando se encuentra entre el 50-70 % y baja cuando es inferior al 50 % (53).

Bajo este criterio, el extracto etandlico mostrd una actividad intermedia frente a todas las cepas
evaluadas. El efecto mas destacado se observd contra Staphylococcus aureus, con un PIR %
maximo de 61,90 % a la concentracion del 75 %. Pseudomonas aeruginosa presentd un valor
intermedio de 54,25 % a 75 %, mientras que Escherichia coli alcanzd 54,25 % a 100 %. En
Salmonella Typhimurium, el valor maximo intermedio fue 54,25 % a 50 %, y frente a Candida
albicans se registro un PIR % de 63,33 % a la concentracion del 100 % (Tabla 7).

De manera similar, el extracto hidroalcoholico present6 una actividad intermedia frente a todas
las cepas evaluadas. El efecto mas pronunciado se evidencio frente a Candida albicans, con un
PIR % méaximo de 64,33 % a la concentracion del 100 %, seguido de Staphylococcus aureus, que
alcanzo 60,24 % a 75 %. Entre las bacterias, Pseudomonas aeruginosa mostré un valor maximo
intermedio de 53,25% a 75 %, Escherichia coli presentd 50,75% a 100% y Salmonella
Typhimurium registr6 52,50 % a 50 % (Tabla 8). Este comportamiento concuerda con lo descrito
en la literatura, donde la menor susceptibilidad de las bacterias Gram negativas se atribuye, en
parte, a la presencia de una membrana externa rica en lipopolisacéridos, que actia como barrera
frente a diversos agentes antimicrobianos (54,56).

Por otra parte, el extracto metandlico evidencid una actividad intermedia a alta frente a las cepas
evaluadas. El efecto mas destacado se observo frente a Candida albicans, con un PIR % maximo
de 70 % a la concentracion del 100 %, seguido de 69 % a 75 %, lo que evidencia un efecto
antifungico superior al de los extractos etanodlico e hidroalcohdlico. Entre las bacterias,
Staphylococcus aureus mostrd un valor maximo intermedio de 58,81 % a 75 %, mientras que
Salmonella Typhimurium alcanz6 51,75 % a la misma concentracion. Pseudomonas aeruginosa
presentd un PIR % méximo de 53,25 % a 75 %y Escherichia coli registrd 49,25 % a 100 % (Tabla
9).

En conjunto, los resultados evidencian que los tres extractos presentan actividad antimicrobiana
variable segln el solvente, la concentracion y el microorganismo evaluado. El metandlico mostro
mayor efecto antifingico, mientras que el etanolico e hidroalcoholico fueron mas efectivos contra
S. aureus. Estas evidencias respaldan el uso de extractos naturales como alternativas terapéuticas

para infecciones microbianas.

En conclusion, los resultados demuestran que los tres tipos de extractos presentan actividad
antibacteriana y antifungica, aunque con diferencias atribuibles al tipo de solvente, al método de
extraccion y a la susceptibilidad de las cepas utilizadas. Este trabajo aporta una base cientifica
para futuras investigaciones sobre el potencial terapéutico de las hojas de Fragaria x ananassa

Duchesne ex Rozier.
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1.

V.  CONCLUSIONES

El andlisis fitoquimico de las hojas de Fragaria x ananassa Duchesne ex Rozier demostr6 la
presencia de compuestos fenolicos, taninos y flavonoides en los extractos etanolico,
hidroalcohdlico y metandlico. La identificacion de estos metabolitos sugiere que la planta

posee un potencial antimicrobiano atribuible principalmente a los compuestos fenoélicos.

La evaluacion in vitro mediante la técnica de difusion en pozo confirmé que todos los extractos
exhiben una actividad antimicrobiana significativa frente a cepas patégenas Gram positivas
(S. aureus), Gram negativas (E. coli, P. aeruginosa, S. Typhimurium) y fungicas (C. albicans).
Este hallazgo indica que los extractos podrian ser considerados como agentes potenciales en

la inhibicion del crecimiento microbiano.

Al comparar los extractos, el metandlico presentd la mayor eficacia antifingica contra C.
albicans, alcanzando un PIR del 70 % a la concentracion del 100 %. Este comportamiento
posiblemente se deba a la mayor capacidad del metanol para extraer metabolitos polares, como

taninos y flavonoides, que han sido vinculados en la literatura con la actividad antifungica.

Se evidencio que los extractos mostraron mayor actividad antibacteriana frente a bacterias
Gram positivas. En particular, el extracto etandlico presentd un halo maximo de inhibicion de
26 mm frente a Staphylococcus aureus al 75 %, seguido de 21,7 mm frente a Escherichia coli
y Pseudomonas aeruginosa. El extracto hidroalcohdlico alcanz6 25,3 mm frente a S. aureus
al 75 %, mientras que el extracto metanolico mostré un halo de 24,7 mm frente a la misma
bacteria a la misma concentracion. Estos resultados sugieren que las bacterias Gram positivas
presentan mayor susceptibilidad a los compuestos bioactivos extraidos con solventes polares,
lo que indica un posible valor en el desarrollo de alternativas terapéuticas basadas en productos

naturales
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VI. RECOMENDACIONES

1. Continuar con investigaciones orientadas a establecer la Concentraciéon Minima Inhibitoria
(CMI) y la Concentraciéon Minima Bactericida (CMB) de los extractos, a fin de obtener una

medida cuantitativa precisa de su potencia antimicrobiana.

2. Investigar el desarrollo de formulaciones farmacéuticas que integren los extractos obtenidos,
tales como cremas, ungiientos o soluciones topicas. Este enfoque permitiria optimizar la
eficacia, estabilidad y biodisponibilidad de los compuestos, favoreciendo su aplicacion en el

tratamiento de infecciones de interés clinico.

3. Realizar analisis comparativos de los extractos de hojas de Fragaria x ananassa Duchesne ex
Rozier procedentes de distintas variedades y zonas geograficas. Este procedimiento permitiria
evaluar la influencia de la variabilidad fitoquimica sobre la actividad antimicrobiana,
contribuyendo a la estandarizacion de futuros productos naturales con eficacia consistente y

reproducible.
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VIII. ANEXOS

8.1. Certificacion botanica.

f P UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS

: PP (Universidad del Pera, DECANA DE AMERICA)
7/ VICERRECTORADO DE MUSEO DE HISTORIA NATURAL

INVESTIGACION Y POSGRADO

“Ano de la unidad, la paz y el desarrollo”

CONSTANCIA N° 214-USM-MHN-2023

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

La muestra vegetal (fértil) recibida de Jeraldinne Lizeth Machara Chacaltana, egresada de la
Unversidad San Luis Gonzaga ha sido estudiada y clasificada como: Fragaria x ananassa Duchesne
ex Rozier y tiene la siguiente posicion taxonomica, segun el Sistema de Clasificacion APG IV (2016).

ORDEN : Rosales
FAMILIA : ROSACEAE
GENERO : Fragaria

ESPECIE : Fragaria * ananassa Duchesne ex Rozier

Nombre vulgar: “Fresa”
Procedencia: Huaral
Determinado por: MSc. Hamilton Beltran Santiago.

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

conveniente.
Lima, 05 de septiembre de 2023
JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM)
Av. Arenales 1256, Jesus Maria Telfs. (511)471-0117, 470-4471 e-mail: herbariousm@unmsm.edu.pe
Apdo. 14-034, Lima 14, Pert 265-6819, 619-7000 anexo 5703 https://museo hn.unmsm.edu.pe
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8.2. Recoleccion y tratamiento de la muestra botanico.

Figura 6. Campo de cultivo de Fragaria x ananassa en el distrito de Chancay,

provincia de Huaral, Lima.

e

Figura 7. Proceso de recoleccion manual de la muestra.
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Figura 8. Secado natural de las hojas de Fragaria x ananassa Duchesne ex Rozier

“Fresa”.

Figura 9. Secado de las hojas de Fragaria x ananassa Duchesne ex Rozier “Fresa”

en la estufa.
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Figura 10. Molienda de las hojas de Fragaria x ananassa Duchesne ex Rozier “fresa”.
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8.3. Proceso de obtencion del extracto de hojas de Fragaria x ananassa Duchesne ex Rozier

“fresa”

Figura 12. Pesado de la muestra Figura 13. Medicion del volumen del

triturada para el proceso de extraccion. solvente extractor.

Figura 14. Proceso de maceracion del Figura 15. Filtracion del extracto
material vegetal en contacto con el obtenido del macerado.
solvente.
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Figura 16. Colocacién del extracto Figura 17. Secado del extracto etanolico
etandlico e hidroalcohodlico filtrado en ¢ hidroalcoholico a temperatura ambiente

bandeja para su concentracion. para la evaporacion del solvente.

Figura 18. Transferencia del extracto Figura 19. Ajuste de la temperatura a 40
metanolico  filtrado a  balon  de °C y presion al vacio aproximada de 360
evaporacion para su concentracion. mbar.
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Figura 20. Inicio del proceso de
evaporacion del solvente metandlico bajo

presion reducida.

IO,

CAPACITY: |
© se00gxigliT70zX0.102

Figura 22. Pesado del extracto

concentrado.
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Figura 21. Concentracion progresiva del
extracto metanolico mediante evaporacion

controlada del solvente.

Figura 23. Almacenamiento de Ilos

extractos concentrados en recipientes

protegidos de la luz.



8.4. Screening fitoquimico de las hojas de Fragaria x ananassa Duchesne ex Rozier “Fresa”

e : i

a Fraccion D.

Figura 26. Obtencion de la Fraccion C. Figura 27. Obtencion de |
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Figura 28. Reaccion de identificacion Figura 29. Reaccion de identificacion

para taninos. para grupos feno6licos libres.

Figura 30. Reaccion de identificacion Figura 31. Reaccién de identificacion

para aminoacidos. para flavonoides.
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Figura 32. Reaccion de identificacion Figura 33. Reaccion de identificacion

para triterpenos y/o esteroides. para alcaloides.

Figura 34. Reaccion de identificacion Figura 35. Reaccion de identificacion

para leucoantocianinas /catequinas. para saponinas.
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8.5. Actividad antimicrobiana de los extractos de hojas de Fragaria x ananassa Duchesne

ex Rozier “fresa”

Figura 36. Materiales utilizados para determinar la actividad antimicrobiana.

Figura 37. Placas con medios selectivos para el crecimiento de los microorganismos

utilizados en el ensayo antimicrobiano.
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Figura 38. Pesado de los medios Agar
Miieller-Hinton y Agar Dextrosa
Sabouraud para la preparacion de

cultivos bacterianos y fungicos.

_—m _I

==x{8

S

Figura 40. Calentamiento y agitacion

de los medios hasta su completa

homogenizacion.
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Figura 39. Disolucion de los medios
de cultivo en agua destilada segun

las indicaciones del fabricante

Figura 41. Esterilizacion de los

medios de cultivo en autoclave a 121

°Cy 15 1b de presion.



Figura 42. Pesado del extracto seco Figura 43. Resuspension del extracto

para la preparacion de las diferentes en los solventes correspondientes para

concentraciones la obtencion de concentraciones al 100

%, 75 %, 50 % y 25 %.

-

Figura 44. Esterilizacion de asa de Figura 45. Toma de la colonia

siembra en llama de mechero Bunsen microbiana con el asa esterilizada
dentro de la campana de bioseguridad. desde el medio selectivo.
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Biolab
INCUBATOR
DNP-9030A

Fc . .

igura 46. Transferencia de la cepa al Figura 47. Incubacioén de los cultivos
t . . . M b

ubo con caldo de enriquecimiento microbianos en estufa a temperatura
estéril. controlada de 35-37 °C.

Figura 48. Observacion macroscopica Figura 49. Ajuste de la concentracion
del crecimiento microbiano evidenciado del cultivo microbiano al estandar 0,5
por la turbidez del medio posterior al de McFarland para la obtencion d;l
periodo de incubacion. inéculo estandarizado.
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Figura 50. Agar Sabouraud/ Miiller Figura 51. Apertura del frasco con la

Hinton mantenido a 40 °C antes de la cepa microbiana dentro de la campana

. . . flujo laminar para garantizar
incorporacion del inoculo. de  flujo p &

condiciones estériles.

Figura 52. Extraccion de 1 mL de Figura 53. Mezcla homogénea del
inéculo  estandarizado  utilizando in6culo con el agar mantenido a 40 °C
micropipeta estéril. antes de su vertido en placas de Petri.
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Figura 54. Senalizacion de la ubicacion Figura 55. Formacion de los pocillos
de los pocillos sobre la placa de Petri de 6 mm de didmetro en el agar
mediante  marcacion con  plumoén previamente solidificado.

indeleble en la superficie inferior.

Figura 56. Retiro del agar de los Figura 57. Pocillos sellados en el agar
pocillos, dejando espacios vacios para la para delimitar el area de aplicacion del
adicion de los extractos. extracto.
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|

Figura 58. Inoculacion de los extractos Figura 59. Inoculacion de los controles
en los pocillos de agar con las muestras positivo y negativo en los pocillos
a evaluar. correspondientes.

AOTAEUIUI
A0£08 M

Figura 60. Disposicion de multiples Figura 61. Placas con in6culo durante
placas mostrando el procedimiento de el tiempo de incubacion

adicion de extractos y controles.
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Figura 62. Lectura de la actividad

antimicrobiana.

Figura 63. Tres repeticiones de los
halos de inhibicion producidos por el
extracto etanolico frente a las cepas

estudiadas.

Figura 64. Tres repeticiones de los
halos de inhibicion producidos por el
extracto hidroalcohdlico frente a las

cepas estudiadas.

76

Figura 65. Tres repeticiones de los

halos de inhibicion producidos por el
extracto metandlico frente a las cepas

estudiadas.



Figura 66. Halos de inhibicion del extracto etandlico frente a Escherichia coli ATCC

13216.

Figura 67. Halos de inhibicion del extracto etandlico frente a Pseudomonas

aeruginosa ATCC 9027.
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Figura 68. Halos de inhibicion del extracto etanodlico frente a Staphylococcus aureus
ATCC 29213.

Figura 69. Halos de inhibicion del extracto etandlico frente a Salmonella

Typhimurium ATCC 14028.
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Figura 70. Halos de inhibicion del extracto etandlico frente a Candida albicans

ATCC 10231.

Figura 71. Halos de inhibicion del extracto hidroalcohdlico frente a Escherichia coli

ATCC 13216.
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Figura 72. Halos de inhibicion del extracto hidroalcoholico frente a Pseudomonas

aeruginosa ATCC 9027.

Figura 73. Halos de inhibicion del extracto hidroalcoholico frente a Staphylococcus

aureus ATCC 29213.
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Figura 74. Halos de inhibicion del extracto hidroalcohodlico frente a Salmonella

Typhimurium ATCC 14028.

Figura 75. Halos de inhibicion del extracto hidroalcohodlico frente a Candida

albicans ATCC 10231.
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Figura 76. Halos de inhibicion del extracto metandlico frente a Escherichia coli

ATCC 13216.

Figura 77. Halos de inhibicién del extracto metanolico frente a Pseudomonas

aeruginosa ATCC 9027.
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Figura 78. Halos de inhibicion del extracto metanolico frente a Staphylococcus
aureus ATCC 29213

Figura 79. Halos de inhibicion del extracto metanolico frente a Salmonella

Typhimurium ATCC 14028.
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Figura 80. Halos de inhibicion del extracto metandlico frente a Candida albicans

ATCC 10231.
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