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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar la actividad
antibacteriana de Caesalpinia spinosa “tara” frente a Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028, se ejecutd en el Laboratorio de Inmunologia y
Microbiologia Clinica de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Nacional de San Cristobal de Huamanga, durante el 2023. El tipo de investigacion
fue explicativo de disefio cuasiexperimental. La muestra vegetal fue obtenida del
valle de Muyurina y consta de pericarpio, hojas y semillas. Los extractos acuosos
y etandlicos fueron obtenidos por maceraciéon. La actividad antibacteriana se
determiné mediante el método de difusiéon de pozos en agar, siendo su control
positivo ciprofloxacino de 0.5 pg. Se prepararon concentraciones de: 300 mg/mL,
400 mg/mL, 500 mg/mL, 600 mg/mL y 700 mg/mL. Se determiné la CMI mediante
el método de macrodilucion en caldo. Como resultados se obtuvo que el extracto
etandlico del pericarpio a 700 mg/mL fue el mejor respecto a todos los
tratamientos, con promedio de halos de inhibicibn de 14,63 mm, porcentaje
inhibicion de 46,36%, CMI de 4,69 mg/mL y CMB de 9,38 mg/mL. Mientras que el
mejor extracto, solo para hojas, fue el etandlico a 700 mg/mL; en donde se obtuvo
14,02 mm de promedio de halo de inhibicion; 44,44% de porcentaje de inhibicion;
9,38 mg/mL de CMI y 37,5 mg/mL de CMB. Se concluye que el pericarpio y hojas
de Caesalpinia spinosa presentan actividad antibacteriana frente a Salmonella
enterica serovar Typhimurium ATCC 14028.

Palabras clave: Caesalpinia spinosa, Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028, actividad antibacteriana, Concentraciéon Minima Inhibitoria,
Concentracion Minima Bactericida.

Xi



l. INTRODUCCION

El presente trabajo de investigacibn se refiere al tema de la actividad
antibacteriana de Caesalpinia spinosa. Esta planta ha demostrado en diversos
estudios su capacidad para inhibir el crecimiento de bacterias Gram negativas de
la familia Enterobacteriaceae y asi también en Gram positivas e inclusive hongos,
mostrando de esta manera el alto potencial medicinal de esta planta. Caesalpinia
spinosa especie nativa, que es muy frecuente y abundante encontrarla en diversas
regiones; ha demostrado sus multiples beneficios, asi también su eficacia
antimicrobiana frente a diversas bacterias patégenas frecuentes, esto debido al

efecto sinérgico de sus metabolitos secundarios.

La salmonelosis esta vigente en muchas regiones del mundo. Causado por
especies del género Salmonella, esta afecta principalmente a los paises en via de
desarrollo, como el Perd. La enfermedad en cuestion afecta a muchas poblaciones
vulnerables, con deficiencia en la limpieza e higiene de alimentos; es por ello que

suele afectar a comunidades de bajos recursos, causando la misma.

La medicina alternativa o tradicional se usa en diversas ocasiones para tratar
diversas dolencias y afecciones, por ende necesita ser fomentada bajo un
respaldo seguro, que demuestre su eficacia a través del método cientifico.
Velando ademas del uso sostenible y racional de la especie utilizada. Ademas,
teniendo en cuenta las diversas necesidades de las poblaciones vulnerables se
necesita buscar tratamientos para enfermedades comunes que resulten eficaces

asi como también econémicos y accesibles.

Frente a este preambulo se conoce que Caesalpinia spinosa ha sido efectiva como
antimicrobiano en muchos trabajos de investigacion con cepas relacionadas a

infecciones respiratorias y en menor cantidad a las relacionadas con el tracto



digestivo, por ello esta investigacion pretende demostrar su efectividad y dar a
conocer sus propiedades antimicrobianas de amplio espectro, generando
inhibicion en el crecimiento de Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC
14028.

Se propone los objetivos siguientes:
Objetivo general

Determinar la actividad antibacteriana de los extractos acuoso y etandlico del
pericarpio, semillas y hojas de Caesalpinia spinosa “tara” frente a Salmonella

enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho — 2022.
Objetivos especificos

e Determinar el diametro de inhibicién de los extractos etandlico y acuoso
del pericarpio, semillas y hojas de Caesalpinia spinosa “tara” frente a
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho — 2022.

o Determinar el porcentaje de inhibicién de los extractos etandlico y acuoso
del pericarpio, semillas y hojas de Caesalpinia spinosa “tara” frente a
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho — 2022.

e Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los extractos
etandlico y acuoso del pericarpio, semillas y hojas de Caesalpinia spinosa
“tara” frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028.
Ayacucho — 2022.

e Determinar la concentracion minima bactericida (CMB) de los extractos
etandlico y acuoso del pericarpio, semillas y hojas de Caesalpinia spinosa
“tara” frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028.
Ayacucho — 2022.



Il. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1. Anivel internacional
Flores (2022) en su trabajo de investigacion de tipo experimental realizado en
Buenos Aires, determind el efecto antimicrobiano, a nivel de laboratorio, generado
por Caesalpinia spinosa, inhibiendo de esta manera el crecimiento de Candida
albicans, Enterococcus faecalis y también con Staphylococcus aureus. Para lo
cual obtuvo extractos macerados de semillas, hojas y vainas; preparando las
diluciones respectivas obtuvo concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%. Como
metodologia utilizé el método Kirby - Bauer. En donde resulté un mayor porcentaje
de inhibicién al utilizar el extracto de vainas superando asi al control positivo
(ampicilina 10 mg) frente a E. faecalis, donde present6 (19 mm); por otra parte
obtuvo (1 mm) al utilizar extracto de semillas. Demostrando asi que Caesalpinia
spinosa genera efecto antimicrobiano al enfrentarla con cepas de Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis y con Candida albicans.
2.1.2. A nivel nacional
Villavicencio et al. (2021) investigaron de manera experimental en la region Lima,
la eficacia antibacteriana de Caesalpinia spinosa al enfrentarla
con Staphylococcus aureus (ATCC 11632 y 33592) que son penicilino y meticilino
resistentes. En el desarrollo de la metodologia, realizaron la maceracion de las
semillas, vainas y hojas cuyo solvente utilizado fue el etanol y mismas que
mediante diluciones obtuvieron concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%.
Utilizaron el método de Kirby Bauer. Reportaron finalmente 18 mm (diametro)
utilizando la concentracion del 100% para el macerado obtenido con hojas, 17 mm
con el macerado de vainas y por ultimo, 14 mm con el macerado que lograron con
las semillas (todo esto enfrentado a la cepa S. aureus ATCC 33592). En la cepa

aplicada (ATCC 11632), alcanzaron 14 mm (didmetro) como resultado de la



aplicacion del macerado a un 100% tanto para hojas como para vainas. Por otra
parte el macerado de semillas dio 8 mm (diametro).

Cholan et al. (2019) en su investigacion realizada en Trujillo, de tipo experimental,
tuvo como objetivo determinar la eficacia antibacteriana de Caesalpinia spinosa
utilizando preparados de tipo hidroalcohdlicos, y cuyo objeto de estudio fue
Salmonella typhi y Escherichia coli. Para lo cual prepar6 extracto hidroalcohdlico
con los frutos que se encontraban en su maximo estado de maduracion. Este
investigador utiliz6 la metodologia establecida por Kirby Bauer modificado en
pozos de agar, por lo cual mediante diluciones sucesivas llegé a obtener 200
mg/mL, 400 mg/mL y 800 mg/mL como concentraciones finales. Para esto, en su
resultado final la concentracion de 800ml/mL genera 29,33 mm (diametro) al
aplicarla frente a S. typhi, por otra parte al utilizar la concentracién 800ml/mL frente
a E. coli genera 24,44 mm (didmetro). Estos resultados fueron obtenidos debido a
la presencia de diversos metabolitos como quinonas, fenoles y otros, presentes

en sus macerados.

Bornaz et al. (2021) evalué en la regiéon Tacna, la eficacia de inhibir el crecimiento
de Lactobacillus acidophilus utilizando Caesalpinia spinosa como antibacteriano.
Este trabajo de tipo experimental utiliz6 como metodologia discos embebidos con
el preparado de su macerado de tipo etandlico al 100 %, 60 % y 40 %. En los
resultados se obtuvo que al 100% de concentracion, Caesalpinia spinosa produce
la mejor capacidad de inhibiciébn, comparado con las concentraciones del 60% y
40%, siendo en estas Ultimas menor la eficacia. A nivel estadistico se puede
evidenciar diferencia significativa en los resultados ya que el grado de
competitividad utilizando la mayor concentracion es igual a la del control positivo
(gluconato de clorhexidina al 2%), mismo que se evaluo a las 24 y 48 horas, lo
que no sucede con el otro control positivo (amoxicilina) ya que es menor. Como
conclusion la investigacion demuestra la efectividad de Caesalpinia spinosa, al
actuar como un agente antibacteriano de igual efectividad que uno de sus

controles positivos.

Montenegro y Ramos (2016) realizaron su investigacion en Lima cuyo objetivo fue
determinar la actividad antibacteriana in vitro de Caesalpinia spinosa, siendo de
tipo experimental. Para esto se aplicé el método de difusion en placa utilizando

cinco diluciones realizadas a partir de la concentracién madre que van desde 75



mg/mL; 50; 25; 12,5 y 6,25ml/mL. Estos investigadores usaron controles tanto
positivo como negativo, siendo estos clorhexidina 0,12% vy alcohol al 96°
respectivamente. Obtuvieron los resultados mediante las pruebas estadisticas de
Kruskall Wallis y Mann Whitney las cuales determinaron la no existencia de
diferencia significativa entre cada tratamiento. Finalmente comprobaron
positivamente que la especie Caesalpinia spinosa genera inhibicion en el
crecimiento de Porphyromonas gingivalis, sin embargo la variacion respecto a la
concentracion entre cada tratamiento no influye en el resultado pues no se

observa una notable variacion.

Benites (2016) en su investigacion realizada en Trujillo, siendo este experimental
y prospectivo, tuvo como objetivo determinar que la cepa Candida albicans ATCC
90028 es inhibida en cuanto a su crecimiento al aplicar como antimicrobiano la
especie Caesalpinia spinosa, luego de obtener un extracto producto de la
maceraciéon de la misma utilizando como solvente al etanol. Como metodologia
realizé diluciones sucesivas de donde obtuvo 25%, 50%, 75% y 100% como
concentraciones finales, mismas que aplico sobre placas que tenian inoculadas la
cepa estudiada de manera que como resultado reportd con las concentraciones
de 100% y 75% una sensibilidad media, representada como (++), y por otra parte
con las concentraciones de 50% y 25% una sensibilidad limite; todo esto segun la
escala de Durafford. Finalmente el investigador pudo determinar que la CMI se
present6 al 50% del concentrado del extracto, de esta forma pudo demostrar la
efectividad de Caesalpinia spinosa al enfrentarla en condiciones de laboratorio a
Candida albicans ATCC 90028.

Zurita Ruiz (2018) realizé su investigacion en la ciudad de Trujillo y siendo esta
de tipo experimental se bas6 en demostrar que Caesalpinia spinosa es una
especie capaz de impedir la diseminacion de Pseudomonas aeruginosa en
condiciones de laboratorio. Para ello utiliz6 como solvente etanol y mediante un
proceso de maceracion obtuvo una solucién madre, misma de la cual se generd
distintas concentraciones, de tal manera que obtuvo 25%, 50%, 75% y 100%.
Utilizando la escala de Durafford reporté una alta sensibilidad al 100%, por otro
lado una sensibilidad media al utilizar las concentraciones del 50% y 75% y para
con la tltima concentracion una sensibilidad limite. De esta forma su investigacion
muestra la alta eficacia de Caesalpinia spinosa como antibacteriano frente a

Pseudomonas aeruginosa.



Jimenez (2016) en su investigacion experimental realizada en Chimbote tuvo
como objetivo comprobar la efectividad antimicrobiana de Caesalpinia spinosa
(Molina) Kuntze enfrentdndola a las cepas S. aureus y Klebsiella pneumoniae a
nivel de laboratorio. En su metodologia aplicé aceite esencial de las vainas de
Caesalpinia spinosa en varias concentraciones, de manera que utilizé a la par el
método de difusion complementado a la macrodilucion. En sus resultados se
observa que el aceite esencial genera inhibicion en la division celular de S. aureus,
mas no de K. pneumoniae, por lo que concluy6 que Caesalpinia spinosa solo es
efectiva como antimicrobiano para la cepa S. aureus.

2.1.3. Anivel regional

Huashuayo (2016) en su investigacion de tipo experimental realizada en
Ayacucho, tuvo como objetivo determinar que Caesalpinia spinosa inhibe el
crecimiento y desarrollo de las cepa Streptococcus pyogenes ATCC 19615. Para
lo cual realizé la maceracién de los érganos estudiados tanto en etanol como en
agua destilada en estado de ebullicion. En su metodologia utilizé la técnica de
difusién modificada en pozos de agar y utilizando concentraciones que van desde
100mg/mL hasta 500 mg/mL. Finalmente se demostr6 mayor sensibilidad del
extracto acuoso de vainas a una concentracién de 500 mg/mL de donde obtuvo
15,7 mm de didmetro de halo de inhibicién. Adicionalmente, los datos de la
Concentracion Minima Inhibitoria y la Concentracién Minima Bactericida fueron de
1,95 mg/mL y 3,90 mg/mL respectivamente. Concluyendo que las vainas son las
qgue producen mayor inhibicion en el crecimiento de S. pyogenes.

2.2. Marco conceptual

2.2.1. Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana se fundamenta en la inhibicién del crecimiento de
microorganismos, de manera que al realizar pruebas de laboratorio esta se

evidencie mediante la ausencia de turbidez en pruebas in vitro (Fica, 2005).

2.2.2. Tara

Caesalpinia spinosa, es una especie que presenta diversos nombres en cada
region y/o pais, se trata de un arbol cuyas caracteristicas muestran la presencia
de espinas tanto en sus ramas, como hojas; del mismo modo unos frutos tipo
vaina. Esta planta crece en varios paises sudamericanos y entre ellos esté el Peru
(Quispe, 2020).



2.2.3. Extracto etanolico

Es aquel extracto obtenido al realizar el proceso de maceracién en constante
agitacion, por un determinado nimero de dias, en el cual se coloca una especie
vegetal deshidratada usando como solvente el etanol que puede estar en distintas
concentraciones, las que requiera el investigador (Mestres, 2015).

2.2.4. Extracto acuoso

El extracto acuoso es el que se obtiene cuando queremos extraer los principios
hidrosolubles de una planta utilizando el agua destilada o agua de mineralizacion

débil, de modo que esta sea libre de impurezas (Sanchez, 2015).

2.2.5. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Esta definida como aquella concentracién requerida en la minima cantidad,
teniendo en cuenta su capacidad de inhibir el crecimiento de determinado
microorganismo cultivado en un rango de 24 horas, de manera que esta sea visible
y la misma que se mide en ug/mL (Horna et al., 2005).

2.2.6. Concentracion Minima Bactericida (CMB)

Se define como aquella concentracién requerida en minimo, que tenga la
capacidad de inhibir el crecimiento del 99.9% de microorganismos, previo cultivo
durante 24 horas (Horna et al., 2005).

2.2.7. Diametro de inhibicién

Es aquella medida tomada con ayuda de un vernier, que comprende la longitud
de extremo a extremo de la zona en donde no hubo crecimiento de ninguna
colonia, esto previa inoculacién en el antibiograma. Esta basado en la cantidad de
medicamento utilizado y el tamafio del diametro de los halos de inhibicién
obtenidos (Stella y Marin, 2009).

2.2.8. Porcentaje de inhibicién

Para hallar esta medida del crecimiento bacteriano (%) se toma en cuenta el
diametro obtenido con el antimicrobiano estudiado entre el diametro del control
positivo, multiplicado por 100 (Cruz et al., 2010).

2.2.9. Serovar

El concepto de serovar o también llamado serotipo esta basado en las diferencias
antigénicas (serologicas) que se puedan encontrar en la superficie de diversos
microorganismos, ya sean bacterias o virus. Esto permite la diferenciacion al nivel

de la subespecie en su taxonomia (Rodriguez, 2011).



2.2.10. Cepa ATCC

American Type Culture Collection (ATCC), representa una especie de
microorganismo cuyas caracteristicas son propias de la misma. Son importantes
en los estudios in vitro, ya que al poseer pureza en la especie, se pueden realizar
diversos estudios de manera que los datos obtenidos no presenten alguna
alteracion en el resultado (Araya et al., 2015).

2.3. Bases teoricas

2.3.1. Caesalpinia spinosa “tara”

2.3.1.1. Clasificacion sistémica
Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Rosidae

Orden: Fabales

Familia: Caesalpiniaceae

Género: Caesalpinia

Especie: Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze
N.V: “tara”

(anexo 1)

2.3.1.2. Distribucidon geogréafica

Existe un aproximado de 150 especies del género Caesalpinia, de las cuales 40
se encuentran en Sudamérica. Caesalpinia spinosa es oriunda de los andes,
teniendo como distribucién los paises de Venezuela, Colombia, Ecuador, Chile,
Bolivia, Pera, Argentina y Brasil. También se ha registrado su crecimiento como
una especie introducida en Antillas, Cuba y Estados Unidos (Ulibarri, 1996).
Asimismo se ha registrado la presencia de esta especie en Islas Canarias, India e
incluso al norte del continente africano. En el Pert se encuentran 10 especies del
género Caesalpinia, de donde la especie Caesalpinia spinosa, se podria
considerar oriunda de este (Brack, 1999).

Esta especie nativa crece en varias zonas del Peru. En la region Ayacucho se ha

identificado inclusive diversas variedades fenotipicas (Portal, 2009).



2.3.1.3. Habitat

Crece en zonas semiaridas y aridas, que van desde la costa hasta la sierra en el
Perl, incluyendo departamentos como Ayacucho, Huancavelica, Apurimac,
Cusco, Cajamarca y los demas departamentos desde Tacna hasta Piura. En su
estado natural crece desde los 500 m.s.n.m. hasta los 3000 m.s.n.m. y
actualmente lo podemos encontrar inclusive de forma introducida bajo los 500
m.s.n.m. (Rodriguez et al., 2017).

2.3.1.4. Descripcién botanica

Conocida como tara o taya, de nombre cientifico Caesalpinia spinosa es un arbol
siempre verde, de un promedio de cinco metros de altura, llegando a crecer
inclusive por sobre los 12 metros, de copa irregular y con poca densidad de hojas.
De tronco circular y cuya corteza esta provista de espinas, tipico de plantas que
crecen en zonas con escasez de agua. Algunas veces con presencia de nédulos
en las raices, que estan compuestos por bacterias fijjadoras de nitrdgeno,
caracteristica de las leguminosas. Perteneciente a la familia Caesalpinaceae. El
género Caesalpinia, fue nombrado en honor a Andrea Caesalpini, botanico italiano
y comprende diversas especies, dentro de ellas Caesalpinia spinosa (Cabello,
2010).

Organos de la planta

Hojas: Sus hojas son color verde oscuro y lisas. Son de tipo compuesto,
bipinnadas y alternas con presencia de foliolos opuestos, ademas de ello se
muestran algunas con presencia de pequefas espinas (Portal, 2009).

Con peciolo de 2 a 3 cm de longitud, raquis de 3 a 7 cm de longitud y de 7 a 8
pares de foliolos dispuestos de manera opuesta (Cabello, 2010).

Inflorescencia: Dispuestas en racimos compuestos, con sépalos fusionados y
pétalos de color amarillo rojizo de largo a la misma altura de los estambres (Portal,
2009).

Hermafroditas de cdliz tubular, corola de 5 pétalos libres de color amarillo con 1°
estambres de pistilo curvado de color verde (Cabello, 2010).

Frutos: Son de tipo legumbre, cuyas vainas presentan hasta diez semillas, de
color rojizo, crema y algunos ligeramente verdes (Portal, 2009).

Semillas: Son de color marrén, de testa dura, pequefas, circulares ligeramente
aplanadas, ovoides, reniformes o lentiformes (Portal, 2009).

En cuanto a numero de semillas puede presentar hasta 12 por vaina, son duras,

color marrén de superficie lustrosa (Cabello, 2010).



Pericarpio: Al tratarse de un fruto seco, presenta un pericarpio membranoso con
minima hidratacion. Se trata de un fruto indehiscente ya que el pericarpio se
mantiene adherido a las semillas hasta su descomposicion (Megias et al., 2018).
Figura 1

Partes de las vainas de Caesalpinia spinosa.

pericarpio

semilla

Nota. La figura muestra las partes de las vainas de Caesalpinia spinosa utilizadas
en la presente investigacion, donde indica a detalle el pericarpio y semillas.

2.3.1.5. Composiciéon quimica

Se ha determinado mediante estudios la presencia de carbohidratos, lipidos y
proteinas. Se ha encontrado taninos, flavonoides, antocianinas, gomas,

antraquinonas y gomas (Callohuari et al, 2017).

En el pericarpio de Caesalpinia spinosa es donde se encuentran metabolitos
secundarios en mayor cantidad respecto a los otros 6rganos de la planta. Es por
eso que en los tamizajes fitoquimicos realizados en diversas investigaciones y asi
también como en la region Ayacucho, hallamos compuestos fendlicos y dentro de
ellos estan los taninos en mayor porcentaje respecto a otros metabolitos como
flavonoides, quinonas, triterpenos y esteroides, aminoacidos libres y glicosidos
(Huashuayo, 2016).

Avilés (2018) realiz6 su investigacién sobre Caesalpinia spinosa donde encontrd

en mayor cantidad la presencia de taninos, seguido de saponinas y flavonoides.
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Asi también podemos mencionar la presencia de triterpenos, esteroides y

aminoécidos.

Siccha et al. (1993) encontraron en su investigacion que las semillas de
Caesalpinia spinosa presentan gomas o hidrocoloide galatomananico con mayor
cantidad de manosa y galactosa.

2.3.1.6. Uso medicinal

Caesalpinia spinosa es usada por sus multiples beneficios, para afecciones a la
garganta, infecciones vaginales, antiinflamatorio, antimicético y ademas de ello
ayuda en la cicatrizacion de heridas. Del fruto se obtiene taninos que son utilizados
en el curtido de cueros, fabricacion de plasticos y otros. Ademas de ello se obtiene
el acido gélico que es usado como curtiente, agente decolorante y antioxidante.
De las semillas se obtienen principalmente gomas o coloides que son usados en
la industria gelificante como en la produccion de helados, por ejemplo (Basurto,
2009).

2.3.2. Salmonella enterica serovar Thyphimurium
2.3.2.1. Clasificacién taxonémica

Dominio: Bacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Salmonella

Especie: Salmonella enterica
Serovariedad: Typhimurium
(Bergey, 1994).

2.3.2.2. Generalidades

Sobre este género la especie con mayor importancia clinica viene a ser la
Salmonella enterica, pero esta a su vez presenta mas de 2500 serotipos a los que
se les nombra como serovariedades aunque erroneamente se los suela llamar
como especie. Salmonella engloba bacilos Gram negativos, oxidasa negativos
fermentadores y anaerobios facultativos. En su estructura podemos encontrar la
presencia del polisacarido externo (somatico O), asi también tenemos un nucleo

polisacérido conocido como antigeno comun, finalmente la presencia de un lipido
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A, que viene a ser la endotoxina. Salmonella tiene la capacidad de tolerar los
acidos de las vesiculas fagociticas, esta capacidad de sobrellevar el ataque de los
macrofagos hace tenga la capacidad de extenderse del intestino a otras partes del
cuerpo. Produce diversas patologias a nivel del sistema digestivo como la enteritis,
fiebre entérica, bacteriemia y la colonizacién asintomética (Murray et al., 2014).

2.3.2.3. Patogenia

La bacteria al ingresar al sistema digestivo, se localiza en el intestino delgado,
especificamente en las células M de los enterocitos y las placas de Peyer.
Salmonella una vez invadida la célula y esquivando la accién inmunitaria realiza
su metabolismo en las vacuolas endociticas, pero si esta se ubica en el citoplasma
se puede transportar a la sangre y al sistema linfatico. El cromosoma de la bacteria
presenta tres islotes de patogenecidad que son grupos de genes. El islote de
patogenecidad | codifica proteinas de capacidad invasiva, el islote de
patogenecidad Il junto al lll codifican genes los cuales generan evasion frente a la
inmunidad del huésped. En respuesta al ataque de Salmonella se presenta la
respuesta inmunitaria dandose una reaccién inflamatoria a nivel del tracto
gastrointestinal mediado por la liberacion de prostaglandinas , secrecion activa de
liquidos y la estimulacién de las AMPc (Murray et al,, 2014).

2.3.3. Salmonelosis

La salmonelosis es una enfermedad que generalmente aparece de entre 6 y 72
horas después de su ingesta. Manifiesta sintomas como diarrea, nauseas,
vémitos, dolor abdominal y fiebre. Generalmente los casos de salmonelosis son
leves, salvo excepto la persona infectada sea inmunodeprimida, persona anciana
0 nifio pequefio (OMS, 2018).

Presente en muchas regiones del mundo principalmente en los paises en vias de
desarrollo, esta causado por bacterias del género Salmonella, dentro del cual
Salmonella enterica es la especie que causa la mayor parte de gastroenteritis y
en donde los serotipos Typhimurium y Enteritidis tienen la mayor incidencia en
Ameérica Latina (Alfaro, 2018).

Salmonella enterica utiliza islas de patogenecidad y biopeliculas que le permiten
la evasion del sistema inmune para infectar al organismo y lo hacen mediante un
ambiente contaminado o a través la fauna silvestre. De manera que genera brotes

de intoxicacion alimentaria (Barreto et al., 2016).
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2.3.3.1. Etiologia

Las salmonelas se hallan frecuentemente en animales de consumo y también en
animales salvajes. La salmonelosis se adquiere al consumir alimentos
contaminados con la bacteria, como huevos, carne y leche. Ademas también se
puede contraer via fecal oral. Es asi que ingresan a su hospedero y producen la
enfermedad generando una enteritis (OMS, 2018).

La salmonelosis también se puede contraer a través del agua contaminada con la

bacteria e inclusive mediante nuestras mascotas (CDC, 2023).
2.3.4. Metabolitos secundarios

A diferencia de los metabolitos primarios, los metabolitos secundarios son
compuestos que no tienen una funcién directa en los procesos que son vitales
para el metabolismo de la planta como lo son, el proceso fotosintético o la
produccién de aminoacidos, lipidos y carbohidratos. Los metabolitos son
generados como forma de proteccién frente a diversos agentes a los que estan
expuestos para su supervivencia como por ejemplo la competencia, evitar el
ataque de diversos patbégenos y asi también como ser consumidos. Se califican

en nitrogenados y no nitrogenados (Wink, 1999).

Los metabolitos secundarios tienen la propiedad de inhibir el crecimiento o causar
la muerte de los microorganismos. Estos se obtienen por diversos métodos de
extraccion y acttan de diversos modos, como interferir la sintesis de su pared
celular y acidos nucleicos, también generan dafio a las membranas e interfieren

en diversos procesos metabdlicos del microorganismo (Lépez et al., 2011).

2.3.4.1. Compuestos fendlicos

Son metabolitos secundarios que poseen actividad inhibitoria sobre el crecimiento
de microorganismos, un ejemplo claro es el fenol. En su estructura podemos
encontrar la presencia de uno o varios grupos hidroxilo mas un anillo de benceno
(Castillo y Martinez, 2007).

2.3.4.2. Flavonoides

Los flavonoides son metabolitos secundarios hidrosolubles que en su estructura
poseen dos anillos arométicos con tres atomos de carbono. Cumplen el rol de ser

pigmentos de las plantas, ello le da ciertas tonalidades a las flores y a algunos
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frutos. En sus diversas propiedades podemos encontrar su capacidad antioxidante
antimicrobiana y antialérgica (Bruneton, 2001).

2.3.4.3. Taninos

Los taninos son metabolitos secundarios, se pueden clasificar en hidrolizables y
no hidrolizables. La funcién basica del tanino es su caracteristica de adhesion
proteica, he ahi su base para poseer diversas propiedades asi como también los
multiples beneficios en la industria, podemos encontrar su propiedades
antioxidantes y la amplia capacidad antimicrobiana y antimicética (Castillo y
Martinez, 2007).

Los taninos tienen actividad antimicrobiana contra bacterias, hongos y levaduras
y también muestran actividad contra parasitos como nematodos gastrointestinales

y helmintos (Sanchez y Garcia, 2022).
2.3.4.4. Quinonas

Son compuestos que podemos encontrar en forma libre o unida a azlcares, se
clasifican en benzoquinonas, antraquinonas y naftoquinonas. Estos compuestos
oxigenados brindan pigmentacién en las plantas, cuyas tonalidades van desde

amarillo a violeta (Castillo y Martinez, 2007).
2.3.4.5. Terpenos y esteroides

Son metabolitos secundarios producidas por las plantas que estan formados por
unidades isoprénicas y que en cuya estructura podemos diferenciar la presencia

de cinco carbonos (Bruneton, 2001).
2.3.4.6. Mucilagos

Los mucilagos son metabolitos secundarios que generalmente se encuentran en
el tegumento externo de las semillas. Estructuralmente esta comprendido de
polisacéaridos, pentosas. Estos hidrocoloides al entrar en contacto con el agua
forman las gomas o geles puesto que los grupos hidroxilo al ser hidratados forman

puentes de hidrégeno (Kuklinski, 2000).
2.3.5. Antimicrobianos

Los antimicrobianos tienen la capacidad de inhibir el crecimiento o destruir a
determinados microorganismos, estos pueden ser de origen sintético a los que se
los conoce como quimioterdpico; asi como también ser generado por otro

microorganismo, a los que se los conoce como antibiético (Romero, 2007).
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2.3.5.1. Ciprofloxacino

El ciprofloxacino se usa para tratar infecciones bacterianas como la tifoidea y
diarrea infecciosa. Asi también es utilizada para tratar infecciones respiratorias y
urinarias salvo excepto algunas excepciones para estos (American Society of
Health System Pharmacists [AHFS], 2023).

2.3.6. Métodos de extraccion
2.3.6.1. Maceracion

Consiste en el reposo de un componente vegetal por el periodo de 48 horas a
varios dias en algun tipo de solvente, ya sea agua, etanol, metanol u otros. El
proceso de realiza a temperatura ambiente, libre de la exposicién a la luz y en

constante agitacion (Miranda y Cuellar, 2013).
2.3.7. Métodos para el estudio de la sensibilidad a los antimicrobianos
2.3.7.1. Método de difusion

Para el método de difusion, el antibiograma se basa en el trabajo realizado por
Kirby y Bauer, el cual consiste en la aplicacién de un agente antimicrobiano en un
disco, mismo que se es colocado en una placa de agar previa inoculacién del
microorganismo a estudiar. El disco al ser colocado difunde el antimicrobiano a
través de la placa de manera radial formando asi los halos de inhibicion (Garcia
et al., Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica -
11 [SEIMC-11], 2000).

Difusion en pozos de agar

Este método se basa en realizar unos pozos de 6mm de didmetro en un medio ya
preparado en placa de acuerdo al tipo de trabajo a realizarse, en donde se
colocara una cantidad determinada de antimicrobiano y se formaran halos de
inhibicion de acuerdo a la cantidad de sustancia aplicada después de su

incubacién (Ramirez y Castafio, 2009).
2.3.7.2. Método de dilucion

Los métodos de dilucion son aplicados para poder determinar la Concentracion
Minima Inhibitoria y la Concentracién Minima Bactericida (Garcia et al., SEIMC-
12, 2000).
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Macrodilucién en tubo

El método de macrodilucién en tubo nos permite determinar la CMI y CMB, para
lo cual se dispone de una bateria de tubos contenidos del caldo afin al crecimiento
de la bacteria estudiada, en donde la misma tendra el antimicrobiano en diluciones
sucesivas. Posterior al tiempo de exposicién luego de la inoculacién del
microorganismo y observar su crecimiento, se realiza el sembrado de los tubos en
un rango de donde se determiné la CMI, asi de esta manera observando el
crecimiento de colonias en las placas con agar se determinara la CMB (Garcia et
al., SEIMC-12, 2000).
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M. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucion

Esta tesis fue realizada en el Laboratorio de Inmunologia y Microbiologia Clinica
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristobal
de Huamanga perteneciente al departamento de Ayacucho, provincia Huamanga,
distrito Ayacucho; en los meses de enero a mayo del 2023. Ubicado en el Jr.
Independencia S/N° y con altitud de 2788 m.s.n.m.

3.2.  Materiales

3.2.1. Muestra vegetal

Se utilizé 2 Kg de pericarpio pulverizado procedente de vainas de Caesalpinia
spinosa “tara” que fueron previamente recolectadas en las primeras horas del dia,
en la comunidad de Muyurina, del distrito de Tambillo, de la provincia de

Huamanga, que esta ubicado a 2670 m.s.n.m. durante el mes de enero del 2023.

Se utiliz6 2 Kg de semillas pulverizadas procedentes de vainas de Caesalpinia
spinosa “tara” que fueron previamente recolectadas en las primeras horas del dia,
en la comunidad de Muyurina, del distrito de Tambillo de la provincia de

Huamanga, que esta ubicado a 2670 m.s.n.m. durante el mes de enero del 2023.

Se utilizé 2 Kg de hojas pulverizadas procedentes de Caesalpinia spinosa “tara”
que fueron previamente recolectadas en las primeras horas del dia, en la
comunidad de Muyurina, del distrito de Tambillo de la provincia de Huamanga, que

esta ubicado a 2670 m.s.n.m. durante el mes de enero del 2023.
3.2.2. Cepa bacteriana

Se utiliz6 una cepa pura (Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028)
adquirida a través de Gen Lab del Pert S.A de la empresa Microbiologics (anexo
2).
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3.3. Disefio metodolégico

3.3.1. Preparacion de los extractos
Colectay secado de la muestra vegetal

Se realiz6 la colecta seleccionando las vainas y hojas en buen estado, libre de
plagas e impurezas. Posteriormente se realizo el lavado y la limpieza de las
mismas. Finalmente fueron secadas con ayuda de una estufa a 40°C (Miranda y
Cuéllar, 2013).

Molienda

Previamente se separo el pericarpio y las semillas de las vainas. Luego con ayuda
de un molino de mano se triturd tanto el pericarpio como semillas y hojas de

Caesalpinia spinosa hasta obtener un polvo fino (Miranda y Cuéllar, 2013).
Obtencién del extracto etandlico

Para conseguir el extracto etandlico se utilizé el método de maceracién para lo
cual se puso la molienda obtenida, tanto del pericarpio como de semillas y hojas
por separado; mas etanol al 96% en frascos de vidrio color oscuro. Dicha mezcla
se dejo macerar por 7 dias en constante agitacién. Luego del proceso de filtracion
se llevo a la estufa, hasta obtener un concentrado libre del solvente. Finalmente
los productos obtenidos se guardaron en frascos rotulados oscuros a 4°C para su

conservacion (Cargua, 2018).
Obtencion del extracto acuoso

Para obtener el extracto acuoso se llevo a ebullicién el agua destilada, luego se
colocé la muestra pulverizada, tanto del pericarpio, como de las semillas y hojas
por separado. Se dejo hervir por 3 minutos, luego se dejé macerar por 7 dias en
frascos color oscuro en constante agitacién para posteriormente realizar el filtrado
y ser colocado en la estufa hasta obtener el concentrado. Finalmente los productos
obtenidos se guardaron en frascos rotulados oscuros a 4°C para su conservacion
(Cargua, 2018).

Preparacion de las concentraciones

Se prepararon las concentraciones de 700, 600, 500, 400 y 300 mg/mL para los
extractos, donde se utiliz6 la formula quimica de diluciones para hallar dichas

concentraciones (Rodriguez, 2017).
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Cl.Vl = CZ'VZ
3.3.2. Determinacidon de la actividad antibacteriana

Se utilizé el método de difusion originario de Kirby y Bauer, modificado en pozos
de agar agar, el cual nos permite determinar la cantidad de extracto a utilizar
(Garcia et al., SEIMC-11, 2000).

Preparacion de medios de cultivo

Se prepararon dos medios de cultivo; agar Mueller Hinton y agar Salmonella
Shigella siguiendo las instrucciones del fabricante. Para el primero se procedi6 a
realizar los calculos para la cantidad a utilizar, se diluyé el medio en agua
destilada y se llevod a esterilizar en autoclave, una vez finalizado el proceso de
esterilizacion se afadié el medio en placas completamente estériles (HIMEDIA,
s.f.).

Para la preparacion del medio agar Salmonella Shiguella previa realizacion de los
calculos para la cantidad a utilizar se esteriliz6 en un matraz agua destilada en un
autoclave, luego se diluyé el medio en condiciones de esterilidad y se llevo a

ebullicion, finalmente se realizé el plaqueado (HIMEDIA, s.f.).
Preparacion del inéculo

Una vez recibida la cepa liofilizada, se abri6 el envase que la contenia y se
procedi6 a repicarla en placas con agar Salmonella Shiguella para rejuvenecerlas.
Luego de cumplidas las 18 a 24 horas de incubacion a 37°C se toma las colonias
con un hisopo y se diluy6é en SSF (solucion salina fisiol6gica), de manera que esté
al 0.5 en la escala de Mc Farland (Garcia et al., SEIMC-11, 2000).

Inoculacién de las placas

En un ambiente en condiciones de esterilidad, se rotularon las placas que
contenian agar Mueller Hinton, luego utilizando un sacabocados completamente
estéril de 6 mm de diametro se realizaron 6 pocillos, 5 para los extractos con sus
respectivas diluciones y uno para el control negativo. Se prepararon placas para
5 repeticiones de cada concentracion, lo que equivale a un total de 30 placas
Petri, considerando los 3 érganos de la planta utilizados y los dos tipos de
extracto (Garcia et al., SEIMC-11, 2000).
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e Luego se empapo un hisopo estéril, de manera que conteniendo el in6culo, se
presiond levemente en las paredes del tubo para quitar el exceso y una vez
contenido el indculo en el hisopo se realiz6 la siembra en las placas de manera
gue esta quede completamente cubierta, seguidamente se dej6 reposar por 5
minutos (Garcia et al., SEIMC-11, 2000).

e Posterior a ello, se colocé en cada pocillo el extracto obtenido con las diluciones
respectivas, para esto se utilizé una micropipeta. Se colocé 30 L de extracto en
cada uno (Gamboa y Figueroa, 2009).

¢ Finalmente con ayuda de una pinza estéril se coloc6 un disco del medicamento
ciprofloxacino de 0.005 mg que fue el control positivo y se llevé a incubar. Para
el control negativo se coloc6 en un pocillo 30 yL de agua destilada estéril
(Garcia et al., SEIMC-11, 2000).

Determinacién del halo de inhibicién

Luego de incubar las placas por 24 horas a 37°C, con ayuda de un vernier
previamente calibrado, se realizé la toma de medidas de los halos de inhibicién
(Instituto Nacional de Salud [INS], 2002).

Determinacion del porcentaje de inhibicion

Luego de realizar la toma de datos y considerando los diametros con ausencia de
crecimiento de colonias, se realizaron los célculos utilizando la férmula siguiente
(Corzo, 2012).

Yode inhibicin = Diametro del halo de inhicion del extracto 100
0 I IEIOn = Bi2metro del halo de inhibicién del control positivoX

3.3.3. Concentracién Minima Inhibitoria

e Se prepar6 una bateria de 13 tubos de ensayo, de los cuales se rotularon del
1al 11, el tubo 12 fue el control positivo y el tubo 13 el control negativo (Garcia
et al., SEIMC-12, 2000).

e Se afiadié 1mL de caldo nutritivo a los 13 tubos (Garcia et al., SEIMC-12, 2000).

e Se afadié 1mL de extracto de concentracion de 300 mg/mL al primer tubo, de
donde se realizaron diluciones sucesivas; trasvasando 1 mL al siguiente tubo,
asi hasta el tubo 11, del que se eliminara 1 mL. De manera que el tubo 2
contiene 150 mg/mL de concentracion; el tubo 3, 75mg/mL; el tubo 4,
37,5mg/mL; el tubo 5, 18,75 mg/mL; el tubo 6, 9,38 mg/mL; el tubo 7, 4,69
mg/mL; el tubo 8, 2,35 mg/mL; el tubo 9, 1,18 mg/mL; el tubo 10, 0,59 mg/mL
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y el tubo 11, 0,30 mg/mL. El tubo 12 y 13 no contienen extracto (Garcia et al.,
SEIMC-12, 2000).

e Luego se afiadio 100 pL de inéculo bacteriano a los 11 tubos que ya contienen
el extracto con las diluciones respectivas y también al control positivo; el tubo
13 solo contenia el caldo nutritivo (Garcia et al., SEIMC-12, 2000).

e Seguidamente se llevd a incubar a 37°C por 24 horas (Cavalieri et al., 2005).

¢ Finalmente se realizé la observacion, en donde el tubo de ensayo con ausencia
de turbidez es aquel que contiene la Concentraciéon Minima Inhibitoria (Garcia
et al., SEIMC-12, 2000).

3.3.4. Concentracién Minima Bactericida (CMB)

e Se realizé a partir de la CMI, para lo cual se introdujo el asa de Kolle en los
tubos aledafios al tubo que contenia la CMI y se realiz6 el sembrado de cada
uno en 6 placas diferentes que contenian agar Salmonella Shigella (Garcia et
al., SEIMC-12, 2000).

o Posterior a ello se incubaron las placas de Petri a 37°C por 24 horas y se
anotaron las observaciones respectivas (Cavalieri et al., 2005).

e Se determiné la CMB en la placa donde no se observo crecimiento de alguna
colonia (Garcia et al., SEIMC-12, 2000).

3.4. Tipo deinvestigacion

Cuasiexperimental, pues aqui los grupos son formados por el investigador y no
asignados al azar. Se manipula la variable independiente, de manera que se vean

los resultados en la variable dependiente (Hernandez et al., 2014).
3.5. Analisis estadistico

Se utilizé el programa Microsoft Excel y con ayuda del programa estadistico SPSS
se realizaron pruebas de normalidad, homogeneidad, ANVA y Tukey (Wayne,
2011).
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V. RESULTADOS
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Tabla 1. Efecto bactericida de los extractos acuoso y etanélico del pericarpio,
hojas y semillas de Caesalpinia spinosa “tara” frente a Salmonella enterica
serovar Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho — 2022.

Actividad antibacteriana de Caesalpinia spinosa “tara”

Concentracién

(mg/mL) Extracto acuoso Extracto etandlico
Pericarpio Hojas  Semillas Pericarpio Hojas Semillas
300 mg/mL Sl Sl NO Sl Sl NO
400 mg/mL Sl Sl NO Sl Sl NO
500 mg/mL Sl Sl NO Sl Sl NO
600 mg/mL Si SI NO Sl Sl NO
700 mg/mL Si SI NO Sl Sl NO
Ciprofloxacino Sl Sl Sl Sl SI SI
0.005 mg/mL
(control)
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Tabla 2. Promedio del diametro de los halos de inhibicibn (mm) de los
extractos acuoso y etandlico del pericarpio y hojas de Caesalpinia spinosa
“tara” frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028.
Ayacucho — 2022.

Promedio de halos de inhibicion de Caesalpinia spinosa “tara”

Concentracion Extracto acuoso Extracto etandlico
(mg/mL) Pericarpio Hojas Pericarpio Hojas
300 mg/mL 8,38 7,58 8,50 8,13
400 mg/mL 9,65 8,58 10,24 9,25
500 mg/mL 11,82 10,15 12,42 10,15
600 mg/mL 12,91 11,59 13,46 11,95
700 mg/mL 14,26 13,57 14,63 14,02
Ciprofloxacino 30,98 31,22 32,37 31,97
0.005 mg/mL
(control)

Con un valor P < 0,05 para cada tratamiento, lo que muestra que hay diferencia entre

ellos.

24



Tabla 3. Porcentajes de inhibicién segun sus concentraciones, de los extractos
acuoso y etandlico del pericarpio y hojas de Caesalpinia spinosa “tara” frente
a Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho — 2022.

Porcentaje de inhibicion de Caesalpinia spinosa “tara” (%)

Concentracion Extracto acuoso Extracto etandlico
(mg/mL) Pericarpio Hojas Pericarpio Hojas
300 mg/mL 26,56 24,03 26,94 25,77
400 mg/mL 30,58 27,20 32,47 29,31
500 mg/mL 37,47 32,17 39,37 32,18
600 mg/mL 40,91 36,75 42,68 37,88
700 mg/mL 45,19 43,02 46,36 44,44
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Tabla 4. Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracién Minima Bactericida
segun concentraciones de los extractos acuoso y etandlico de hojas y
pericarpio de Caesalpinia spinosa “tara” frente a Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho — 2022.

Determinacion de la CMl y CMB de Caesalpinia spinosa “tara” (mg/mL)

Extracto acuoso Extracto etandlico
Pericarpio Hojas Pericarpio Hojas
CMI 18,75 37,5 9,38 18,75
CMB 37,5 75 18,75 75

Leyenda
CM |: Concentracion Minima Inhibitoria

CMB: Concentracion Minima Bactericida
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V. DISCUSION

La tabla 1 muestra el efecto inhibitorio de Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028 y podemos observar que presentdé efecto
antimicrobiano en todos los tratamientos de los extractos etandlico del pericarpio,
etandlico de hojas, acuoso del pericarpio y acuoso de hojas, mas por el contrario

no se observo efecto inhibitorio en los extractos obtenidos a partir de semillas.

Se puede corroborar en las investigaciones de Huashuayo (2016) que las vainas
de Caesalpinia spinosa si presentan inhibicion frente a Streptococcus pyogenes,
mas el extracto etandlico de semillas no. Asi también en la investigacion de Flores
(2022) que utilizd las cepas Candida albicans, Enterococcus faecalis y
Staphylococcus aureus, donde el extracto etanélico de semillas produjo solamente
un promedio de halos de 1 mm. Sin embargo en la investigacion de Villavicencio
et al. (2021) se lleg6 a producir un promedio de hasta 14 mm de diametro de los

halos de inhibicién del extracto etandélico de semillas.

Con esta informacién se conoce que las semillas no tienen una mayor significancia
en estudios de este tipo, ya que carecen de metabolitos secundarios que producen
efecto antimicrobiano y por el contrario tienen otros componentes como gomas y
coloides que son utiles en otros ambitos. Sin embargo hay lugares donde si se
generan los metabolitos de importancia farmacéutica, aunque son escasos; esto
podria deberse a la diferencia de produccién de metabolitos de unas plantas a
otras segun su zona de su crecimiento o también por las variedades de la especie,
en donde probablemente podamos encontrar microrganismos endofitos que

desarrollen su mayor produccion (Ariza y Sanchez, 2012).

La tabla 2 muestra los promedios de los didmetros de inhibicion, en donde el
pericarpio resultd ser el mejor 6rgano de Caesalpinia spinosa que presenta efecto

antimicrobiano, para lo cual el extracto etandlico obtuvo el mayor promedio con
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14,63 mm a 700 mg/mL, mientras que para las hojas el extracto etandlico obtuvo
el mejor resultado respecto a este 6rgano, con 14,02 mm a 700 mg/mL.
Considerando lo obtenido en la prueba ANVA realizada para extractos que
presentaron efecto antimicrobiano, se rechaza la hip6tesis nula y por lo tanto se
concluye que al menos un tratamiento es diferente y para encontrar cuales
tratamientos difieren se realizé la prueba de comparacion multiple de Tukey. En el
extracto acuoso del pericarpio la dilucién de 600 mg/mL es la mas 6ptima pues
tanto esta como la concentracion de 700 mg/mL pertenecen a una misma
agrupacién asi que a una menor concentracion tenemos el mismo efecto que a la
concentracion mayor del antimicrobiano (ver anexo 19). Para el extracto acuoso
de hojas la dilucion de 700 mg/mL difiere significativamente respecto a las otras
concentraciones, entonces esta es la mejor ya que produce el mayor efecto
antimicrobiano (ver anexo 22). Para el extracto etandlico del pericarpio la dilucién
de 600 mg/mL es la mas éptima pues tanto esta como la concentracién de 700
mg/mL pertenecen a una misma agrupacion asi que a una menor concentracion
tenemos el mismo efecto que a la concentracion mayor del antimicrobiano (ver
anexo 25). Finalmente para el extracto etandlico de hojas, la dilucién de 700
mg/mL difiere significativamente respecto a las otras concentraciones, entonces
esta es la mejor, ya que produce el mayor efecto antimicrobiano (ver anexo 28).
Por ende para este trabajo se puede afirmar que el extracto etandlico del
pericarpio a la dilucién de 700 mg/mL genera un mayor promedio con 14,63 mm
respecto a los otros tratamientos, seguido del extracto acuoso del pericarpio con
un promedio de 14,26 mm, a una concentracioén también de 700mg/mL, por lo que
podemos afirmar que el pericarpio es el érgano de Caesalpinia spinosa que
presenta mayor efecto antimicrobiano en comparacién a las hojas y semillas, lo

gue cumple tanto para los extractos etandlico como acuoso.

Para estos resultados obtenidos se contrasta con Cholan et al. (2019) pues utilizd
concentrado hidroalcohdlico de vainas de Caesalpinia spinosa en donde obtuvo
halos de inhibicion de un promedio 29,33 mm frente a Salmonella typhi con la
diluciéon de 800 mg/mL, asi también reporté halos de promedio 24,44 mm frente a
Escherichia coli a la concentracion de 800 mg/mL. Del mismo modo Flores (2022)
trabajo utilizando extracto etandlico de hojas, vainas y semillas de Caesalpinia
spinosa frente Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus y Candida albicans
en donde obtuvo que el extracto de vainas presenta diametros de inhibicion de

hasta 19 mm en comparacion a los otros extractos. Por otra parte Huashuayo
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(2016) que trabaj6é con Streptococcus pyogenes obtuvo el mayor promedio de
halos de inhibicidon con 15,7 mm con extracto acuoso de vainas y a la dilucién de
500 mg/mL en comparacién con el extracto etandlico de vainas que tuvo una
media de 15,4 mm. Por ende podemos afirmar que el pericarpio de Caesalpinia
spinosa es el mejor 6rgano para obtener metabolitos secundarios, que generan
inhibicion microbiana, no solo de Salmonella enterica serovar Typhimurium como
en este caso sino también para una amplia gama de microorganismos patégenos,
esto se contrasta con los trabajos de Zurita Ruiz (2018) que demostro
positivamente este resultado, frente a Pseudomonas aeruginosa, asi también
Montenegro y Ramos (2016) que demostraron su efectividad frente a
Porphyromonas gingivalis del mismo modo Bornaz et al. (2021) frente a
Lactobacillus acidophilus y finalmente Benites (2016) que demostré también
efecto antimicrobiano de Caesalpinia spinosa al enfrentarla a Candida albicans.
De ello afirmamos que Caesalpinia spinosa tiene un amplio espectro
antimicrobiano para bacterias que podemos encontrar tanto en las vias
respiratorias, cavidad bucal, vaginal y otras. Tenemos que estos autores
mencionan que el efecto que genera Caesalpinia es debido a sus metabolitos
secundarios como los flavonoides, triterpenos y esteroides, compuestos fendlicos,
quinonas y principalmente los taninos, mismos que al crear un efecto sinérgico
nos muestran mayor efectividad en los resultados de inhibicién para el crecimiento
de los microorganismos. Considerando que los metabolitos secundarios més
abundantes en Caesalpinia spinosa son los taninos, debemos mencionar que
estos se ligan a proteinas de manera que al ingresar a la bacteria dafian su
membrana y ademas interfieren en los diversos procesos metabdlicos como la
sintesis de acidos nucleicos y proteinas (Lopez et al., 2011). Se puede discutir
también que hay investigaciones en las que el 6rgano que produce mayor
inhibicién son las hojas de Caesalpinia spinosa, ello lo podemos observar en el
trabajo de Villavivencio et al. (2021) en donde el extracto etandlico de las hojas de
Caesalpinia spinosa formé diametros de 18 mm en comparacion con el del
pericarpio, que tuvo un promedio de 17 mm. En este caso podemos mencionar
gue la planta desarrolla una variacion en la cantidad de produccion de metabolitos
debido a su habitat de crecimiento, ya que su investigacion se desarrollé en la
region Lima y probablemente podamos encontrar microrganismos enddfitos que
generen la sintesis de estos (Ariza'y Sanchez, 2012). Otra observacion es, que en

investigaciones donde se trabajé con bacterias Gram positivas se presenté un
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mayor efecto antimicrobiano y a unas concentraciones bajas como es el caso de
Villavicencio et al. (2021) quienes realizaron su investigacion con Staphylococcus
aureus y obtuvieron halos de inhibicion de tamafio considerable; por otro lado en
la investigacién de Huashuayo (2016) que trabajo con Streptococcus pyogenes y
solamente con diluciones con un rango de 100 mg/mL a 500 mg/mL obtuvo unos
halos de inhibicibn de tamafio significativo a diferencia de la presente
investigacion, en la que se utilizd concentraciones mayores, desde 300 mg/mL
hasta 700 mg/mL. Se puede decir entonces que las bacterias Gram positivas
tienden a ser mas afectadas frente a la accién de un antimicrobiano, ello debido a
su estructura, puesto que solo poseen una membrana externa. Y por el contrario
para Salmonella enterica serovar Typhimurium gque al ser Gram negativa y poseer
doble membrana, esta demora el paso del antimicrobiano, por ello que para esta
investigacion se necesité elevar las concentraciones de los extractos, Murray et
al. (2014). Esto es mas notorio al comparar con la investigacién de Huashuayo
(2016) puesto que los lugares de colecta de la muestra de Caesalpinia spinosa
corresponden al mismo lugar, por lo tanto no deberia haber mayor variacion en la

concentracion de metabolitos presentes en la planta.

En la tabla 3 se observan los porcentajes de inhibicién de los extractos acuoso y
etandlico del pericarpio y hojas de Caesalpinia spinosa “tara” frente a Salmonella
enterica serovar Typhimurium ATCC 1402, donde el extracto etandlico del
pericarpio resulté tener el mayor porcentaje de inhibicién respecto a todos los
tratamientos, con 46,36% en la dilucion de 700 mg/mL; por otra parte el érgano de
las hojas, el extracto etandlico fue el mejor extracto con 44,44% de porcentaje de

inhibicion a la concentracion de 700 mg/mL.

En la investigacion realizada por Jimenez (2016) utilizando las diluciones de 2,5%;
5% y 10% a partir del aceite esencial obtenido de las vainas de Caesalpinia
spinosa se reporto eficacia inhibitoria en el crecimiento de S. aureus de manera
gue la concentracion mas alta presentdé mayor porcentaje de inhibicion. Asi
también Diaz (2018) utilizando otra especie de planta, determiné el efecto
inhibitorio de Brunfelsia grandiflora sobre Salmonella typhimurium obteniendo un
porcentaje de inhibicion de 4,28% con extracto concentrado y del mismo modo

7,89% de porcentaje para E. coli.

Se afirma que los datos porcentuales vienen a la par con el promedio de cada

concentracion de los resultados obtenidos en los promedios de los diametros de
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inhibicion, en donde el porcentaje de inhibicion es directamente proporcional a la

concentracion del extracto.

En la tabla 4 se observan los resultados obtenidos para la Concentracién Minima
Inhibitoria y la Concentracion Minima Bactericida de los macerados obtenidos a
partir del pericarpio y hojas de Caesalpinia spinosa “tara” al aplicarlos frente al
crecimiento de Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 1402. En donde
el extracto acuoso del pericarpio presenté una CMI de 18,75 mg/mL y una CMB
de 37,5 mg/mL. El macerado acuoso de hojas dio una CMI de 37,5 ml/mL y una
CMB de 75 mg/mL. El extracto etandlico del pericarpio presenté una CMI de 9,38
mg/mL y una CMB de 18,75 mg/mL. Finalmente el macerado etandlico de hojas
present6 una CMI de 18,75 mg/mL y una CMB de 75 mg/mL. Para el extracto
etandlico de pericarpio, se determind que la concentracion mas baja para inhibir
el crecimiento de la cepa (CMI) es de 9,38 mg/mL y la minima concentracion del
antimicrobiano con capacidad de eliminar el 99,9% de bacterias (CMB) es de
18,75 mg/mL siendo esta la mas baja respecto a los otros tratamientos y por lo

tanto la mas eficaz.

Respecto a otras investigaciones de CMI y CMB, podemos mencionar a
Huashuayo (2016) quien obtuvo para el extracto acuoso del pericarpio una CMI
de 1,95 mg/mL y una CMB de 3,90 mg/mL. Por otro lado utilizando extracto
hidroalcohélico de Linum usitatissimum, Vélez et al. (2020) obtuvieron una CMI
de 5 mg/mL y 6 mg/mL para la CMB frente a Salmonella typhimurium (ATCC
14028) y Salmonella typhi (ATCC 9298).

Dada esta informacién y como ya se mencioné anteriormente, esto se debe a que
las bacterias Gram positivas son mas susceptibles al efecto de los
antimicrobianos, ello debido a que estas poseen solo una membranay el paso del
antimicrobiano a través de esta es mas facil, lo que no sucede con las Gram
negativas ya que al poseer doble membrana el paso del antimicrobiano a través
de estas es mas lento. Por eso para esta investigacion se obtuvo tanto para la CMI
como para la CMB concentraciones mas elevadas. Por otra parte contrastando
con la ultima investigacion mencionada se observa que para Linum usitatissimum
se obtuvieron concentraciones mas bajas y tratandose de la misma especie
utilizada (Salmonella typhimurium) se podria afirmar que el lino es mejor

antimicrobiano respecto a Caesalpinia spinosa.
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VI. CONCLUSIONES
Los macerados obtenidos del pericarpio y hojas de Caesalpinia spinosa
“tara” muestran actividad antibacteriana frente a Salmonella enterica
serovar Typhimurium ATCC 14028.
El mayor diametro de inhibicién de Caesalpinia spinosa frente a Salmonella
enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 se dio aplicando el macerado
etandlico del pericarpio en la dilucion de 700 mg/mL obteniéndose 14,63
mm promedio de diametro del halo de inhibiciéon, mientras que para las
hojas se dio 14,02 mm; con extracto etandlico y a la concentracion de 700
mg/mL.
El mayor porcentaje de inhibicibn de Caesalpinia spinosa frente a
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 se dio aplicando el
macerado etandlico del pericarpio a la dilucion de 700 mg/mL
obteniéndose 46,36%, del mismo modo para el érgano las hojas se dio
también en la dilucion de 700 mg/mL del macerado etandlico con 44,44%.
La Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) sobre a Salmonella enterica
serovar Typhimurium ATCC 14028, del macerado etandlico del pericarpio
de Caesalpinia spinosa fue 9,38 mg/mL, por otro lado para el macerado
etandlico de hojas fue 18,75 mg/mL.
La concentracién minima bactericida (CMB) sobre a Salmonella enterica
serovar Typhimurium ATCC 14028, del macerado etandlico del pericarpio
de Caesalpinia spinosa fue 18,75 mg/mL, por otra parte, para el macerado

etandlico de hojas fue 75 mg/mL.

32



VIl.  RECOMENDACIONES
Incentivar el desarrollo de mas investigaciones aplicando otros solventes
para la obtencién y aislamiento de metabolitos secundarios de Caesalpinia
spinosa.
Continuar en la linea de investigacion referente a la actividad
antibacteriana de Caesalpinia spinosa, asi también probar su efecto frente
a otras cepas de bacterias con el objetivo de revalorar la especie respecto
a su capacidad de combatir diversas enfermedades.
Realizar investigaciones con otros érganos de Caesalpinia spinosa como

raiz, tallos y flores.
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ANEXO 1: Constancia de identificacion de Caesalpinia spinosa “tara”. Ayacucho
2023.

JOSE R. CAMPOS DE LA CRUZ
CONSULTOR BOTANICO
C.B.P.3796

Email: jocamde@gmail.com

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

JOSE, RICARDO CAMPOS DE LA CRUZ. BIOLOGO COLEGIADO. CBP 379 - INSCRITO EN EL REGISTRO DE PROFE-
SIONALES QUE REALIZAN CERTIFICACIONES DE Y PRODUC-
TOS DE FLORA — RESOLUCION DIRECTORAL N.”0311-2013-
CERTIFICA:

Que. ROJAS HUAMAN, YAJIMA IZUML, Bachiller en Ciencias Biologicas, egresada de la
Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga - Facultad de Ciencias Biologicas, con fines
de investigacion para desarrollar su proyecto de tesis ha solicitado 1a identificacion v certificacion
boténica de la planta conocida con ¢l nombre vulgar de “tara™, la muestra ha sido estudiada ¢
identificada como Caesalpinia spinosa (Molina) Kimtze. Segim la base de WTropicos del Mis-
souri Botanical Graden que siguen el sistema modemo de clasificacion de las angiospermas
(APG), publicado en 1998 por el Grupo para Ia Filogenia de las Angiospermas. revisado por APG
i1 (2003). APG HI (2009), actualizado por APG IV (2016), el sistema APG evita el use de la no-
menclatura taxonémica clasica por amiba de orden, Chase & Reveal en APG I (2009) conside-
ran a todas las plantas verdes en la Clase Fquisetopsida. Teniendo e€n cuenta los datos de
W’TmpboaAK}MyAK?lV,mhespeckﬂuﬁﬁmhsemmmm
taxonomicas y clados:

Reino: Plantae
Divisién: Angiospermac
Clase: Equisctopsida
Subclase: Magnoliidae
Superorden: Rosanae
Orden: Fabales
Familia: Fabaccae
Género: Caesalpinia
Especie: Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze

Nombres valgares: tara_ taya
Se expide la presente centificacion para fines de investigacion cientifica.
Lima, 24 de junio del 2023

& ' ool
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S~/ c.8.r.3
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Jr. Sanchez Silva 156 — Piso 2-Urb. Santa Luzmila —Lima 07 -Lima
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ANEXO 2: Cotizacién de la cepa Salmonella enterica serovar Typhimurium

ATCC 14028 enviado por el Laboratorio Gen Lab.

enLabd)

Tacnologias para laVida

COTIZACION GL - 21 { 051327

FECHA mircoles, 24 de Noviembre de 2021
CLIENTE UNIVERSIDAD NACEONAL DE SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA
ATENCION Victar Luis CARDENAS LOPEZ, «vktor cardenasiunsch.edu pe>

REFERENCIA CEPAS DE REFERENCIA
Los Precios Incluyen LGV, (18%) de Ley

PRECIQ NUEVOS SOLES VALIDEZ 70IAS
ENTREGA A 45 DIAS DE RECIBIDA SUO/C PAGD ADELANTADO
PRECIO PRECIO
CO0IGO PRODUCTO UNITARIQ CANT TOTAL
5/ 5/

Salmonella enteriea subsp. enterica serovar Typhimurlum derived from ATCC® 14028™
Marea: Micobiotogics  Cod, Proveedor; 0363P w0 8440
HOSSS0A Exaa: o menor 2 06 meses 4 ! -

Marca; Microbiologxs
Procedencia: USA

KWIK.STIK: Park da 2 cepas licflizadas no mayor al 3¢/, pasaie + Certtficado de Andlsk.
Produicto sujeto 3 dispenibiidad del proveedor y a la poltica de fechas de expira de Miroblolagies.

Revisar términes y condiciones.
BLGO. GING SAAVEDRA COTRINA No 5¢ acapetan cambis y/o devoluciones.
Asesor Comercial
corren: gsaavedra@gentabpers.com

Realice el pago con cheque a nombre de GEN LAB DEL PERU §.A.C,, an caso de Depasito Bancario, realice el abono en nuestra Cuenta Bancaria:
Baneo Continental -Soles 0011-0139-0100024183-34 ¢ Banco BCP - Soles. 193-1440607-0-54
CCI Continental - Solas  011-139-000100024183-34 6 CCIBanco BCP - Soles  002-193-001440607084-18

1. Capac Yupanqui N° 2434 - (Al Cdra, 8 Av, 2 de May) - Lince - Lima 14 PERU
Telf,; 2037500 / 2037504 TeleFax; (51-1) 2037501
e-mail: ventas@genlabperu.com
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ANEXO 3: Evidencia de la compra de la cepa Salmonella enterica serovar

Typhimurium ATCC 14028 enviado por el Laboratorio Gen Lab.

Gen Lab(%'~

del Perd SAC

Tecnologlas para la Vida
RAZON SOCIAL: GEN LAB DEL PERU S.A.C.
Jr.Capac Yupanqui N* 2434 Lince, Lima, Lima - PERU (A1 Cdra. B Av. 2 de Mayo San Isidro)

Av. Las Flores de Primavera N° 849 Urb. Las Flores San Juan de Lurigancho, Lima, Lima
Central Telf.: 203-7500 Telefax:(51-1) 203-7501

R.U.C. 20501 262260

y

e-mall: v com web: www.genlabperu.com Ng 002- O O 39 0 5 7
\
Tl r A
20141660754

Sr(es): UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN CRISTOBAL DE HUAMANGA RU.C. e X Ikt aotte

PQ.PORTAL INDEPENDENCIA 57 U.V.PARQUE SUCRE AvAcucHoCPd: Cliente:

AYACUCHO HUAMANGA AYACUCFHO Orden de Compra:

o Gk~ 2L/ 051327

Punto de- IR CUSCO 204 AYACUCHO g er deiedido: e B
Llegada: ey e T W Tipo de Movimiento: 1pacirais
Punto de Partida: AV. LAS FLORES DE PRIMAVERA # 847 - LIMA 35

Fecha de Traslado:

Marca y Placa :
N° Licencia de Conducir :

Ventas(N Compras( ) Consignacién( ) Ventas con Entrega a Terceros( ) Ventas Sujeta a Confirmacién por el

Proveedor( ) Traslado entre Establecimientos de la misma Empresa( ) Devolucién( ) Otros( )

Salmonelia 2nterica subsp. antarica serovar Typalmurium darived from ATCCHD 11028
LOTE: 363 559-4 / Vencimiaento: 30/06/ 2023

HO5550-A

T £ s Eeeeeolace e mmeaiariaiiohebr lugar cavolclones. Firma y Sallo
AC. « .
pYOEE SAC. p. GEN IAB DEL PERU SAC. ~ RECIBICONFORME
A 20~/2- 24 DESTINATARIQ

20~12-201)\
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ANEXO 4: Cepa liofilizada de Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC
14028 enviado por el Laboratorio Gen Lab.

Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 en agar SS.
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ANEXO 5: Preparacion de los macerados etandlico y acuoso de Caesalpinia
spinosa “tara”. Ayacucho 2022.

| IIVIIVIIIIIIHHH

VV!I!!VVIV!VIHIH

R o o e L e e

S

S e == e o e e e |

45



ANEXO 6: Determinacion de la actividad antimicrobiana y la Concentracion
Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Bactericida de Caesalpinia spinosa
“tara”. Ayacucho 2022.
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ANEXO 7: Halos de inhibicion formados por el concentrado acuoso del pericarpio
de Caesalpinia spinosa “tara” frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028. Ayacucho 2022.
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ANEXO 8: Halos de inhibicién formados por el extracto acuoso de hojas de
Caesalpinia spinosa “tara” frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028. Ayacucho 2022.
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ANEXO 9: Ausencia de halos de inhibicidon con el concentrado acuoso de semillas
de Caesalpinia spinosa “tara” frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028. Ayacucho 2022.
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ANEXO 10: Halos de inhibicion formados por el concentrado etandlico del
pericarpio de Caesalpinia spinosa “tara” frente a Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho 2022.
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ANEXO 11: Halos de inhibicién formados por el extracto etandlico de hojas de
Caesalpinia spinosa “tara” frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028. Ayacucho 2022.
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ANEXO 12: Ausencia de halos de inhibicién aplicando el macerado etandlico de
semillas de Caesalpinia spinosa “tara” frente a Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho 2022.
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ANEXO 13: Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria del

concentrado acuoso del pericarpio y hojas de Caesalpinia spinosa “tara” frente a
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho 2022.

CMI 18,75 Tubo
mg/mL N°5

EXTRACTO ACUOSO DE HOJAS

CMI37,5 Tubo
mg/mL N° 4
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ANEXO 14: Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria del
concentrado etandlico del pericarpio y hojas de Caesalpinia spinosa “tara” frente
a Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho 2022.

‘af-qxwlr'?\/‘

|

I et — s

CMI 9,38 Tubo
mg/mL N° 6

CMI 18,75 Tubo
mg/mL N°5
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ANEXO 15: Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida del
concentrado acuoso del pericarpio y hojas de Caesalpinia spinosa “tara” frente a
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho 2022.

EXTRACTO ACUOSO DE HOJAS

S - < —
o\

Tubo
N° 3

CMB 75
mg/mL
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ANEXO 16: Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida del extracto

etandlico del pericarpio y hojas de Caesalpinia spinosa “tara” frente a Salmonella

enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho 2022.

CMB 18,75
mg/mL
EXTRACTO ETANOLICO DE HOJAS
P P
Tubo CMB 75
N° 3 mg/mL
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ANEXO 17: Prueba de normalidad del diametro de los halos de inhibiciéon (mm)
del macerado acuoso del pericarpio de Caesalpinia spinosa “tara” frente a

Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho 2022.

Concentracion Shapiro- Wilk
(mg/mL) Estadistico gl Valor P
300 0,974 5 0,898
400 0,941 5 0,673
500 0,936 5 0,637
600 0,937 5 0,642
700 0,932 5 0,611

Con un P>0,05 (Distribucién normal).
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ANEXO 18: Andlisis de Varianza del diametro de los halos de inhibicion (mm) del
macerado acuoso del pericarpio de Caesalpinia spinosa “tara” frente a Salmonella

enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho 2022.

Sumade gl Media F Valor P
cuadrados cuadrética
Entre grupos 113,994 4 28,498 25,601 0,000
Dentro de grupos 22,263 20 1,113
Total 136,257 24
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ANEXO 19: Prueba de comparacién multiple de Tukey del diametro de los halos
de inhibiciébn (mm) del macerado acuoso del pericarpio de Caesalpinia spinosa
“tara” frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho
2022.

Factor N Agrupacion
C B A
300 5 8,380
400 5 9,648
500 5 11,822
600 5 12,908 12,908
700 5 14,256

Las medias que se encuentran bajo la misma letra (agrupacion) no difieren
significativamente.
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ANEXO 20: Prueba P de normalidad del diametro de los halos de inhibicién (mm)
del macerado acuoso de hojas de Caesalpinia spinosa “tara” frente a Salmonella
enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho 2022.

Concentracion Shapiro- Wilk
(mg/mL) Estadistico gl Valor P
300 0, 867 5 0,255
400 0,919 5 0,525
500 0,965 5 0,843
600 0,858 5 0,223
700 0,944 5 0,693

Con un P>0,05 (Distribucién normal).
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ANEXO 21: Andlisis de Varianza del didmetro de los halos de inhibicion (mm) del
macerado acuoso de hojas de Caesalpinia spinosa “tara” frente a Salmonella

enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho 2022.

Sumade gl Media F Valor P
cuadrados cuadrética
Entre grupos 113,767 4 28,442 29,157 0,000
Dentro de grupos 19,509 20 0,975
Total 113,276 24
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ANEXO 22: Prueba de comparacién multiple de Tukey del diametro de los halos
de inhibicion (mm) del macerado acuoso de hojas de Caesalpinia spinosa “tara”

frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho 2022.

Factor N Agrupacion
D C B A
300 5 7,582
400 5 8,584 8,584
500 5 10,150 10,150
600 5 11,596
700 5 13,574

Las medias que se encuentran bajo la misma letra (agrupacion) no difieren

significativamente.
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ANEXO 23: Prueba de normalidad del diametro de los halos de inhibicién (mm)
del macerado etandlico del pericarpio de Caesalpinia spinosa “tara” frente a
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho 2022.

Concentracion Shapiro- Wilk
(mg/mL) Estadistico gl Valor P
300 0,924 5 0,553
400 0,965 5 0,843
500 0,974 5 0,903
600 0,999 5 0,999
700 0,985 5 0,958

Con un P>0,05 (Distribucién normal).
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ANEXO 24: Andlisis de Varianza del didmetro de los halos de inhibicion (mm) del
macerado etandlico del pericarpio de Caesalpinia spinosa “tara” frente a
Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho 2022.

Sumade gl Media F Valor P
cuadrados cuadrética
Entre grupos 122,256 4 30,564 29,058 0,000
Dentro de grupos 21,037 20 1,052
Total 143,293 24
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ANEXO 25: Prueba de comparacién multiple de Tukey del diametro de los halos
de inhibicién (mm) del macerado etandlico del pericarpio de Caesalpinia spinosa
“tara” frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho
2022.

Factor N Agrupacién
C B A
300 5 8,500
400 5 10,244
500 5 12,422
600 5 13,464 13,464
700 5 14,628

Las medias que se encuentran bajo la misma letra (agrupacion) no difieren

significativamente.
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ANEXO 26: Prueba P de normalidad del diametro de los halos de inhibicién (mm)
del macerado etandlico de hojas de Caesalpinia spinosa “tara” frente a Salmonella
enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho 2022.

Concentracion Shapiro- Wilk
(mg/mL) Estadistico gl Valor P
300 0, 982 5 0,946
400 0,948 5 0,721
500 0,940 5 0,663
600 0,921 5 0,536
700 0,971 5 0,882

Con un P>0,05 (Distribucion normal).
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ANEXO 27: Andlisis de Varianza del didmetro de los halos de inhibicion (mm) del
macerado etandlico de hojas de Caesalpinia spinosa “tara” frente a Salmonella
enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho 2022.

Sumade gl Media F Valor P
cuadrados cuadrética
Entre grupos 108,073 4 27,018 32,317 0,000
Dentro de grupos 16,721 20 0,836
Total 124,793 24
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ANEXO 28: Prueba de comparacién multiple de Tukey del diametro de los halos
de inhibiciéon (mm) del macerado etandlico de hojas de Caesalpinia spinosa “tara”

frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho 2022.

Factor N Agrupacion
D C B A
300 5 8,130
400 5 9,248 9,248
500 5 10,154
600 5 11,952
700 5 14,022

Las medias que se encuentran bajo la misma letra (agrupacién) no difieren

significativamente.
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ANEXO 29: Matriz de consistencia.

PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
PROBLEMA GENERAL OBJETIVO GENERAL 1.1.Antecedentes HIPOTESIS GENERAL TIPO Y DISENO
Cudl sera la actividad antibacteriana de los Determinar la actividad antibacteriana de los 1.2 Marco conceptual Caesalpinia spinosa “tara” presenta VARIABLE

extractos acuoso y etandlico del pericarpio,
semillas y hojas de Caesalpinia spinosa
“tara” frente a Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho -
2022.

PROBLEMAS ESPECIFICOS
1. Cuél seréa el diametro de inhibicion de la
actividad antibacteriana de los extractos
etandlico y acuoso del pericarpio, semillas y
hojas de Caesalpinia spinosa “tara” frente a
Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028. Ayacucho — 2022.
2.Cuél sera el porcentaje de inhibicion de la
actividad antibacteriana de los extractos
etandlico y acuoso del pericarpio, semillas y
hojas de Caesalpinia spinosa “tara” frente a
Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028. Ayacucho — 2022.
3.Cual ser4d la concentracion minima
inhibitoria  (CMI) de la  actividad
antibacteriana de los extractos etandlico y
acuoso del pericarpio, semillas y hojas de
Caesalpinia spinosa “tara” frente a
Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028. Ayacucho — 2022.
4.Cuédl sera la concentracion minima
bactericida (CMB) de la actividad
antibacteriana de los extractos etandlico y
acuoso del pericarpio, semillas y hojas de
Caesalpinia spinosa “tara” frente a
Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028. Ayacucho — 2022.

extractos acuoso y etandlico de las vainas y
de las hojas de Caesalpinia spinosa “tara”
frente a Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho -
2022.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.Determinar el diametro de inhibicién de la
actividad antibacteriana de los extractos
etandlico y acuoso del pericarpio, semillas y
hojas de Caesalpinia spinosa “tara” frente a
Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028. Ayacucho — 2022.

2. Determinar el porcentaje de inhibicion de
la actividad antibacteriana de los extractos
etandlico y acuoso del pericarpio, semillas y
hojas de Caesalpinia spinosa “tara” frente a
Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028. Ayacucho — 2022.
3.Determinar la concentracibn minima
inhibitoria  (CMI)  de la  actividad
antibacteriana de los extractos etandlico y
acuoso del pericarpio, semillas y hojas de
Caesalpinia spinosa “tara” frente a
Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028. Ayacucho — 2022.
4.Determinar la concentracion minima
bactericida (CMB) de la actividad
antibacteriana de los extractos etandlico y
acuoso del pericarpio, semillas y hojas de
Caesalpinia spinosa “tara” frente a
Salmonella enterica serovar Typhimurium
ATCC 14028. Ayacucho — 2022.

2.2.1.Caesalpinia
spinosa

2.2.2. Salmonella
enterica serovar
Typhimurium.
2.2.3. Salmonelosis
2.2.4. Metabolitos
secundarios

2.2.5.
Antimicrobiano
2.2.6. Método de
extraccion.

2.2.7. Métodos para
el estudio de la
sensibilidad a los
antimicrobianos.
2.2.8. Cepa ATCC.

actividad antibacteriana frente a
Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho
—-2022.

HIPOTESIS ESPECIFICA

El diametro de inhibicion de la actividad
antibacteriana de los extractos acuoso
y etandlico del pericarpio, semillas y
hojas Caesalpinea spinosa frente a
Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028, superan en
promedio los 10 mm.
El porcentaje de
actividad antibacteriana frente a
Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028 de los
extractos acuoso y etandlico del
pericarpio es mayor respecto al de las
semillas y hojas de Caesalpinea
spinosa.

La Concentracién Minima Inhibitoria de
la actividad antibacteriana de

inhibiciéon de la

Caesalpinea  spinosa frente a
Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028, sera
14.06mg/ml.

La Concentracién Minima Bactericida
de la actividad antibacteriana de

Caesalpinea  spinosa frente a
Salmonella enterica serovar
Typhimurium ATCC 14028, sera
28.13mg/ml.

INDEPENDIENTE
Extractos de Caesalpinia
spinosa.

Indicadores
Concentraciones de
300mg/mL, 400mg/mL,
500mg/mL, 600mg/mL y
700mg/mL

VARIABLE
DEPENDIENTE
Actividad antibacteriana
Indicadores

Diametro de inhibicion
(mm)

Porcentaje de inhibicion
(%)

Concentracion minima
inhibitoria (mg/mL)
Concentracion minima
bactericida (mg/mL)

Cuasi  experimental,
trabajando con
concentraciones  de
300mg/mL,
400mg/mL,

500mg/mL, 600mg/mL
y  700mg/mL  del
extracto etandlico y
acuoso y etanélico de
Caesalpinia spinosa,
con 5 repeticiones.

METODO DE
RECOLECCION DE
DATOS

Medicién, utilizaciéon
de escala.

TECNICAS E
INSTRUMENTOS

Cultivo en placa
Método de difusion

ANALISIS
ESTADISTICO

Con el programa
estadistico SPS vy
pruebas de
normalidad,

homogeneidad, ANVA
y Tukey.
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ANEXO 30: Operacionalizacion de variables

VARIABLES DEFINICION DEFINICION INDICADORES VALOR DE ESCALA DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION MEDICION
VARIABLE La tara que es un arbol que | Los componentes Etandlico Cuantitativo, escala de
INDEPENDIENTE | pertenece a la familia de las | obtenidos de Caesalpinia Extractos Acuoso razon.
Caesalpinia leguminosas y es una | spinosa planta oriunda de Organos de la planta Pericarpio
spinosa planta oriunda de los andes | los andes en actividad Semillas
(De la Torre, 2018). antibacteriana con
Salmonella enterica Hojas
serovar Typhimurium Concentraciones 300mg/mL
ATCC 14028. 400mg/mL
500mg/mL
600mg/mL
_ , 700mg/mL
VARIABLES DEFINICION DEFINICION INDICADORES VALOR DE ESCALA DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION MEDICION
VARIABLE Es la capacidad que tiene | La actividad Diametro de inhibicién mm Cuantitativo, escala de
DEPENDIENTE un agente de poder inhibir | antimicrobiana se mide razon.
Actividad la propagacion, | de acuerdo alos tamafios P = de INhibicid %
antibacteriana crecimiento 0 | delos halos de inhibicién. orcentaje de inhibicion 0
diseminacion de un
microorganismo (Fica.,
2005). Concentracion Minima mg/mL
Inhibitoria (CMI)
Concentracion Minima mg/mL
Bactericida (CMB)
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. Yajima Izumi ROJAS HUAMAN
RESOLUCION DECANAL N° 140-2024-UNSCH-FCB-D

En la ciudad de Ayacucho, siendo las cuatro de |a tarde del veintiséis de marzo del afio
dos mil veinticuatro; se reunieron los miembros del Jurado Evaluador en el Auditorio de la
Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga, presidido por el Dr. Saturnino Martin TENORIO BAUTISTA; Dr. Victor Luis
CARDENAS LOPEZ (Miembro-Jurado); Mg. Ruth Elsa HUAMAN DE LA CRUZ (Miembro-
Jurado); Dr. José ALARCON GUERRERO (Miembro-Jurado); Dr. Aurelio CARRASCO
VENEGAS (Miembro — Asesor) actuando como secretario docente el Mg. Jime Jack
RIVERA VILLAR; para presenciar la sustentacién de tesis titulada: Actividad
antibacteriana de Caesalpinia spinosa “tara” frente a Salmonella entérica serovar
Typhimurium ATCC 14028. Ayacucho-2022; presentado por la Bach. Yajima lzumi
ROJAS HUAMAN; el presidente luego de verificar la documentacion presentada, indico
al secretario docente dar lectura a la documentacion generada que refrenda el presente
acto academico, luego de ello dispuso el inicio al acto de sustentacion, indicando a la
sustentante que dispone de cuarenta y cinco minutos para exponer su trabajo de
investigacion tal como establece el Reglamento de Grados y Titulos de la Escuela
Profesional de Biologia. Culminada la exposicidn, el presidente invité a cada uno de los
Miembros del Jurado a participar con sus observaciones, sugerencias y preguntas a la
sustentante. Culminada esta etapa, el presidente invité a la sustentante y al publico
asistente a abandonar momentaneamente el Auditorio para que los miembros del jurado
evaluador puedan realizar las deliberaciones y calificaciones; cuyos resultados son los
que se consignan a continuacion:

Miembros del Jurado Evaluador Exposicién Respuesta/preguntas Promedio
Dr. Victor Luis CARDENAS LOPEZ 18 16 17
Mg. Ruth Elsa HUAMAN DE LA CRUZ 17 17 17
Dr. José ALARCON GUERRERO 17 16 17
PROMEDIO 17

La sustentante alcanzé el promedio de 17 aprobatorio. Acto seguido, el presidente
autorizo el ingreso de la sustentante y el publico al Auditorio dando a conocer los
resultados e indicando que de este modo se da por finalizado el presente acto académico,
siendo las seis y veinte de |a tarde; firmando al pie del presente en sefial de conformidad.

Va __
{ 6«/ _ < .
Dr. SatSrnir i FENORIO BAUTISTA Dr. Victgr14is HEkias LOPEZ

Presidente - Jurado

Lt c e el = -
Mg. Ruth EI$& HUAMAN DE LA CRUZ
Miembro — Jurado
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Miembro/~ Asesor ~Secrétario Docente




FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

DECANATURA - ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE TESIS
N° 46-2024-FCB-D

Yo, FIDEL RODOLFO MUJICA LENGUA, Director de la Escuela Profesional de Biologia de
la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis titulada: Actividad antibacteriana de
Caesalpinia spinosa “tara” frente a Salmonella entérica serovar Typhimurium ATCC
14028. Ayacucho - 2022, por YAJIMA IZUMI ROJAS HUAMAN: he constatado por medio
del uso de la herramienta TURNITIN, procesado CON DEPOSITO, una similitud de 7%,
grado de coincidencia, menor a lo que determina la ausencia de plagio definido por el
Reglamento de Originalidad de Trabajos de Investigacién de la UNSCH, aprobado con
Resolucion del Consejo Universitario N° 039-2021-UNSCH-C.

En consecuencia, la tesis cumple con las normas para el uso de citas y referencias

establecidas por la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga. Se acompaiia el
INFORME FINAL DE TURNITIN correspondiente.

Ayacucho, 26 de julio de 2024.
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