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RESUMEN 

S e evaluo la actividad antibacteriana de los extractos acuoso y etanolico de las 
vainas y semillas de Caesalpinia spinosa "tara" frente a Streptococcus pyogenes 
A T C C 19615. S e llevo a cabo en el laboratorio de Microbiologla de la Facultad 
de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de 
Huamanga en los meses de agosto, setiembre y octubre del 2015. E l uso 
empirico de la tara en el tratamiento de infecciones del tracto respiratorio 
superior; garganta (faringe), nos permite deducir que esta planta tiene efecto 
antibacteriano sobre la bacteria que lo causa en este caso Streptococcus 
pyogenes. La actividad antibacteriana fue determinada con el Metodo de 
Difusion de Pozos en Agar, se utilizo concentraciones de 500 mg/ml, 400 mg/ml, 
300 mg/ml, 200 mg/ml y 100 mg/ml de extracto acuoso y etanolico, agua 
destilada como control y eritromicina a 0,0015 mg/m como estandar. La 
concentracion minina inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida 
(CMB) se determino por el Metodo de Dilution en Caldo. E l tipo de investigation 
fue experimental, utilizando el analisis estadistico de ANVA factorial al 95 % de 
confianza y su prueba complementaria de Tukey. Mostro mayor sensibilidad el 
extracto acuoso de vainas a una concentracion de 500 mg/ml obteniendo as i 
15,7 mm de diametro de halo de inhibition, de esta manera se pudo llegar a la 
conclusion de que el extracto acuoso y etanolico de vainas presenta una modera 
actividad antibacteriana mas no asi el extracto etanolico de semillas; la 
concentracion minima inhibitoria y la concentracion minima bactericida fueron de 
1,95 mg/ml y 3,90 mg/ml respectivamente. 

Palabras clave: Actividad antibacteriana, Caesalpinia spinosa, Metodo de Pozos 
en Agar, Streptococcus pyogenes, A T C C . 
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I. INTRODUCCION 

En el Peru, existe una gran variedad botanica con posibles usos medicinales en 

base a conocimientos empfricos sobre su uso terapeutico. Estos conocimientos 

para ser validados deben ser probados experimentalmente y ello conlleva a un 

proceso cienti'fico1. 

Existe la necesidad imprescindible de atender los diferentes problemas de salud 

en nuestra poblacion peruana, principalmente en las zonas rurales y urbano 

marginales; demanda no atendida que se debe a varios factores, entre ellos la 

cobertura insuficiente que brinda el Ministerio de salud, el deficit economico de la 

poblacion mas pobre que le impide destinar recursos para la atencion de salud y 

por ultimo la poca importancia que se da a la medicina tradicional andina 2. 

La aparicion y propagation de la resistencia microbiana esta creciendo cada dia, 

por consiguiente se necesita el desarrollo de nuevos antimicrobianos de origen 

natural o sintetico3. 

Caesalpinia spinosa "Tara", se integra como parte de las plantas medicinales 

gastroenterologicas para curar ulceras, cicatrizante por sus efectos astringentes, 

antiinflamatorios, antisepticos, antidiarreicos, antimicoticos, antibacterianos, 

antiescorbuticas y odontalgicos. E s utilizada, muy frecuentemente en la medicina 

tradicional para aliviar principalmente malestares en la garganta, sinusitis, 

infecciones vaginales y micoticas 4. 

Teniendo en cuenta que en nuestra region son recurrentes las enfermedades de 

las vias respiratorias, ya que estas bacterias causantes de estas enfermedades 

se estan volviendo resistentes a los antibioticos comunes por el uso irrational de 

los mismos, en el presente trabajo de investigacion se plantearon los siguientes 

objetivos: 

Objetivo general. 

Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos quimicos de Caesalpinia 

spinosa "tara" frente Streptococcus pyogenes A T C C 19615. 
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Objetivos especificos 

• Determinar el porcentaje de inhibition del extracto etanolico y acuoso de las 

vainas y semillas de Caesalpinia spinosa "tara" frente al estandar de 

eritromicina. 

• Determinar la Concentracion Minima Bactericida y Concentracion Minima 

inhibitoria para Streptococcus pyogenes A T C C 19615, utilizando los 

extractos de las vainas y semillas de Caesalpinia spinosa "tara". 

2 



II. MARCO TEORICO 

2.1. Antecedentes 

Gutierrez 5, Evaluo el efecto antimicrobiano del extracto etanolico de la 

Caesalpinia spinosa "tara" ya que presento actividad antibacteriana viendo que 

todos los discos presentaron halo de inhibicion, y los tamanos de estos 

aumentaron en relacion directamente proporcional a las concentraciones 

utilizadas. Empleo tambien el Metodo de dilution en tubos, ensayando 

concentraciones de 60 %, 40 %, 20 % y 10 % del extracto etanolico de vainas de 

Caesalpinia spinosa. Todas las concentraciones presentaron efecto inhibitorio 

del crecimiento de Enterococcus faecalis. La concentracion minima inhibitoria 

hallada fue la del 40 %. Concluyo que el extracto etanolico de vainas de 

Caesalpinia spinosa "tara" posee actividad inhibitoria in vitro sobre el crecimiento 

de cepas de Enterococcus faecalis. 

Liu 6 y col, Hicieron estudios de actividad antibacteriana in vitro de los extractos 

de las vainas y semillas de Caesalpinia spinosa utilizando cepas Gram positivas 

(Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis) y Gram negativas (Escherichia coli, 

Klebselia sp. y Shigella flexneri) mediante la tecnica de difusion con discos. Los 

extractos fueron preparados usando como solvente alcohol-acetona (1:1). 

Observo actividad inhibitoria sobre cepas Gram positivas para el extracto de la 

vaina de tara mas no para el de la semilla. 

De La Cruz 7 , Determino el efecto del extracto hidroalcoholico de Caesalpinia 

spinosa "tara" sobre la viabilidad de Streptococcus B hemolitico. E n este trabajo 

mostro como resultado que la actividad antibacteriana del extracto de 

Caesalpinia spinosa frente a Streptococcus B hemolitico aumenta a medida que 

se eleva (25 % a 100 % ) la concentracion del extracto. 

Ananca 8 , Determino el efecto antibacteriano del extracto acuoso de vainas de 

Caesalpinia spinosa, en concentraciones que corresponden a 17,5 ; 16,25 ; 15 ; 

13,75 ; 12,5 ; 11,25 ; 10 ; 8,75 ; 7,5 ; 6,25 ug/ml, en cepas de Staphylococcus 
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aureus y Streptococcus pyogenes, uso inoculos estandarizados con el 

Nefelometro de Mc Farland N° 0,5. Observo que se inhibio el crecimiento de 

Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes cuya concentracion minima 

inhibitoria (CMI) fue de 13,7 ug/ml y la concentracion minima letal (CMB) fue de 

16,25 ug/ml. Concluyendo que el extracto acuoso de Caesalpinia spinosa "tara" 

tiene actividad antibacteriana in vitro contra Streptococcus pyogenes y 

Staphylococcus aureus. 

Llantoy9, Evaluo la actividad antibacteriana de los extractos etanolico y acuoso 

de las hojas y flores de Schkuria pinnata "piquipichana" frente a cepas de 

Staphylococcus aureus A T C C 25923 y Streptococcus pyogenes A T C C 19615. 

E n esta tesis se observo mayor actividad antibacteriana en el extracto etanolico 

de flores con un diametro de 24,3 mm para Staphylococcus aureus A T C C 25923 

y para Streptococcus pyogenes A T C C 19615 un diametro de 17,1 mm de halo 

de inhibition. 

2.2. Caesalpinia spinosa "tara" 

Descripcion botanica de Caesalpinia spinosa "tara" depositada en el Museo de 

Historia Natural de la UNMSM 2 3 

• Arbusto: De dos a tres metros de altura de fuste corto, cillndrico, a veces 

tortuoso, coloration gris, glabro aspero provisto de aguijones, triangulares 

aplanados, ramas delgadas pobladas iniciandose casi desde la base, dando 

la impresion de varios tallos, la parte apical es irregular, con ramitas 

terminates, con section circular, de cuatro a seis cm de diametro, 

aparasolada poco densas, glabras y con aguijones dispersos. 

• Hojas: Compuestas bipennadas, alternas, dispuestas en espiral, peciolo hasta 

de dos a tres cm, raquis de tres a siete cm de longitud, dos a tres pares de 

pinnas opuestas, foliolos de siete a ocho pares opuestos oblongos, el apice 

marginado, diminutamente mucronado, base asimetrica, glabra, nervaduras 

secundarias de siete a ocho pares. 

• Flores: Hermafroditas, zigomorfas, caliz tubular, puber con segmentos 

obtusos, de tres mm de longitud, el superior con fibras pectinadas, corola con 

cinco petalos libres, amarillos, orbiculares, espatulados o raramente oblongos, 

estambres, filamentos filosos o glandulares, blancos, anteras rojizas, con 

dehiscencia longitudinal, pistilo curvado verdoso. 

• Frutos: Legumbres rojizas, oblongas, ligeramente comprimidas de seis a once 

cm de longitud, indehiscentes de color rosado, con el mesocarpio arenoso, 
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esponjoso, de cinco a doce semillas de aproximadamente 1 x 0,5 x 0,3 cm, 

reniformes, de color marron pardo con la superficie lustrosa dura, y con uno 

de los dos lados mas grande. 

Distribucion y habitat 

El Peru es el pals que tiene mayor area de bosques de tara, con el 80 % de la 

production mundial, seguido muy de lejos por Bolivia, Colombia, Chile, Ecuador 

y Venezuela. Tambien es cultivada en el norte y este de Africa, Estados Unidos, 

Brasil y Argentina. 

E n el Peru, se encuentra en los valles interandinos secos entre 1000 y 3100 

msnm, los departamentos de mayor production son Cajamarca (41 % ) , 

Ayacucho (16 % ) , La Libertad (13 % ) , Huanuco (13 % ) , tambien se reporta su 

presencia en Huancavelica, Apurimac y Ancash, habiendo nuevas iniciativas en 

lea y Lambayeque. E n Lima (provincia de Canete) ya se esta cultivando tara 

organica en un arenal en el kilometre 150 de la Panamericana Sur 1 0 . 

Aprovechamiento 

E l aprovechamiento de esta planta Caesalpinia spinosa "tara" e s increible se 

puede aplicar en diferentes a reas 2 4 . 

Medicinal: Actua al aliviar malestares de la garganta como la faringitis, al hacer 

gargaras con la infusion de las vainas maduras y como cicatrizante cuando se 

lavan las heridas con dicha infusion. Ademas, la tara es utilizada contra la gripe 

y la fiebre. 

Tintes: Las vainas de la tara contienen una sustancia llamada tanino, la cual es 

utilizada para tenir de color negro y las raices sirven para tenir de color azul 

oscuro. 

Curtiente: Debido a su alto contenido de tanino, se le emplea en el curtido de 

cueros. 

Cosmetico: E l cocimiento de las hojas se utiliza para evitar la caida del cabello. 

Agroforesteria: L a tara es usada como cerco vivo y para el manejo de rebrotes. 

Plaguicida: E l agua de la coccion de las vainas secas es efectiva contra piojos e 

insectos. 

2.3. Principios activos 

Los principios activos son las sustancias a la cual se debe el efecto 

farmacologico de un medicamento 1 1. 

Para lograr una concentracion adecuada de los principios activos contenidos en 

las plantas y que su accion sea mas efectiva es necesario realizar diversos 
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procedimientos mediantes los cuales sean extraidos, con solventes adecuados 

que se seleccionan de acuerdo a la solubilidad y la estabilidad que posean las 

sustancias beneficiosas. Los metodos de extraccion permiten obtener los 

productos en formas farmaceuticas adecuadas para su administration oral o 

externa de acuerdo al lugar de action que se recomiende. Estas preparaciones 

son conocidas como: decocciones, infusiones, extractos fluidos, densos o secos 

(segun su contenido de liquidos) y las tinturas. Previo a los tratamientos de 

extraccion la planta debe limpiarse con cuidado para evitar contaminaciones con 

otras plantas o particulas mecanicas ajenas al objetivo que es la extraccion de 

las sustancias utilizando un solvente adecuado al cual llamaremos menstruo 1 1. 

2.3.1. Principal metodos de extraccion 

Maceracion 

E l material vegetal tiene que estar en forma de trozos o polvo, y se deja reposar 

por tres o mas dias en una solution de agua o de alcohol en oscuridad, con 

agitation constante hasta completar la extraccion del material vegetal 

aproximadamente por 7 dias. 

Al final de este penodo se realiza la filtracion que consiste en la separacion de la 

parte liquida y solida a traves de un papel filtro. La maceracion se realiza a 

temperatura ambiente, las soluciones o los liquidos macerantes que con mas 

frecuencia se utilizan son el agua y el alcohol o una combination de ambos, 

aunque tambien pueden emplearse vinos tintos o blancos. La maceracion en 

agua no debe alargarse por mucho tiempo pues puede presentar contamination 

por hongos, lo cual no sucede en las soluciones de alcohol o hidroalcoholicas. E l 

tiempo total de maceracion depende del tipo de planta, parte de la misma o del 

principio activo a extraer 1 1. 

2.4. Actividad antibacteriana de compuestos de origen vegetal 

Desde tiempos prehistoricos el hombre ha utilizado plantas con fines medicinales 

(curativos y preventivos), alimenticios y cosmeticos. Actualmente, especies de 

plantas promisorias de uso etnofarmacologico son fuentes de information para el 

descubrimiento de posibles sustancias con importante actividad biologica 1 2. 

2.5. Metodologias para evaluar la actividad antibacteriana 

Diferentes metodos de laboratorio pueden ser usados para determinar In vitro la 

susceptibilidad de bacterias ante agentes microbianos, los metodos para evaluar 

la actividad antibacteriana estan clasificados, en dos grupos principales: Metodos 

de difusion y metodos de dilution 1 2. 
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2.5.1. Metodos de difusion 

La tecnica esta basada en el metodo originalmente descrito por Bauer et al., 

(metodo de Kirby-Bauer). Este metodo de difusion en disco o en pozo fue 

estandarizado y es actualmente recomendado por el Subcomite de Ensayos de 

Susceptibilidad de N C C L S , de Estados Unidos. E l fundamento de este ensayo 

es establecer, en forma cuantitativa, el efecto de un conjunto de sustancias, 

ensayados individualmente, sobre las cepas bacterianas que se aislan de 

procesos infecciosos. E l metodo se basa en la relacion entre la concentracion de 

una sustancia necesaria para inhibir el crecimiento de una cepa bacteriana y el 

halo de inhibicion de crecimiento en la superficie de una placa de agar con un 

medio de cultivo adecuado y sembrando homogeneamente la bacteria a ensayar 

y sobre la cual se ha depositado un disco de papel filtro de 6 mm de diametro, o 

se ha sembrado en pozo de 6 mm de diametro incorporando una cantidad 

conocida de la sustancia a evaluar. En el caso de evaluar varias sustancias los 

discos de papel filtro o los pozos deben ponerse en forma equidistante. Luego 

se precede a su incubacion a una temperatura adecuada segun el 

microorganismo por 24 horas luego se mide el halo de inhibicion y se comparan 

los efectos de las distintas sustancias sobre el microorganismo estudiado, con el 

antibiotico control. La lectura de los resultados representa la actividad In vitro de 

la sustancia 1 3 . 

2.5.2. Metodos de dilucion 

El metodo de dilucion en agar o en caldo como test de susceptibilidad 

microbiana es utilizado para determinar la concentracion minima bactericida 

(MBC) y la concentracion minima inhibitoria (MIC), la cual es defmida como la 

concentracion mas baja de una sustancia que puede inhibir el crecimiento visible 

de un microorganismo despues de incubarlo por 24 horas, y la (MBC) como la 

concentracion mas baja que puede prevenir el crecimiento de un organismo 

despues de subcultivar en un medio libre del compuesto evaluado estas 

variables son una herramienta para investigar nuevos antimicrobianos. En la 

tecnica de dilucion en caldo, son utilizados tubos o microplacas (microdilucion) 

que contienen concentraciones decrecientes del extracto vegetal. El 

microorganismo en estudio es inoculado en los diferentes tubos o pozos de las 

microplacas y la MIC es determinada despues de la incubacion. Los metodos de 

microdilucion en caldo son una tecnica util para determinar MIC, en un gran 

numero de muestras. L a ventaja sobre los metodos de difusion radica en un 
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aumento de la sensibilidad para cantidades pequenas, lo cual es importante 

cuando se trabaja con productos naturales, ademas permite diferenciar entre un 

efecto bactericida o bacteriostatico 1 4 

2.6. Halo de Inhibicion 

Zona alrededor de un disco de antibiotico en un antibiograma en el que no se 

produce crecimiento bacteriano en una placa de agar inoculada con la bacteria. 

E s una medida de la potencia del antibiotico frente a la bacteria 1 4. 

2.7. Concentracion minima inhibitoria (CMI) 

En microbiologla, es la concentracion mas baja de un antimicrobiano que inhibe 

el crecimiento de un microorganismo despues de su incubation. L a 

concentration minima inhibitoria es importante en diagnosticos de laboratorio 

para confirmar la resistencia de microorganismos a un agente antimicrobiano y 

ademas para monitorizar la actividad de los nuevos agentes antimicrobianos 1 4. 

2.8. Concentracion minima bactericida (CMB) 

E s la minima cantidad de antibiotico capaz de destruir el 99,9 % de una muestra 

de microorganismo inoculada en condiciones estandarizadas 1 4 . 

2.9. Antibiotico 

Son sustancias qulmicas derivadas o producidas por microorganismos 

(bacterias, hongos, actinomicetos) que tienen la capacidad, a bajas 

concentraciones de inhibir el desarrollo o matar a las bacterias que causan una 

enfermedad. Sin embargo hoy en dla ademas de los antibioticos naturales 

tenemos a los antibioticos sinteticos y a los semisinteticos 1 5. 

Eritromicina 

La eritromicina es un antibiotico producido por un microorganismo que fue 

originariamente aislado de una muestra de suelo colectado en la isla de Panay, 

en las Filipinas, e identificado basandose en su morfologla, caracterlsticas de 

cultivo y fisiologia como una cepa de Streptomyces erythreus (actualmente 

Saccharopolyspora erythraeaf*. 

Caracteristicas 

La eritromicina es el primer representante de los antibioticos del grupo de los 

macrolidos. S u descubrimiento fue anunciado en 1952 por Mc Guire, los cuales 

mostraron sus propiedades flsicas, qulmicas, a s ! como su actividad 

antibacteriana. Cuando se extrae con reactivos adecuados del filtrado, el 

antibiotico se obtiene en forma cristalina como un compuesto basico de color 

bianco o amarillo suave, soluble en agua hasta 2 mg/ml, aunque es muy soluble 
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en alcohol y otros solventes organicos como acetona, cloroformo, acetonitrilo y 

acetato de etilo. L a en'tromicina es una polihidroxicetolactona cuya formula 

molecular es C3 7H67N0 1 3 y su peso molecular es 733. En su molecula hay un 

aminoazucar, desosamina y un azucar sin nitrogeno, que es la cladinosa, unidos 

ambos a un anillo lactonico macrociclico. E n solution saturada acuosa posee un 

pH de 9. La absorcion maxima de la eritromicina A al UV es a 278 nm 1 6 . 

Modo de accion 

La Eritromicina se ha usado para el tratamiento de infecciones del tracto 

respiratorio superior, la piel y tejidos blandos causados por microorganismos 

susceptibles (principalmente cocos Gram positivos), y especialmente en 

pacientes alergicos a las penicilinas 1 7. 

E n sus diversos trabajos Dipalma encontro que la eritromicina inhibe la 

formacion de la union del peptido entre el aminoacido en el RNAt y la cadena de 

peptidos que crecen, al igual que el cloranfenicol y lincomicina. Es tas tres 

drogas, aunque quimicamente diferentes, tienen una accion similar en la 

inhibition de la sintesis de proteinas. E l mecanismo de action de la eritromicina 

frente a las bacterias Gram negativas se ve disminuido debido a la incapacidad 

del antibiotico a penetrar a traves de la pared celular. A bajas concentraciones es 

bacteriostatico, y a altas concentraciones es bactericida. Mc Guire, Bunch y 

Anderson encontraron que el LD50 de la eritromicina, administrandose por via 

subcutanea, es de 1 800 mg/kg. No tiene efecto significativo en el sistema 

cardiovascular ni en la composition de la sangre; no cambia la funcion hepatica 

y durante una administration prolongada no hay efecto vascular; sin embargo, 

administrandose intramuscularmente, se observa una moderada accion irritante 

local 1 7. 

2.10. Antibioticos naturales 

Los antibioticos naturales son aquellos remedios procedentes del mundo vegetal 

que son capaces de inhibir el crecimiento del microorganismo o de eliminarlos 

por completo, son aquellos remedios naturales capaces de evitar o curar muchas 

enfermedades. Los antibioticos se pueden diferenciar de los antibioticos 

sinteticos, es decir por aquellos producidos por sintesis en el laboratorio en las 

siguientes caracteristicas 1 8. 

• No tienen efectos secundarios: En general, por ejemplo no producen 

reacciones alergicas o sensibilidad en el estomago. 
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• No afectan a los microorganismos beneficiosos para el organismo, por 

ejemplo, aquellos que son necesarios en la microbiota intestinal. 

• No resultan peligrosos por acumulacion. 

• Son mas baratos y faciles de conseguir. 

2.11. Streptococcus pyogenes 

Descripcion del patogeno 

Los estreptococos del grupo A crecen como celulas esfericas u ovoides de 0,6 -

1 urn de diametro y aparecen como parejas o cadenas de tamano corto o 

moderado en las muestras clinicas. Cuando crecen en los medios liquidos con 

suplemento de suero o sangre, forman con frecuencia cadenas largas y muchas 

cepas producen capsulas mucosas constituidas por acido hialuronico. Los 

microorganismos son positivos con la tincion de Gram, inmoviles, no forman 

esporas, no producen catalasa y son anaerobios facultativos 1 9. 

Esta especie es exigente desde el punto de vista nutricional y, generalmente, se 

cultiva en medios enriquecidos con sangre o suero. Streptococcus pyogenes da 

lugar a colonias blancas o grises de 1 a 2 mm de diametro, rodeadas de zonas 

de lisis completa de los eritrocitos presentes en el medio de cultivo (hemolisis 

tipo 6), aunque es posible en raras ocasiones aislar cepas que no expresan la 

hemolisina en la superficie. Algunas cepas, las que producen en grandes 

cantidades acido hialuronico capsular, crecen con la apariencia de una gota de 

agua en la placa, pero esto ocurre tambien de forma excepcional. Por lo general 

las cepas menos mucosas asumen un aspecto arrugado denominado mate, 

mientras que las colonias pequenas y opacas que carecen de capsula y proteina 

M detectable se denominan brillantes. Streptococcus pyogenes es incapaz de 

oxidar azucares y posee un metabolismo fermentativo de la glucosa y otros 

carbohidratos produciendo acido lactico, aunque nunca gas. Produce ademas 

leucina-aminopeptidasa (LAP) y pirrolidonil-arilamidasa ( P Y R ) . Es ta ultima 

caracteristica rara vez es compartida por otros miembros de su mismo genera. 

Ademas, es uniformemente sensible a la bacitracina y eritromicina 1 9. 

No obstante, el cuadro clinico mas frecuente causado por Streptococcus 

pyogenes es la faringitis. S e caracteriza por dolor faringeo seguido de fiebre, 

cefalea, nauseas y vomitos. E n la exploration fisica aparece un eritema faringeo, 

acompanado de un exudado blanquecino faringoamigdalar en forma de 

punteado, que tiende a confluir en grandes placas que rellenan las criptas, a 

veces con aspecto serosanguinolento y adenopatias cervicales de localization 
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anterior y de tamano moderado. E n general, las secuelas de la infeccion no 

tratada pueden ser de tipo supurativas o no supurativas 1 9 . 

2.12. Cepas ATCC 

E s un material biologico de referenda certificado. La coleccion certifica que se 

suministra una determinada cepa, que es un cultivo puro y que se han observado 

las convenientes pruebas morfologicas, bioquimicas y moleculares 

correspondientes. Tambien son microorganismos definidos, por lo menos a nivel 

de genero y especie, catalogado, caracterizado y de origen conocido 2 0. 

ATCC: Cepas de Coleccion de Tipo Americano. 

Utilidad de los cultivos de referenda ATCC 

• Evaluar la calidad de los medios de cultivo. 

• Asegurar la calidad de los resultados de ensayos de laboratorio (coloraciones 

y desempeno de reactivos) 

• Validar metodos microbiologicos.(Pruebas de Sensibilidad) 
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III. MATERIALES Y METODOS 

3.1. LUGAR DE EJECUCION 

E l presente trabajo se llevo a cabo en el laboratorio de Microbiologia de la 

Facultad de Ciencias Biologicas 

3.2. MATERIALES 

3.2.1. Muestra 

L a s vainas de Caesalpinia spinosa "tara" fueron recolectadas al azar durante el 

mes de setiembre entre las 8 a 10 am en la localidad de Muyurina, distrito de 

Jesus Nazareno, provincia de Huamanga, departamento de Ayacucho, ubicado a 

2670 msnm. Las muestras recolectadas fueron aquellas que alcanzaron un 

buen desarrollo biologico (maduras). 

3.2.2. Cepa bacteriana 

La cepa bacteriana utilizada para determinar la actividad antibacteriana de los 

extractos acuoso, etanolico de vainas y semillas fue la de Streptococcus 

pyogenes A T C C 19615 Grupo A, adquirida del laboratorio comercial certificado 

Microbiologies con el apoyo de la Cllnica el Nazareno de la ciudad de Ayacucho. 

3.3. DISENO METODOLOGICO 

3.3.1. PREPARACION DE LA MUESTRA 

Desecacion y estabilizacion 

Las vainas y semillas de la especie vegetal fueron sometidas a un tratamiento de 

limpieza y selection para eliminar todo elemento extrano, luego fueron 

desecados a la sombra, extendiendolas aproximadamente por un periodo de 6 

semanas y posteriormente se procedio a la estabilizacion en la estufa a 40°C por 

4 horas 9 

Molienda 

Una vez secas se seleccionaron y separaron las semillas de las vainas, para ser 

molidas por separado, las vainas con la ayuda de un mortero de porcelana y las 
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semillas con ayuda de un molino, luego fueron tamizadas empleando una malla 

de 3 mm de diametro aproximadamente, para obtener un polvo fino 9 

3.3.2. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS 

Extracto etanolico 

Se peso 1 Kg de vainas y semillas de Caesalpinia spinosa "tara" pulverizadas 

por separado, se le agrego 5 litros de alcohol etilico de 96°, esta combination 

fue macerada en frascos oscuros por un periodo de 7 dias con agitation diaria. 

Despues de haber trascurrido los 7 dias se filtro y se procedio a concentrar 

utilizando la estufa a 37°C hasta obtener un estado de miel, luego fue 

conservado en el refrigerador a una temperatura de 8°C hasta realizar las 

diferentes pruebas 9. 

Extracto acuoso 

S e peso 1 Kg de vainas de Caesalpinia spinosa "tara" pulverizadas, se le agrego 

5 litros de agua destilada esteril hirviendo, obteniendose asi un extracto por 

infusion de vainas , este preparado fue macerando en un frasco oscuro por 7 

dias con agitation diaria. Despues de trascurrido los 7 dias se filtro en un 

sistema al vacio y se procedio a concentrar en la estufa a 37°C hasta obtener un 

estado de miel, luego fue conservado en el refrigerador a una temperatura de 

8°C hasta realizar las diferentes pruebas 9. 

3.3.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA 

Para la determination de la actividad antibacteriana de los extractos etanolico y 

acuoso de las vainas y semillas de Caesalpinia spinosa "tara", frente a la 

bacteria en estudio, se utilizo el Metodo de Difusion de Pozos en Agar 2 1 . 

Preparacion de la muestra vegetal 

S e peso 5 g de extracto concentrado acuoso y etanolico de las vainas y semillas 

de Caesalpinia spinosa "tara" por separado en diferentes frascos, luego se 

agrego 10 ml de agua destilada esteril en cada frasco para disolverlos, 

obteniendose una concentracion de 500 mg/ml. Luego se procedio a realizar las 

diversas concentraciones decrecientes (400 mg/ml, 300 mg/ml, 200 mg/ml y 100 

mg/ml) a partir de la primera concentration 9. 

Activacion de la cepa 

Para este caso se utilizaron placas Petri, conteniendo agar Sangre para 

Streptococcus pyogenes A T C C 19615, el cual fue reactivado en este medio, la 

siembra fue por estrias luego se incubo a 37°C por 18 horas en condiciones de 

anaerobiosis, de esta manera se obtuvo un cultivo joven 2 2 . 
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Preparation del medio de cultivo 

S e preparo el agar Mueller Hinton a partir de la base deshidratada de acuerdo a 

las instrucciones del fabricante; se esterilizo y se dejo enfriar en bafio de agua 

hasta que alcanzo los 45°C, luego se le adiciono 5 % de sangre de carnero 

previamente desfibrada luego se procedio a plaquear en placas esteriles en una 

superficie horizontal y nivelada, de manera que el grosor del agar en la placa sea 

de 4 mm aproximadamente, el agar se dejo solidificar por un tiempo suficiente 

para que se enfrie y la humedad en exceso se evapore 9. 

Preparation del inoculo 

A partir de las cepas jovenes, se preparo el inoculo, para esto se transfirio una 

asada de la bacteria joven a un tubo conteniendo solution salina fisiologica al 0,9 

% hasta alcanzar la turbidez del estandar de 0,5 de la escala de Mc Farland 9 . 

Preparation de placas 

Una vez solidificado el agar y con la ayuda de un hisopo esteril empapado de 

inoculo se sembro en tres direcciones diferentes con el cual tendremos una 

distribution uniforme por toda la superficie del agar y una siembra en tapete, se 

dejo reposar por un periodo de 5 minutos, transcurrido este tiempo se procedio a 

realizar los pozos en el agar con ayuda de un sacabocado de 6 mm de diametro, 

realizando 5 orificios equidistantes en cada placa 9 . 

Inoculation del extracto 

Finalmente en cada pozo rotulado previamente se agrego 100 pi de las 

diferentes concentraciones del extracto acuoso y etanolico de las vainas y 

semillas de Caesalpinia spinosa "tara", una vez realizado este proceso se dejo 

difundir por un espacio de una hora temperatura ambiente 9. 

Incubation 

Las placas con Streptococcus pyogenes fueron incubadas en position invertida a 

37°C por 24 horas en camara de anaerobiosis 9. 

Lectura de placas 

Despues del tiempo de incubation, se procedio a examinar cada placa y se 

midio los diametros de los halos de inhibition completa alrededor de cada pozo, 

empleando para ello una regla milimetrada o un halometro9. 

Calculo del porcentaje de inhibition 

Una vez obtenidas las medidas de los diametros de los halos de inhibition se 

procedio a realizar los calculos, en este caso para determinar el porcentaje de 

inhibition, se utilizo la siguiente formula 9: 
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„. , . . . . . . . Diametro del halo de inhibicion del extracto 4 n n 

% de inhibicion = — J 1 L , J . . . . . .—— : — r r - x 100 
Diametro del halo de inhibicion del control positivo 

3.3.4. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA 

(CMI) 2 2 

Procedimiento 

• S e preparo 15 tubos de ensayo previamente esterilizadas y rotuladas del 1 al 

15. 

• A partir del tubo 1 hasta el tubo 15, se agrego 1 ml de caldo Mueller Hinton 

con 5 % de sangre de cordero. 

• Posteriormente se agrego 1 ml del extracto al tubo 1, a partir del cual se 

traspaso 1 ml al tubo 2 y asi sucesivamente hasta el tubo 14, del cual se tomo 

1 ml y se descarto. E l tubo 15 no recibio extracto, siendo este el control. 

• Luego se agrego 1 ml de inoculo de la cepa bacteriana a todos los tubos y se 

llevo a incubacion a 37°C por 18 horas. 

Se considera CMI como la concentracion correspondiente al tubo donde no hubo 

desarrollo bacteriano, demostrandose por la ausencia de turbidez. 

3.3.5. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA 

(CMB) 2 2 . 

Procedimiento 

Para determinar la Concentracion Minima Bactericida se considero a partir de la 

Concentracion Minima Inhibitoria, de la siguiente manera: 

• S e prepararon 15 placas con Agar Sangre rotuladas previamente del 1 al 15. 

• S e incorporo 0,5 ml de caldo de cada tubo (CMI) en cada placa 

correspondiente. 

• Con la ayuda de una espatula de Drigalsky de diseminaron los caldos en las 

placas. 

• Posteriormente se incubaran a 37°C por 24 horas en condiciones de 

anaerobiosis. 

• S e observo el crecimiento de las colonias. 

Se considera CMB verificando en cual de las placas ya no hubo crecimiento de 

la cepa bacteriana. 

3.4. TIPO DE INVESTIGACION 

Experimental 
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3.5. ANALISIS ESTADISTICO 
Con los datos obtenidos del total de halos de inhibicion (mm) con la cepa de 

Streptococcus pyogenes A T C C 19615 frente a los extractos etanolico y acuoso 

de vainas y semillas de Caesalpinia spinosa "tara", se procedio a determinar la 

existencia de posibles diferencias entre los tratamientos, utilizando el analisis 

estadlstico de ANVA factorial al 95 % de confianza y su prueba complementaria 

de Tukey. 
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IV. RESULTADOS 
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Figura 1. Promedio de los diametros del halo de inhibicion del extracto acuoso de vaina 

de Caesalpinia spinosa "tara" a diferentes concentraciones. 
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vaina de Caesalpinia spinosa "tara" a diferentes concentraciones. 

21 



45 

lOOmg/mt 20Qm&/ml 300mg/ml 400mg/ml 500mg/ml Eritromicina 
QjOfStngfol 

Concentracion de extracto etanolico de semilla 

Figura 3. Promedio de los diametros del halo de inhibicibn del extracto etanblico de 

semillas de Caesalpinia spinosa "tara" a diferentes concentraciones. | 
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Tabla 1. Porcentaje de inhibicidn del extracto acuoso y etanblico de vainas y semillas de 
Caesalpinia spinosa "tara" frente al estandar de eritromicina. 

% DE INHIBICION 

Eritromicina 

0,0015 mg/ml 

Promedio de halo 

de inhibici6n 

24,3 mm 

Concentracion Extracto Extracto Extracto 

acuoso de la etanolico de la etanolico de la 

vaina vaina semilla 

100 mg/ml 35,39 % 36,62 % 21,39% 

200 mg/ml 45,67 % 40,74 % 26,33 % 

300 mg/ml 51,44% 46,91 % 27,98 % 

400 mg/ml 57,61 % 50,61 % 31,28% 

500 mg/ml 64,60 % 63,37 % 33,74 % 
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Tabla 2. Concentraci6n minima inhibitoria (CMI) y Concentracibn mfnima bactericida 

(CMB) del extracto acuoso de vaina 500 mg/ml. 

Tubo 
Concentracion minima inhibitoria y Concentracion minima 

Bactericida 

Concentracion Crecimiento -18 hr Crecimiento - 24 hr 

1 125 mg/ml no crecib ( - ) no creci6 ( - ) 
2 62,50 mg/ml no creci6 ( - ) no creci6 ( - ) 
3 31,25 mg/ml no creci6 ( - ) no crecid ( - ) 
4 15,60 mg/ml no creci6 ( - ) no creci6 ( - ) 
5 7,81 mg/ml no creci6 ( - ) no creci6 ( - ) 
6 3,90 mg/ml no crecib (•) nocrecio( - ) (CMB) 
7 1,95 mg/ml no crecid ( - ) crecib (+) (CMI) 
8 0,98 mg/ml no creci6 ( - ) crecib (+) 
9 0,48 mg/ml crecib (+) crecib (+) 
10 0,24 mg/ml crecib (+) crecib (+) 
11 0,12 mg/ml creci6 (+) crecib (+) 
12 0,06 mg/ml creci6 (+) crecib (+) 
13 0,03 mg/ml crecib (+) crecib (+) 
14 0,015 mg/ml creci6 (+) crecib (+) 
15 CONTROL crecib (+) crecib (+) 
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V. DISCUSION 

En la figura 1, se muestra la actividad antibacteriana de extracto acuoso de 

vainas de Caesalpinia spinosa "tara" a diferentes concentraciones. S e observa 

que la concentracion de 0,0015 mg/ml de eritromicina mostro mayor promedio de 

halo de inhibicion con 24,3 mm, siendo superior significativamente a los efectos 

inhibitorios de las concentraciones de extracto acuoso de vaina (500, 400, 300, 

200 y 100 mg/ml). Ademas se puede notar que las concentraciones de 500 

mg/ml y 400 mg/ml no muestran diferencia significativa segun el metodo de 

Tukey y una confianza de 95 %, con promedio de halos inhibitorios de 15,7 y 

14,0 mm respectivamente, constituyendo las mejores concentraciones que 

alcanzaron mejor efecto inhibitorio despues de la eritromicina. Resultados 

similares se observaron en otros trabajos de investigation. 

Huarino 2 6, determino el efecto antibacteriano de la Caesalpinia spinosa "tara", 

sobre la microbiota mixta salival llego a la conclusion que la planta tiene 

actividad antibacteriana in Vitro sobre dichos cultivos. E n esta investigation se 

encontro que a la concentracion de 50 mg/ml se obtuvo halos de inhibicion de 

15,48 mm de diametro, a la concentracion de 75 mg/ml se obtuvo halos de 

inhibicion de 17,32 mm de diametro. Estadisticamente se encontro diferencia 

significativa entre los diferentes tipos de concentraciones y los diametros de los 

halos de inhibicion resultando que la microbiota mixta salival resulto ser muy 

sensible a los extractos de Caesalpinia spinosa "tara". 

Bruneton 2 5, la accion antimicrobiana de la tara varia por su procedencia pero que 

los taninos, flavonoides y peptidos tienen la propiedad antimicrobiana sobre 

bacterias Gram positivas y Gram negativas, segun el tamizaje fotoquimico 

realizada en la universidad Mayor de San Marcos (Anexo 8); se encontro 

flavonoides, glucosidos, taninos y compuestos fenolicos que serian los 

responsables del efecto antibacteriano los cuales son solubles en agua. 
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E n la figura 2, se puede observar la actividad antibacteriana de extracto etanolico 

de vainas a cinco concentraciones distintas (500, 400, 300, 200 y 100 mg/ml), 

podemos notar que a una concentracion de 500 mg/ml posee mejor efecto 

inhibitorio con un halo de inhibicion de 15,4 mm despues de la eritromicina 

0,0015 mg/ml, siendo significativamente diferente al resto de las otras 

concentraciones con un nivel de confianza del 95 %, sin embargo resulta siendo 

menor por milesimas a comparacion del extracto acuoso de las vainas . 

Aguilar 2 7, el extracto etanolico de especies vegetales tienen actividad 

antibacteriana, por la presencia de flavonoides, taninos, terpenos y algunos 

aceites esenciales, que poseen en su estructura zonas de alta reactividad por la 

presencia de los grupos hidroxilo; los flavonoides y taninos poseen mayor 

actividad antibacteriana contra bacterias Gram positivas que con las Gram 

negativas por la presencia de hidroxilos en los anillos, inhibiendo a s ! la sfntesis 

de ADN. 

Montenegro2 8, en el ano 2014 determino la actividad antibacteriana del extracto 

alcoholico de la Caesalpinia spinosa "tara" sobre Porphyromonas gingivalis; 

debido a contener taninos, flavonoides, quinonas, etc. entre otras que 

demuestran su actividad antibacteriana. 

En la figura 3, se muestra la actividad antibacteriana de extracto etanolico de la 

semilla, tambien a cinco concentraciones distintas (500, 400, 300, 200 y 100 

mg/ml). S e observa que la concentracion de eritromicina mostro mayor promedio 

de halo inhibitorio siendo superior significativamente a los efectos inhibitorios de 

todas las concentraciones de extracto etanolico de la semilla. Ademas se puede 

notar que las concentraciones de 500, 400, 300 y 200 mg/ml no muestran 

diferencia significativa, alcanzando promedios de diametros de halos inhibitorios 

inferiores (8,2; 7,6; 6,8 y 6,4 mm) respectivamente, en comparacion al estandar 

de eritromicina con 24,3 mm a una concentracion de 0,0015 mg/ml. 

Palomino 2 9, senala que la existencia de un halo de inhibicion aunque sea minima 

cuando se trabaja con un material vegetal, determina cierta actividad 

antibacteriana del extracto, que puede ser mejorada con el uso de nuevas 

tecnicas de extraction con el proposito de obtener mayor concentracion de los 

principios activos y alcanzar mejores resultados. 

No se encontraron trabajos relacionados que involucran a la semilla Caesalpinia 

spinosa "tara" como un agente antibacteriano ya que la semilla de la tara lo usan 
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mayormente como emulsificante, espesante, fijador de aromas, gelificante, 

clarificante, impermeabilizante, etc 2 4 . 

En fa tabla 1, se muestra los porcentajes de inhibicion de extracto acuoso y 

etanolico de vainas y semillas de Caesalpinia spinosa "tara" frente al estandar de 

eritromicina a 0,0015 mg/ml el cual tuvo un promedio de halo de inhibicion de 

24,3mm, se observa que este promedio se encuentra dentro del rango 

establecido en el Instituto Nacional de Salud (2002) donde se indica que el 

diametro es mayor o igual a 21 mm para el genero Streptococcus, siendo 

sensible a la concentracion de 0,0015 mg/ml, se puede observar que mejor 

resultado presento el extracto acuoso de vainas a una concentracion de 500 

mg/ml teniendo un porcentaje de inhibicion de 64,60 % y el extracto etanolico a 

la misma concentracion con un porcentaje de inhibicion de 63,37 %. 

Cace res 3 0 , menciona que los porcentajes de inhibicion que presentan valores 

mayores al 100 % tienen un buen efecto antibacteriano, al ser comparados los 

halos de inhibicion del extracto a diferentes concentraciones frente a un patron 

en este caso un antibiotico, por ello podemos decir que los resultados obtenidos 

con el extracto acuoso y etanolico de las vainas presenta una moderada 

actividad antibacteriana. 

La tabla 2, presenta los resultados de la concentracion minima inhibitoria del 

extracto acuoso de la vaina a una concentracion de 500 mg/ml, teniendo en 

cuenta que este presento el mayor efecto inhibitorio frente a la bacteria 

Streptococcus pyogenes A T C C 19615. La concentracion minima inhibitoria fue 

de 1,95 mg/ml y la concentracion minima bactericida fue de 3,90 mg/ml. 

Podemos concluir demostrando que cada una de los extractos acuoso y 

etanolico a diferentes concentraciones presenta actividad antibacteriana, 

aunque en alguno de ellos no existe diferencia significativa como es el caso del 

extracto etanolico de las semillas, los valores de los halos de inhibicion si 

guardan una relacion proporcional con las concentraciones del extracto como en 

algunos trabajos de investigacion similares ya que en estos trabajos las 

concentraciones fueron mas pequenas y tuvieron halos de inhibicion similares a 

este trabajo este aparente sesgo podria deberse a una falla en la manipulacion 

del extracto en el momento de extraer los metabolitos, el tiempo que se dejo 

guardado los extractos o el tipo de bacteria, pero estadisticamente se demostro 

que si existe diferencia significativa entre la actividad de cada una de las 

concentraciones por lo que si podemos hacer diferencia entre las 
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concentraciones del extracto y su actividad antibacteriana sobre Streptococcus 

pyogenes A T C C 19615. 
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VI. CONCLUSIONES 

• Los extractos etanolico y acuoso de vainas de Caesalpinia spinosa "tara" 

presentan efecto antibacteriano sobre Streptococcus pyogenes A T C C 19615. 

• E l porcentaje de inhibition del extracto acuoso de vainas de Caesalpinia 

spinosa "tara" frente al estandar de eritromicina (0,0015 mg/ml), presenta el 

mayor porcentaje de inhibition que es de 64,60 %. 

• L a concentracion minima inhibitoria y la concentracion minima bactericida 

para Streptococcus pyogenes A T C C 19615 fueron de 1,95 mg/ml y 3,90 

mg/ml respectivamente. 
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VII. RECOMENDACIONES 

1. Continuar con el estudio de Caesalpinia spinosa "tara" utilizando otros 

organo de la planta como pueden ser tallos y hojas y as i contribuir en el 

tratamiento de otras enfermedades. 

2. Continuar con la investigation de Caesalpinia spinosa "tara" enfrentandolas 

a otras bacterias de importancia clinica. 

3. Tener en cuenta todos los factores para poder extraer muy bien los 

metabolitos de Caesalpinia spinosa "tara" y asi obtener mejores resultados. 

4. Evaluar el grado de toxicidad aguda media y la dosis de letalidad media de 

Caesalpinia spinosa "tara". 
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Anexo 1. 

Halos de inhibicibn de Streptococcus pyogenes ATCC 19615 frente al extracto acuoso 

de vainas de Caesalpinia spinosa "tara" con cinco repeticiones. 

HALOS DE INHIBICION (mm) 

Extracto Acuoso de 
Vainas 

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 

CONCENTRACIONES 
mg/ml 

Repetici6n 
1 

Repetici6n 
2 

Repeticibn 
3 

Repeticibn 
4 

l 

Repetici6n 
5 

100 
mg/ml 

8 8 9 9 9 

200 
mg/ml 

10 11 11 12,5 11 

300 
mg/ml 

11,5 12 12 14 13 

400 
mg/ml 

12 14 13 16 15 

500 
mg/ml 

14 14 15 17,5 18 
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Anexo 2. 

Halos de inhibicibn de Streptococcus pyogenes ATCC 19615 frente al extracto etan6lico 
de vainas de Caesalpinia spinosa "tara" con cinco repeticiones. 

HALOS DE INHIBIClCN (mm) 

Extracto Etan6lico de 
Vainas 

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 

CONCENTRACIONES 
mg/ml 

Repetition 
1 

Repeticibn 
2 

Repetition 
3 

Repetici6n 
4 

Repetici6n 
5 

100 
mg/ml 

8 9 9 9,5 9 

200 
mg/ml 

9 10 10 10,5 10 

300 
mg/ml 

11 11 11,5 11,6 12 

400 
mg/ml 

11 12 13 13 12,5 

500 
mg/ml 

12 16 16 16 17 
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Anexo 3. 

Halos de inhibici6n de Streptococcus pyogenes ATCC 19615 frente al extracto etan6lico 
de semillas de Caesalpinia spinosa "tara" con cinco repeticiones. 

HALOS DE INHIBICI6N (mm) 

Extracto Etanblico de 
Semillas 

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 

CONCENTRACIONES 
mg/ml 

Repetici6n 
1 

Repeticibn 
2 

Repetici6n 
3 

Repetici6n 
4 

Repetici6n 
5 

100 
mg/ml 

5 5 6 6 4 

200 
mg/ml 

5 6 7 7 7 

300 
mg/ml 

6 7 8 7 6 

400 
mg/ml 

6 7 9 8 8 

500 
mg/ml 

7 7 9 10 8 
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Anexo 4. 

Promedio de halos de inhibicidn de Streptococcus pyogenes ATCC 19615 frente al 
extracto acuoso y etan6lico de Caesalpinia spinosa "tara". 

PROMEDIO DE HALOS DE INHIBIClCN (mm) 

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 

CONCENTRACIONES 
mg/ml 

Extracto acuoso de 
la vaina 

Extracto etandlico Extracto etanblico 
de la vaina de la semilla 

100 
mg/ml 

8,6 8,9 5,2 

200 
mg/ml 

11,1 9,9 6,4 

300 
mg/ml 

12,5 11,4 6,8 

400 
mg/ml 

14 12,3 7,6 

500 
mg/ml 

15,7 15,4 8,2 

Promedio de halo de 
inhibici6n de 
eritromicina 

0,0015 mg/ml 

24,3 
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Anexo 5. 

Anaiisis de varianza del Extracto Acuoso de la Vaina vs. Concentracibn. 

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p 

Concentracion 5 3235,14 647,028 451,42 0,000 

Error 24 34,40 1,433 

Total 29 3269,54 

Comparaciones de medias de Tukey de halos de inhibicibn del Extracto Acuoso de la 
Vaina a diferentes concentraciones en parejas 

Metodo de Tukey y una confianza de 95 % 

Concentracibn N Media Agrupacidn 

ERITROMICINA 0,0015 
mg/ml 

5 24,300 A 

500 mg/ml 5 15,700 B 

400 mg/ml 5 14,000 B C 

300 mg/ml 5 12,500 C D 

200 mg/ml 5 11,100 D 

100 mg/ml 5 8,600 E 
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Anexo 6. 

Analisis de varianza del Extracto etan6lico de la Vaina vs. Concentracidn. 

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p 

Concentracidn 5 3396 679,221 730,08 0,000 

Error 24 11 0,930 

Total 29 22,33 

Comparaciones de medias de Tukey de halos de inhibicibn del Extracto etanolico de la 
Vaina a diferentes concentraciones en parejas. 

Metodo de Tukey y una confianza de 95 % 

Concentracidn N Media Agrupacidn 

ERITROMICINA 0,0015 
mg/ml 

5 24,300 A 

500 mg/ml 5 15,400 B 

400 mg/ml 5 12,300 C 

300 mg/ml 5 11,420 C D 

200 mg/ml 5 9,900 D E 

100 mg/ml 5 8,900 E 
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Anexo 7. 

Analisis de varianza del Extracto etan6lico de la semilla vs. Concentracibn. 

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p 

Concentracion 5 4498,30 899,660 981,45 0,000 

Error 24 22,00 0,917 

Total 29 4520,30 

Comparaciones de medias de Tukey de halos de inhibicidn del Extracto etan6lico de la 
semilla a diferentes concentraciones en parejas. 

Metodo de Tukey y una confianza de 95 % 

Concentracidn N Media Agrupacidn 

ERITROMICINA 0,0015 
mg/ml 

5 24,300 A 

500 mg/ml 5 8,200 B 

400 mg/ml 5 7,600 B 

300 mg/ml 5 6,800 B C 

200 mg/ml 5 6,400 B C 

100 mg/ml 5 5,200 C 
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Anexo 8. 

Protocolo para la obtencion de los extractos acuoso y etanolico de Caesalpinia spinosa "tara". 

| VAINAS " j 

SECADO DE 
LA TARA AL 

MEDIO 
AMBIENTE 

MOLIENDA 

| S E M I L l A s " | 

ACUOSO 

ETANOLICO 

ETANOLICO 

Agregar: 

lKg de vaina 
molida 
2ldeagua 
destiladaesteri 
hirvtendo 

Agregar: 

lKgde vaina 
moiida 
2Ldeetanolal 
96* 

Agregar 

lKg de semilla 
molida 
2ldeetanolal96* 

.Agitarpor7 
dias 
.Rltrar 
.Concentraren 
laestufaa37°C 
. Estado de miel 
.Guardara8°C 
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Anexo 9. 

Protocolo para la determinacion ant ibacter iana por el metodo de difusion de pozos en agar. 

PREPARACI6N DE LAS CONCENTRACIONES 

T 
Pesar5g de 

concentrado 

Agregar ai 
frasco 10 ml de 
agua destilada 
esteril y diluir 

Concentracion 
de 500mg/ml 

Concentraciones 400mg/ml 
decrecientes a 300mg/ml 
partirde de 200mg/ml 
SOOmg/ml lOOmg/ml 

ACTIVAQON DE LA CEPA ATCC 

HIDRATAR 

-* 
I 
P Sembrar en 

estrtas 

Agarsangre 

m s En 
condiciones 

asepticas 

lncubara37°C/18h 

En anaerobiosis 
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Anexo 10. 

Protocolo para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria y la concentracion minima bactericida. 

1 ml lml irri tml lml lml lml lml lml lml lml lml lml lml lml 

Dt jca f ts r 

CONTROL 

Extracto o 
o 

lml de caldo nutritivoa todos los tubos 

lml de inoculo bacteriano a todos los tubos 

o 
o 

Incubar a 37°C/24 horas 

Obscrvar t l ultimo tubo oonot no hubo a t o m » n t o (x) CMl 

SEMBRAR POR DISEMINACION 

incubtr i STQ/IA hor»j 

o 
®ooooo 

Obtcrvir la ultimi puca dondt no hubo crtcimitnto I ) CMS 
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Anexo 12. 

Tamizaje fotoquimico de Caesalpinia spinosa "tara". 

m>. 
UNIVERSIDAD NACIONAI. MAYOR I>K SAN M A R C O S 

/ Universtdod del PerA Oecuno de America) 

FACULTAD DE KARMACIA Y BIOQUIMICA 

INSTTTUTO l>E C IKNCIAS FARMACEUT1CAS Y RECURSOS NATURALES-+ 

SEC ( ION QUIM1CA ORGANICA APLICADA A LA KARMACIA 

TAMIZAJE FITOQUIMICO 

Muestra: Extracto hidroalcoholico de Caesalpinea spinosa (tara) 

ANALITO RESULT ADOS 

Alcaloides 

1 ritcrpcnos y Esteroides 

Saponinas 

Compuestos fenolicos ' ' • 

Taninos + + 

Aminoaeidos librcs + + + 

Ouinonas 1 1 

Lactonas sesquiterpenicas 

Qtic6ados + 

Flavonoides + 

Leyenda ( . . ) (+++) +++ 

Trazas Cant id ad Cantidad No detectable 

moderada abundante 

Lima, 24 Octubre del 2015 

Jct'e Laboratorio Terpenos y Esteroides 
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Anexo 13. 

Certificado taxonomico de Caesalpinia spinosa "tara". 

E L J E F E DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS DE LA FACULTAD 
DE CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE 

"SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA" 

Que, la Bach, en Biologia, Srta. Lucymar Alexandra, HUASHUAYO 

ARRIARAN, ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo 

de tesis. 

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de 

Clasificacion de Cronquist A. 1988. y es como sigue: 

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA 

C L A S E : MAGNOLIOPSIDA 

S U B C L A S E : ROSIDAE 

ORDEN FABALES 

FAMILIA CAESALPINIACEAE 

GENERO : Caesalpinia 

E S P E C I E Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze. 

. N.V. : "tara" 

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesada 

para los fines que estime conveniente. 

C E R T I F J C A 

Ayacucho. 27 de Abril del 2015 

J E F E 
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Anexo 14. 

Cepa bacteriana comercialde Streptococcus pyogenes A T C C 19615. 
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Anexo 15. 

Certificado de analisis de cepa bacteriana de Streptococcus pyogenes A T C C 

19615. 

Q Microbiologies' 
Certificate of Analysis: Lvophifeed Microorganism Specification and Performance Upon Release 

Specifications 
Microorganism Name: Streptococcus pyogenes (group A) 
Catalog Number 0385 
Lot Number 385-108 
Reference Number ATCC® 19615™* 
Purity: < 0.1% Total Pellet CFU 
Recovery: > 1000 CFUs per Pellet 
Passage from Reference: 4 

Expiration Date: 2016710/31 
Release Information: 
Quality Control Technologist: Christine Condon 
Release Date: 2015/1/6 

Performance 
Macroscopic Features: Medium: 
Two colony types, both are circular, convex, entire edge; one is medium & SBAP 
beta hemorytic other is small and alpha hemotytic, turning to beta as culture 
ages. 
Microscopic Features: Method: 
Gram positrve cocci Gram Stain (1) 
ID System: VrlekGP(1) 

>ic Features 
D-AMYGDAUN 
PHOSPHATIDYUNOSITOL PHOSPHOLIPASE C 
D-XYLOSE 
ARGININE DIHYDROLASE 1 
BETA-GALACTOSIDASE 

'ALPHA-GLUCOSIDASE 
Ala-Ptw-Pro-ARYLAMIOASE 
CYCLODEXTRIN 
L-Aspartate ARYLAMIDASE 
BETA GALACTOPYRANOSIDASE 
ALPHA-MAN NOSIDASE 
PHOSPHATASE 
Leuone ARYLAMIDASE 
L-ProSne ARYLAMIDASE 
BETA GLUCURONIDASE 
ALPHA-GALACTOSIDASE 
L-Pyrrolydonyt-ARYLAMIDASE 
BETA-GLUCORONIDASE 
Alarnne ARYLAMIDASE 
Tyrosine ARYLAMIDASE 
D-SORBITOL 
UREASE 
POLYMIXIN B RESISTANCE 
D-GA LACTOSE 
D-RIBOSE 
L-LACTATE alkalinization 
LACTOSE 
N-ACETYL-O-GLUCOSAMINE 
D-MALTOSE 
BACITRACIN RESISTANCE 

^NOVOBIOCIN RESISTANCE 
GROWTH IN 6.5% NaCI 
D-MANNfTOL 
D-MANNOSE 
METHYL-B-O-GLUCOPYRANOSI DE 
PULLULAN 
D-RAFFINOSE 
0/129 RESISTANCE (amp.vibrio.) 
SAUCIN 
SACCHAROSE/SUCROSE 
D-TREHALOSE 
ARGININE DIHYDROLASE 2 
OPTOCHIN RESISTANCE 

Results 
Other Features / Challenges: Results 
(1) Catalase(3% Hydrogen Peroxide): negative 
Bacitradn differential: Sensitive 

Brad Goskowkz. President 
AUTHORIZED SIGNATURE 

© 2012 Micrcioiologics, Inc All Rights Reserved 200 Cooper Avenue North Sa.nt Cloud. MN 56303 Page 1 of 2 DOC286 
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Anexo 16. 

V a i n a s y semi l las de Caesalpinia spinosa " tara" s e p a r a d a s . 



Anexo 17. 

Incorporacion de las vainas de Caesalpinia spinosa "tara" en frascos oscuros. 

52 



Anexo 18. 

Resultado final del proceso de evaporacion de los diferentes tipos de extractos 

(masa compacta). 
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Anexo 19. 

Materiales para la reactivacion de la cepa de Streptococcus pyogenes A T C C 

19615. 
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Anexo 20. 

Crecimiento de colonias de Streptococcus pyogenes 

por 18 horas. 

despues de ser incubadas 
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Anexo 21 . 

Incorporacion de las diferentes concentraciones de los extractos en los pozos 

correspondientes. 
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Anexo 22. 

Placa con halos de inhibicion despues de su incubacion. 
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Anexo 23. 

Tubos con las diluciones correspondientes para observar la concentracion 

minima inhibitoria. 
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Anexo 24. 

Placas con y sin crecimiento bacteriano para evaluar la concentracion minima 

bactericida. 
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Anexo 25. 

Matriz de Consistencia 

TITULO PROBLEMA OBJET1VOS HIP6TESIS VARIABLES MARCO TE6RIC0 METODOLOGIA 
Actividad 
antibacteriana de 
los extractos 
quimicos de 
Caesalpinia 
spinosa "tara" 
frente a 
Streptococcus 
pyogenes A T C C 
19615. Ayacucho -
2015. 

iTendra actividad 
antibacteriana los 
extractos quimicos 
de Caesalpinia 
spinosa "tara" frente 
a Streptococcus 
pyogenes A T C C 
19615? 

Objetivo General 
Evaluar la actividad 
antibacteriana de los 
extractos quimicos de 
Caesalpinia spinosa 
"tara" frente 
Streptococcus 
pyogenes A T C C 19615. 

El extracto etandlico 
y acuoso de las 
vainas y semillas de 
Caesalpinia spinosa 
"tara" tiene actividad 
antibacteriana frente 
a Streptococcus 
pyogenes A T C C 
19615. 

Variable Independiente: 
Extracto quimico de 
Caesalpinia spinosa "tara". 

Indicadores: 
• Concentraciones (500, 
400, 300, 200, 100, 
mg/ml) 
• Extracto etandlico 
• Extracto acuoso 
• Organos de la planta 
(vainas y semillas) 

Variable Dependiente: 
Actividad Antibacteriana. 
Indicadores: 
• Dimensidn de los halos 
de inhibicidn en mm. 

• Porcentaje de inhibicidn 

• Concentracidn Minima 
Inhibitoria en mg/ml (CMI) 
y Concentracidn Minima 
Bactericida en mg/ml 
(CMB). 

• Cepa bacteriana 

Bacterias: 
• Streptococcus pyogenes 
A T C C 19615. 

Antecedentes 
Caesalpinia spinosa 
"TARA" 
Principios activos 
Actividad antibacteriana 
de compuestos de origen 
vegetal Metodologias 
para evaluar la actividad 
antibacteriana 
Halo de inhibicidn 
Concentracidn minima 
inhibitoria CMI 
Concentracidn minima 
bactericida CMB 
Antibiotico 
Antibidticos naturales 
Streptococcus pyogenes 
Cepas A T C C 

Tipo de investigacion: 
Experimental 

Muestra Bioldgica 
6 kg de vainas y semillas de 
Caesalpinia spinosa "tara" que seran 
recolectadas al azar, que crecen en 
la localidad de Muyurina, distrito de 
Jesus Nazareno, provincia de 
Huamanga, departamento de 
Ayacucho, ubicado a 2670 msnm. 

Unidad Experimental 
Cepa de: 
• Streptococcus pyogenes A T C C 
19615 
Metodo 
Difusidn de pozos en agar. 
Dilucion en caldo. 
Disefio experimental: se 
ensayaron cinco concentraciones de 
500, 400, 300, 200 y 100 mg/ml del 
extracto etandlico y acuoso de 
vainas y semillas de Caesalpinia 
spinosa 'tara" con cinco repeticiones 
cada uno, frente a Streptococcus 
pyogenes A T C C 19615. 

Analisis Estadistico 
S e utilizara el analisis estadistico de 
ANVA factorial al 95 % de confianza 
y su prueba complementaria de 
Tukey. 
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