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RESUMEN

El objetivo del trabajo de investigacion fue determinar el efecto antibacteriano del extracto
etandlico de Echinopsis pachanoi (san pedro) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175y
Escherichia coli ATCC 25922. La Metodologia de la investigacion fue de tipo cuantitativo
experimental y transversal, la poblacion de estudios fue Streptococcus mutans ATCC 25175
y Escherichia coli ATCC 25922 , se consider6 una muestra de estudio el tallo de Echinopsis
pachanoi, previamente seleccionado y disecado se procedié a su maceracion por 10 dias .se
uso la técnica por difusion en pozo donde se inoculo los extractos etanolicos a 50% y 100%
en ambas bacterias. Los Resultados demostraron halos de inhibicion en Streptococcus
mutans ATCC 25175 de 12,65mm, 14,69mm y en Escherichia coli ATCC 25922 de
15,50mm, 18,81mm respectivamente. Se concluye que en las diferentes concentraciones de
los extractos etanolicos estudiados de Echinopsis pachanoi si presenta actividad
antibacteriana sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 y Escherichia coli ATCC 25922.

Palabras claves: Echinopsis pachanoi (san pedro), Streptococcus mutans, Escherichia coli,

extracto etandlico.



ABSTRACT

The research objective was to determine the antibacterial effect of the ethanolic extract of
Echinopsis pachanoi (San Pedro cactus) on Streptococcus mutans ATCC 25175 and
Escherichia coli ATCC 25922. The research methodology was quantitative experimental
and cross-sectional, the study population was Streptococcus mutans ATCC 25175 and
Escherichia coli ATCC 25922, the study sample was considered the stem of Echinopsis
pachanoi, previously selected and dissected, then proceeded to its maceration for 10 days,
using the Agar well diffusion technique where the ethanol extracts were inoculated at 50%
and 100% in both bacteria. The results showed inhibition halos in Streptococcus mutans
ATCC 25175 of 12.65 mm, 14.69 mm and in Escherichia coli ATCC 25922 of 15.50 mm,
18.81 mm respectively. It is concluded that in the different concentrations of the studied
ethanol extracts of Echinopsis pachanoi it does present antibacterial activity on
Streptococcus mutans ATCC 25175 and Escherichia coli ATCC 25922.

Keywords: Echinopsis pachanoi (San Pedro cactus), Streptococcus mutans, Escherichia

coli, ethanol extract.
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1. INTRODUCCION

Las plantas medicinales siempre han jugado un papel importante como fuente de descubrimiento
de nuevos principios que han permitido combatir muchas enfermedades, Echinopsis pachanoi
es una especie que pertenece a la familia Cactaceae, oriunda del continente americano, cuenta
con 39 géneros y 262 especies. En el Pert es una de las familias que representa el 80% de
especies endémicas y contiene componentes psicoactivos que se utilizan en la medicina

tradicional siendo su principal componente un alcaloide llamado mescalina.*

Por otro lado, Streptooccocus mutans y Escherichia coli son agentes microbianos que causan
infecciones graves mediante la produccidn de toxinas en centros sanitarios y la comunidad, estos
microorganismos estd presentando resistencia generalizada al tratamiento con antibidticos.
Existen datos que indican que las personas que sufren de infeccidn por Streptococcus mutans

resistente tienen 64% mas de complicaciones en sus tratamientos.?

Los datos reportados por la Organizacion Mundial de la Salud (2018) sobre resistencia a los
antibidticos indicaron elevados niveles de resistencia en algunas bacterias, siendo igual en los
paises de altos y bajos ingresos econémicos®. Los datos publicados por la OMS revelan que las
bacterias farmaco-resistentes mas frecuentes son: Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Streptococcus pneumoniae seguido de Salmonella spp*.Asi mismo la OPS (Organizacion
Panamericana de la Salud) revela que las infecciones gastrointestinales producidas por
Escherichia coli, afectaron a mas de 582 millones de personas a nivel mundial, de las cuales

350 mil mueren cada afio.®

En el Per( el 50% de Streptococcus mutans que fueron aislados de varios pacientes durante
2008 — 2009, presentaron resistencia a los antibidticos de primera linea, no obstante, desde los

afios 90 ya se han reportado casos de resistencia por parte de esta bacteria.®

Streptococcus mutans y Escherichia coli son sin lugar a duda dos tipos de bacterias que
ocasionan problemas de resistencia bacteriana y graves enfermedades al hombre, en el presente
proyecto se propone emplear una planta muy conocida en el Distrito de Ferrefiafe de abundante

crecimiento como es Echinopsis pachanoi (San Pedro) para ayudar a combatir este tipo de
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infecciones lo que ayudara a disminuir indices de resistencia bacteriana, servir como tratamiento
complementario y bajar costos a los tratamientos, en tal sentido citamos antecedentes que

ayudaran a establecer el problema del estudio.

A nivel nacional la investigacion realizada por Baldera P. (2015), tuvo por objetivo realizar
una “marcha fitoquimica”, analisis cuantitativo de los alcaloides, aislamiento e identificacion
del sulfato de mescalina, por espectroscopia de RMN y UV de la especie Echinopsis peruviana
“San Pedro Macho”. Los resultados de la marcha fitoquimica mostraron la presencia de
alcaloides, aminogrupos primarios y/o secundarios, grupos fenolicos libres, triterpenos y/o
esteroides y catequinas, la corteza de los tallos de Echinopsis peruviana obtuvo un 0.19%
de alcaloides y en el cactus completo (corteza y pulpa) se encontrd un 0.817% de alcaloides, la
mescalina fue encontrada en forma de sal “sulfato dihidratado”. Concluyeron que el cactus
Echinopsis peruviana “San Pedro Macho” contiene metabolitos activos siendo uno de los
principales la “mescalina”.’

Castillo P. (2017), en su investigacién tuvo por objetivo realizar un estudio fitoquimico de la
especie Echinopsis pachanoi y evaluar propiedades antineoplasicas y antihelminticas, en los
resultados se encontré un compuesto éster metilico del acido linolénico en la fraccién miscible
en hexano y acetato de etilo, ademas se evidencio que el extracto presentd mayor riqueza
fitogquimica. Sin embargo, es comun la presencia de compuestos de tipo alcaloide y terpenos
en el extracto y la fraccidn analizada. Se concluye que esta planta presenta diferentes principios
activos de propiedades medicinales antineoplasicas y antihelminticas.®

En el estudio realizado por Flores J. (2015), cuyo objetivo fue aislar e identificar la mescalina,
a partir del cactus “San Pedro” Echinopsis pachanoi mediante cromatografia en capa fina y el
test de Marquis. Los resultados a partir de dos muestras de 100 g de cactus “San Pedro”
obtuvieron 3,26 g y 12,28 g de extracto bruto de alcaloides y después de su purificacion 137mg
y 256 mg. La caracterizacion por su punto de fusion fue de 183°C, el andlisis porcentual de sus
elementos fue C: 47.61%, H: 7.17% y N: 5.11%, asimismo, por cromatografia de capa fina
presenta una sola mancha (Rf = 0,82) color morado usando ninhidrina. En la marcha fitoquimica
se identifico aminogrupos primarios y secundarios, grupos fenolicos, triterpenos, esteroides,

alcaloides, catequinas, saponinas y mucilagos, la determinacion cuantitativa de alcaloides de
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dos muestras de procedencia diferente fueron: 0.78% y 1.4%. Concluye que el cactus San Pedro

contiene metabolitos secundarios y uno de los principales es la mescalina.’

A nivel Internacional Cameron L.y Rabi M. (2019), en su investigacion tuvieron por objetivo
presentar una técnica para la deteccion rapida de mescalina en todo el material vegetal y un
método validado para la cuantificacion de mescalina en el tejido de cactus Echinopsis genus.
Los resultados a partir del andlisis directo de Echinopsis spp. Y el extracto metandlico que
ambos espectros muestran un pico prominente a m/z 212, en un tiempo de 3 segundos, al
comparar los estandares de calibracion que van desde una concentracion de 1 a 100 ppm de
mescalina. Donde concluyeron que el método creado es véalido para la cuantificacion de la
mescalina en el rango de 1 a 100 ppm., ademas permite analizar una gran cantidad de muestras

en un periodo de tiempo més corto.°

Aboye T. et al. (2015), en su investigacion tuvieron por objetivo informar el descubrimiento,
secuenciacion, sintesis quimica, determinacion de la estructura de la solucion tridimensional y
bioactividad del primer péptido nudo de cistina de la familia Cactaceae (cactus) usando
ingenieria biomolecular para descubrir la secuencia de la solucion tridimensional, asi como la
actividad antimicrobiana del primer péptido de la familia Cactaceae (cactus) los resultados
indican que la estructura del cactus presenta 35 aminoacidos que se relaciona con una estructura
de proteina con tres puentes disulfuro, pero con una actividad 500 veces mayor contra células
bacterianas. Se concluye que el péptido de la familia Cactaceae presenta una rapida accion

bactericida.!

Teshome L. et. al. (2015) en su investigacion con el objetivo de determinar la estructura de la
solucion tridimensional y bioactividad del primer péptido nudo de cistina de la familia
Cactaceae (cactus): Ep-AMP1 de Echinopsis pachanoi. En los resultados se obtuvo la estructura
de Ep-AMP1 (35 amino&cidos) se ajusta a la de la familia del inhibidor del nudo de cistina (o
knottin) pero representa una secuencia diversa y novedosa; su actividad fue 500 veces mayor
contra las células bacterianas que contra las eucariotas. La rapida accién bactericida y la fuga
de liposomas implican la permeabilizacion de la membrana como mecanismo de accion. La
conclusion del estudio indica que Echinopsis pachanoi, se presenta como una especie vegetal

prometedora con efectos antibacterianos.*?
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Con respecto al respaldo tedrico del estudio sabemos que Echinopsis pachanoi es una especie
que pertenece a la familia Cactaceae, oriunda del continente americano, cuenta con 39 géneros
y 262 especies. En el Pert es una de las familias que representa el 80% de especies endémicas’.
Es una planta suculenta, turgente, carnosa y jugosa por el agua que contiene, presenta espinas
en vez de hojas (su funcion es de proteccién contra los animales), sus tallos son los encargados

de realizar la fotosintesis y presenta areolas.™®

Las plantas pertenecientes a la familia Cactaceae se usan como plantas ornamentales y como
uso alimentario, siendo los méas conocidos el fruto de la tunay la pitahaya®. Echinopsis pachanoi
es un cactus liso sin espinas, normalmente delgado, presenta ramas columnares de hasta 15 cm

de didmetro y algunos metros de altura. Es domesticada y cultivada como planta de jardin.'*

Antiguamente la planta San Pedro fue Ilamada como Trichocereus pachanoi debido a su aspecto
peludo®. Esta especie fue llamada San Pedro, debido a que antiguamente los chamanes lo
utilizaban en ritos, debido a sus propiedades alucin6genas que permitia a las personas conectarse

con el mas alla y con los dioses, donde San Pedro disponia de las Ilaves del cielo.®

Echinopsis pachanoi contiene componentes psicoactivos que se utilizan en la medicina
tradicional, causando alteracién en la percepcidn, en la afectividad, en el pensamiento y en la
conciencia debido a su principal componente llamado mescalina®. La mescalina es un alcaloide
que se sintetiza en el clorénquima del cactus (debajo de la epidermis del tallo) a partir de la

tirosina.t

Antiguamente los cactus formaban parte de los objetos utilizados por los primeros pobladores
costefios, elaboraban agujas, anzuelos y peines. Por otro lado en la cultura incaica su uso se

relacionaba con fines magicos y religiosos y era conocido como “achuma” o “san pedro”.

En todos los lugares de crecimiento de Echinopsis pachanoi “San Pedro” se encuentra entre los
2000 y 3000 m.s.n.m**. EIl cactus de San Pedro es facil de cultivar, siendo su habitat natural
andino, donde soporta grandes alturas y abundantes lluvias. En el Peru se encuentra a una altitud

desde los 4000 m.s.n.m.116

Es una especie cuya temperatura ideal debe permanecer por encima de los 3 — 5°C, de lo

contrario tendria un crecimiento pobre e incluso podria llegar a morir. Puede mantenerse en
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maceta toda su vida, ya que cuenta con raices superficiales, ademas su tallo tiene un grosor de

no mas de 30 cm de didmetro.1®

Con respecto a su clasificacion taxondmica, se muestra la siguiente

Filo: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Cactaceae
Género: Echinopsis
Especie: Echinopsis pachanoi.’?
Los andlisis fitoquimicos del San Pedro identifican varios alcaloides como: mescalina o TMPE
(trimetoxipheniletilamina); tiramina, metitiramina, metoxitiramina, ordenina, analonina,
Hordinenina, 3-Metoxitiramina, Anhalaninina, Anhalonidina, 3,4-Dimetoxifen-etilamina, 3,4-

Dimetoxi-4-Hidroxi-B-fenetilamina, 3,5-Dimetoxi-4-Hidroxi-B-fenetilamina y tricocerene.!*°

El principal componente del San Pedro es la mescalina, descubierto en siglo XIX en el cactus
mexicano, posteriormente en el San Pedro y otros cactus. La mescalina es el primer

“alucindgeno” purificado y estudiado farmacolégicamente.'*

Pruebas estandar de cribado fitoquimico del San Pedro, revelan la presencia de alcaloides,
aminas primarias y secundarias, compuestos fendlicos libres, triterpenos, esteroides vy

catequinas.’

La formula quimica de la mescalina es parecida a la noradrenalina, es asi como la mescalina
actta en los sistemas noradrenalinicos modificando intermediarios quimicos, los cuales produce

estados de conciencia.'*

Dentro de las propiedades farmacoldgicas que se le han atribuido tenemos:

e Esun alucin6geno en ceremonias magico religiosas.
e Purgante.
e Antiinflamatorio.

e Controla la ansiedad.

17



e Antiinflamatorio.
e Desinfectante de heridas.
e Antinociceptivo.

e Sedante.

Produce perdida de la nocion del tiempo, causando alteraciones visuales que pueden llegar a

durar entre 5 a 9 horas.*®%°

Por otra parte, Streptococcus mutans es una bacteria Gram positiva considerada como agente
etiologico de la caries dental en humanos, formando una biopelicula conocida como placa dental
en la superficie de los dientes.?°

En el afio 1916 se observé que en la placa dental habia una gran cantidad de cocos gram
positivos. Clark en 1924 aisl6 estreptococos en lesiones cariosas y las llamo mutantes debido a
gue cambiaban a forma ovalada y fue en 1986 por el investigador Loesche que se les denomino

Streptococcus mutans.?!

En el medio de cultivo apropiado para esta bacteria es Agar Mitis Salivarius. S. mutans muestra
colonias blanquecinas, con bordes enteros y colonias muy adheridas al medio de cultivo, ademés
de fermentar manitol y sorbitol y adherirse a superficies lisas en presencia de sacarosa.??

Uno de los factores principales de virulencia de esta bacteria es la sintesis de polisacéridos
extracelulares e intracelulares formando a través de las enzimas glucosiltransferasas (GTF) y
fructosiltransferasas (FTF) la placa dental o biofilm, que permite la adherencia de Streptococcus

mutans.?

Asi mismo, Escherichia coli es una bacteria que habita en tracto gastrointestinal de los seres
humanos, representa el 1% de la microbiota normal del intestino, no obstante existen E. coli

patégenas capaz de causar graves enfermedades a través de sus toxinas.?*

Escherichia coli es una bacilo gramnegativo, mayormente movil, anaerobio facultativo y
pertenece a la familia Enterobacteriaceae?. Soportan temperaturas entre 6 a 50°C, siendo la

ideal 37°C, tolera ambientes salinos hasta 6%.2
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Esta bacteria coloniza el intestino del hombre horas después del nacimiento. Existen 6 grupos
de E. coli que producen diarrea: enterotoxigenica (ETEC), enterohemorragica (EHEC),
enteroinvasiva (EIEC), enteropatdgena (EPEC), enteroagregativa (EAEC) y de adherencia
difusa (DAEC).%®

La Escherichia coli enterohemorragica es una de las productoras de toxina Shiga y se relaciona

mas con las infecciones causada en los humanos.?®

Soporta ambientes acidos, ya que la acidez del estbmago no puede eliminar la bacteria, la
presencia de toxina Shiga, que se encuentra mediada por genes y la produccién de
enterohemolisina, responsable de la destruccion de los glébulos rojos.?’

El método de Difusion en Pozo, o llamado método modificado de Kirby Bauer en honor a sus
creadores. EI método consiste en la siembra de un microrganismo en placa Petry para determinar
si una determinada sustancia tiene propiedades cientificas, para la realizacion se prepara una
suspension salina con varias colonias de la bacteria, se controla la turbidez y se lleva a inocular
en la placa uniformemente. Los pozos se preparan dentro de la placa Petry de repartidos
uniformemente evitando, generalmente se coloca entre 30 uL a 50 uL, luego se lleva a
incubacidn. Posteriormente se observaré halos de inhibicion circulares alrededor de los pozos y

se proceden a medir con una regla o un calibrador especial 8

Basados en la informacion presentada, se formuld la siguiente pregunta de investigacion: ¢Cual
es el efecto antibacteriano el extracto etandlico de Echinopsis pachanoi (San Pedro) sobre

Streptococcus mutans y Escherichia coli?

El incremento de la resistencia bacteriana obliga a realizar investigacion en basqueda de nuevas
fuentes para combatirlas, las plantas medicinales siempre ha sido la fuente de numerosos
principios utilizados por la industria farmacéutica para combatir enfermedades infecciosas; en
tal sentido, investigar la accion antibacteriana de Echinopsis pachanoi (San Pedro) sobre dos
tipo de bacterias Streptococcus mutans y Escherichia coli, que muestran alta resistencia a los
antibidticos puede ayudar a disminuir los indices de resistencia bacteriana, mejorar los
tratamientos antibacteriana, disminuir costos de hospitalizacion y mejorar las condiciones de

salud de las personas, ademas el estudio se justifica porque servira como fuente de conocimiento
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para nuevas investigaciones y ayudara a establecer politicas de salud orientadas al tratamiento

alternativo complementario con plantas medicinales.

El objetivo general es determinar el efecto antibacteriano del extracto etanolico de Echinopsis
pachanoi (San Pedro) sobre Streptococcus mutans y Escherichia coli; a partir de este se formuld
los objetivos especificos: Describir la clasificacion taxonémica de Echinopsis pachanoi (San
Pedro). Determinar el efecto antibacteriano el extracto etandlico de Echinopsis pachanoi (San
Pedro) al 100% y 50% sobre Streptococcus mutans; Determinar el efecto antibacteriano del
extracto etanolico de Echinopsis pachanoi (San Pedro) al 100% y 50% sobre Escherichia coli;
Determinar sobre que bacteria presenta mayor efecto antibacteriano el extracto etandlico de
Echinopsis pachanoi (San Pedro).

La hipotesis formulada en el estudio es: el extracto etandlico de Echinopsis pachanoi (San

Pedro) presenta efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans y Escherichia coli.

20



Il. METODO

2.1. Tipo y disefio de investigacion

2.1.1 Tipo de investigacion
El tipo de investigacion corresponde a los diferentes enfoques 0 modalidad que se
pueden emplear para realizar una investigacion.?
El tipo de investigacion del estudio es cuantitativa, debido a que las variables de
estudio muestran valores cuantificables los que seran analizados mediante
estadistica, es trasversal, debido a que la recoleccién de los datos se realizara en un

solo periodo de tiempo.

2.1.2. Disefio de investigacion
El disefio de investigacion se define como los métodos y técnicas elegidos por un
investigador para combinarlos de una manera razonablemente ldgica para que el

problema de la investigacion sea manejado de manera eficiente.*

Es experimental, debido a que se manipularon variables independientes y luego se

analizo el efecto producido sobre las variables dependientes, siguiendo el siguiente

esquema:
Gl X1 01
G2 X1 02
G1,2 - 03

G1: Cepas de Escherichia coli ATCC 25922

G2: Cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175
X1: Tratamiento experimental

- : Control negativo, sin tratamiento.

O1: observacion (relacionado al objetivo 1).

O2: observacién (relacionado al objetivo 2).

O3: observacion (relacionado al objetivo 3).
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2.2. Operacionalizacion de las variables

Definicion
Variables Dimensiones Indicadores Unidad de
Independiente L] medida/ punto de
corte
Extracto Producto  obtenido
- extraccion con 100
etandlico de solvente etanol
Echinopsis Concentracion .
Porcentaje
pachanoi 50
(San Pedro)
VErEslEs Definicion Dimensiones Indicadores LS oL
Dependiente medida/ punto de
Conceptual Corte
Efecto antibacteriano Capacidad de < 8mm Nula
sobre  Streptococcus inhibir el | Tamafo del Sensible
. crecimiento o | halo de 8mm a 14mm
mutans y E. coli Medio
matar las bacterias | inhibicion 15mm a 20mm )
Muy sensible
> 20mm

2.3. Poblacién, muestra y muestreo

2.2.1. Poblacién
e  Echinopsis pachanoi (San Pedro) recolectada en el distrito de Ferrefiafe.
e  Streptococcus mutans.

e Escherichia coli.

2.2.2. Muestra
Muestra vegetal:
» Extracto etandlico obtenido de 4 kg de Echinopsis pachanoi (San Pedro)
Muestra biologica
» Streptococcus mutans ATCC 25175
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> Escherichia coli ATCC 25922

Criterios de inclusién

Identificacion botanica de especie vegetal
Muestra obtenida directamente de la planta
Plantas juveniles a sub adultos (1m a 2m)
Cepas con certificado ATCC

Criterios de exclusion

e Muestras con plagas
e Muestras secas y en descomposicion.
e Muestra de diferente especie vegetal

e Cepas contaminadas

2.2.3. Muestreo

No probabilistico por conveniencia.

2.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos, validez y confiabilidad

2.3.1. Técnicas
EXTRACCION ALCOHOLICA: La técnica de maceracion permitio extraer
componentes de la muestra vegetal sometiendo la muestra a un solvente que en este

caso es el etanol.3!

DIFUSION EN POZO (KIRBY - BAUER MODIFCADO): Mediante la
realizacion de pocitos en placas con agar se aplican las muestras a analizar, la
formacion de halos de inhibicién del crecimiento microbiano es medido para

determinar su eficacia o efecto antimicrobiano sobre el microorganismo
2.3.2. Instrumentos de recoleccion de datos

Cuadro de datos: Se registrd en un cuadro de datos los resultados obtenidos de la
experimentacion.

Vernier digital: Que sirvio para medir los diametros de los halos producidos
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2.5. Procedimiento

Obtencidn de la muestra.®

Se recolectd aproximadamente 4000 gr de tallos de Echinopsis pachanoi (San Pedro) las que

fueron transportadas al laboratorio Microclin SRL. Para su respectivo procesamiento.

Se le retiraron las espinas, luego se procedié a quitar las impurezas mediante lavado con
abundante agua. Se realizo cortes transversales a los tallos y dejo secar bajo sombra por 24
horas a 48 horas. Luego ser procedié a realizar cortes pequefios y se llevo a un molino para
obtener particulas pequefias. Se tamizo para obtener particulas uniformes y se conservé en

frascos de vidrio con papel aluminio.
Obtencion de los extractos

Se pes6 400 g de la muestra obtenida en un frasco &mbar de 2500 ml, luego se agregé 1000 ml
de etanol de 96°. Se dejo macerar estas muestras por 10 dias cubriéndolas alejandolo de la luz,
y se agito cada 8 horas por 10 minutos. Luego de trascurrido este tiempo se filtrd con papel de
filtro Whatman N° 1, el extracto obtenido se coloco en vaso de precipitacion previamente pesado
de 250 ml. Se llevé los extractos a bafio maria a 40 °C por un tiempo de 48 horas, luego se retird
y se llevo al desecador hasta que ya no exista disminucién del peso de la muestra.

Se pes6 100 mg. del extracto obtenido y se disolvié con 1 ml de etanol lo que representaré el

100 %, a partir de este se preparara el extracto al 50%.
Sembrado de la cepa®:

Previo el sembrado se realizo la activacion de las cepas ATCC de acuerdo al manual del usuario,
posteriormente se colocé la cepa en un medio nutritivo y se llevé a incubacién por 48 horas a
37°C. Luego se extrae con hisopo una muestra de cepas y se aplicd en el agar contenido en

placas Petri. Se deja incubar nuevamente esta vez por 24 horas a 37°C.
Actividad antibacteriana

Se coloco en los pocitos las muestra en diferentes concentraciones. Se aplicé en los cultivos de

Escherichia coli y Estreptococos mutans contenidos en placas Petri
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Se procedio a medir el didmetro de los halos de inhibicion con la ayuda del vernier digital.

Procesamiento de datos:

Para validar los datos se sometié a pruebas estadisticas de tendencia central y de pruebas de

normalidad muestras, asi como ANOVA y Tukey.

2.6.

2.7.

Método de Analisis de datos

Los datos que se obtuvieron se analizaron mediante un programa estadistico llamado SPSS
version 26, el cual ayudo a determinar la estadistica descriptiva de cada variable, a su vez
se realizaron pruebas de normalidad y pruebas de homogeneidad de varianzas y
posteriormente las pruebas inferenciales mediante ANOVA y Tukey. Para cada caso se

empled un nivel de significancia de 0.05.
Aspectos éticos

La investigacion no representa ningln riesgo ya sea para el ser humano o algin otro
espécimen ya que no se trabajara ni manipulara con estos, en el mismo sentido cumple con
los principios de ética y deontologia en todo su desarrollo. Durante la ejecucion del
proyecto se mantendra un alto nivel de bioseguridad especialmente en la manipulacion de
microorganismos patdgenos y con una correcta forma de eliminacion de los desechos
intrahospitalarios.

También se seguird el manual de ética de la universidad privada de Huancayo “Franklin

Roosevelt”.
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111 RESULTADOS

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de Echinopsis pachanoi (San Pedro)

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Caryophyllidae
Orden: Caryophyllales
Familia: Cactaceae

Género: Echinopsis

Especie: Echinopsis pachanoi

En la tabla 1 se muestra la clasificacion taxondmica de la especie vegetal Echinopsis pachanoi
(San Pedro) segun el Sistema de Clasificacion de Cronquist 1981, la cual ha sido realizada por
el Bidlogo Botanico Hamiltén Beltran Santiago con colegiatura C.B.P. 2719 (ver anexo 5)

Tabla 2. Determinacion del efecto antibacteriano el extracto etandlico de Echinopsis
pachanoi (San Pedro) al 100% y 50% sobre Streptococcus mutans

Descriptives
Diametro del halo de inhibicion (mm)
95% Intervalo de confianza para
Desv. Error la Media

N Media Estandar Estdndar Limite inferior Limite superior Minimo Maximo

Echinopsis pachanoi (50%) - 15 12,65 0,46 0,12 12,39 1290 12,00 13,60
Strep. Mutans
Echinopsis pachanoi (100%) - 15 14,69 0,35 0,09 14,50 14,89 14,00 15,30
Strep. Mutans
Control negativo (etanol) 15 6,10 0,20 0,05 5,99 6,21 5,90 6,50
Control positivo (ciprofloxacino) 15 32,33 0,37 0,10 32,12 32,53 31,70 33,10

Fuente: SPSS ver. 26
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La tabla 2 se observa la media de los datos de los halos de inhibicion obtenidos, asi mismo, se
describe sus parametros de precision y variables como la desviacién estandar y los limites de
confianza entre otros, el extracto etandlico de san pedro obtuvo halos de inhibicién promedio
sobre Streptococcus mutans de 12,65 + 0,46mm y 14,69 + 0,35mm para las concentraciones del
50% y 100% respectivamente; por otro lado, el control negativo y positivo obtuvieron halos de
inhibicion promedio en ambas bacterias de 6,1 + 0,20mm y 32,33 + 0,37mm

Tabla 3. Determinacion del efecto antibacteriano del extracto etandlico de Echinopsis

pachanoi (San Pedro) al 100% y 50% sobre Escherichia coli

Descriptives
Diametro del halo de inhibicion (mm)
95% Intervalo de confianza para la
Desv. Error Media

N Media Estandar Estdndar Limite inferior  Limite superior  Minimo Méximo

Echinopsis pachanoi (50%) - E. 15 15,50 0,42 0,11 15,27 15,73 14,70 16,30
coli

Echinopsis pachanoi (100%) - 15 18,81 0,36 0,09 18,61 19,00 1820 19,40
E. coli

Control negativo (etanol) 15 6,10 0,20 0,05 5,99 6,21 5,90 6,50
Control positivo 15 32,33 0,37 0,10 32,12 32,53 31,70 33,10

(ciprofloxacino)

Fuente: SPSS ver. 26
La tabla 3 se observa la media de los datos de los halos de inhibicion obtenidos, asi mismo, se

describe sus parametros de precision y variables como la desviacion estandar y los limites de
confianza entre otros, el extracto etandlico de san pedro obtuvo halos de inhibicion promedio
sobre Escherichia coli de 15,50 + 0,42mmy 18,81 + 0,36mm para las para las concentraciones
del 50% y 100%; por otro lado, el control negativo y positivo obtuvieron halos de inhibicion

promedio en ambas bacterias de 6,1 + 0,20mm y 32,33 + 0,37mm
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Determinacion del efecto antibacteriano comparado del extracto etandlico de Echinopsis
pachanoi (San Pedro)

Tabla 4. Anélisis por sub grupos homogéneos mediante la prueba de Tukey

Diametro del halo de inhibicién (mm)

Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05

Grupos de trabajo N 1 2 3 4 5 6
Control negativo (etanol) 15 6,1000

Echinopsis pachanoi (50%) - 15 12,6467

Strep. Mutans

Echinopsis pachanoi (100%) - 15 14,6933

Strep. Mutans

Echinopsis pachanoi (50%) - 15 15,5000

E. coli

Echinopsis pachanoi (100%) 15 18,8067

- E. coli

Control positivo 15 32,3267

(ciprofloxacino)

Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 15,000.
Fuente: SPSS ver. 26

La tabla 4, muestra el analisis de datos realizado por la prueba de Tukey mediante sub grupos
homogéneos, donde se observa diferencias significativas en todos los grupos de datos
analizados; asi mismo, se confirma el efecto superior del extracto sobre Escherichia coli
comparado con Streptococcus mutans; sin embargo, el extracto no demostr6 tener similar o

mayor efecto que el control positivo (ciprofloxacino)
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V. DISCUSION

Echinopsis pachanoi (San Pedro) es una planta comercializada para rituales ceremoniales, por
su principal alcaloide “mezcalina” que tiene efectos alucindgenos. Pero es poco aprovechado el
conocimiento sobre sus propiedades medicinales ,esta planta contiene principios activos ricos
en alcaloides y grupos fendlicos que le confiere diversas propiedades entre ellas propiedades
antibacterianas, que pueden utilizarse en diferentes patologias; por tal motivo nuestra
investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto antibacteriano del extracto etanolico de
los tallos de Echinopsis pachanoi (San pedro) a concentraciones de 50 % y 100% frente a las
cepas Streptococcus mutans y Escherichia coli mediante la técnica en pocitos. Los resultados
que se obtuvieron demuestran que a las concentraciones estudiadas muestran efecto

antibacteriano frente a estas cepas.

Con respecto al primer objetivo del estudio, se muestra en la tabla 1 la clasificacion taxonémica
de Echinopsis pachanoi (San pedro) la cual fue identificada por un especialista Bi6logo-
Botanico Hamilton Beltran Santiago con colegiatura C.B.P. 2719, lo que nos permiti6 confirmar
que la especie vegetal recolectada corresponde a la identificada segun el sistema de clasificacion
Cronquist 1981.

Se determind el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Echinopsis pachanoi (San Pedro)
sobre Streptococcus mutans; correspondiente al segundo objetivo del estudio, segin los
resultados obtenidos en la tabla 2 revelan que el extracto etanolico de Echinopsis pachanoi (San
Pedro) al 50% y 100% sobre Streptococcus mutans muestran un halo de inhibicion de 12,65 +
0,46mm y 14,69 + 0,35mm correspondientemente, ademas, el mismo extracto frente a
Escherichia coli presentdé como media un halo inhibitorio de 18,81 + 0,36mm para la
concentracion del 100% y al 50% su halo fue 15,50 + 0,42mm, para el control positivo se
confronto su efecto con Ciprofloxacino el cual mostrd un halo inhibitorio de 32,33 + 0,37mm
frente a ambas bacterias ya mencionadas; ademas, el etanol que fue utilizado como el solvente
en la elaboracidn de los extractos etandlicos en la concentracion del 50% y también como

control negativo, presenté un halo inhibitorio de 6,1 + 0,20mm, quedando demostrado que el
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efecto antibacteriano del extracto etandlico de Echinopsis pachanoi (San Pedro) le corresponde

totalmente a este.

Con respecto al estudio realizado por Teshome L. et. al. (2015) en donde determiné el efecto
antibacteriano del péptido cisteina de la Echinopsis pachanoi en sus resultados se observo que
dicho compuesto presenta una actividad antibacteriana considerable frente a células bacterianas,
caracterizando a este componente como bactericida, se corrobora con los resultados obtenidos
en esta investigacion en donde al 100% como al 50% también se obtuvo efecto antibacteriano

frente a S. mutans.

De los estudios realizados en esta investigacion se demostré el efecto antibacteriano de
Echinopsis pachanoi sobre Escherichia coli la cual presentd un halo de inhibicion 18,81 +
0,36mm para la concentracion del 100% y al 50% su halo fue 15,50 + 0,42mm. lo que Se asemeja
con el estudio realizado con Aboye T.et al.(2015), en donde determin la capacidad bactericida
de esta planta y obtuvo como resultado que es 500 veces mayor frente a bacterias que con otro

tipo de microorganismos patdgenos.

Si mencionamos a la mayoria de los antecedentes como: Baldera P. (2015), Aboye T et.al.
(2015), Teshome L. et al. (2015), podemos afirmar que guardan similitud con nuestros
resultados, confirmando el efecto antibacteriano del extracto etanélico de Echinopsis pachanoi
(San Pedro) al 100% y 50% sobre Streptococcus mutans y Escherichia coli. Donde se distinguio
su mayor efecto antibacteriano frente a Escherichia coli que presenté un halo de inhibitorio de
18,81 + 0,36mm para la concentracion del 100% y al 50% su halo fue de 15,50 + 0,42mm,
mientras que para Streptococcus mutans presento al 50% un halo de inhibicién de 12,65 +
0,46mm y al 100% muestran 14,69 + 0,35mm.
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V. CONCLUSIONES

. Se determind que la muestra vegetal recolectada en distrito de Ferrefiafe si pertenece al
género y especie: Echinopsis pachanoi.

El extracto etandlico de Echinopsis pachanoi (San Pedro) al 100% sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175, obtuvo un halo de inhibicion de 14,69 + 0,35mm, y al 50% fue de
12,65 + 0,46mm, presentando sensibilidad al extracto esta bacteria.

El extracto etandlico de Echinopsis pachanoi (San Pedro) al 100% sobre Escherichia coli
25922, obtuvo un halo de inhibicién de 18,81 + 0,36mm, y al 50% fue de 15,50 + 0,42mm,
siendo muy sensible al extracto esta bacteria.

El extracto etandlico de Echinopsis pachanoi (San Pedro) presentd mayor efecto
antibacteriano sobre Escherichia coli ATCC 25922, tuvo un halo inhibitorio de 18,81 +
0,36mm para la concentracion del 100% y al 50% su halo fue 15,50 + 0,42mm, mientras
que para Streptococcus mutans presento al 50% un halo de inhibicion de 12,65 + 0,46mm
y al 100% muestran 14,69 + 0,35mm.

31



VI. RECOMENDACIONES

La presente investigacion servira para continuar con futuras investigaciones y asi poder
dar una alternativa para la elaboracion de preparados magistrales con los extractos
obtenidos de nuestra planta Echinopsis pachanoi (San Pedro).

La resistencia bacteriana es un problema que se incrementa dia a dia, por lo tanto,
emplear las plantas medicinales puede ayudar a disminuir estos indices de resistencia
bacteriana con la aplicacion de terapia combinada ademas de reducir costos en
tratamientos en el sector salud.

Se recomienda a futuros tesistas o investigadores a profundizar la presente investigacion
y asi establecer su campo de utilidad.

Debido a que la investigacion sobre el efecto antibacteriano de Echinopsis pachanoi
(San Pedro), son recientes se recomiendas estudios moleculares para poder identificar
los compuestos que tienen actividad antibacteriana frente a estas cepas estudiadas como
es Streptococcus mutans ATCC 25175y Escherichia coli ATCC 25922.
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Anexo 1. Matriz de consistencia

Autor (es): Veronica Maribel Veliz Reluz / Jessica Lucero Mija Gutierrez

Tema: EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Echinopsis pachanoi (San Pedro) SOBRE Streptococcus mutans ATCC
25175y Escherichia coli ATCC 25922

e ;Cuadl sera la clasificacion
taxonémica de Echinopsis
pachanoi (San Pedro)?

e ;Cudl sera el efecto

antibacteriano del extracto

etanolico de Echinopsis
pachanoi (San Pedro) al

100% vy 50%

Streptococcus mutans?

sobre

e Cudl sera el efecto
antibacteriano del extracto
etandlico de Echinopsis

pachanoi (San Pedro) al

e Describir la clasificacion
taxonémica de Echinopsis
pachanoi (San Pedro).

o Determinar el efecto

antibacteriano el extracto

etanolico de Echinopsis
pachanoi (San Pedro) al

100% vy 50%

Streptococcus mutans

sobre
e Determinar el efecto
antibacteriano del extracto
etandlico de Echinopsis

pachanoi (San Pedro) al

e Concentracién

V. Dependiente:

Efecto
antibacteriano
sobre
Streptococcus
mutans y
Escherichia coli

Dimensiones

e Tamafio del halo de

inhibicién

Problema general Objetivo general s ezl (;(arlab_les y Metodologia
imensiones
¢Cuadl es el efecto | Determinar el efecto | El extracto etandlico de | Variables: Tipo de investigacion:
antibacteriano del extracto | antibacteriano del extracto | Echinopsis pachanoi (San e Cuantitativa,
etandlico de  Echinopsis | etandlico de  Echinopsis | Pedro) presenta efecto | V Independiente: transversal.
pachanoi (San Pedro) sobre | pachanoi (San Pedro) sobre | antibacteriano sobre | - Extracto etanolico
Streptococcus  mutans  y | Streptococcus  mutans  y | Streptococcus mutans y de Echinopsis | Disefio de la investigacion:
Escherichia coli? Escherichia coli Escherichia coli pachanoi (San e  Experimental
Pedro)
Problemas especificos Objetivos especificos Hipotesis especificas Dimensiones: Poblacion:

e Echinopsis

e  Streptococcus

e Escherichia coli.

Muestra:

e  Extracto

pachanoi
Pedro)
en el

(San
recolectada
distrito de

Ferrefafe.

mutans.

etandlico
obtenido de 4 kg de
Echinopsis
pachanoi
Pedro)

(San
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100% y 50% sobre
Escherichia coli?.

;Sobre  qué  bacteria
estudiada tendrd mayor
efecto antibacteriano el
extracto  etandlico de
Echinopsis pachanoi (San

Pedro)?.

100% y 50% sobre
Escherichia coli
Determinar  sobre que
bacteria presenta mayor
efecto antibacteriano el
extracto  etanolico de
Echinopsis pachanoi (San
Pedro)

Muestra
bioldgica
e  Streptococcus
mutans ATCC
25175
e Escherichia  coli
ATCC 25922

Técnicas de recopilacion de
informacion:
e  Extraccion
alcohdlica
o Difusion en agar
Instrumento de recoleccién de
datos:
e Cuadro de registro
de datos

Técnicas de procesamiento de
informacion:
e ANOVA, Tukey

38




Anexo 2: Cuadro de operacionalizacién

Definicion
Variables Dimensiones Indicadores Unidad de
Independiente Conceptual medida/ punto
de corte
Extracto Producto
etanolico de obtenido 100
extraccion con
Echinopsis solvente etanol B _
Concentracion Porcentaje
pachanoi (San
Pedro)
50
Ml Definicion Dimensiones Indicadores LSRGl
Dependiente medida/ punto
Conceptual de
corte
Efecto antibacteriano Capacidad de < 8mm Nula
sobre Streptococcus inhibir el Tamatio del 8mm a 14mm Sensible
: crecimiento o halo de .
mutans y E. coli o 15mm a 20mm Medio
matar las inhibicion )
Muy sensible
bacterias > a 20mm
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Anexo 3. Ficha de recoleccion de datos: Tamafios de halos de inhibicion (mm)

Streptococcus mutans Escherichia coli Controles
Placa 100% 50% 100% 50% Etanol | Ciprofloxacino
1 14,4 13,2 18,8 15,4 6,0 33,1
2 15,2 12,4 18,4 14,7 5,9 32,2
3 14,7 13,6 18,8 16,0 5,9 32,6
4 14,8 12,6 19,2 15,7 6,2 32,1
5 14,7 12,5 19,0 16,3 5,9 32,2
6 14,6 12,1 19,4 15,3 6,0 32,1
7 14,9 12,0 18,8 15,6 6,5 31,8
8 14,7 13,2 18,2 15,2 6,1 32,3
9 14,4 12,6 19,1 15,5 5,9 32,7
10 15,3 12,8 18,5 15,5 6,2 32,4
11 14,5 12,9 19,3 15,4 6,1 32,6
12 14,0 12,3 18,7 16,0 5,9 32,5
13 15,1 12,4 18,3 14,8 6,4 31,7
14 14,8 12,1 18,8 15,4 6,4 32,0
15 14,3 13,0 18,8 15,7 6,1 32,6
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Anexo 4. Validacion del instrumento por juicio de Expertos

=Y EHSIRAD RS US DHE H A S LY T

ez | INIVERSIDAD “FRANKLIN RESEVELT

BESCEL L AT | - SRR AL

R ROOSEVELT o mermon e s s

Ay, dperdbler Wer - ke

Hisncayn, 17 de ocfubre dcd 3021

[

DraDiana SAndamays Fhores

PRESENTE

ASUNTD @ WALIDEZ DE INSTRUMENTOS HE INVES TIGACKM

Por medio del presenis me dinjo a Ud. Para saludade cordialmernie y
sobcitare =u particpacitn en la valider de instrumentas de meesioaci on o braedes
de Juicio de experios” del proyedio de invesligacdan gue estay realizando, para
obtener = litule profesional; lenendo como  besis  Bulada  “EFECTO
ANTIBACTERIANDG DEL EXTRACTO ETANOLICD DE Echisapain pachanod [San Pedso)
SOBRE Srupiococous smuksas ATOC 25175 v Echericlias coll ATOC oL ek para I cusal
adjunio:

= Formato de aprescsscidn al insbruments: formaio Ay B,
= Matnr de consisbencia.

= Dperaconaizscidn de variables,

= Instrumenio de recoleccidn de diios.

Esperando la alencitn del preserie le reitero a Ud Las muestras de mi
especial consideracdn y estima personal

Alenamenle,
Yeronica Mardbd Velid Relus Jessica Lecers Mija Galicrres
Ml 4ENDRINIT NN SRR
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LIMIVERSIIA L
U{ ROOSEVELT

FORMATO: A

WAl IDEZ DEL INSTRUMENTD DE INVESTIGACKIN POR JUICIHD DE
EXPERTO

B e o o o s

i EFECTOANTIBACTERLANC INEL EXTRACTO ETANOLICO DE

Ecirirmopsis pociorsd (San Fedro) SO0BRE Strepdecocens mators AT
25175 3 Eschernolenn oonli AT 2502

-----l

h'l'l'lllpdﬂll"l'l: Veronies Maribeld ¥elic Relus § Jessien Lacero MVijs Culierres

Indicacidne Sefor calficador se ke pide w0 colaboracon pora es eego de un Ngurnso
analsis de los Bems ds la fdha de recolsccken de datos dedl EFECTO
ANTIBACTERIANG gue e MOoSiEEmcs, mMangue oom un aspa o casillero gQue onsa
DOMMWETIENAS O SCLErd0 & SU crilenc y expenencia profesional, denotando =i cuenka o
no cuenta con ks requisiios minimos de formscitn para su posterion aplicaciin

MOTA:- Para cada (bem se considera la escala de 1 a 5 ddnde:
I 1= Wy dalickerta | 2= Dafickima I 3= Ragular I-I-: Eisaiin I 5= My busand I

EFECTO ANTIRACTERIAND DEL EXTRACTD ETARNGLICO DE Echinapsis
Packamsd |SEn Pedre) SUUBRE Sreepiores ol 5 i G100 25175 p Exehere e
ool ATCC TRy

Dimension: Concentracion del extracic etandlico de Echimopsis 1 2 3 |45

pacharod [San Podno )

INDICADOR: 100% X

Escfarkcifiva ool [l

SIFaEE Ot C il S LS [T

Covirod posilive e

Corrod el (i)

INDICAOOR:- 50% ]

Escfarkcifiva ool [l

EIroE e C U e Laves. [
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Covtnd poslifve (o)

Covitrod megadive [/

Dimansien: Tamafia del hale do inhibeon | Streptocolous mdans |1 F
ATCC 25475 y Escihwnichia coll ATEC 28927

indicader. Senaibibead nufa: L Amem ()

Egehariefiva ool [r)

EIrepencae c i M s [

Covtnd poslifve (o)

Covitrod megadive [/

indicadeyr. Senaible . Qoo § Tdm =)

g haricfiia o [rm)

EIrepencae c i M s [

Covitrd posilive (e

Covitrod megadive [/

indicader. Sennibibelsd medis | 15mm & Manw [+

g tabrizfive £y [}

SIFEEOEC Ul M S |

[E T ]

LAV Mgl [T

Indeaey. Mofy S e | = S | )

g tabrizfive £y [}

SIrigeoiid e il M liEE [

Covtnd poslifve (o)

Covtnd negedive (i)
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a) Deficienie

Namibres y Apelidos
Bl W*
Bireccidin domicilaria

Tituls Profesicnal
GSrada Acadsmico

FROMEDIO DE VALORACION

OPINION DE APLICABILIDAD
bj Baa ¢) Reguir  d) Buena €] Muy buena

: DIANA ESMERALDA AMDAMAYD FLORES,
» Z00THEE TeitfonciColidar ©  SE48B4831
T LORETO 4

- LMD AR UTICD
: DRA

- FARBACLE Y BOGLIMICA

Lugar y focha: Huancayn, 17 de octubre oe 2021
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Anexo 5. Certificacién botanica

Hamilton W. Beltzan S.
Consulter Betanico
Calle Natalio Sanchez 251- Jes(s Maria
hamitonbelt-an@yahon.com

CERTIFICACION BOTANICA

El Bidlogo colegiado, certifica que la planta conccikda como "SAN PEDRO”
proporcionado por los Bachilleres, JESSICA LUCERO MIJA GUTIERREZ y VERONICA
MARIBEL VELIZ RELUZ, Tesistas de la Universidad Privada de Huancayo Frankiin
Roosevelt ha sido estudiada cientificamente y determinada como Echinopsis pachanoi
y de acuerdo al Sistema de Clasificacion de Cronquist 1981, se ubica en las siguienies

categorias:

Reino: Plantae

Divisién; Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase:  Caryophylliidae

Orden: Caryophyllales

Familia: Cactaceae

Género: Echinopsis

Especie! Echinopsis pachanoi (Britton & Rose) Friedrich & G.D.Rowley

Se expide la presente certificacion a solicitud de los interesados para los fines que

estime conveniente.

Lima, 20 octubre 2021

__-/;’.("'/" f’"
Blgq}ﬂg.milton' Beltran
Fonilon Filser Seln Seasio
Hictugw - Botémicy
L
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Anexo 6. Certificado de analisis - Streptococcus mutans ATCC 25175

() Microbiologics®

Certificate of Analysis: Lyophiized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specihcatons ﬁr nlvn AL
Microcrganism M - Strephococcus mutans ease Information:
Catalog Humr?égﬁ Guality Confrol Technologist: Chastine Condon
Lot Number- 258-26™ Release Date: 20201024
Reference Number: ATCC® 25175™"
Purity: Pure
Passage from Reference: 3
Ferformance
Macroscopic Features: Madium:

Two colony types; small, circular, dome shaped, entire edge, white and the S3AP other =

small, circular and translucent. Microscopic

Features: Method:

Small gram positive cocci to oveid cells oecurming singly. in pairs and Gram Séin (1) predominately in chains

1D System: MALDE-TOF (1) Orther Features! Challenges: Results
(1) Catalase (3% P ide): j
See attached |D System results document. Y & (3% Hydrogen Peroxide): negative

'I'I I
Lot y,.f,/.;,,u R

Amanda Kuperus

Cuality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

P amer = o T o
certificabe b e ot bese kot numier.
Hite fior Vsl ARhowgh the Yitel® panel W many cemventional fscis, the unigue snvironment of the oard, combined with the short Inoubation period, may
produss mecutis that difier from publiched reculic. obtalred by other methods.

P e L] g EEn B an

2 Refer ta the sroloced product Incert for Inctructions, intsndsd wes and hazard'cafety Information.
Individual prodiscbs are fracssbis to a reocgnized cuffune oollecfion.

AF PR wl TENAL PRI
L s ]

i . ™) The ATCE Lioensed Desfvafive Emblem, e ATCE Licensed Derwalive word mark and the ATCS cainiog marks are edemanks of ATCGE.
ATCE Licensed Microbioiogics, Inc. |5 iEnse b L thess rademarts and i sl producs derived fom ATCOS cumres.

Derteaiis

TEETING CERT =H55.01
(1) These tesk. are acoredied o IS0AEC 170EE200S.

46



© 2012 Microbidiogics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 55303 Page 10f 1 DOC.286

Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results -&gn
Meaning of Score Values
Range Interpretation Symbols Color
200 -3.00 (++) green
1.70- 199 Low-confidence identification (+) vellow
0.00 - 1.69 (=) red
Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Interpretation
High consistency: The best match 1s a high-confidence identification. The second-best matchis (1) a
(A) high-confidence identification in which the species is identical 1o the best match, (2) a low-confidence
dentification in which the species or genus is identical to the best match. or (3) a non-identification.
Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high- or low-
(B) confidence identification. The second-bast match is (1) a high- or low-confidence identification in
which the genus 1s identical to the best match or (2) a non-identification.
() No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.
Sample Name: Streptococcus mutans
Sample Description: 0266
Sample 1D: 266-28

Sample Creation Date/Time:  2018-10-19710:55:23.331 CMC
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library 1.0, Listenia

Sample Name Sample Organism (best match) Score Value

A2 (++4)

(A)

266-28 Streptococcus mutans

N/A
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Anexo 7. Certificado de analisis - Escherichia coli ATCC 25922

E:Eraum Date: 20223731
Information:
Guality Control Technologist: Mary L Bowman

Lot Number: 335-506™ Release Date: 2020/4/8
Reference Number: ATCCE 25822™"
Purity: Pure
Passage from Reference: 3
Performance
Macroscopic Features: Medium:
%“E&:Eiﬁni é.“fﬁ”’seaéﬁﬁe"? S S e, e [ow ot o
Microscopic Features: Methed:
Gram negative straight rod Gram Stain (1)
1D System: MALDI-TOF (1) Orther Features/ Challenges: Results
See attached ID Systern results document. (1) Oxidase (Kovacs) negative

Beta-ghucuronidase (E coli Broth wiMUIG): positive
{1) Ampicillin {10 meg - Disk Suscepiibility): 15 - 22 mm
%Genmmn {10 meg - Disk Susceptibility): 19 - 26

(1) SXT (1.25/23.75 mog - Disk Susceptiility): 23 - 20

il I
s o Mg

Amanda Kuperus
Cheality Control Manager
AUTHORIZED SIGHMATURE

“Discisimer: The iast dpitis) of the of number appearing on T product abel and packing slip ane meely & packaging veni number. The ot number dsplayed on iz
Derificale s the achual bame jof numiber.

Mhmm%&wwmﬁmwm unlguse amvirnment of the card, combined with the chord Incubation period, may

i, Rafer o the snoiccsd product Incart for Inctnaotions, intended uce and hazamdicafety information.

pr i are traceabis toar outhurs

x

CCREDITED
AEFERESIE MATERIAL PRODUITE
CEMT SR, 02

"l  The ATCC Licensed E‘ﬂ'h'lthlz Emibilem, the ATCC Licsnsed Derdvative word mark and

e AT
ATCE Licensed wdmm i , Inc. ks lcensed o use Tese insdemarnks and o sail products. derieesd
[ rtaamme , -

&

TESTIMG CERT @055, 0

{1} Thessiesis ane acmedied o BONIEC 17252005

& 2012 Microbiclogies, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue Morth Saint Cloud, MN 58303 Page 1of 1 DOC. 238
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

Meaning of Score Values

Range Interpretation Symbaols Color
2.00-3.00 (=44 green
1.70—1.99 (+) yellow
0.00 - 1.69 (-} red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category

Interpretation

{A)

S oo e BT = 20 wé.m e T T TR

msw gems is -u-ent-ua

B h The best match h
) nh%atsm sanfni%ﬂcm 15 |ga hﬂs' ergﬂde ion in '|'.|‘|'||ﬁ|:i:|3 géﬁrs %{E’&ﬁﬁﬁ
51: mateh or (2} 3 non-
{C) Mo consistency: The reguirements fior high or kow consistency are not met.
Run Creation DatefTime: 2020-03-27T11:51:17 542 KLH
Applied MSP Libraryiies): BOAL, Mycobactena Library (bead method), Filamentous Fungi Libaary, Listeria

Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
CF (#++) A) 335-5068 Escherichia col

Comments:

chosely related to Shigella [ Eschenichia fergusonil and not definitely distinguishable at the moment
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Figura 1. Comportamiento segun medias de los grupos experimentales y control
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Grupos de trabajo

Fuente: SPSS ver. 26
La figura 1 se muestra el promedio de los halos de inhibicion con respecto a los grupos

experimentales y control, se observa un comportamiento creciente con respecto a la
concentracion de los extractos y el efecto antibacteriano sobre ambas cepas; asi mismo, se
observa un efecto mayor de los extractos sobre Escherichia coli; sin embargo, el efecto es menor

que el control positivo.

Tabla 5. Prueba de distribucién normal para cada grupo de tratamientos

Kolmogorov-Smirnov?  Shapiro-Wilk

Grupos de trabajo Statistic df  Sig.  Statistic df Sig.
Didmetro del halo de inhibicion Echinopsis pachanoi 0,140 15 0,200" 0,959 15 0,668
(mm) (50%) - Strep. mutans

Echinopsis pachanoi 0,113 15 0,200" 0,979 15 0,964
(100%) - Strep. mutans
Echinopsis pachanoi 0,140 15 0,200" 0,963 15 0,748
(50%) - E. coli
Echinopsis pachanoi 0,174 15 0,200" 0,957 15 0,645
(100%) - E. coli
Control negativo (etanol) 0,170 15 0,200" 0,867 15 0,300
Control positivo 0,104 15 0,200" 0,976 15 0,933
(ciprofloxacino)

*. This is a lower bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction

Fuente: SPSS ver. 26
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En la tabla 5 se muestra el andlisis realizado por la prueba de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-
Wilk para verificar la distribucion normal de los datos, comparando el nivel de significancia
obtenido en las pruebas con el nivel de significancia establecido en el estudio (alfa=0,05) se

confirma que los datos de todos los grupos de experimental y control tienen distribucion normal.

Tabla 6. Prueba de homogeneidad de varianzas (Levene)

Levene
Statistic  dfl df2 p-valor
Based on Mean 1,500 5 84 0,199
Diametro del halo Based on Median 1,335 5 84 0,257
de inhibicién Based on Median and with adjusted df 1,335 5 72,188 0,259
Based on trimmed mean 1,432 5 84 0,221

Fuente: SPSS ver. 26

En la tabla 6, se observa el andlisis realizado a los datos de cada grupo experimental y control
mediante la prueba de Levene para la determinacion de la homogeneidad de varianzas con
respecto a la media de los grupos analizados; del mismo modo, al comparar los valores del p-
valor con el nivel de significancia alfa = 0,05; se confirma que los datos presentan varianzas
homogéneas.

Tabla 7. Analisis de la varianza (ANOVA)

Diametro del halo de inhibicion

Suma de cuadrados df Media al cuadrado F p-valor.
Entre grupos 5743,265 5 1148,653 8386,271 0,000
Dentro de los grupos 11,505 84 0,137
Total 5754,770 89

Fuente: SPSS ver. 26

Se aplicé la prueba de ANOVA o andlisis de las varianzas, la que se muestra en la tabla 7, esta
prueba nos permite determinar si los grupos de datos analizados presentan diferencias
estadisticamente significativas al comparar sus medias, en tal sentido, luego del analisis
realizado se obtuvo un valor p=0,00; por lo tanto, se confirma que los grupos de datos presentan
al menos un grupo con diferencia estadisticamente significativa en su media comparada con los

demas grupos.
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Anexo 8. Evidencias del trabajo de campo
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Figura 5.

Triturado, pulverizado y tamizado de la muestra
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Figura 6. Obtencion del extracto etandlico
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Figura 7. Activacion de la cepa
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Figura 8. Preparacion del inéculo de trabajo, sembrado en placas y aplicacion del indculo
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Figura 9. Lectura de los halos de inhibicion
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