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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue evaluar el efecto antibacteriano del extracto
hidroalcoholico de las partes aéreas del Berberis vulgaris L. (agracejo) en
cultivos de cepas clinicas de Staphylococcus aureus. Para el desarrollo de la
evaluacion microbiologica se utilizé el método de difusidén en disco en el cual se
uso el extracto hidroalcoholico de las partes aéreas del Berberis vulgaris L.
(agracejo) en tres niveles, segun el procedimiento del manual de técnicas de
investigacion de National Committee for Clinical Laboratory Standars y Revista
meédical comparado con azitromicina como control positivo, luego se evalué el
efecto inhibitorio mediante la medida de halos de inhibicion generada por el
extracto hidroalcoholico de las partes de las hojas de Berberis vulgaris L.
(agracejo) al 10%, 20% y 30% comparados con azitromicina 15 pg, mostrando
mayor inhibicion el extractos al 30%. En conclusion, el extracto hidroalcéholico
de Berberis vulgaris L. (agracejo) presentdé efecto antibacteriano, una
concentracion de 10% que llegd hasta las concentraciones de 20% y 30% sobre
cepas clinicas de Staphylococcus aureus. Asimismo, se determiné la presencia
de metabolitos bioactivos cuya accidén antibacteriana se relaciona con los

flavonoides, alcaloides y compuestos fendlicos.

Palabras clave: Berberis vulgaris L. (agracejo), efecto antibacteriano,

Staphylococcus aureus, in vitro.



ABSTRACT

The objective of the research was to evaluate the antibacterial effect of the
hydroalcoholic extract of the aerial parts of Berberis vulgaris L. (barberry) in
cultures of clinical strains of Staphylococcus aureus. For the development of the
microbiological evaluation the disk diffusion method was used in which the
hydroalcoholic extract of the aerial parts of Berberis vulgaris L. (barberry) was
used in three levels according to the procedure of the manual of research
techniques of National Committee for Clinical Laboratory Standars and Medical
Journal compared to azithromycin as a positive control with the drug, then the
inhibitory effect was evaluated by measuring halos of inhibition generated by the
hydroalcoholic extract of the parts of the leaves of Berberis vulgaris L. ( barberry)
at 10%, 20% and 30% compared with azithromycin 15 pug, showing greater
inhibition of the extracts of 30%. In conclusion, the hydroalcoholic extract of
Berberis vulgaris L. (barberry) had an antibacterial effect, a concentration of 10%
that reached concentrations of 20% and 30% on clinical strains of
Staphylococcus aureus. Likewise, the presence of bioactive metabolites whose
antibacterial action is related to flavonoids, alkaloids and phenolic compounds

was determined.

Key words: Berberis vulgaris L. (barberry) antibacterial effect, Staphylococcus

aureus, in vitro.



INTRODUCCION

La presente investigacion establece el estudio del efecto antibacteriano de las
hojas de la especie Berberis vulgaris L. (agracejo), dado que en el Per y Europa,
se utiliza como alternativa en el tratamiento de diversas enfermedades por sus
propiedades nutritivas y medicinales.

Diversos trabajos de investigacion muestran los posibles compuestos bioactivos
presentes en la planta, entonces es posible aseverar que existe mayor
informacion sobre las propiedades medicinales del Berberis vulgaris L.
(agracejo). Como sefiala Meza c. (2008) el uso empirico mediante el tratamiento
tradicional frente a diversas enfermedades; debido a sus propiedades
expectorantes, antifingicas, antibacteriana, antioxidantes, antipiréticas y
antiespasmadicas.

Se postula que la actividad antibacteriana del extracto hidroalcéholico de las
hojas de la especie Berberis vulgaris L. (agracejo) esta relacionado con la
presencia de metabolitos secundarios, como flavonoides, compuestos fendlicos
y alcaloides; siendo los responsables de la coloracién de las flores, frutos y los
que poseen actividad farmacologica como el efecto antibacteriano, antivirico y
antifangicos.

Asimismo, en el estudio se utilizdé una cepa de bacteria clinica de Staphylococcus
aureus el cual esté relacionada en infecciones del tracto respiratorio superior y
de la piel que persisten actualmente en la comunidad como una causa
fundamental de la morbilidad y mortalidad cuya gravedad es mayor en la
poblacién infantil; asimismo la importancia de este microorganismo en la
resistencia a antimicrobianos de uso en el tratamiento de las afecciones
respiratorias.

Por tanto el propésito de la investigacion es determinar la propiedad
antibacteriana de la especie Berberis vulgaris L. (agracejo) como alternativa
terapéutica econdmica para curar, aliviar y tratar ciertas afecciones producidas
por este patdgeno, teniendo en cuenta que la mayoria de la poblacion requiere
de alternativas farmacoldgicas de costo menor y alto beneficio terapéutico para
el tratamiento de infecciones bacterianas que la haria accesible a poblaciones

de menores recursos econémicos.



CAPITULO |: PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1.Descripcion de larealidad problematica

Existen diversas infecciones causadas por Staphylococcus aureus,
causantes incluso de la muerte, lo que hace necesario la busqueda
constante de tratamientos economicos y de bajos o nulos efectos

secundarios, como lo son los productos naturales.

Segun la OMS el 80% de la poblacion mundial, utiliza las plantas como
principal remedio medicinal. Asimismo cabe recordar que el 25% de los
farmacos existentes se obtienen de extractos vegetales, o bien se han
sintetizado a partir de sustancias encontradas en la investigacion fitoquimica,

en si, la base de los medicamentos son las drogas vegetales (1)

El uso de plantas medicinales para el tratamiento de infecciones respiratorias
agudas ha sido muy relevante debido a sus beneficios funcionales, segun
informacion etnomedicinal. Como el dolor de garganta, tos, entre otros;
asimismo constituyen un recurso de gran importancia para cubrir las
necesidades terapéuticas de la poblacién, considerandose agentes
funcionales para salud ampliamente conocidas en culturas ancestrales y
transmitiéndose a través de generaciones, por ejemplo para aliviar y tratar
diversas patologias producidas por microorganismos patégenos.

La bacteria Staphylococcus aureus esta involucrada en las infecciones
patdgenas y dérmicas, la cual es uno de los causantes principales de morbi-
mortalidad; afectando en su mayoria a la poblacion infantil, nos permite
conocer la importancia de este microorganismo en la resistencia a
antimicrobianos de uso comun en el tratamiento de las afecciones

respiratorias y de la piel. (2

La especie vegetal Berberis vulgaris L. (agracejo) ha sido utilizado en el
tratamiento de diversas enfermedades, aunque la corteza es la parte que

contiene mas cantidad de principios activos. Hoy en dia es utilizada como

2



tonica de la vesicula biliar. La corteza y la raiz son antisépticas, astringentes,
colagogas, hepéticas, purgantes, refrigerantes, estomaticas y tonicas. Las
flores son antirreumaticas. La raiz de la corteza se usa como purgante en el

tratamiento de la diarrea. (3)

Se plantea realizar la investigacion, con la finalidad de demostrar que el
extracto hidroalcoholico de las hojas de Berberis vulgaris L. (agracejo)
posee efecto antibacteriano frente a cepas clinicas de Staphylococcus

aureus como una alternativa terapéutica natural.

1.2. Formulacion del problema

1.2.1. Problema general

¢ El extracto hidroalcéholico de las hojas de Berberis vulgaris L. (agracejo)
posee efecto antibacteriano sobre cepas de Staphylococcus aureus,

estudio in vitro?

1.2.2. Problemas especificos

1. ¢(Cuédles de los metabolitos presentes del Berberis vulgaris L.

(agracejo) son responsables del posible efecto antibacteriano?

2. ¢Las concentraciones al 10%, 20%, 30% del extracto hidroalcéholico
de las hojas del Berberis vulgaris L. (agracejo) tienen efecto

antibacteriano en cepas de Staphylococcus aureus, estudio in vitro?

3. ¢El efecto antibacteriano del extracto hidroalcoholico de las hojas del

Berberis vulgaris L. (agracejo) es comparable con la azitromicina?



1.3.0Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Determinar si el extracto hidroalcéholico de las hojas del Berberis vulgaris
L. (agracejo) posee efecto antibacteriano sobre cepas de Staphylococus

aureus, estudio in vitro.

1.3.2. Objetivos especificos

1. Identificar los metabolitos presentes en las hojas de Berberis vulgaris
L. (agracejo) responsables del posible efecto antibacteriano.

2. Determinar si las concentraciones al 10%, 20%, 30% del extracto
hidroalcoholico de las hojas del Berberis vulgaris L. (agracejo) tienen
efecto antibacteriano en cepas de Staphylococus aureus, estudio in
vitro.

3. Determinar si el efecto antibacteriano del extracto hidroalcéholico de
las hojas del Berberis vulgaris L. (agracejo) es comparable con la

azitromicina.

1.4.Justificacidén e importancia del estudio

Las enfermedades respiratorias producidas por Staphylococus aureus son
unas de las afecciones mas comunes que se presentan en el Perd, para la
cual se emplean diversos farmacos de actividad antibacteriana. Sin embargo
con el pasar de los afios se ha observado un incremento en la resistencia
bacteriana, por lo que hoy en dia se buscan alternativas naturales, que son
finalmente de bajo costo. Debido a esto es que tenemos la necesidad de
conocer las propiedades medicinales de las plantas y existiendo poca
informacion sobre los efectos antibacterianos que tiene Berberis vulgaris L.
(agracejo) sobre el microorganismo Staphylococcus aureus causantes de
diferentes enfermedades, por estos motivos el presente estudio es
considerado de suma importancia, ya que se busca determinar la eficacia

del extracto hidroalc6holico de las hojas del Berberis vulgaris L. (agracejo)



lo cual nos brindaria una alternativa eficaz y de pocos o nulos efectos
secundarios frente a las enfermedades producidas por el Staphylococcus
aureus y por ello se considerd valioso la realizacion de este estudio de

investigacion para el beneficio de la poblacion y la comunidad cientifica.

v Delimitacién de la investigacion

e Delimitaciones Geogréficas

La presente Investigacion se desarrolla en Lima — Perd, cuyos ensayos
experimentales se desarrollaran en los laboratorios de la Facultad de
Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica de la Universidad Inca Garcilaso de la

Vega.

eDelimitaciones Temporales

La presente Investigacion se desarroll6 en un tiempo estimado de 1 afio

como inicio en Marzo del 2018 hasta Marzo del 2019.

v Limitaciones de la investigacién

eLimitacion Interna

La presente investigacion limita sus resultados en la medida que los datos
obtenidos son validos por los investigadores sélo para la muestra en estudio,
no pudiendo extenderse a otras muestras similares sin el control de los datos

de la presente investigacion.

eLimitacion Externa

Disponibilidad presupuestaria y la obtencidén de recursos econdmicos para
la ejecucion de la parte tedrica y experimental y otros recursos materiales,
disponibilidad de tiempo para buscar datos y buscar similares disefios

experimentales.



CAPITULO Il: MARCO TEORICO

2.1.Antecedentes del estudio

2.1.1. Nacionales

Villar, Martha (1992), Realizé el estudio experimental titulado “Uso de
plantas medicinales en el tratamiento del asma bronquial”, administrando a
51 varones y 49 mujeres menores de 20 afos, a quienes se les
administraron plantas depurativas, curativas, sintomaticas y preventivas,
usando como planta depurativa el agracejo. Concluyendo que el uso de
plantas curativas y depurativas es una alternativa en el tratamiento del

asma bronquial. (3)

2.1.2. Internacionales
Mezouar D, et. al. (2014), Realizaron el estudio experimental titulado
“Actividad antimicrobiana de los extractos de corteza de Berberis vulgaris”.
En este trabajo, se estudidé los efectos antimicrobianos del Berberis
vulgaris, donde se mostr6 la presencia de alcaloides, taninos, esteroles,
triterpenos y compuestos reductores en grandes cantidades, también
revelé menores cantidades de cumarinas, terpenos, saponinas y mucilago.
Analizo el extracto para determinar la actividad antimicrobiana en diferentes
cepas de bacterias y levaduras de referencia, utilizando la técnica de
difusibn en medio de agar y la determinacion de las concentraciones
inhibitorias minimas (CIM). Como resultados obtuvo que el extracto
metandlico mostro la mejor actividad antibacteriana con didmetros de
inhibicién de 12.5 a 21 mm para algunas cepas. Ademas, extractos de
Berberis vulgaris y méas particularmente los alcaloides mostraron una alta
actividad antifingica en cepas de Candida albicans (diametros de inhibicion
de 19 a 29 mm). g)

Cargua R (2012), Realiz6 el estudio experimental titulado: “Determinacién
de la actividad antiinflamatoria del extracto etandlico de carrasquilla

(Berberis halliii) mediante el test de edema inducido en ratas (Rattus



novergicus) y contenido de flavonoides” Determind el efecto
antiinflamatorio a diferentes concentraciones de los extractos etandlicos de
carrasquilla. Grupo A (114,47) mg/kg; grupo B (68,68) mg/kg, grupo C
(45,78) mg/kg y naproxeno sodico 16 mg/kg sobre el edema sub plantar
inducido por carragenina 0,5 % en ratas a la segunda hora de
administracion. Utilizé 15 ratas divididas en 5 grupos: Control positivo,
Control negativo, A, B, y grupo C. Como testigo se usa las mediciones del
tiempo O horas de todas las ratas. La inflamacion se indujo administrando
Carragenina al 0.5%. El tratamiento consistio en administrar via oral al
control positivo el antiinflamatorio Naproxeno sédico 16 mg/kg, en tanto que
a los grupos A, B y C extractos de Carrasquilla a concentraciones de
114.47, 68.68 y 45.78 (mg/kg) respectivamente y el grupo negativo que
recibio solo el vehiculo agua destilada. El Efecto antiinflamatorio obtenido
en forma creciente es: A>B>C. Se concluy6 que las dosis del extracto de
Carrasquilla presento efecto antiinflamatorio durante las 12 horas del
ensayo, a partir de la doceava hora el edema desciende progresivamente.
La investigacion fue ampliada con el estudio de toxicidad aguda
administrando extracto de Carrasquilla a concentraciones de 114.47 y 2000
mg/kg, observandose ausencia de mortalidad y de alteraciones

morfologicas, asi de esta forma se clasificé esta planta como no toxica. (7)

Nufez L (2010), Realiz6 el estudio experimental titulado “Estudio
fitoquimico del extracto alcaloidal de la especie nativa Berberis tadabiensis
(lac) berberidaceae” donde estudioé la composicién quimica de los tallos de
Berberis tadabiensis como una contribucion al estudio quimico de especies
colombianas de la familia Berberidaceae y del Unico género que la
representa en Colombia, el género Berberis. Se aislaron 2 alcaloides
protoberberinicos cuaternarios: berberina, como el alcaloide de la mayor
porcentaje del género Berberis y columbamina, previamente aislado de
especies fordneas del género, siendo un aporte a la correlacion de las
Berberis colombianas con otras especies del subgrupo Australes. Los
métodos espectroscopicos y espectrométricos permitieron elucidar un
nuevo alcaloide BBI, tabienina B, que presenta un novedoso patron de

unién cabeza-cabeza, del cual no se conocen reportes en la familia
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Berberidaceae. De esta forma, se muestra un nuevo patrén de sustitucion
y ordenamiento en los alcaloides BBl no solo del género Berberis

(subdivision Aequinoctiales), sino también para la familia Berberidaceae. ()

Meza C, (2008), Realiz6 el estudio experimental titulado “Quimica y
actividad biolégica de Berberis rotundifolia” Basandose en la determinacién
de la composicion alcaloidal del Berberis rotundifolia, los compuestos
fueron aislados mediante la aplicacion de técnicas cromatograficas y se
identificaron usando diversos experimentos espectroscopicos: RMN-1H,
RMN-13C. Del estudio quimico se identifico la presencia de tres alcaloides
del tipo benciliso quinolinicos: pronuciferina, lambertina y berberina. Con el
fin de evaluar la actividad biolégica de extractos y metabolitos secundarios
mayoritarios, se evalud la actividad antioxidante in vitro frente al radical
DPPH y bioensayos de toxicidad general sobre Artemia salina y
citotoxicidad en huevos fecundados de Loxechinusalbus, dando como
resultados una notable actividad tanto para el extracto, como para los
metabolitos secundarios mayoritarios. Las caracteristicas quimicas de los
alcaloides aislados, junto con las respuestas exhibidas frente a bioensayos,
permitieron definir estos compuestos como sustancias quimicas con
actividad biolégica, incitando a la realizacion de nuevos estudios con el fin
de esclarecer posibles actividades farmacolégicas que estas moléculas

pudieran presentar. (s

2.2.Bases tedricas

2.2.1. Descripcion general Berberis vulgaris L. (agracejo)

El género Berberis es nativo de climas templados y subtropicales,
localizandose en las areas templadas de ambos hemisferios. En Europa su
presencia es mas escasa, siendo B. vulgaris la especie mas extendida. Es
un arbusto que forma parte de espinares y setos de la media-alta montafna
mediterranea, por encima de los 1000 m sobre suelos calcareos. (31)

El nombre del género vendria de “berbérys”, el nombre arabe de los frutos

de este arbusto, pero la etimologia es controvertida y existen muchas otras



hipotesis. El epiteto especifico “vulgaris” significa en latin “comun”,

“conocido para la gente”. (9)
2.2.2. Clasificacion TaxonGmica

La familia de las Berberidaceaes, pertenecen al orden de la Ranunculales,
y esta constituida por 15 géneros y 650 especies ampliamente

distribuidas en ambos hemisferios (10).

Clase: Dicotyledoneae
Subclase: Dicotyledoneae
Orden: Ranunculales
Familia: Berberidaceae
Género: Berberis
Especie: Berberis vulgaris L.
Nombre comun: Agracejo, espino arro,

espino real 0 santo. (32



2.2.3. Distribucion Geografica

Habita en gran parte de las zonas templadas y montafiosas de Europa,
Norte de Africa y Asia occidental, principalmente en terrenos secos y
pedregosos. (3)

En el Peru se ubica entre los 2500 y 4500 m.s.n.m. Especialmente en las
regiones: Piura, Amazonas, Ancash, Ayacucho, Cajamarca, Huénuco,

Lima, Pasco, Puno, San Martin. 1)

AMAZONAS

S s

_ 200km |
e

|

10O mi

©d-maps.com

Figura N° 1. Distribucion geografica de Berberis vulgaris L. (agracejo)

en el Peru

10



2.2.4. Historia

El género al que pertenece el Berberis vulgaris L. (agracejo), ha sido
utilizado en medicina popular de la India durante siglos, y los chinos
también emplearon la Berberina, que es uno de los constituyentes del

Berberis, desde tiempos muy antiguos.

Asimismo el agracejo ha desempefiado un papel fundamental en la
curacion a base de hierbas durante mas de 2.500 afos. Berberis vulgaris
L. es un arbusto de jardin comun, nativo de Europa y las islas britanicas,
naturalizadas en América del Norte, al parecer podria tener una historia tan
antigua como la tiene la raza humana. Los antropélogos creen en una
practica ritual u objeto sagrado, especialmente por parte de los nativos
americanos, que posee un poder sobrenatural o como prevencién o

remedio de enfermedades. (33)

El primer uso que se documentod y esta disponible sobre la Berberina fue
en el afio 1933 para tratar una enfermedad infecciosa de los ojos, llamada

tracoma. (12)

Segun informacién historica la Berberina se empled de manera comdn por
sus propiedades antidiarreicas y antibidticas, se le considera como un
ténico, purgante y antiséptico, se le adjudica la propiedad de reducir la
fiebre, asi también ayuda a relajar los vasos sanguineos y reducir la
presion arterial. En Iran, la Berberis vulgaris L. (Agracejo), se emplea para
poder reducir el edema, y en Francia, su corteza se utiliza para reducir la

tension arterial. (12)

El agracejo es un arbusto, que a pesar de todas sus virtudes ya
mencionadas, ha llegado a pasar por tiempos en los cuales llegé a ser
aborrecido, debido a que se le atribuia la propagacion de la roya de los
cereales, es por este motivo que era desterrado de los campos de cultivo
ya que se creia que de esta manera se evitaban los devastadores efectos

gue ocasionaban las plagas; tiempo después cuando se pudo constatar
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que la roya se propagaba de la misma manera sin su presencia, este

arbusto volvio a recuperar sus cualidades. (13)

2.2.5. Descripcién botanica

Allas des Plantes de France,
A Masclef 1891

stit ESTIGMA
BOTON DE FLOR

y CARPELO
ESTAMBRES

CORTE DE LA FLOR

Fuente: Atlas des plantes de France (s

Figura N° 2. Descripcion botanica de Berberis vulgaris L. (agracejo)

Berberis vulgaris L. en una planta arbustiva, glabra, de hasta 2 m de altura.
Tallos: Son espinosos asurcados; los de un afio son amarillentos, floridos,
y los de mas afios son grisaceos.

Espinas: Son hojas modificadas, de color pardo amarillento y simples o
con hasta 5 ramas; la espina central es la mayor, de hasta 30 mm, y las
laterales menores, de hasta 25 mm.

Hojas: Miden de 15- 50 x.7- 25 mm, simples, fasciculadas, aparecen en la

axila de las espinas y tienen forma eliptica, obovada u oblanceolada, con

12



la base cuneada, sésil o con un corto peciolo de hasta 20 mm, y el margen
tiene 8 - 35 dientes en cada lado, aunque en ocasiones es entero o
subentero.

Flores: Aparecen en racimos alargados, de 25 — 50 mm, entre 9 y 20 flores
pedunculadas y bracteadas. Las flores son amarillas y miden entre 4 y 6
mm de didmetro.

Céliz: Posee 6 sépalos de consistencia petaloide, dispuestos en dos
verticilos: los internos de hasta 4.5 x 2.5 mm, de forma oval y enteros,
mientras que los externos son mas pequefios.

Corola: Consta de 6 pétalos también dispuestos en dos verticilos, que
tienen dos glandulas conspicuas en la base; miden hasta 4 x 2 mm, son
oblanceolados, de apices escotado y mas cortos o iguales que los sépalos
internos. El androceo esta formado por 6 estambres opuestos a los pétalos
y el gineceo por un ovario que carece de estilo, y un estigma truncado,
persistente en el fruto.

Fruto: Es una baya de 5-9 x 3-4.5 mm, de forma oblonga, elipsoidal, de
color rojo, generalmente pruinosa, con 2 semillas en el interior. Florece de

mayo a julio (3)
2.2.6. Composiciéon quimica de Berberis vulgaris L. (agracejo)

La familia de las Berberidaceaes contiene principalmente compuestos de
tipo isoquinolina, lignano y flavonoide. Su caracteristica composicion

guimica contiene alcaloides derivados de la L-tirosina (1s).

Los alcaloides estan distribuidos en toda la planta, excepto en los frutos.
Los frutos poseen gran cantidad de dextrosa, levulosa, acido tartarico,
citrico y malico, gomay pectosa. Los alcaloides se les atribuye propiedades
aperitivas-eupéptica, colagoga y colerético, espasmolitico, antimicrobiana,
antipirética, oxitocica y recientemente se ha analizado sus propiedades
hipotensoras y antiinflamatorias. Debido a la presencia de estos
componentes el Berberis vulgaris L. (agracejo), es indicado para la falta de
apetito, dispepsias hiposecretoras, espasmos gastrointestinales,

disquinesia y litiasis biliar, hipertension y estrefiimiento. (32
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De todos los alcaloides la berberina es el compuesto mas representativo
de los alcaloides de tipo isoquinolinico que se encuentra dentro de esta

familia; principalmente en los géneros Berberis y Mahonia.
eBerberina

La Berberina es un alcaloide que se obtiene de las raices, rizomas y corteza
de las plantas tanto de las familias Ranunculaceae como de las
Berberidaceae, incluyendo también especies de los géneros Berberis,
Mahonia, Coptis, Thalictrume Hydrastis. (16)

Este alcaloide es una base cuaternaria estudiada como antiparasitario.
Todas estas bases cuaternarias son coloreadas y la intensidad que
presenta el color constituye un indicio de la posicidn de los sustituyentes en

el anillo D. q4)

-]
<o B nNZ
| C

OCH4

OCH,

Figura N° 3. Berberina

Fuente Revista offarm Vol. 21 N° 11

- Nombre quimico (IUPAC): 9,10-Dimetoxi-5,6-dihidro[1,3]dioxolo[4,5-
glisoquino[3,2-alisoquinolin-7-io o 7,8,13,132 Tertadehidro-9,10-dimetoxi-

2,3-[metilenbis(oxi)]berbinio. (14)
- Formula molecular: C2oH1sNO4+

- Peso molecular: 336.37
- Clasificacion: Alcaloide isoquinolinico. (14)
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2.2.7. Aplicaciones medicinales

El mas poderoso alcaloide del género Berberis es la antes mencionada
Berberina, de la cual se sabe que presenta una serie de efectos
terapéuticos. a7

La Berberina se emplea para combatir infecciones como la ocasionada por
Helicobacter pylori, la cual esta asociada a la gastritis y Ulceras pépticas,
asi mismo también es empleada para tratar infecciones por levaduras,
como las aftas causadas por Candida albicans, por lo que se atribuye un

eficaz efecto antibacteriano. (17)

El Berberis comunmente es empleado para la diarrea de origen bacteriano,

diarrea del viajero e infecciones por parasitos. (17)

El alcaloide también actla sobre la vejiga estimulando la secrecién de la

bilis, la cual arrastra los residuos fuera del higado. 17

La berberina también actiia como un inhibidor de la COX 2, produciendo
un efecto antiinflamatorio, es util para el tratamiento de los ojos adoloridos
o irritados, reumatismo, psoriasis, eccema, hepatitis, asi mismo también
posee una accion desinflamante de los rifiones y otros tipos de

inflamaciones. (17)

2.2.8. Extractos

Para obtener una concentracion 6ptima de todos los principios activos que
contienen las plantas y lograr que la efectividad de la accion sea mayor, es
necesario realizar diferentes procedimientos mediantes los cuales se
extraigan aquellos componentes con los solventes adecuados que se van
a ir seleccionando de acuerdo a la solubilidad y la estabilidad que posean
las sustancias. (1s)

Los métodos de extraccion mas utilizados son:

1. Maceracion

2. Percolacion o lixiviacion. (is)
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2.2.9. Obtencion de extractos a partir de plantas medicinales

e Maceracion

El material a procesar debera ser triturado previamente, para luego
ponerlo en contacto permanente con una determinada cantidad de
solvente, en un recipiente que debe ser cerrado y permanecer a
temperatura ambiente durante 2-14 dias hasta que se dé el agotamiento
de la droga vegetal.

Se puede utilizar la agitacion, para luego de este tiempo filtrar la muestra
obtenida. El material insoluble debe ser lavado con el mismo solvente y
los filtrados se mezclan para por ultimo concentrar el extracto obtenido.

(18) (19)

e Percolacién o lixiviacion

El material a procesar debe ser triturado previamente para después
ponerlo en contacto con una cantidad determinada de solvente de forma
tal que el solvente pueda cubrir la capa de sélido en el recipiente

percolador.

El solvente debe removerse de modo continuo manteniéndose un
gradiente de concentracion, el disolvente puro va ir desplazando al que

contiene la sustancia extraida sin ser necesario aplicar presion.

La droga que queda de residuo es prensada y el fluido que se obtiene es
combinado con el percolado para concentrar el extracto posteriormente.
(18)

2.2.10. Staphylococcus aureus
El nombre de Staphylococcus, que significa racimo de uvas, son los
responsables de la inflamacion y supuracion. Staphylococcus aureus es

una bacteria anaerobia facultativa, Gram positiva en forma de cocos,

productora de coagulasa y catalasa. Es un importante patdbgeno humano,
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porque presenta varios factores de virulencia entre ellos una capsula
mucoide, que incrementa su capacidad de adherencia y refuerza el efecto
antifagocitico, causante de diversas infecciones agudas, piogénicas y
superficiales en la poblacion, asi como infecciones hospitalarias entre
otras. Se encuentra en todo el mundo presenta capacidad de adaptacion
y supervivencia, lo que conlleva al aumento progresivo de resistencia a

los farmacos. (o)

e Patogenia

Cualquier enfermedad infecciosa es el resultado de la interaccion entre el
microorganismo causal y el huésped. Staphylococcus aureus presenta un
amplio arsenal contra las defensas del hospedero, puede comportarse
como un organismo comensal y como un agente patdégeno. La mucosa
nasal es el principal sitio de colonizacion en los seres humanos. Se ha
estimado que aproximadamente el 30% de la poblacién general es

portadora de esta bacteria. (21)22)

2.2.11. Azitromicina

e Descripcion

La azitromicina es de amplio espectro y tiene actividad contra muchas
bacterias aerobias. Sensibles: Gram (+), Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, S. pyogenes y S. pneumoniae; bacterias
aerobias Gram (-). Haemophilus influenzae, H ducreyi, Moraxella
catarralis Legionella pneumophila, Neisseria menigitidis, Legionella sp;
bacterias anaerobias, Clostridium perfringens, Peptostreptococcus spp,
Propionibacterium acnes. Chlamydia trachomatis, C. pneumoniae,
Micoplasma pneumoniae, Spiroquetas, Mycobacterium  avium,
Astinomyces. Pueden ser sensibles: N. gonorrhoeae, Shigella sp. No
sensibles: Enterococcus sp, S. aureus meticilino resistente, E.coli,
Klepsiella sp, Enterobacter sp, Serratia, Proteus, P. aureginosa,

Bacterdides fragilis. (23)
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e Farmacocinética
Se absorbe rapidamente desde el TGI, y disminuye con los alimentos
tanto la absorcion como el nivel maximo en el plasma. Se distribuye
ampliamente y rapidamente en el cuerpo, tiene buena distribucion en piel,
pulmones, amigdalas y cerviz, penetra pobremente en el LCR. De 7 a
50% se une a proteinas plasmaticas. Metabolismo hepatico. Menos del
10% se excreta en la orina y el 50% se excreta sin cambios en la bilis. Su

t2 es 68 horas. (23)

2.3.Hipotesis

2.3.1. Hipotesis general

El extracto hidroalc6holico de las hojas del Berberis vulgaris L. (agracejo)
posee efecto antibacteriano sobre cepas de Staphylococcus aureus

estudio in vitro.

2.3.2. Hipotesis especificas

2.4.

1. Los metabolitos secundarios de las hojas del Berberis vulgaris L.

(agracejo) son los responsables del posible efecto antibacteriano.

La concentracion al 10%, 20%, 30% del extracto hidroalcéholico de las
hojas del Berberis vulgaris L. (agracejo) si tiene efecto antibacteriano en
cepas de Staphylococcus aureus, estudio in vitro.

El efecto antibacteriano del extracto hidroalcoholico de las hojas del

Berberis Vulgaris L. (agracejo) es comparable con la azitromicina

Variables

-Variable independiente: Extracto hidroalc6holico de las hojas de

Berberis vulgaris L. (agracejo)
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-Variable dependiente: Efecto antibacteriano frente a cepas de

Staphylococcus aureus

2.4.1. Tabla de Operacionalizacion de variables

Tabla 1. Operacionalizacion de variables

Variables

Dimensiones

Indicadores

Independiente:
Extracto hidroalcéholico
de las hojas de Berberis

vulgaris L. (agracejo)

Tamizaje fitoquimico

Compuestos fendlicos
Taninos

Flavonoides
Alcaloides

Saponinas

Cumarinas

Cromatografia en capa fina

Alcaloides

Flavonoides

Concentraciones de Berberis

vulgaris L.

Concentraciones al 10%,20% y
30%

Dependiente:
Efecto antibacteriano
frente a cepas de

Staphylococcus aureus

Método de Difusion en disco

Medicion de los didmetros de
inhibicion de los Halos en mm
referidos segun escala de
Duraffourd Nula (-):

inferior a 8 mm. Sensible (+):

diametro

diametro de 8 a 14 mm. Muy
Sensible (++): diametro de 14 a
20 mm. Sumamente Sensible
(+++): didmetro superior a 20 mm
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2.5.Marco conceptual

e Antibacteriano. Dicese del farmaco capaz de inhibir el crecimiento y

desarrollo de bacterias o su eliminacion sin dafiar el organismo infectado. (2s)

e American Type Culture Collection (ATCC). Es una organizacioén sin fines
de lucro que recolecta, almacena y distribuye microorganismos de referencia

estandar, lineas celulares y otros materiales para investigacion y desarrollo. 19

eCepa. Cultivo puro formado por bacterias descendientes de un solo

aislamiento. (26)

eEfecto antibacteriano. Capacidad de matar o destruir o inactivar

microrganismos, impedir su proliferacion y/o impedir su accién patégena. (27

e Extracto. Sustancia muy concentrada que se obtiene de una planta, semilla
u otra cosa por diversos procedimientos, a menudo se usa etanol o agua como
solventes. Los extractos pueden comercializarse como tinturas o en forma de

polvo. (1)

eExtracto Hidroalcoholico, Un extracto hidroalcoholico se obtiene macerando
la planta aromética en etanol (alcohol etilico), por lo que sdélo extraeremos los

compuestos solubles en alcohol. (2s)

eMarchas fitoguimica. La marcha fitoquimica o screnning fitoquimico es una
de las etapas iniciales de la investigacion fitoquimica, que permite determinar
cualitativamente los principales grupos quimicos presentes en una plantay a
partir de alli, orientar la extraccion y/o fraccionamiento de los extractos para

el aislamiento de los grupos de mayor interés. (29)
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3.1.

3.2.

CAPITULO llI: METODO
Tipo de estudio

La investigacion que se realizara sera de tipo experimental, ya que se
analizara la causa y efecto que generaran las variables propuestas en el
presente estudio. Para ello, se manipulara de manera intencionada la
variable independiente: Extracto hidroalcoholico de las hojas del Berberis
vulgaris L. (agracejo), para luego analizar las consecuencias de
manipulacion que se generaran en la variable dependiente: Efecto
antibacteriano frente a cepas de Staphylococcus aureus. Ademas, durante
los experimentos serd muy importante y obligatorio controlar las variables
intervinientes de manera rigurosa para saber de qué forma o debido a qué

se produce una situacion o acontecimiento particular.

Disefio a utilizar

Con respecto a esta investigacion, se podria decir que tiene un disefio
experimental, de tipo “cuasi experimental”. Donde se tendra un grupo control
y uno experimental. Los mismos que se mediran a través de pruebas de

pretest y pos test y fichas de observacion para el registro de los hallazgos.

RG =01 X 02
RG= 03 X 04

Donde:

R= Asignacion al azar o aleatoriamente

G = Grupo de sujetos

X= tratamiento, estimulo o condicion experimental

01 = Una medicion PREVIA a los sujetos de un grupo (prueba,
cuestionario, observacion, tarea, etc.) Grupo blanco

02 = Una mediciéon POSTERIOR a los sujetos de un grupo (prueba,
cuestionario, observacion, tarea, etc.) Grupo CONTROL

03 = Una medicion PREVIA a los sujetos de un grupo (prueba,

cuestionario, observacion, tarea, etc.) Grupo EXPERIMENTAL
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04 = Una medicion POSTERIOR a los sujetos de un grupo (prueba,
cuestionario, observacion, tarea, etc.) Grupo EXPERIMENTAL II

3.3.Poblacion

Poblacién botanica: La poblacion estard conformada por las hojas de

Berberis vulgaris L. (agracejo) recolectadas en la region San Martin - Perq.

Poblacién Microbiolégica: La poblacion microbioldgica fue constituida por

las cepas Staphylococcus aureus

3.4.Muestra

Muestra botanica: La muestra para este estudio es de 300 gramos de hojas
secas de Berberis vulgaris L. (agracejo) mediante muestreo probabilistico.
Como criterio para definir la muestra, se procedid con un 95% de confianza
y 5% de error, ademas, un porcentaje estimado de muestras de 50%-50%.
Este andlisis se desarrollard mediante el programa Decision Analyst STATS
2.0., que refiere Fernandez et al. (2014) para determinar una muestra

probabilistica.

Muestra microbiolégica: Para determinar el tamafio de la muestra

microbioldgica se procedio segun:

E_Yc — Xe
N Sc

Donde:
e AE= Delta estandarizado o diferencia clinica.
o Xc= Media del grupo control.
e Xe= Media del grupo experimental.

e SC= Desviacion estandar del grupo control.
~15.5-9.0

AE
1.4
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Dénde:

o AE=?
e Xc=155M®
e Xe=9.0®W

e SC=14®AE =4.64

Considerando un nivel de significancia a dos colas de 0.05, bajo un valor estimado de
delta de 1.50, y un 3=0.2, se establecio:

n = 6 placas por cada grupo

Considerando la posibilidad que existan placas que puedan echarse a perder durante el

desarrollo de la investigacion, se recalculé el tamafio muestral por grupo en base a una
tasa de pérdida de 10%.

nc=n——;
1-R

Doénde:

e nc=Tamafo muestral corregido a pérdidas.
e n=Tamafio muestral no corregido a pérdidas.

e R= Tasa estimada de pérdida.

nc=9

1-0.1

Dénde:
e nc=?
e n=9

e R=10%=0.1

n = 10 placas por cada grupo

Tomando en consideracion que cada placa podr4 contener los tres tipos de

tratamientos, se considerara las 10 placas como la muestra total del estudio.
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3.5

3.6.

.Técnicas e instrumentos de recoleccidon de datos

Se emplearon las siguientes fichas de recoleccién de datos:
-Prueba de solubilidad
-Marcha fitoquimica

-Actividad microbiologica

Estas fichas se realizaron en base a los indicadores con sus respectivos
criterios. Fue elaborado por el autor con el propésito de recolectar los datos
para la prueba en estudio y su validacion se realiz6 a través de la técnica del
juicio de expertos. Los expertos fueron docentes investigadores de la
Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica de la Universidad Inca

Garcilaso de la Vega en Lima, Peru

Procesamiento de datos

Cuando se concluya la investigacion los datos seran procesados mediante
el paquete estadistico SPSS 24, con el que se realizaran los siguientes
procedimientos estadisticos de andlisis:

a) Obtencién de medias con su respectiva desviacion estandar en los 3
dominios, con sus indicadores correspondientes.

b) Se presentara los resultados en tablas con su respectiva representacion
gréfica.

c) Para analizar diferencias significativas de medias independientes de los
cuestionarios se utilizara la prueba paramétrica del Chi cuadrado.

d) Se considerara un margen de error estadistico de 5%.

Materiales, reactivos y equipos para utilizar en la Investigacion

v

Materiales:

e Asas de Kolle
e Baguetas
e Beaker de 100, 250 y 500 mL
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e Cubas Cromatograficas

e Embudos

e Espatulas

e Frasco de vidrio ambar de 1 litro

e Fuentes de Vidrio

e Gradillas

e Goteros

e Laminas cromatofolios

e Mechero de bunsen

e Papel filtro

e Papel kraff

e Pinzas estériles

e Pipetasde 0.5,1,5y 10mL.

e Pipetas Pasteur

e Placas Petri estériles descartables
e Probetas 100, 250 y 500 mL.

e Propipetas

e Regla

e Tubos de ensayo 13x100 y 10 x 100 mm.

v’ Equipos:

e Alcoholimetro

e Autoclave JSB

e Balanza Analitica y precision RADWAG

e Bafo Maria HE&A

e Estufa esterilizadora a calor seco MEMMERT
e Incubadora MEMMERT

e Molino



v' Reactivos:

Acetato de sodio 1M

Acetona

Acido sulfarico 2N

Agar Muéller Hinton

Agua destilada

Alcohol de 96°

Cepas de Staphylococcus aureus

Ciclohexano

Cloroformo

Etanol

Eter de petrdleo

Hidroxido de sodio al 10%

Hidroxido de sodio al 5% (reaccion de Bortranger)
Metanol

Reactivo de Baljet

Reactivo de BAW: Butanol-Agua-Acido acético glacial (4:3:1)
Reactivo de Bertrand

Reactivo de cloruro férrico

Reactivo de Dragendorff

Reactivo de Fehling A

Reactivo de Fehling B

Reactivo de gelatina 1%

Reactivo de Lieberman Burchard

Reactivo de Mayer

Reactivo de metanol-agua (25:75)

Reactivo de Ninhidrina

Reactivo de Rosenheim

Reactivo de Sonneschein

Reactivo de Shinoda (tiras de magnesio + acido clorhidrico)

Reactivo de tricloruro férrico de aluminio al 2%
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Procedimiento experimental

Las muestras de las hojas de Berberis vulgaris L. (agracejo) fue adquirida
en la regidbn San Martin en el mes de marzo del 2018. Para proceder a
trabajar con las hojas, se llevo a la Universidad Nacional de la Amazonia

peruana, para el reconocimiento taxonémico de la planta

A. Secado de las hojas de Berberis vulgaris L. (agracejo)

Para poder trabajar con las hojas de Berberis vulgaris L (agracejo) se
selecciond y se elimind las impurezas de las hojas con agua destilada,
luego se colocaron en papel kraff, para luego ser llevada a la estufa a una
temperatura de 40° a 45 °C, la temperatura es para no alterar los

metabolitos.

B. Extraccion hidroalcéholica de las hojas de Berberis vulgaris L

(agracejo)

Una vez secas las hojas se llevaron a molienda y luego se peso6 en la
balanza analitica la cual pesé 300 g Se adicion6 un promedio de 1000 mL
de etanol 70°, luego se procedid a envasar y rotular la muestra en un frasco
ambar y dejarlo a maceracioén por 7 dias, asimismo se agito con una
bagueta con una frecuencia de 3 a 4 horas, para tener una buena
concentracion de los principios activos, después del tiempo estimado se
filtr6 el extracto de Berberis vulgaris L (agracejo) con papel Whatman N°
40, el volumen total obtenido de extracto hidroalcéholico de Berberis
vulgaris L (agracejo) fue de 600 mL. El extracto que obtuvimos servira para

los analisis posteriores.

C. Extracto seco de las hojas de Berberis vulgaris L. (agracejo)

Para obtener el extracto seco, el liquido filtrado de Berberis vulgaris L.
(agracejo) se pasoO al rotavapor. Este trabajo se realiz6 a temperatura

controlada de 50°C, al final se obtuvo un total de 140 g de extracto seco de
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Berberis vulgaris L. (agracejo). La muestra se recolecté en un envase de

vidrio y se almacend a temperatura de 2 a 8 °C hasta su utilizacion.

.Marcha fitoquimica del extracto hidroalcéholico de las hojas de

Berberis vulgaris L. (agracejo)

Para la realizacion de la marcha fitoquimica se procedid, segun el estudio
de Olga Look de Ugaz: determinacién de metabolitos mediante diversos
tipos de ensayos.

Estos ensayos fueron verificados a partir de la muestra seca. Estos
ensayos son de tipo cualitativo que permitieron la identificacion de la

muestra a estudiar.
eProcedimiento:
Se colocd 10 gotas de la muestra a 16 tubos de ensayo donde se les

distribuyo los distintos reactivos a utilizarse, adicional se realizé en un tubo

la reaccién de espuma o indice afrosimétrico.
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Tabla 2. Marcha fitogquimica

METABOLITOS REACTIVOS PROCEDIMIENTO REACCION POSITIVA
Molish MP + Molish+H2S04 cc Anillo violeta
] Antrona MP + Antrona Color verde
Carbonhidratos i i
) MP + Fehling A + Fehling B . ) )
Fehling Coloracion rojo ladrillo
+ Calentar en B.M
Compuestos
. FeCls MP + FeCls 10% Color verde o azul
fendlicos
Taninos Gelatina MP + 3 gotas de gelatina Precipitado denso blanco
) Reactivo de ) )
Flavonoides ) MP + 2 virutas de Mg + HCL | Color rojo
Shinoda
Antocianinas y
flavonoides Rosenheim MP + Rosenheim Coloracion rojo oscuro
catéquicos
Aminoécidos libres o MP + Ninhidrina + calentar ) )
] Ninhidrina Coloracion violacea
Yy grupos amino en B.M
MP + HCI 10% + o .
Dragendorff Precipitado naranja
Dragendorff
) Mayer MP + HCI 10% + Mayer Precipitado blanco crema
Alcaloides —
Bertrand MP + HCI 10% + Bertrand Precipitado blanco

Sonneschein

MP + HCI 10% +

Sonneschein

Precipitado amarillo

Naftaquinonas,

antraguinonas y Borntrager MP + Borntrager Coloracion roja
antranonas
Coloracion verde azul:
) ) MP + Cloroformo + )
Triterpenoides y o » Esteroides.
] Buerchard anhidrido acético + H2SO4 » . )
esteroides Coloracién rojo naranja:
cc
Triterpenoides
) ) ) Formacion de 0.5a 1 cm de
Saponinas Agua destilada MP + agua destilada )
espuma estable por 15 min.
o ) MP + acido picrico 1% + 5 )
Glucésidos Baljet Coloracién anaranjada
NaOH 5 %
MP + papel humedecido
) NH4OH cc o con NH4OH cc o NaOH 10% )
Cumarinas Fluorescencia celeste
NaOH 10% en boca de tubo + calentar

por 5 minutos
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E. Prueba de solubilidad

Para el analisis de solubilidad del extracto hidroalcoholico de Berberis
vulgaris L. (agracejo), se utilizaron solventes de distinta polaridad. Para asi
conocer en que solvente se pueden analizar los metabolitos. Se realiz6 en:

N-hexano, acetato de etilo, metanol, n-butanol, agua destilada y etanol.
eProcedimiento:

Se colocé una pequeiia alicuota del extracto hidroalcéholico de las hojas
de Berberis vulgaris L. (agracejo) en 6 tubos respectivamente y
posteriormente se adiciond a cada uno un solvente distinto y se procedi6 a

agitar hasta obtener los resultados.

Tabla 3. Prueba de solubilidad

N° DE MUESTRA SOLVENTE
1 Etanol

Cloroformo

Eter de petroleo

Metanol

Agua destilada

Ciclohexano

N O o A WO DN

Acetona

F. Cromatografia en capa fina

Para la identificacién de flavonoides presentes en la muestra se preparé un
extracto a partir de 1 g de muestra seca de Berberis vulgaris L. (agracejo) con
5 mL de una mezcla de agua, después de haber transcurrido dos horas de
agitacion, la solucion se filtré en papel filtro normal. Para la purificacion del
extracto de Berberis vulgaris L. (agracejo) se volvio a filtrar en un micro filtro

de 0,45 pm, una vez obtenido el extracto se procedid a realizar la
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cromatografia en capa fina; para la cual se usé una placa con silica gel con
medidas 3,5 cm x 10 cm y como fase movil se usé una mezcla de solventes
como cloroformo, éter de petréleo y agua, en una proporcion de 4:1:5., para
el revelado con soluciones de yodo con apoyo de una lampara de luz UV con
dos longitudes de onda. El extracto obtenido se sembro en la placa sobre una
linea de origen trazada a 0,5 cm sobre el borde inferior (5 gotas), luego se
coloco en la cuba cromatografica la cual contenia un volumen de fase maovil y
luego se esper6 un promedio de 30 minutos para lograr el recorrido hasta el
borde superior de la placa, pasado este tiempo se saco6 de la cuba y se seco

con ayuda de una secadora para finalmente llevarlo a una lampara “UV”.

G.Actividad Antibacteriana

La determinacion experimental de la actividad antibacteriana del extracto
hidroalcoholico de la hojas de Berberis vulgaris L. (agracejo) en
concentraciones de 10%, 20% y 30%, frente a la cepa Staphylococcus aureus
se realiz6 empleando el método de difusion en disco, para luego evaluar el
diametro del halo que pudiese generar. Se utiliz6 como control de la actividad
antibacteriana azitromicina de 15 pug.

Preparacion de la sustancia vegetal de hojas extracto hidroalcoholico de

la hojas de Berberis vulgaris L. (agracejo)

Se prepararon 03 muestras del extracto a concentraciones de 10, 20 y 30%.
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Tabla 4. Concentraciones del extracto hidroalcéholico de las hojas de

Berberis vulgaris L. (agracejo).

N° Concentracion Procedimiento

9 mL de agua destilada + 1 mL de
1 10% _ _

extracto hidroalcoholico

8 mL de agua destilada + 2 mL de
2 20% , _

extracto hidroalcéholico

7 mL de agua destilada + 3 mL de
3 30% _ o

extracto hidroalcéholico

Preparacién del agar Muéller Hinton

El agar Muéller - Hinton se preparé con agua destilada de acuerdo a la
indicacion técnica del laboratorio fabricante del medio de cultivo. Fundir el
medio de cultivo solido de Muéller Hinton como indica la especificacion
técnica del laboratorio fabricante para este proceso, el agar requiere
una temperatura 121°C vy 15 libras de presion durante 15 minutos. Luego
de este proceso de esterilizacion y fundicién dejar enfriar en Bafio Maria a
48 - 50°C. Alcanzada esta temperatura verter el preparado fresco y tibio a
las placas Petri estériles descartables, para dar un fondo uniforme de
aproximadamente 4 mm. Esto corresponde a 20 mL para placas de 100
mm de didmetro. EI medio de agar se dejé enfriar a temperatura ambiente.
Se mantuvo el pH del medio de cultivo entre 7,2 - 7,4 segun lo indicado por
el fabricante, este proceso se realiz6 con pH metro de la Facultad de

Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica de la UIGV.
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Reactivacion del cultivos de la cepa de Staphylococcus aureus
ATCC6538

Para este ensayo se utilizd 2 placas Petri que contengan 25 mL de Agar
Soya Tripticasa (TSA) previamente elaborada, luego se procede a abrir el
KWIK-STIK que contiene la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 6538 y
se siembra con un hisopo a cada una de las placas de Agar Soya Tripticasa
(TSA) realizando estrias y se incuba por un tiempo de 24 horasy a 37 °C
de temperatura, pasado el tiempo estimado se vera el crecimiento

bacteriano de las cepa de Staphylococcus aureus.

Preparacion del In6culo

Preparamos de acuerdo al tubo N° 0,5 de la escala de Mc Farland. Se
obtiene al tocar con un hisopo estéril la superficie de una o varias colonias
de cepas de Staphylococcus aureus, Luego se procedié a transferirlos a los
tubos que contienen 3 mL de caldo nutritivo, previa agitacion para un mejor
homogenizado, se realiz6 diluciones seriadas hasta obtener la turbidez de
la escala 0.5 de Mc Farland por comparacion visual con dicho patrén, cabe
mencionar que se usoO una luz apropiada y se pudo observar los tubos
contra un fondo blanco con lineas negras como contraste. La suspension
del in6culo con turbidez comparable al tubo de la escala de Mac Farland
contiene aproximadamente 1,5 x 108 ufc/mL; para el ensayo la suspension
bacteriana se preparé agregando 0,1 mL del tubo de caldo Nutritivo (que
contiene las bacterias de estudio) en 9.9 ml de caldo nutritivo obteniéndose
un total de 10 mL con una concentracién bacteriana para su siembra

correspondiente en las placas de medio de cultivo de Muéller Hinton.

Estandar de turbidez

Se preparé este estandar afiadiendo 0.5 mL de BaCL2. 2H20 (1.175%) a
99.5 mL de H2S04 0.36N (1%). Mezclar perfectamente y distribuir en tubos
tapa rosca 13 x 100 en cantidad de 6-8 mL; sellar herméticamente y
almacenarlos en un lugar oscuro a temperatura ambiente.
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Siembra de la muestra

Para la siembra del a muestra se procediod de la siguiente forma

-Sumergir un aplicador de algodon estéril, dentro de la suspension del

microorganismo en estudio. No usar cultivos sin diluir.

-Colocar el aplicador por encima del nivel del contenido del tubo y rotarlo

contra las paredes del mismo para remover el exceso del inéculo.

-Sembrar el inocul6 uniformemente sobre la superficie del medio Agar
Muéller Hinton con un hisopo estéril. Hacer esta siembra en tres

direcciones. Evitar in6éculos muy concentrados o muy diluidos.

-Permitir que la superficie del medio sembrado se sumerge durante 5-20

minutos, manteniendo la placa con la tapa cerrada.

-Se colocé los discos sobre la superficie del agar con pinzas estériles; con
éstas, presionar los discos ligeramente sobre el agar preparado de Muéller
Hinton para asegurar un contacto uniforme sobre el sembrado de la

bacteria en Investigacion.

Se hizo una marcacion en la superficie externa de las placas del medio de
cultivo Muéller Hinton, se divido la placa en dos y se afiadieron un disco en
cada extremo uno de ellos conteniendo el antibi6tico azitromicina y el otro

conteniendo el extracto hidroalcoholico de Berberis vulgaris L. (agracejo).
Medicion de los Halos de Inhibicion

Se procedié a medir la zona de inhibicibn de cada disco contra una
superficie oscura bajo luz reflejada. Se midid el diametro de la zona

incluyendo el diametro del disco, con una regla sobre el respaldo de la caja

de Petri sin remover la tapa.
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Interpretacion de Resultados

Luego de 24 a 48 horas de incubacion, en la incubadora marca Brinder de
los Laboratorios de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas
y Bioquimica de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega, cada placa es
revisada. Los halos de inhibicion resultantes fueron uniformemente
circulares en una capa homogénea de crecimiento bacteriano. Los
diametros de la zona de inhibicion completa son medidos en milimetros
pasando por el centro del disco. La medicion se realiza con una regla segun
antecedente de Kirby-Bauer. Los valores de las mediciones por
sextuplicados deben promediarse y compararse con las medidas de los
halos de inhibicion producidos por el antibiotico azitromicina segun disefio

de la investigacion.
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CAPITULO IV: PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1.Presentacion de Resultados

Después de analizar las muestras se obtuvieron los siguientes resultados.

Prueba de Solubilidad

Segun la prueba de solubilidad realizada al extracto hidroalcéholico de las

hojas de Berberis vulgaris L. (agracejo) presenta mayor solubilidad frente

a agua destilada, moderada solubilidad a etanol, poca solubilidad frente a

metanol e insolubilidad frente a acetona, Ciclohexano, cloroformo y éter de

petréleo.

Tabla 5. Resultados de la prueba de solubilidad del extracto hidroalcoholico de

hojas de Berberis vulgaris L. (agracejo)

N° SOLVENTES RESULTADO
1 Acetona -

2 Agua Destilada T+

3 Ciclohexano -

4 Cloroformo -

5 Etanol ++

6 | Eter de Petréleo _

7 Metanol +

Leyenda:

Abundante +++

Regular
Poco

Ausencia

++

+
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Marcha fitoquimica

El extracto hidroalcéholico de Berberis vulgaris L. (agracejo), presenta

dentro de sus metabolitos secundarios alcaloides, flavonoides, compuestos

fendlicos, glucésidos y taninos.

Tabla 6. Resultados de la marcha fitoquimica del extracto hidroalcéholico de

Berberis vulgaris L (agracejo)

METABOLITO REACTIVOS REACCION POSITIVA RESULTADO
Molish Anillo violeta -
Carbohidratos -
Antrona Color verde
Fehling Coloracion rojo ladrillo -
Compuestos Fendlicos | FeCls Color verde o azul ++
Taninos Gelatina Precipitado denso blanco +
Flavonoides Shinoda Color rojo +++
Antocianinas y ) 5 ) -
) o Rosenheim Coloracion rojo oscuro
Flavonoides Catéquicos
Aminoacidos Libres y | Ninhidrina (0.1% en o -
) Coloracién violacea
Grupos Amino Etanol)
Dragendorff Precipitado naranja -
Mayer Precipitado blanco crema ++
Alcaloides Bertrand Precipitado blanco +
Sonnenschein Precipitado amarillo +
Naftaquinonas, -
Antraquinonas y | Borntrager Coloracion roja
antranonas
Coloraciébn verde azul: -
Triterpenoides y | Esteroides.
. Lieberman-Burchard . ) .
Esteroides Coloracion rojo naranja:
Triterpenoides
) y Formaciéon de 0.5a1lcmde -
Saponinas Generacion de Espuma .
espuma estable por 15 min.
Glic6sidos Baljet Coloracién anaranjada ++
) NH4OH cc o ) -
Cumarinas Fluorescencia celeste
NaOH 10%
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Leyenda:

Abundante +++
Regular  ++
Poco +

Ausencia -

Cromatografia en capa fina del extracto hidroalcoholico de Berberis

vulgaris L. (agracejo)

Se obtuvo un RF de 7 centimetros con imagenes claras de reconocimiento

de flavonoides.

Actividad antibacteriana

En la Investigacion se trabajo con el extracto hidroalcéholico de las hojas

de Berberis vulgaris L (agracejo)

Se disefid en 5 grupos de 6 placas con medio de cultivo de la forma

siguiente.

a) Grupo N° 01: Se trabajo con 2 placas de medio de cultivo preparado
pero sin ninguna siembra bacteriana, ninguna administracién de

drogas ya que seria nuestro grupo blanco.

b) Grupo N° 02: Se trabajé con siembra bacteriana de cepas de
Staphylococcus aureus, en este grupo no se administré ninguna

droga, seria nuestro control positivo.

c) Grupo N° 03: Se trabaj6 con siembra bacteriana de cepas de
Staphylococcus aureus y se administré azitromicina en disco y un
disco con extracto hidroalcéholico de las hojas de Berberis vulgaris L

(agracejo) al 10% de concentracion.
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d) Grupo N°04: Se trabajé con siembra bacteriana de cepas de
Staphylococcus aureus y se administré azitromicina en discos y un
disco con extracto hidroalcéholico de las hojas de Berberis vulgaris L

(agracejo) al 20% de concentracion.

e) Grupo N°05: Se trabajo con siembra bacteriana de cepas de
Staphylococcus aureus y se administré azitromicina en discos y un
disco con extracto hidroalcoholico de las hojas de Berberis vulgaris L
(agracejo) al 30% de concentracion.

Tabla 7. Siembra bacteriana con Staphylococcus aureus

_ _ Administracion de
Siembra bacteriana o »
Administraciéon extracto
con Staphylococcus o ) o
Grupos del antibiético | hidroalcéholico de
aureus cepas ATCC . o . )
azitromicina Berberis vulgaris L
6538 _
(agracejo)
01 - - -
02 v - _
03 v v 10%
04 v v 20%
05 v v 30%
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Tabla 8. :

Resultado de medicion de los halos de inhibiciébn en mm

Extracto hidroalcéholico | Extracto hidroalcéholico de | Extracto hidroalcoholico de
N° de de las hojas de Berberis las hojas de Berberis las hojas de Berberis
los vulgaris L. (agracejo) al vulgaris L.(agracejo) al vulgaris L.(agracejo) al
Medios 10% 20% 30%
Berberis Berberis Berberis
vulgaris | azitromicina | Vulgaris Azitromicina | Vvulgaris Azitromicina
10% 20% 30%
1 6 39 35 38 33 38
2 6 38 30 39 32 39
3 6 40 25 39 32 38
4 6 40 27 40 33 40
5 6 39 20 39 33 41
6 6 40 25 38 32 39
Media 6 39 27 39 33 39
Cuadros estadisticos
Estadisticos
Extracto Extracto
Berberis Berberis Extracto
vulgaris Azitromicina 1 vulgaris Azitromicina 2 Bert.)eris Azitromicina 3
10% 0% vulgaris 30%
N° | Valido 6 6 6 6 6 6
Perdidos 0 0 0 0 0 0
Media 1,00 2,33 2,83 1,83 1,50 2,17
Mediana 1,00 2,50 2,50 2,00 1,50 2,00
Moda 1 3 2 2 la la
Desviacion 0,000 0,816 1,472 0,753 0,548 1,169
a. Existen multiples modos. Se muestra el valor mas pequerio.
Extracto Berberis vulgaris 10%
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Valido 6 6 100,0 100,0 100,0
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Azitromicina 1

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Vélido 38 1 16,7 16,7 16,7
39 2 33,3 33,3 50,0
40 3 50,0 50,0 100,0
Total 6 100,0 100,0
Extracto Berberis vulgaris 20%
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje vélido acumulado
Vélido 20 1 16,7 16,7 16,7
25 2 33,3 33,3 50,0
27 1 16,7 16,7 66,7
30 1 16,7 16,7 83,3
35 1 16,7 16,7 100,0
Total 6 100,0 100,0
Azitromicina 2
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Valido | 38 2 33,3 33,3 33,3
39 2 33,3 33,3 66,7
40 1 16,7 16,7 83,3
41 1 16,7 16,7 100,0
Total 6 100,0 100,0
Extracto Berberis vulgaris 30%
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Vélido 32 3 50,0 50,0 50,0
33 3 50,0 50,0 100,0
o 6 100,0 100,0
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Azitromicina 3
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Vélido 38 2 33,3 33,3 33,3
39 2 33,3 33,3 66,7
40 1 16,7 16,7 83,3
41 1 16,7 16,7 100,0
Total 6 100,0 100,0
Estadisticos descriptivos
N Minimo | Méaximo Media Desviacion
Extracto berberis vulgaris 6 1 1 1,00 0,000
10%
Azitromicina 1 6 1 3 2,33 0,816
Extracto berberis vulgaris 6 1 5 2,83 1,472
20%
Azitromicina 2 6 1 3 1,83 0,753
Extracto berberis vulgaris 6 1 2 1,50 0,548
30%
Azitromicina 3 6 1 4 2,17 1,169
N valido (por lista) 6
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Figura N° 4. Extracto hidroalcéholico Berberis vulgaris L. (agracejo) al
10%
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Figura N° 5. Extracto hidroalcéholico Berberis vulgaris L. (agracejo) al
20%
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Figura N° 6. Extracto hidroalc6holico Berberis vulgaris L. (agracejo) al
30%

4.2.Contrastacion de hipotesis

Para contrastar las hipotesis de investigacion se sistematizaron y procesaron
los resultados en funcién a pruebas estadisticas. Durante el proceso de
experimentacion se trabajé con 6 grupos: concentraciones del extracto
hidroalcoholico de las hojas de Berberis vulgaris L. (agracejo) al 10%,20% y
30%, control positivo con (azitromicina) y control negativo sin tratamiento con
3 ensayos con extracto hidroalcéholico de las hojas de Berberis vulgaris L.
(agracejo), por cada grupo, interpretados segun la escala de Duraffourd y
Lapraz.

El disefio estadistico que se empled es el andlisis de variancia (ANOVA) que
permitio determinar que si hay diferencias estadisticas significativas entre los
promedios de los halos de inhibicion del hojas de Berberis vulgaris L. (agracejo)

en los todos los grupos de andlisis, con un nivel de confianza (p < 0.05).

La prueba TUKEY permitié comparar las diferencias entre los grupos de analisis
en base a los promedios del diametro de los halos de inhibicion obtenidos en

el trabajo de investigacion.
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También se emplearon las pruebas estadisticas de normalidad: T de una
muestra y Wilcoxon para comparar el efecto antibacteriano entre el grupo
control y las concentraciones del extracto hidroalcoholico de las hojas de

Berberis vulgaris L. (agracejo)

Contrastacion de hipoétesis general H1:

H1: El extracto hidroalcéholico de las hojas de Berberis vulgaris L. (agracejo)
tiene efecto antibacteriano in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus.

HO: El extracto hidroalcéholico de las hojas de Berberis vulgaris L. (agracejo)
no tiene efecto antibacteriano in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus.
La comprobacion de la hipétesis general gira en funcion de las contrastaciones
de las hipotesis especificas planteadas en el estudio, por tanto, debido a la
complejidad de las variables de medicion se procede a subdividir en hipotesis

especificas.

Contrastacion de la hipétesis especifica 1:

H1: El extracto hidroalcéholico de las hojas de Berberis vulgaris L. (agracejo)
posee algunos constituyentes quimicos relacionados con el efecto
antibacteriano frente a cepas de Staphylococcus aureus.

HO: El extracto hidroalcéholico de las hojas de Berberis vulgaris L. (agracejo)
no posee algunos constituyentes quimicos relacionados con el efecto
antibacteriano frente a Staphylococcus aureus.

Para la contratacion de la hipétesis se realiz6 la marcha fitoquimica, con el fin
de identificar la presencia de los metabolitos presentes en el extracto
hidroalcoholico de las hojas de Berberis vulgaris L. (agracejo).

Los resultados expuestos corresponden a la marcha fitoquimica del extracto
hidroalcoholico de las hojas de Berberis vulgaris L. (agracejo) que indican que
la muestra presenta una reaccién positiva en su totalidad (+++), flavonoides.
Por otro lado, la muestra presenta una reaccion positiva moderada (++) para:

compuestos fendlicos, alcaloides y glicosidos.
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Los metabolitos identificados con mayor intensidad, entre ellos, compuestos
fendlicos, flavonoides, estarian relacionados con el efecto antibacteriano del
extracto hidroalcoholico de las hojas de Berberis vulgaris L. (agracejo) tal

como lo indica los antecedentes. Por tanto, se acepta la H1.

Contrastacion de la hipotesis especifica 2:

H1: Staphylococcus aureus es sensible a concentraciones de 10%,20% y 30%
del extracto hidroalcéholico de las hojas de Berberis vulgaris L. (agracejo).

HO: Staphylococcus aureus no es sensible a concentraciones de 10%,20% vy
30% del extracto hidroalcéholico de las hojas de Berberis vulgaris L. (agracejo)
Para la contratacion de la hipotesis planteada se utilizaron las pruebas
estadisticas ANOVA y DHS de TUKEY con el fin de establecer diferencias entre
los grupos de andlisis, asi mismo, realizar comparaciones multiples, en funcién
a los promedios de los didmetros de halos de inhibicion, determinando la

sensibilidad de Staphylococcus aureus.

Hipotesis General
HO: El uso del extracto hidroalcoholico de las hojas de Berberis vulgaris L.
(agracejo) no favorece la actividad antibacteriana frente a cepas clinicas de
Staphylococcus aureus
H1: El uso del extracto hidroalc6holico de las hojas de Berberis vulgaris L.

(agracejo), favorece la actividad antibacteriana frente a cepas clinicas de

Staphylococcus aureus.
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Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variahle dependiente:  Halos de Inhibicidn en mm.

Suma de

cuadrados Media
arigen tipo Il ql cuadratica F Sig.
Maodelo corregida 2317,167° 2 11468,583 838,754 ,0no
Interseccidn 9500,250 1 9900,250 7167274 .ooo
Concentracion 2317 167 2 11468,583 838,754 ,0no
Errar 45 583 33 1,381
Total 12263,000 36
Total corregida 2362750 Kl

a. R cuadrado= 981 (R cuadrado corregida = ,980)

Decisién estadistica:
Como el p-valor obtenido (0.000) es menor que el nivel de significancia a = 0,05
0.05 se rechaza la hipétesis nula y se tiene evidencia estadistica para afirmar
gue el extracto hidroalcéholico de la hojas de Berberis vulgaris L. (agracejo)
favorece la actividad antibacteriana frente a cepas clinicas de Staphylococcus

aureus.

4.3.Discusion de resultados

Con respecto a la primera hipétesis se puede sefialar que los resultados de la
marcha fitoquimica revelaron la presencia de flavonoides, compuestos
fendlicos, taninos, alcaloides y glicésidos, como se evidencia en el trabajo de
investigacion de Mezouar D. quien en el examen fitoquimico cualitativo
realizado en Berberis vulgaris observo la presencia de alcaloides, taninos,
esteroles, triterpenos y reductores en grandes cantidades, y también revelo
menores cantidades de cumarinas, terpenoides, saponinas y mucilago. La
deteccién de estas clases quimicas fue realizada por extraccion usando
solventes con polaridad creciente y extraccion de alcaloides totales. En la
prueba de cromatografia en capa fina, las fases moéviles empleadas poseen
buena elucién para los flavonoides y alcaloides, como lo plantea Olga Lock, en
el libro de “Investigacion fitoquimica”. Con lo cual queda demostrada la primera
hipotesis.

Para la segunda hipotesis, se puede afirmar que la actividad antibacteriana del
extracto hidroalcéholico de las hojas de Berberis vulgaris L. (agracejo) que se

realizd mediante el método de difusion en disco con la cepa de Staphylococcus
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aureus sembrado sobre placas Petri conteniendo agar Muller Hinton, se realizo
en tres concentraciones y cada uno por sextuplicado. Como son el 10%, 20%
y 30%, comparandolo con la azitromicina a una concentracion de 15 pg. Los
halos obtenidos fueron medidos con una regla, obteniéndose como promedio
de las seis lecturas 6 mm para la concentracion de 10%, 27 mm para el 20% y
33 mm para el 30%, analizado en primera instancia con la escala de Duraffourd
gue nos indica que los halos mayores a 20 mm son sumamente sensibles,
como lo fundamenta Mezouar D. en su trabajo de investigacion, donde el
extracto macerado metanolico posee la mejor actividad antibacteriana con
diametros de inhibicién de 12.5 a 21 mm para algunos tipos de cepas. Ademas,
los extractos de Berberis vulgaris y mas especificamente los alcaloides
mostraron una fuerte actividad antifingica en Candida albicans con diametros
de inhibicion de 19 a 29 mm.

Por ultimo para la tercera hipotesis, se podria afirmar que la concentracion del
extracto al 30% es casi comparable al grado de inhibiciébn bacteriana de la
azitromicina ya que el halo de inhibicién de la azitromicina fue de 39 mmy la

del extracto al 30% de 33 mm.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.Conclusiones

¢ Los metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcoholico de las
hojas Berberis vulgaris L. (agracejo) son: flavonoides, alcaloides, taninos,

compuestos fenolicos y glicésidos.

e El extracto hidroalcéholico de las hojas Berberis vulgaris L. (agracejo) en
las concentraciones al 10%, 20% y 30% poseen efecto antibacteriano
frente a cepas de Staphylococcus aureus, siendo la concentracion al 30%

la que posee mayor actividad antibacteriana.

¢ El efecto antibacteriano del extracto hidroalcoholico de las hojas Berberis
vulgaris L. (agracejo) al 30% es comparable con el efecto antibacteriano de
la azitromicina, ya que presentan similar halo de inhibiciéon ( 33 mm en el

extracto al 30% y 39 mm en la azitromicina)
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5.2. Recomendaciones.

v' Utilizar preparados galénicos a base de las hojas Berberis vulgaris L
(agracejo) ya que tiene un efecto antibacteriano y que puedan

complementar el tratamiento convencional

v Realizar estudios microbioldgicos con otras bacterias y de las hojas de
Berberis vulgaris L (agracejo) para determinar su utilizacion para otras

afecciones causadas por diferentes agentes microbianos
v Hacer investigaciones de sinergismo con otras plantas medicinales para

incrementar el efecto antibacteriano y probarlo en diferentes cepas

multiresistentes.
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Anexo N° 1. Matriz de consistencia

ANEXOS

TITULO:* EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DEL BERBERIS VULGARIS (AGRACEJO)
EN CEPAS DE STAPHYLOCOCUS AUREUS ESTUDIO IN VITRO”

PROBLEMA GENERAL OBJETIVO GENERAL HIPOTESIS GENERAL VARIABLES INDICADORES METODO DE
INVESTIGACION
Determinar si el extracto hidroalcéholico | El extracto hidroalcoholico de las hojas | INDEPENDIENTE a.- Taxonomia Nivel:

¢El extracto hidroalcéholico de las hojas
del Berberis vulgaris L. (agracejo) posee
efecto antibacteriano sobre cepas de

Staphylococus aureus, estudio in vitro?

PROBLEMAS ESPECIFICOS

-¢Cuéles de los metabolitos presentes
del Berberis vulgaris L. (agracejo) son
responsables de posible efecto
antibacteriano?

-¢La concentracion al 10%, 20%, 30%
del extracto hidroalc6holico de las hojas
del Berberis vulgaris L. (agracejo) tiene
efecto antibacteriano en cepas de
Staphylococcus aureus, estudio in vitro?
-¢El efecto antibacteriano del extracto
hidroalcéholico de las hojas del Berberis
vulgaris L. (agracejo) es comparable con

la azitromicina?

de las hojas del Berberis vulgaris L.
(agracejo) posee efecto antibacteriano
sobre cepas de Staphylococus Aureus,

estudio in vitro.

OBJETIVO ESPECIFICOS

-Identificar los metabolitos presentes en
las hojas de del Berberis vulgaris L.
(agracejo) responsables del posible
efecto antibacteriano.

-Determinar si la concentracion al 10%,
20%, 30% del extracto hidroalc6holico
de las hojas del Berberis vulgaris L.
(agracejo) tiene efecto antibacteriano en
cepas de Staphylococus aureus, estudio
in vitro.

-Determinar si el efecto antibacteriano
del extracto hidroalcéholico de las hojas
del Berberis Vulgaris L. (agracejo) es

comparable con la azitromicina.

del Berberis vulgaris L. (agracejo)
posee efecto antibacteriano sobre
cepas de

Staphylococus aureus

estudio in vitro.

HIPOTESIS ESPECIFICAS

-Los metabolitos secundarios de las

hojas del Berberis vulgaris L.
(agracejo) son los responsable del
posible efecto antibacteriano.

-La concentracién al 10%, 20%, 30%
del extracto hidroalcéholico de las
hojas del Berberis vulgaris L.

(agracejo) si tiene efecto

antibacteriano en cepas de
Staphylococcus aureus, estudio in
vitro.

-El efecto antibacteriano del extracto
hidroalcoholico de las hojas del
Berberis vulgaris L. (agracejo) es

comparable con la azitromicina

Extracto
hidroalcéholico de las
hojas del berberis

vulgaris L. (agracejo)

Dependiente:

Efecto Antibacteriano
frente a cepas de
Staphylococcus

aureus

b.- Solubilidad
c.- Marcha fitoquimica del
extracto hidroalcéholico de las
hojas del Berberis vulgaris L.
(agracejo)

d.- Cromatografia en capa fina

e.- Método de difusién en agar

Experimental.

Enfoque:
Cuantitativo

Disefio Especifico:
experimental
in vitro

Temporalidad:
Prospectivo.

Propésito:
Aplicativo

instrumento
Ficha de
recoleccién de
datos

Poblacién y
muestra

5 grupos de placas
con medio de
cultivo
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Anexo N° 2. Operacionalizacion de Variables

Berberis  vulgaris
(agracejo)

alcohol 70% por 7

dias, concentrado

en estufa a 45°C.

Definicion Definicion
Variables conceptual operacional Indicadores
INDEPENDIENTE:
Extracto Producto de la | Maceracion en o
hidroalcéholico de _ Aplicacion  del
las  hojas  del | maceracion en | alcohol 70% por 7 | extracto

hidroalcéholico
de las hojas del

Antibacteriano
frente a cepas de
Staphylococcus

aureus

hidroalcoholico de las
hojas del Berberis
vulgaris (agracejo)

Antibacteriano del
extracto
hidroalcoholico de
las hojas del
Berberis  vulgaris
(agracejo)

dias, concentrado en Berberis
estufa hasta vulgaris
o (agracejo) frente
eliminacion del a bacterias de
solvente, conservado Staphylococcus
aureus.
y almacenado en
envase de vidrio color
ambar.
Administrado  segun
la concentracion y el
peso corporal.
Dependiente:
Efecto Accién de administrar | Evaluacién del | Efecto de
el extracto | Efecto

Antibacteriano.
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Anexo N° 3. Certificado Botanico de Berberis vulgaris (agracejo)

Certificado botanico

Herbarium Amazonense — AMAZ
Centro de Investigacionde
RecursosNaturales

CONSTANCIA N°129-HA-CIRNA-UNAP

EL COORDINADOR DEL HERBARIUM AMAZONENSE ,AMAZ- CIRNA, DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA AMAZONIA PERUANA,DEJA CONSTANCIA
QUE :

La muestra vegetal (rama fértil) ,recibida de Marco Antonio Chumpe Ferrel, Bachiller
de la Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad Inca Garcilaso de la Vega, ha
sido estudiada y clasificada como: Berberis vulgaris L. tiene la siguiente posicion
taxonémica, segun el sistema de clasificacién APG IV (2016).

Clase : Dicotyledoneae.
Subclase: Dicotyledoneae..
Orden:.Ranunculales.
Familia: Berberidaceae
Género: Berberis.
Especie: Berberis vulgaris L.

Nombre Vulgar: “agracejo”
Determinados por: A.J.M. Leeuwenberg (WAG).1997.

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

Iquitos, 15 de Mayo del 2018

Atentamente,

Blgo. RICHARD J. HUARANC COSYHRA
Coordinador AMAZ-CIRNA-UNAP
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Anexo N° 4. Certificado de analisis de agar Muller Hinton

Liofilchem®
Certificate of Analysis

Page 1of 1
Product Batch Expiration date
Mueller Hinton 11 Agar 071817304 2020.10.31
Ref. 610627 — 620627 — 6106275
Physical quality control Specification Results
Expected pH-value (25°C) 7302 73
Appearance of powder Fine, dry, homogeneous, free of extraneous material  Conforms
Colour of powder Beige Conforms
Appearance of prepared medium Slightly opalescent Conforms
Colour of prepared medium Amber Caonforms
Microbiological Performance
Tested according to CLSI M22-A3, EN 150 11133, current CLSI and/or EUCAST methodology
Antimicrobial Susce ptibility Testing, Method of control: Disc Diffusion
Control strains Antimicrobial agent Expected results Results
Zone range (mm)
Staphvlococcus aureus Amoxicillin-clavulanic acid AUG 30 {20+10) pg 25-36 Canforms
ATCC 25923 Ampicillin-sulbactam AMS 20 (10+10) pg 29_37 Conforms
et ARG TE 30 B 2820 Conforms
Staphylococcus aureus Erythromycin ERY 15 pg 23-29 Conforms
ATCC® 29213 Rifampicin RD 5 pg 30-36 Caonforms
oo Jrimethoprim sulfamethoxazole SXT25 (125+2375)pg 2632 Conforms
Escherichiz coli Amaoxicillin-clavulanic acid AUG 30 {20+10) pg 15-24 Caonforms
ATCC 25522 Ampicillin AMP 10 pg 16-22 Conforms
Gentamicin CN 10 pg 19-26 Conforms
Tetracycline TE 30 pg 15-25 Canforms
Trimethoprim-sulfamethoxazole 5XT 25 (125+2375) pg 23-29 Conforms
Pseudomonas Ceftazidime CAZ 30 pg 22-29 Conforms
aeruginosa Gentamicin CN 10 pg 721 Conforms
ATCC® 27853 } s - )
Ticarcillin-clavulanic acid TTC 85 (F5+10) pg 20-28 Canforms
oo YobramycinTOBWQ 226 Conforms
Enterococcus faecalis Trimethoprim-5ulfamethoxazole SXT 25 (1.23+2373) pg 26-34 Caonforms

ATCC® 29212

*“Adjusted to meet both CL5| and EUCAST requirements

Batch Release

Approved
Date

24.07 2017 Signature

The results reported were obtained at the time of releasze.

Quality Control
(D. Vitagliano)

Danio Volaafians

O Liofilchem® sl via Scozia - Zona Industriale 64026, Roseto degli Abruzzi (TE) Italy - Tel +39 0858930745 - Fax +39 0858930330

CoA Ref. 610627 - 620627 — 6106275 Rev. 4 of 30102015
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Anexo N° 5. Certificado de analisis de Staphylococcus aureus

&) Microbiologics®

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications )

Microorganism Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus
Catalog Number: 0485

Lot Number: 485-405™*

Reference Number: ATCC® 6538™*

Purity: Pure

Passage from Reference: 2

Expiration Date: 2019/8/31

Release Information:

Quality Control Technologist: Christine Condon
Release Date: 2016/11/4

Performance
Macroscopic Features:

Medium to large, convex, circular, glistening, smooth, creamy, opaque, b
hemolytic - both light gold and 'darker gold colonies may b

second colony type maybe present a white, circular, entire,” low convex,and
beta hemolytic.

Microscopic Features:

Gram positive cocci occurring singly, in pairs and in irregular clusters.

eta
e present. A

Medium:
SBAP

Method:
Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF (1)
See attached ID System results document.

Other Features/ Challenges: Resulits

(1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): positive
(1) Coagulase (rabbit plasma - tube): positive

(1) Beta Lactamase (Cefinase Disk): negative

Lopnt A e

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

certificate is the actual base lot number.

Note for Vit

: Although the Vitek® panel uses many conventional te:
produce results that

dﬂer from published results obr;xlned by other metho:

i use and y infor

**Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this

3 al:a unique environment of the card, combined with the short incubation period, may

1\, Refer to the enclosed product insert for instr

bletoar ized culture collecti

Individual prod are

ATCC Licensed )’
Derivative

ademarks of
cultures.

(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025:2005.

TESTING CERT #2655.01

products derived

& The AT Li ivative Emblem, the ATCC Li ed Derivative word rk and the ATCC catalog marks are
Y .5 G 'F %H‘%:eg ?grvo%ilovlzgit’:'s‘. I‘:\rg is |?osnsed tc:c:s?: these rtlrv'aﬂégmarks ar%alo se? m ATCC®

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303

Page 1 of 1

DOC.286
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Anexo N° 6. Proceso de reactivacion de cepas

KWIKSTIK"

KWIKS% |

ILLUSTRATED INSTRUCTIONS

@ \
P

Over the edge of the work bench or
counter, crack the ampoule at the top
of the KWIK-STK (just below the fluid
meniscus of the ampoule) found in

Allow the unopened KWIK-STIK i
pouch to equilibrate to room Tearoﬂ‘pt!l-ﬂ:potﬁgnonhelabel the cap to release the hydrating fiuid.
temperature. Tear open pouch at and attach it to the primary culture
notch and remove the KWIK-STIK gsaﬁeorQCl:O:IdDond
unit. assemble the device during
\ . . v - v
- (\ <
2 Using a pinching
:;0” Vem and action on the
p on a
surface to facilitate Wgﬁn
flow of the fluid the the
!hmugh the shaft = Iudpeu:::le Immediately heavily saturate the
Mo e ]
2 A and transfer to the appropriate agar
hefotis s‘:sho;nogenw: medium, or use according to the
laboratory’s SOP.
\ v, . )
) o
Using proper
biohazard
disposal, discard
the KWIK-STIK

Immediately incubate the
inverted inoculated primary
culture plate(s) at temperature
and conditions appropriate to

Incculate the primary cuiture plate(s) Using a sterile loop, streak to facitate LA - Aaet
by gently rolling the swab over one- colony isolation. Cuture metnod can be found on e
A ; it
khd of the plate. J \ ) progucrs page 5t microblalogics.com J
PI.194 ENG Rev D English Page 50f 6

2018.JULY.30
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Anexo N° 7. Hojas secas de Berberis vulgaris (agracejo)

Fuente: El Investigador.

Anexo N° 8. Proceso de secado de las hojas de Berberis vulgaris
(agracejo)

:4.-_ » ™ Tl M

—— T

\’“\

Fuente: El Investigador.
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Anexo N° 9. Extracto seco de la muestra en investigacion

Fuente: El Investigador.

Anexo N° 10. Prueba de solubilidad

PR.UEBA De Sowwrivion!
:B E.Reawls | \lu\_eAp.\s

Fuente: El Investigador

Anexo N° 11. Marcha fitoquimica

Fuente: El investigador
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Anexo N° 12. Resultados de la cromatografia de capa fina

Fuente: El Investigador

Anexo N° 13. Concentraciones del Extracto hidroalcéholico e inoculo de
Staphylococcus aureus

Fuente: El Investigator

64



Anexo N° 14. Vertido en placa del agar Mueller Hinton

Fuente: El Investigador

Anexo N° 15. Siembra bacteriana de Staphylococcus aureus

Fuente: El Investigador
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Anexo N° 16. Lectura de resultados de los halos de inhibicion

Fuente: El investigador

Anexo N° 17. Resultados de los halos de inhibicion

Fuente: El investigador
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Anexo N° 18. Ficha de observacion de la Prueba de solubilidad

UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y

BIOQUIMICA

FICHA DE OBSERVACION DE PRUEBA DE SOLUBILIDAD
“EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO

HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Berberis vulgaris

L. (agracejo) EN CEPAS DE Staphylococcus aureus ESTUDIO

IN VITRO”.

INSTRUCCIONES

e Antes de empezar con la evaluacién, procure estar en un estado de
equilibrio emocional y somético.
¢ Si se siente agotado, estresado o enfermo, aplaza la evaluacion.
e Procure desarrollar todas las mediciones bajo las mismas

circunstancias de comodidad.
e En el caso de no tener certeza sobre la medicion de una determinada

unidad de andlisis, elimine su evaluacion.
¢ Registre los datos sin tachaduras ni enmendaduras.

e Los espacios en los que no contenga informacion, tachelos con una

linea

NO

SOLVENTES

RESULTADO

Acetona

Agua Destilada

Ciclohexano

Cloroformo

Etanol

Eter de Petréleo

N O O B W N P

Metanol

Leyenda:

e Abundante +++

e Regular
e Poco
e Ausencia

++

+
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Anexo N° 19. Ficha de validacion de Prueba de solubilidad: Experto 1

Saf Inca Garcilase 4o 7o —
arcilaso
Nuwoc'rlcmp“_ Nug.‘e“’ la Vega

FACULTAD pg CIENCIAS FARMACE
1.- DATOS GENERALES

UTICAS Y BIOQUIMICA

.........
.........................................
................................

.............
.......................................................................

..................................

..................

....................
...................................................................................

1.6. Instrucciones: Luego de analizar el instrumento y cotejar la investigacién con la matriz de

consistencia de la presente, le solicitamos que en base a su criterio y experiencia profesional,
valide dicho instrumento para su aplicacién.

Nota: Para cada criterio considere la escala de 1 a 5 donde:

[_1.-Muy poco [ 2.-Poco | 3.-Regular | 4.-Aceptable [ 5.Muy aceptable |
INDICADORES CRITERIOS . PlleTl;ACI(ZN ;
1.- Claridad Esta formulado el instrumento con un lenguaje aplicado b
2.- Objetividad El Instrumento evidencia recojo de datos observables 5
3.- Actualidad :Eelclrr:z:;ugrlr;ggto se adecua a los criterios cientificos y x
4.- Organizacién El Instrumento tiene una organizacién l6gica w
Son suficientes en cantidad y calidad los elementos que /
6.- Suficlente conforman el instrumento )’
Es adecuado para obtener datos relacionados al estudio
6.- Intencionalidad fitoquimico y efecto antibacteriano in vitro de la planta 7~
mencionada
Se basa en aspectos tedricos cientificos de la
7.- Consistencia Farmacognosia, Farmacologia, y Microbiologia
Existe coherencla y relacion de los ltems, indicadores, las
8.- Coherencla dimensiones y las variables b
La estrategia responde al proposito de la problematica de la
9.- Metodologla investigacion Y
El instrumento muestra la relacién entre los componentes o
10.- Pertinencia de la investigacion y su adecuacion al método clentifico
Total Parclal o
Total <0
RO COMIOIIOBO OTIEE 15y tarststsrsss it estrpu s shARsaAASA 15 LPE112A ENRAL 0812340104105 A41ARRAR 4802 1443 Sopaxna ot ahevauaces

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
.

Puntuacién

11-20 No valido, reformular

21-30 No valido, modificar
31440 | Valido, mejorar

41-50 | Valido, aplicar




Anexo N° 20. Ficha de validacion de Prueba de solubilidad: Experto 2

~ lnc Un-iversid.d\,. .....
a Garcnlaso de |
n

a
FACULTAD pg CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA
1.- DATOS GENERALES

.................

......................................

----------------------------------
............................................

......

---u......-..................,,,,,,,,
Siadad cada DLl Lu UL U0 STl AN o oy P S SRR o,

e R RS e HAY SA Siuk oh SR eU U4 4.4a 04 st at ottt

1.6. Instrucciones: Luego de analizar e/ instrumento y cotejar la

investigacion con la matriz de
consistencia de la Presente, le solicitamos que en base a su criterio y experiencia profesional,
valide dicho instrumento para su aplicacién.
Nota: Para cada criterio considere la escala de 1 a 5 donde:
[_1.-Muy poco [ 2.-Poco | 3.-Regular | 4.-Aceptable | 5.Muy aceptable |
INDICADORES CRITERIOS ; ”‘2’!1%5?'%"-,-3 ]
1.- Claridad Esta formulado el instrumento con un lenguaje aplicado jiI 2 ; ; 1 o E
2.- Objetividad El instrumento evidencia recojo de datos observables l 7 ‘ B :
El instrumento se adecua a los criterios cientificos y | e |
3.- Actualidad tecnoldgicos l ; i e é
4.- Organizacién El instrumento tiene una organizacién logica ] wi S 721
uficie ntidad y calidad los elementos que | oo |
6.~ Suficlente g?r?f:rman 3?&% 4 ) ‘ 1 L/ :
Es adecuado para obtener datos relacionados al estudio Feal :/, ;
6.- intencionalidad fitoquimico y efecto antibacteriano in vitro de la planta | |
mencionada il atiesd Sae2iat
Se basa en aspectos tedricos cientificos de la | , ‘
7.- Consistencia Farmacognosia, Famacologia, y Microbioiogia 0 0] R Pl
Existe coherencia y relacion de ios ltems, indicadores, las 0 T | % |
8.- Coherencia .| dimensiones y las variables } A TSl 00 ./ 1
La ia responde al propéstto de la problemdtica de la ; ! ! i
9.- Metodologia .mxm ‘ ! o= i lyi
El instrumento muestra a relacion entre los componentes | I | ’ ‘; e
10~ Parioencha de a investigacion y su adecuackn almétodocientico | | | | |/ |
Total Parcial T B 33
Total | ¥ il 8 IA 0]
RECOMBNARCIONIBT.. ... 3L vessvanesosssnssrsrsacasessers e e o e SR L L SR
Promedijo de valoncién:....‘-:’.g ................... Puntuacion
11-20 No valido, reformular
ris 0oy flore, <
e /4140 i 21-30 No valido, modificar
Firma 3140 | Valido, mejorar
4150 | Valido, aplicar
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Anexo N° 21. Ficha de observaciéon de Marcha fitoquimica

UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y
BIOQUIMICA

FICHA DE OBSERVACION DE PRUEBA DE MARCHA
FITOQUIMICA
“EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO

HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Berberis vulgaris L.
(agracejo) EN CEPAS DE Staphylococcus aureus ESTUDIO IN
VITRO”.

INSTRUCCIONES

e Antes de empezar con la evaluacién, procure estar en un estado de
equilibrio emocional y somético.

¢ Si se siente agotado, estresado o enfermo, aplaza la evaluacion.

¢ Procure desarrollar todas las mediciones bajo las mismas
circunstancias de comodidad.

e En el caso de no tener certeza sobre la medicién de una determinada

unidad de andlisis, elimine su evaluacion.
¢ Registre los datos sin tachaduras ni enmendaduras.

e Los espacios en los que no contenga informacion, tachelos con una
linea
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REACCION

METABOLITO REACTIVOS RESULTADO
POSITIVA
Molish Anillo violeta
Carbohidratos
Antrona Color verde
Fehling Coloracion rojo ladrillo
Compuestos Fendlicos FeCls Coloracién verde o azul
Taninos Gelatina Precipitado denso blanco
] Shinoda )
Flavonoides Color rojo
Antocianinas y . ., .
) e Rosenheim Coloracion rojo oscuro
Flavonoides Catéquicos
Aminoacidos Libres y | Ninhidrina (0.1% en L
) Coloracion violacea
Grupos Amino Etanol)
Dragendorff Precipitado naranja
Mayer Precipitado blanco
Alcaloides Bertrand Precipitado blanco
. Precipitado amarillo
Sonnenschein
verdoso
Naftaquinonas,
Antraquinonas y | Borntrager Coloracion roja
antranonas
Coloracion verde azul:
Triterpenoides y | . Esteroides.
) Lieberman-Burchard B ] ]
Esteroides Coloracién rojo naranja:
Triterpenoides
) y Formacion de 0.5a 1 cmde
Saponinas Generacion de Espuma )
espuma estable por 15 min.
Glicosidos Baljet Coloracion anaranjada
] NH4OH cc 6 ]
Cumarinas Fluorescencia celeste
NaOH 10%
Leyenda:

e Abundante +++

e Regular ++
e Poco +
e Ausencia -
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Anexo N° 22. Ficha de validacion de Marcha fitoquimica: Experto 1

R Unive
l AL rsldad ———
a nca Garcilaso de la Vega
NLeves Tiemees. Nuevas ey
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS ¥ s10QuUiNICA

1.- DATOS GENERALES
1.1. Apellidos y Nombres del Experto:, “ Q¥ 4@ A2 osone
1.2, Cargo @ institucian donde lbora:. D0 oS fe
1.&&-&%/@1&&.& r&e mwm’?&t
1.4 Nombre del instrumento: 11023 o QLS arimain & Tomtie F requicy
1.5 Autor del instrumente: 100 ee Salonis Chag Bew)

\\\\\\\\\\\\\\

Nota: Para cada criterio considerse la escala de 1 2 5 donde:

_1Muypoco [ 2-Poco |3 Reguiar [CAcpabe | Shiuy sceptabie |
[ PUNTUACION ,
INDICARDORES | CRITERIOS La .l 3
EEEEERNEINES |
1.- Claridad Esta formulado of instrumanto con uo lenguaeapicede | | 1 1 N
2.~ Objetividad £! instrumente avidencia racIe e datos cbsenvahies | I 1 I
3. Actualidad El inStuments $2 30eCUS 3 (03 Crtenes Gentifices ¥ 154 : 2
4.- Organizacidn £} instrumento tiene ung rganizacdn IKgics ! ! , f\e
3 cantcad ¥ CRIdA Ios slamenios que i ; ; ]
;&Mmmmmdw i ; ;
- Intencionalidad FROGUIMICE ¥ SRCI ANTRSCIRIENY Dacts ‘ . X |
. Teneenass 151 Rl
| Se basa an aSPACtes tednces centificos de i ,: T s
7.- Consistencia Farmacognosia, Farmacoiogia. v Microdioiogia | b
Existe coherencia y rlacion de los ems, indicagons, Bs l} ‘ b
&~ Coherencle dimensiones v [as vanadies ,E f | x|
La ia responde &l propdsie de la pradiemdtcade @
9. Metodologia oo = S |X |
El instrumento muesrs (3 relacion entre los componentes | | | |
10.- Pertinencia de I3 investigacion y St SGRCUICKin 3l matedo clentifce | | e
Total Parcial bt | )
Total i | } &@
Recomendaciones:. A
Pronndiodovaiondén:so ................. Puntuagcion
Gensbas T | No vaiido, reformular
J /29 2130 | No valido, modificar |
Firma A 3140 | Valido, mejorar :
4130 | Valio, apicar
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Anexo N° 23. Ficha de validacion de Marcha fitoquimica: Experto 2




Anexo N° 24. Ficha de observacion de la Actividad antibacteriana

UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y
BIOQUIMICA

FICHA DE OBSERVACION DE PRUEBA DE ACTIVIDAD

Intmﬁéé?ié%i%jixega A N TI B ACTE R I A NA

HID

“EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO
ROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE Berberis vulgaris L. (agracejo) EN
CEPAS DE Staphylococcus aureus ESTUDIO IN VITRO”.

INSTRUCCIONES

¢ Antes de empezar con la evaluacion, procure estar en un estado de equilibrio
emocional y somético.

¢ Si se siente agotado, estresado o enfermo, aplaza la evaluacion.

¢ Procure desarrollar todas las mediciones bajo las mismas circunstancias de
comodidad.

¢ En el caso de no tener certeza sobre la medicién de una determinada unidad
de andlisis, elimine su evaluacion.

¢ Registre los datos sin tachaduras ni enmendaduras.

¢ Los espacios en los que no contenga informacion, tadchelos con una linea

Extracto hidroalcéholico de Extracto hidroalcoholico de las | Extracto hidroalcéholico de las

N;:e las hojas de Berberis hojas de Berberis vulgaris hojas de Berberis vulgaris
Medios vulgaris (agracejo) al 10% (agracejo) al 20% (agracejo)al 30%
Berberis Berberis Berberis
vulgaris Azitromicina vulgaris Azitromicina vulgaris Azitromicina
10% 20% 30%
1
2
3
4
5
6
Media
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Anexo N° 26. Fich
) a i i
de validacion de la Actividad antibacteriana: E
: Experto 2

SRR T ; .
E Inca Garcilas© av
Nuevos Thempos: ALV L e

CIENCIAS FAR»AchnCAs Y snooutch

FACULTAD DE
1.- DATOS GENERALES
1.1. Apellidos y Nombres del ExponoUDV“Z"”“US‘N
1.2, Cargo e institucién donde labora:... m"“{{ﬁ
1.3. Grado nc-démlco:.,d‘ﬁeﬂ.[tf.g..(: ........ Registro colegio profnlonll“L'L
{AiNcmbeie: 'mtrUmentoﬂd““w%V“"“"‘"*(“'C‘“"““‘J'(‘"‘ T e
et '"'""memo:..SF.Qtsa.t.&.&x:&e..&?:ﬁ..fgrm ..........................................................

ycoprinmestOe L mc:'-?::ﬁ.

1.6, Instrucciones: Luego de analizar el instrumento
te, le solicitamos que en base a su crite!

consistencia de la presen
valide dicho instrumento para su aplicacion.

cada criterio considere 1a escala de

1 a 5 donde:

Nota: Para
3.-Regular
~SUNTUACION.
INDICADORES CRITERIOS = 3| A g B
A
nstrumento con un lenguaje aplicado I ;(

El instrumento sé adecua alos C

3.- A
cualided tecnol6gicos
El instrumento tiene una organizaclén |6gica
d los elementos que

4.- Organizacion
5.- Suficiente Son suficientes en cantidad y calida
conforman el instrumento
Es adecuado para obtener datos relacionados al estudio
fitoquimico Y efecto antibacteriano in vitro de 12 planta
mencionada
Se basa en aspectos teoricos cientificos dela -
Farmacognosia, Farmacologia, ¥ Microbiologia
Existe coherencia y relacion de los ftems; indicadores, 128 -
dimensiones y las variables
bsito de |a prob\emética dela -

La estrategia responde al prop
investigacion
muestra la relacion entre los componentes -‘

El instrumento '
de la investigacion y su adecuacion al método cientffico

Total Parcial

Total

1.- Claridad Esta formulado el i
2.- Objetividad El instrumento evidencia recojo de datos observables
riterios cientificos ¥ -a o~

6.- Intencionalidad

7.- Consistencia

8.- Coherencia

9.- Metodologia

10.- Pertinencia

---n-.nnn--.-uou-u-.--n

—

Recomendaciones:...cc....x::

u---u-.-uu-nn-n-.-u-
u--u-u-u-uu.---uu-.---

-n--nu--.un-n--u--uuu

Promedio de valoracién:...?.?....................
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