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RESUMEN

Objetivo: Determinar la actividad antimicrobiana del extracto etanólico de las

hojas de Psidium guajava L. “Guayaba” frente a bacterias Gram positivas

(Staphylococcus aureus) y Gram negativas (Escherichia coli).

Materiales y métodos: Investigación de tipo experimental, explicativo,

prospectivo y cuantitativo, con una población de 20 arbustos y una muestra

vegetal de 2000 gramos de hojas de Psidium guajava L. (Guayaba), asimismo se

obtuvo de extracto seco de 21.2 g.

Resultados: Los metabolitos secundarios que se identificaron en la prueba de

tamizaje fitoquímico del extracto etanólico de las hojas de Psidium guajava L.

“Guayaba” fueron antraquinonas, compuestos fenólicos, alcaloides, lactonas,
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taninos, antocianinas, saponinas y flavonoides. Mediante la prueba de ANOVA

(p<0,05) y Tukey, se mostró como resultado diferencia estadísticamente

significativa entre los grupos experimentales al 5, 15 y 25% comparado con el

control (Etanol 70°) frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923. Por otro lado,

no se encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales al 5,

15 y 25% comparado con el control (Etanol 70°) frente a Escherichia coli ATCC

25922.

Conclusión: El extracto etanólico de las hojas de Psidium guajava L. “Guayaba”

presenta actividad antibacteriana frente a cepas de bacterias Gram positivas

(Staphylococcus aureus) y no presenta actividad antibacteriana frente a cepas de

bacterias Gram negativas (Escherichia coli).

Palabras clave: Actividad antimicrobiana, Psidium guajava L. y Staphylococcus

aureus y Escherichia coli.

ABSTRACT

Objective: to determine the antimicrobial activity of the ethanolic extract of the

leaves of Psidium guajava L. "Guava" against Gram positive bacteria

(Staphylococcus aureus) and Gram negative bacteria (Escherichia coli).

Materials and methods: Experimental, explanatory, prospective and quantitative

research, with a population of 20 bushes and a plant sample of 2000 grams of

leaves of Psidium guajava L. (Guava), also a dry extract of 21.2 g was obtained.

Results: The secondary metabolites that were identified in the phytochemical

screening test of the ethanolic extract of the leaves of Psidium guajava L.  "Guava"
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were anthraquinones, phenolic compounds, alkaloids, lactones, tannins,

anthocyanins, saponins and flavonoids. Through the test of ANOVA (p<0.05) and

Tukey, the result was a statistically significant difference between the experimental

groups at 5, 15 and 25% compared to the control (Ethanol 70°) compared to

Staphylococcus aureus ATCC 25923. On the other hand, no significant differences

were found between the experimental groups at 5, 15 and 25% compared to the

control (Ethanol 70°) compared to Escherichia coli ATCC 25922.

Conclusion: The ethanolic extract of the leaves of Psidium guajava L.  "Guava"

has antibacterial activity against strains of Gram-positive bacteria (Staphylococcus

aureus) and has no antibacterial activity against strains of Gram-negative bacteria

(Escherichia coli).

Keywords: Antimicrobial activity, Psidium guajava L. and Staphylococcus

aureus and Escherichia coli.
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I. INTRODUCCIÓN

Hoy en día la resistencia microbiana a nivel mundial, es debido al uso

inapropiado e indiscriminado de medicamentos, la prevalencia de

microorganismos patógenos y resistentes en humanos es cada vez mayor, por

lo que supone un riesgo contra la salud de la población, asimismo se ha

observado de diferentes infecciones bacterias como la septicemia, transmisión

sexual y diarreas, por lo tanto, presentan altos índices de resistencia frente a

los antibióticos a nivel global, como en el caso  de la Escherichia coli que es

una cepa resistente a las fluoroquinolonas y otros antibióticos1. Según la OMS

la prevalencia anual de diarreas a nivel global se sitúa en 1.500 millones de

casos, la cual ha sido calificado que el 70% tiene origen por la ingesta de

alimentos contaminados con diferentes tipos de microorganismos2.

Staphylococcus aureus y otras bacterias Gram positivas son causa habitual de

infecciones y resistencia bacteriana, pacientes con Staphylococcus aureus

resistentes frente a meticilina muestran un 64% más posibilidad de fallecer en

comparación con pacientes con infecciones susceptibles a los medicamentos1.

En los últimos años, han aparecido numerosos mecanismos de resistencia a

los antibióticos tales como modificación de receptores, hidrólisis, eflujo por

parte de las bacterias Gran negativas a los betalactámicos (monobactámicos,

carbapenémicos, penicilinas y cefalosporinas), reprogramación de la biosíntesis

del peptidoglucano por parte de las bacterias Gram positivas hacia los

glucopéptidos (vancomicina, teicoplanina) entre otras3. Se estima que en el

mundo mueren alrededor de 700.000 personas a consecuencia de la

resistencia microbiana, si no se interviene, el número de muertos a nivel

mundial por la resistencia microbiana hacia el 2050 será 10 millones de

persona por año4.

La resistencia microbiana a los fármacos es una amenaza  para la salud

mundial,  el cual  afecta a muchas personas, sin embargo el uso indiscriminado

de antibióticos en el hombre y los animales, el aumento de trasplantes de

órganos, tratamientos con inmunosupresores procedentes de la unidades de

terapia intensiva, la falta de política de antibióticos en el uso racional, la

prolongación de tratamientos, la falta de normas de higiene epidemiológica en

las instituciones de salud, falta de comité de antibióticos, poca actualización del
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profesional médico, fenómenos de migración por parte del hombre,  influyen en

la salud del hombre, contribuyen al fenómeno de la resistencia a los

antibióticos. Estos factores descritos ejercen una fuerte influencia en la

problemática de la resistencia a los antibióticos, en las instituciones de salud,

centros hospitalarios y comunidad5. Debemos mencionar que el uso

inadecuado de antibióticos suministrados al hombre trae resistencia bacteria,

generando su propio mecanismo de defensa, además, los fallos de prescripción

causan aproximadamente un fallecido diariamente y perjudican a alrededor de

1,3 millones de individuos anualmente.

La OMS estima que el coste a escala mundial derivado a los defectos en

fármacos es de US $ 42000 millones al año, en promedio casi un 1% del

consumo mundial del bienestar6. Cada vez es más preocupante los efectos

secundarios y la ineficacia que puedan presentar los medicamentos para su

uso, por tal razón una de las alternativas es el uso de terapias complementarias

o naturales la cual viene aumentando cada año, se calcula aproximadamente

que alrededor del 80% la población total utiliza la medicación convencional

como alternativa para la atención primaria de salud7.

En el Perú, la prevalencia de Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina

es similar a la de otras regiones 8 y frente a los aminoglucósidos introducida por

Escherichia coli es de 27,1%9.

La actividad antimicrobiana de un compuesto es la capacidad de impedir la

multiplicación de las bacterias10 , así mismo los antimicrobianos son sustancias

sintéticas o naturales el cual son utilizados con fines terapéuticos para tratar

diferentes enfermedades infecciosas originadas por microorganismos

patógenos11, puede ser demostrada por efecto inhibitorio de una sustancia en

cuestión  cuando se evalúa frente a un patógeno (formación de halos de

inhibición), para evaluar una sustancia o compuesto químico que presente

propiedades antimicrobianas, se han descrito pruebas estandarizadas que

determinan la susceptibilidad de un microorganismo frente a un compuesto o

sustancia, entre los diferentes métodos más sobresalientes tenemos al método

de dilución y el método de difusión12, las especies vegetales con actividad

antimicrobiana se deben principalmente por la existencia de diversos
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contenidos de metabolitos secundarios fenólicos13, la extracción de

compuestos se basa a partir de material vegetal triturado como hojas, corteza,

tallos, raíz, semillas o frutos sometidos con solventes orgánicos, vapor de agua,

mezclas de agua y disolventes orgánicos con la finalidad de obtener diversos

compuestos químicos14.

El extracto etanólico es un compuesto adquirido mediante sustancias triturada,

seca y sin refinar de origen vegetal cuya técnica de extracción se da a través

de un proceso de maceración la cual tiene contacto con un disolvente como el

etanol, seguido de la eliminación de dicho disolvente por un proceso físico, la

cual se realiza a temperatura ambiente con agitaciones esporádicas15.  En  las

plantas y frutas se pueden encontrar muchos compuestos antioxidantes el cual

se incluyen los compuestos fenólicos, carotenoides, antocianinas y tocoferoles,

aproximadamente solo el 20% de las plantas han sido utilizados en estudios

farmacéuticos impactando en el sistema de salud de manera positiva para el

tratamiento de diversas enfermedades16.

La Guayaba (Psidium guajava L.)  Es un arbusto perdurable, pertenece a la

familia de las mirtáceas, se caracteriza por tener una estatura variable entre 3 a

10 metros que llena los lugares tropicales, tradicionalmente se aplica para el

tratamiento de diversas enfermedades como ulceras, heridas en la piel,

lesiones, diarreas, obesidad, cólera entre otros, se ha informado que el

concentrado de la hoja de guayaba posee actividad quelante, antioxidante,

antimicrobiana frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas17. Las

bacterias son organismos unicelulares el cual la tinción de Gram proporciona

un sistema de clasificación en bacterias Gram positivas y Gram negativas,

estas diferencias le confieren diferentes propiedades a la célula18.

Yahaya A. et al (2019) determinaron el efecto antimicrobiano de los extractos

acuosos y etanólicos de Psidium guajava L. frente a Staphylococcus aureus. La

actividad antibacteriana se realizó por el método de disco de difusión (Técnica

de Kirby-Bauer). Los resultados del extracto acuoso a concentración de 200

mg/dl, mostraron una zona de inhibición (halo) con un promedio de 16.3mm, los

resultados del extracto etanólico a la misma concentración revelo un área de

23.3 mm, mientras que la zona más baja a una composición de 50 mg/ml del
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concentrado acuoso y etanólico fue en promedio de 10.6 mg/ml y 11.3 mg/ml

respetivamente. Se concluye que las hojas contienen compuestos bioactivos

ricos en flavonoides, antraquinonas, aminoácidos, taninos, alcaloides y

compuestos fenólicos la cual sugieren que esta puede ser usado como una

alternativa como agente quimioterapéutico19.

Ortega J. et al (2018) Evaluaron el efecto antimicrobiano de las sustancias

alcohólicas de las hojas de Psidium guajava (Guayaba). El proceso de

maceración de las hojas duro 15 días y el solvente extractivo utilizado fue

etanol al 70%. Los resultados obtenidos del tamizaje fitoquímico evidenciaron

la existencia de taninos, flavonoides, glucósidos y en menor proporción

cumarinas.  Para establecer el valor antimicrobiano de la sustancia alcohólica

fue necesario utilizar una cepa controlada de Staphylococcus aureus con

designación ATCC 6538; con el método difusión en disco (Técnica de Kirby-

Bauer), se hicieron preparaciones de 5 mg/ml, 10 mg/ml y 20 mg/ml donde se

encontró que la preparación de 20 mg/ml formo un radio de inhibición de mayor

diámetro en promedio de 12.5 mm considerando una sensibilidad intermedia,

sin embargo, a una preparación de 5 mg/ml el diámetro de inhibición fue de

10.51 mm el cual se consideró como resistente.  Finalmente se concluye que la

sustancia alcohólica de guayaba expresa efecto inhibitorio en cepas de

Staphylococcus aureus ATCC 6538 20.

Ara J. et al (2017) Determinaron la acción antimicrobiana del extracto etanólico

de Psidium guajaba L. frente a cinco patógenos transmitidos por alimento como

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus cereus, Shigella sonnei y

Salmonella typhi. Se empleó el método de disco de difusión (Técnica de Kirby-

Bauer) para realizar la acción antibacteriana de cuatro concentraciones

diferentes al 10%, 50%, 75% y 100%. Los resultados mostraron que

microorganismos como Staphylococcus aureus a una preparación de 100%

tuvo una zona de inhibición promedio de 12.67 mm, mientras que a una

preparación del 50% se formó un halo de inhibición estándar de 9.33 mm, a

diferencia con Escherichia coli quien formó un halo de inhibición promedio de

13.5 al 100%, mientras que al 50% formo un halo promedio de 10.17 mm. Se

concluye que la preparación al 10% no se mostró actividad antibacteriana, sin

embargo, las preparaciones elevadas de extractos de Psidium guajava L.
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mostraron capacidad de inhibir el crecimiento evidenciando actividad

antibacteriana21

Escobar A. et al (2019) Determinaron la acción antimicrobiana del extracto de

hojas de Psidium guajava L. (Guayaba) frente Staphylococcus aureus ATCC

25923, Escherichia coli ATCC 25922 y Cándida albicans ATCC 10231. Se

utilizó el método de dilución en discos con concentraciones de hojas de

Psidium guajava L. Los resultados demostraron que la cepa ATCC de

Escherichia coli, fue resistente a todas las concentraciones utilizadas

presentando un halo de inhibición entre 7.6 a 13,4 mm. La cepa ATCC de

Staphylococcus aureus fue sensible a la preparación al 100% presentando un

halo de inhibición de 22.5 mm, la cepa ATCC de Cándida albicans fue sensible

a la preparación al 100% presentando un halo de 19.6 mm.  La concentración

de 60 y 80% tiene una sensibilidad intermedia con halos de inmunidad de 16.4

y 17.5 mm. Como medicamento de control se utilizó la ciprofloxacina el cual

alcanzo un halo de 47.00 mm para Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Se concluye que las concentraciones menores no presentan actividad

antimicrobiana 22

Cruz H. et al (2018) realizaron un estudio in vitro para establecer si la

concentración alcohólica de las hojas de Pisidium guajava L. (Guayaba) posee

acción antibacteriana, sobre Lactobacilos y Estreptococos Mutans. Se empleó

el método socavado, la preparación al 42mg/ml 105mg/ml, 210mg/ml,

315mg/ml, 420mg/ml, presentó un halo inhibidor de 10.6mm al 12.5mm con un

porcentual de eficacia al 100%. Se concluye que la clindamicina 2ug utilizado

como control se evidencio que no hay diferencia significativa entre el grupo

experimental y control sobre estas cepas 23.

Villanueva G. (2019) determinaron la acción antibacteriana in vitro en distintas

concentraciones del extracto alcohólico de la Guayaba  (Psidium guajava L.)

frente a Staphylococcus aureus ATCC25923 mediante la técnica Kirby Bauer

(disco de difusión), el proceso de maceración fue por una semana, luego a

partir de ahí se prepararon concentraciones  de  420 mg/ml, 315 mg/ml, 210

mg/ml, 105 mg/ml, y 42 mg/ml, los resultados evidenciaron que a una

concentración  de 42 mg/ml formo un halo estándar de 10.6 mm, sin embargo a
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una preparación de 420 mg/ml generó un halo estándar 12.5 mm, el cual según

la escala de Duraffourd evidencia sensibilidad a la cepa Staphylococcus aureus

ATCC 25923. Se estableció que la inhibitoria de base (CMI) del concentrado

alcohólico de la guayaba en Staphylococcus aureus ATCC 25923 fue de 42

mg/ml mediante absorbancia, sin embargo, el foco bactericida de base (CMB)

del extracto alcohólico fue de 420 mg/ml existiendo efecto bactericida. Se

concluye que el concentrado alcohólico de la Guayaba posee impacto

antibacterial en la mejora del Staphylococcus aureus ATCC 25923 24

El presente estudio se justifica en el aspecto teórico, ya que aportará

información científica actualizada sobre la actividad antimicrobiana del extracto

etanólico de hojas de Psidium guajava l. “Guayaba” frente a bacterias Gram

positivas (Staphylococcus aureus) y gram negativas (Escherichia coli).

En el ámbito práctico los resultados de este estudio servirán para que la

industria farmacéutica pueda proponer la elaboración de fármacos naturales

para mitigar estas infecciones que afecta a nivel de la salud pública.

En el ámbito metodológico se utilizará el método de difusión por agar siendo

una técnica validada y estandarizada para el estudio de propiedades

antibacterianas de productos naturales.

El objetivo general de la presente investigación es determinar la actividad

antimicrobiana del extracto etanólico de las hojas de Psidium guajava L.

“Guayaba” frente a bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus ATCC

25923) y Gram negativas (Escherichia coli ATCC 25922).

La hipótesis general es:

El extracto etanólico de hojas de Psidium guajava L. “Guayaba” presenta

actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram positivas (Staphylococcus

aureus ATCC 25923) y Gram negativas (Escherichia coli ATCC 25922).
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II. MATERIALES Y MÉTODOS

II.1.  Enfoque y diseño de la investigación

Por existir una relación de asociación entre las variables, este estudio tiene

carácter analítico y cuantitativo, además es transversal prospectivo, ya que la

medición de la variable independiente se realizó en un momento determinado.

El método empleado es el deductivo, ya que permitió deducir conclusiones

lógicas a partir de hipótesis, yendo de lo general a lo particular26.

El diseño de la investigación fue experimental porque el investigador controló y

manipuló la variable independiente. Las muestras designadas en el estudio

fueron en forma aleatoria y luego se efectuó una medición con la variable

respectiva27

II.2. Población, muestra y muestreo

La población de estudio estuvo comprendida por 20 arbustos de Psidium

guajava L. (Guayaba) en diferente estado fenológico localizado en el eje

carretero vía interoceánica de Perú - Brasil del Departamento Madre De Dios,

provincia Tambopata, Distrito Tambopata.

La muestra vegetal estuvo constituida por 2000 gramos de hojas, las muestras

biológicas fueron cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, obtenidas

de laboratorios Microbiológicas

El tipo de muestreo fue probabilístico el cual se usó el método de selección

aleatorio, se seleccionaron al azar un pequeño grupo de plantas de una gran

población existente de Psidium guajava L. (Guayaba), para recolecta de la

muestra se consideró los siguientes criterios de exclusión (hojas de mal estado,

deformes, contaminados por insectos y hongos) y criterios de inclusión (hojas

de buen estado y exclusivos de la Región Madre de Dios en el eje carretero.

II.3. Variables de investigación

Variable independiente: Extracto etanólico de Psidium guajava L.
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Compuesto químico obtenido a través de un proceso de maceración, posterior

filtrado y dilución de la planta Psidium guajava L. (Guayaba)

Variable dependiente: Actividad antimicrobiana.

Capacidad de un antibiótico o sustancia para inhibir el crecimiento de una cepa

microbiana.

II.4. Técnicas e instrumentos para la recolección de datos

La técnica para la obtención del concentrado etanólico de Psidium guajava L.

(Guayaba) fue por maceración, la cual consistió en colocar las hojas

seleccionadas, luego fueron lavadas, secadas y trituradas en un frasco de boca

utilizando etanol como solvente. Se utilizó la técnica de coloración y

precipitación para identificar diferentes compuestos fenólicos presentes en la

muestra según su fitoquímica de Olga Lock de Ugaz 28-29; los datos fueron

registrados en el formato A. Para determinar el efecto antimicrobiano se utilizó

el método de difusión en agar (Kirby Bauer)30 y los datos fueron registrados en

el formato B.

II.5. Plan metodológico para la recolección de datos

En primer lugar, la muestra vegetal estuvo conformada por hojas de Psidium

guajava L. (Guayaba) el cual fueron recolectados vía carretera interoceánica

Perú – Brasil del Departamento Madre de Dios, luego se conservaron en

condiciones óptimas y se llevó al Laboratorio biológico y análisis clínico Santa

Rosa EIRL, en ese lugar se realizó la selección de las muestras conservadas.

Las hojas verdes que no presenten daño, fueron seleccionadas y lavadas con

abundante agua y se desinfectaron con hipoclorito de sodio; posteriormente se

purgó mediante agua destilada y se dejó a escurrir durante 3 horas.

Luego se procedió a realizar el secado, este proceso consistió en eliminar gran

parte de agua de la muestra, esto se realizó debido a que la existencia de agua

es el primordial causante de la alteración de la planta recolectada. En el

momento en que disminuye la cantidad de agua en hojas, los catalizadores

frenan su movimiento quedando retenidos y la planta queda protegida,
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trabajando con el ciclo de extracción. Posteriormente la muestra fue distribuida

sobre bandejas de papel Kraft el cual fue secado por 24 horas empleando una

estufa con aire recirculante a una temperatura de 40°C, pasado ese tiempo las

hojas fueron sometidas a trituración manual y mecánica.

Para la preparación del concentrado etanólico de Psidium guajava L.

(Guayaba) se empleó el método de maceración, el cual una vez triturada la

muestra, se introdujo en un recipiente que presente boca ancha y presente tapa

hermético, luego se agregó el disolvente el cual se tapó y agitó vigorosamente,

posteriormente se dejó por 10 días con agitaciones esporádicas, pasado ese

tiempo el contenido fue filtrado, acondicionado en una bandeja plana y

colocado en una estufa a 45°C para la evaporación del solvente y obtener el

extracto seco. Una vez obtenida el extracto seco se realizaron preparaciones

de 50 mg/ml, 150 mg/ml y 250 mg/ml para los ensayos respectivos.

Para la identificación de metabolitos secundarios, se desarrolló una

cromatografía de papel y posteriormente un tamizaje fitoquímico. Una pequeña

alícuota del extracto fue sometido a la acción de los reactivos de color y

precipitación con la finalidad de identificar flavonoides, taninos, alcaloides,

antraquinonas, terpenos entre otros.

Para identificar el efecto antimicrobiano se usó el método de difusión en agar

(Kirby Bauer), primero se preparó el medio de cultivo Mueller Hinton siguiendo

las especificaciones de fabricación, posteriormente se esterilizó en autoclave a

121°C por 15 minutos, luego se plaqueó en placas Petri asépticas el cual se

dejó enfriar y solidificar, luego se refrigeró para su posterior uso. Luego se

reactivaron las cepas bacterianas Escherichia coli en agar MacConkey y

Staphylococcus  aureus en agar base, los inoculo se prepararon  con la ayuda

de asa Kohle  el cual se tomó 3 a 5 colonias de cada cepa y fueron

depositadas en un recipiente de ensayo que contenga aproximadamente 5 ml

de solución salina asépticas, homogenizada hasta alcanzar la turbidez según la

escala de MC Farland que es equivalente a 1 x 108 UFC/ml, una vez preparado

el inoculo se procedió a sembrar en placas Petri por extenuación en estría con

el apoyo de una torunda aséptica de algodón en toda la interfaz del agar, a

continuación este se dejó secar por 4 a 6 minutos, los discos de susceptibilidad
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fueron elaborados con papel filtro Whatman N°5, con la ayuda de una

micropipeta se impregnarán 20 ul de las concentraciones a estudiar del

extracto, luego se impregnaron en las placas Petri, luego fueron llevados a

incubación por 24 horas a 37°C, transcurrido ese tiempo se constató  la

presencia de halos  de inhibición.

Para la preparación de los discos se emplearon discos de papel whatman N° 5

de 6 mm de diámetro previamente estériles.

Cada uno de los discos fue embebido con 20 uL de muestra de la siguiente

manera:

● Discos embebidos con extracto etanólico de hojas de Psidium guajava l. 25%

● Discos embebidos con extracto etanólico de hojas de Psidium guajava l. 15%

● Discos embebidos con extracto etanólico de hojas de Psidium guajava l. 5%

● Discos embebidos con alcohol de 70°

● Discos de Vancomicina de 30 ug.

· Discos de Ciprofloxacino 5 ug

Según el disco de susceptibilidad antimicrobiana establecidos por la empresa
que distribuye fármacos en discos en microgramos (ug) para investigaciones.

Posteriormente los discos fueron puestos sobre la superficie del medio de

cultivo sólido previamente inoculado con las cepas de Staphylococcus aureus y

Escherichia coli.

Luego las placas se incubaron durante 24 horas en posición invertida a 37°C

dentro de los 15 minutos siguientes a la aplicación de los discos.

Finalmente, en la interpretación de resultados: La lectura de los halos de

inhibición se realizó con ayuda de un vernier.
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II.6. Procesamiento del análisis estadístico

Respecto al desarrollo datos se usó una estadística descriptiva el cual la

información recolectada se procesó en una hoja de cálculos Excel, se

presentaron cuadros de distribución frecuencial medidas de dispersión,

desviación estándar y análisis de varianza. En las comparativas con múltiples

entre los tratamientos se utilizó la prueba estadística Anova y Tukey. Ambas

pruebas con un nivel de significancia del 5% (p<0.05).

II.7. Aspectos éticos

La presente tesis es de tipo experimental, todos los resultados hallados y

demostrados en este estudio son absolutamente verdaderos, los investigadores

aplicaron los altos valores de la ética y las buenas prácticas de investigación.

La matriz de resultados puede ser solicitada en cualquier momento por las

autoridades de la universidad y podrán ser revisadas si así lo requiere por los

diferentes asesores que participan en el programa.

Los investigadores se responsabilizan de alguna información que no sea cierta

en su trabajo de investigación, asimismo, las diferentes fuentes bibliográficas

consultadas fueron citadas de manera correcta para reconocer el aporte de los

otros investigadores y no menoscabar sus trabajos o quitarles autoría.
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III. RESULTADOS

Los análisis realizados en el presente estudio son:

III.1.  Análisis de pH

Tabla 1. Resultados del ensayo de pH

N° ANALISIS RESULTADO
1 pH 6.0

Los resultados de pH muestran 6.0 para el extracto etanólico de las hojas de

Psidium guajava L. “Guayaba”.

III.2.  Prueba de Solubilidad

Tabla 2. Resultados del ensayo de solubilidad

N° SOLVENTE
USADO

RESULTADO

1 Diclorometano +
2 Butanol +
3 Metanol ++
4 Éter de petróleo -
5 Etanol 96 +
6 Agua destilada +
7 Cloroformo +
8 Etanol 70 +++

- (Insoluble); + (Poco soluble); ++ (Medianamente soluble); +++ (Muy soluble)

El extracto etanólico de las hojas de Psidium guajava L. “Guayaba” fue muy

soluble en etanol 70°, medianamente soluble en metanol y poco soluble en

disolventes orgánicos apolares como el diclorometano, cloroformo y alcohólicos

como el butanol y el etanol 96°.
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III.3. Tamizaje fitoquímico

Tabla 3. Resultados del ensayo fitoquímico para identificar metabolitos
secundarios

N° REACTIVOS METABOLITO RESULTADO
1 Gelatina Taninos +++
2 Espuma Saponinas +++
3 Wagner Alcaloides +++
4 Dragendorff Alcaloides +++
5 Baljet Lactonas α, β-insaturadas +++
6 Borntrager Antraquinonas +
7 NaOH 10% Antocianinas +
8 Liebermann-Burchard Terpenos y esteroides +
9 Gelatina-sal Taninos +++
10 Cloruro férrico Compuestos fenólicos +++
11 Shinoda Flavonoides +++
12 Mayer Alcaloides ++

(-): Ausencia; (+): Mínima; (++): Mediana (+++): Abundante presencia

En la tabla 3 se puede observar que en las pruebas de Dragendorff, Wagner,

Baljet, Cloruro férrico, Gelatina,  Fehling  A  y  B, Espuma, Shinoda las

identificaciones fueron positivas, hallándose lo siguiente: alcaloides, lactonas α,

β-insaturadas y compuestos fenólicos, taninos, saponinas y flavonoides.
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III.4. Ensayo microbiológico
Tabla 4. Halos de inhibición de ensayo microbiológico en Staphylococcus aureus y Escherichia coli

Microorganismo
Diámetros de inhibición en mm

5% 15% 25% Vancomicina
30ug Etanol 70°

Staphylococcus
aureus

ATCC 25923

9,67 11,72 13,16 20,25 6
9,66 11,70 13,18 20,21 6
9,69 11,71 13,19 20,20 6
9,70 11,74 13,23 20,21 6
9,67 11,72 13,24 20,20 6

Media 9,67 11,72 13,20 20,21 6

Microorganismo
Diámetros de inhibición en mm

5% 15% 25% Ciprofloxacino
5 ug Etanol 70°

Escherichia
coli

ATCC 25922

6 6 6 41,25 6
6 6 6 41,24 6
6 6 6 41,16 6
6 6 6 41,21 6
6 6 6 41,23 6

Media 6 6 6 41,21 6

Tamaño de discos: 6mm, por lo que al reportarse 6mm es indicativo que no existe formación halo de inhibición.
Concentración del inóculo: 1.5 x 108 UFC/mL
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En la tabla 4 se evidencia los resultados del ensayo microbiológico in vitro. Esto

hace evidencia que el mayor halo de inhibición medio lo obtuvo el grupo

vancomicina con 20,21 mm frente a Staphylococcus aureus. Sin embargo, el

grupo experimental al 25 % evidenció un halo de inhibición medio de 13,20

mm, seguido de los extractos al 15 y 5% con halos de inhibición medios de

11,72; y 9,67 mm.

Por otro lado, el ensayo frente a Escherichia coli evidenció que el mayor halo

de inhibición medio lo obtuvo el grupo ciprofloxacino con 41,21 mm frente a

Escherichia coli. Sin embargo, los grupos experimentales al 25 %, 15 % y 5 %

indicaron halos de inhibición medios de 6.00 mm, para todos los grupos

experimentales.

Tabla 5. Estadísticos descriptivos de los resultados del ensayo microbiológico

Descriptivos
Estadístico

Staphylococcus
aureus

Media 12,1620
95% de

intervalo de

confianza para

la media

Límite inferior 10,1837

Límite superior 14,1403

Media recortada al 5% 12,0554
Mediana 11,7200
Varianza 22,969
Desv. Estandar 4,79260
Mínimo 6,00
Máximo 20,25
Rango 14,25
Rango intercuartil 3,57
Asimetría ,563
Curtosis -,531

Escherichia coli

Media 13,0436
95% de

intervalo de

Límite inferior 7,1088
Límite superior 18,9784
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confianza para

la media

Media recortada al 5% 11,8680
Mediana 6,0000
Varianza 206,718
Desv. Estandar 14,37770
Mínimo 6,00
Máximo 41,25
Rango 35,25
Rango intercuartil ,00
Asimetría 1,597
Curtosis ,593

En la tabla 5 se evidencia la estadística descriptiva con 95% de intervalo de

confianza para las medidas de tendencia central (media, mediana) y medidas

de dispersión (rango, desviación estándar) correspondientemente.

Para determinar la docimasia de las hipótesis planteadas es indispensable

saber si la distribución de los resultados del ensayo microbiológico in vitro es

normal o no, para esto se usó la prueba estadística de Shapiro-Wilk ubicada en

la tabla 6.

Tabla 6. Prueba de normalidad por el test de Shapiro-Wilk

Pruebas de normalidad
Shapiro-Wilk

Estadístico gl Sig.
Staphylococcus
aureus

,866 25 ,004

Escherichia coli ,494 25 ,000
a. Corrección de significación de Lilliefors

La tabla 6 evidencia que el valor de la significancia asintótica bilateral es menor

al 0.05 (p<0,05) según el test de Shapiro-Wilk para los resultados del ensayo
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microbiológico in vitro. Esto es evidencia de que no existe distribución normal

en los resultados.

Tabla 7. Comparación de medias por el ANOVA.

ANOVA
Suma de

cuadrados
gl Media

cuadrática
F Sig.

Escherichia
coli

Entre
grupos

4961,230 4 1240,308 4883100,488 ,000

Dentro de
grupos

,005 20 ,000

Total 4961,235 24

Staphylococcus
aureus

Entre
grupos

551,249 4 137,812 332879,783 ,000

Dentro de
grupos

,008 20 ,000

Total 551,257 24

Ya que no se evidenció distribución normal de los resultados, se ejecutó un

estadístico inferencial para determinar diferencia de medias mediante el

análisis de varianzas (ANOVA). La tabla 7 muestra un valor de significancia

asintótica bilateral menor al 0.05 para los resultados del ensayo microbiológico

in vitro con las cepas bacterianas Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

Esto es evidencia de que existe diferencia estadísticamente significativa entre

los halos de inhibición medio de todos los grupos en el ensayo microbiológico

según el estadístico ANOVA.

Para determinar si existen diferencias entre los halos de inhibición medio entre

los grupos mediante múltiples comparaciones se utilizó el estadístico de Tukey.

La tabla 8 muestra que los valores de significancia asintótica bilateral son

mayores al 0.05 en las comparaciones entre los grupos al 5, 15 y 25 % frente al

grupo control (Etanol 70°) en el ensayo microbiológico con la cepa bacteriana

Escherichia coli. Esto es evidencia de que no existe discrepancia

estadísticamente significativa entre los grupos de experimentación y el control.

Sin embargo, se evidencia una divergencia significativamente importante entre

el grupo Ciprofloxacino y los grupos experimentales que favorece al grupo

Ciprofloxacino. Esto es evidencia de que los grupos experimentales al 5, 15 y

25 % no presentan efecto inhibidor del crecimiento de la cepa Escherichia coli.
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Por otro lado, los valores de la significancia asintótica bilateral son menores al

0.05 en las comparaciones entre los grupos al 5, 15 y 25 % frente al grupo

control (Etanol 70°) y grupo Vancomicina en el ensayo microbiológico con la

cepa bacteriana Staphylococcus aureus. Esto es evidencia de que si existe

divergencia significativamente importante entre los grupos experimentales y el

control. Sin embargo, se evidencia una discrepancia significativamente

importante entre el grupo Vancomicina y los grupos experimentales que

favorece al grupo Vancomicina. Esto es evidencia de que los grupos

experimentales al 5, 15 y 25 % si presentan efecto inhibidor del crecimiento de

la cepa Staphylococcus aureus.



Tabla 8. Comparaciones múltiples por la prueba de Tukey

Comparaciones múltiples
HSD Tukey

(I) Grupo (J) Grupo
Diferencia
de medias

(I-J)
Desv.
Error Sig.

Intervalo de
confianza al 95%

Límite
inferior

Límite
superior

Escherichia
coli

Etanol 70°

Ciprofloxacino 5 ug -35,21800* ,01008 ,000 -35,2482 -35,1878
Ext. 5 % ,00000 ,01008 1,000 -,0302 ,0302
Ext. 15 % ,00000 ,01008 1,000 -,0302 ,0302
Ext. 25 % ,00000 ,01008 1,000 -,0302 ,0302

Ciprofloxacino
5 ug

Etanol 70° 35,21800* ,01008 ,000 35,1878 35,2482
Ext. 5 % 35,21800* ,01008 ,000 35,1878 35,2482
Ext. 15 % 35,21800* ,01008 ,000 35,1878 35,2482
Ext. 25 % 35,21800* ,01008 ,000 35,1878 35,2482

Staphylococcus
aureus

Etanol 70°

Vancomicina 30 ug -14,21400* ,01287 ,000 -14,2525 -14,1755
Ext. 5 % -3,67800* ,01287 ,000 -3,7165 -3,6395
Ext. 15 % -5,71800* ,01287 ,000 -5,7565 -5,6795
Ext. 25 % -7,20000* ,01287 ,000 -7,2385 -7,1615

Vancomicina
30 ug

Etanol 70° 14,21400* ,01287 ,000 14,1755 14,2525
Ext. 5 % 10,53600* ,01287 ,000 10,4975 10,5745
Ext. 15 % 8,49600* ,01287 ,000 8,4575 8,5345
Ext. 25 % 7,01400* ,01287 ,000 6,9755 7,0525

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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IV. DISCUSION

IV.1. Discusión de resultado

En el presente estudio del extracto etanólico de las hojas de Psidium guajava L.

“Guayaba” frente a bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus) y Gram

negativas (Escherichia coli), el primer ensayo fue la prueba de solubilidad, en los

resultados mostraron que el extracto etanólico de las hojas de Psidium guajava L.

“Guayaba”, fue muy soluble en etanol 70°, medianamente soluble en metanol y

poco soluble en disolventes orgánicos apolares como el diclorometano,

cloroformo y alcohólicos como el butanol y el etanol 96°. Esto es evidencia de la

afinidad que posee el extracto etanólico de las hojas de Psidium guajava L.

“Guayaba” por el solvente alcohólico al 70°; y en cuanto al ensayo del tamizaje

fitoquímico fueron los alcaloides, lactonas α, β-insaturadas y compuestos

fenólicos, taninos,  saponinas y flavonoides los principales metabolitos con mayor

presencia, empleando el método según Olga Lock25, esto es evidencia de las

posibles acciones microbiológicas que posee esta planta frente a las cepas

antibacterianas.

Los resultados del estudio fitoquímico de la presente investigación coinciden con

el de Yahaya A. et al (2019) el cual realizaron el estudio con los extractos acuosos

y etanólicos de Psidium guajava L. con fines microbiológicos el cual identificaron

algunos compuestos bioactivos que incluyen; Alcaloides, Flavonoides,

Antraquinonas, Aminoácidos, Saponinas, Taninos, Glucósido y Compuesto

Fenólico. Sin embargo, a pesar de ser provenientes de diferentes lugares como

de la vía carretera interoceánica Perú – Brasil del Departamento Madre de Dios la

especie vegetal de la presente investigación, esto coincide con la de Yahaya A. et

al; el cual es originario de la ciudad de Kano en Nigeria19

De igual importancia coincide con el estudio de Ortega J. et al (2018) en cual, a

través del tamizaje fitoquímico de las hojas de guayaba, identificaron la presencia

de compuestos fenólicos que son relacionados de la actividad antibacteriana.

Cabe destacar que las plantas fueron recolectadas en la ciudad de Guayaquil en

Ecuador a diferencia del presente estudio que fue proveniente de Perú20
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Por otro lado, difiere de los resultados del estudio de Ccosco y Zavaleta (2020) el

cual realizaron la marcha fitoquímica del extracto etanólico de las semillas de

Psidium guajava L. (Guayaba) el cual presentaron como resultados la presencia

de taninos, triterpenos, Aminoácidos y Esteroides31

Finalmente, coincide con los resultados de la investigación de Apaza y

Carhuapoma (2021) quienes realizaron el estudio fitoquímico del extracto

etanólico de la pulpa fresca de Psidium guajava L, el cual presentaron

compuestos fenólicos, antocianinas, taninos, alcaloides, azúcares reductores,

flavonoides, triterpenos, éster, lactona α y β insaturados, carbohidratos32

Los estudios realizados con Psidium guajava L. (Guayaba) coinciden en su

mayoría sobre la composición fitoquímica de los metabolitos secundarios, a pesar

de tener orígenes diferentes, por otro lado, se asemejan en su composición

fitoquímica en los ensayos realizados en hojas, semillas y frutos, esto trae como

consecuencia favorable el uso integral de esta planta para fines medicinales en la

salud de la población que lo consuma.

El ensayo microbiológico in vitro para determinar la actividad antibacteriana del

extracto etanólico de las hojas de Psidium guajava L. “Guayaba” a las

concentraciones de 5%, 15% y 25% frente a cepas de Staphylococcus aureus

ATCC 25923, evidenció que el extracto al 25% generó un halo de inhibición medio

de 13,20 mm, seguido de los extractos al 5% y 15% con halos de inhibición

medios de 9,67 y 11,72 mm. Respectivamente. Además, se evidenció que los 3

grupos experimentales presentaron diferencias estadísticamente significativas

(p<0.05) por las pruebas estadísticas de ANOVA y Tukey. Por lo tanto, según la

escala de Duraffourd esta cepa bacteriana tiene una sensibilidad límite para los 3

extractos.

De igual importancia coincide con la investigación de Villanueva G. (2019) sobre

la acción antimicrobiana in vitro del extracto alcohólico de las hojas de Psidium

guajava L. (guayaba) sobre Staphylococcus aureus, evidenciaron que en base a

la escala de Duraffourd se obtiene que la cepa de Staphylococcus aureus ATCC

25923 fue sensible en todas las concentraciones del extracto alcohólico, siendo la

menor utilizada de 42mg/ml la Mínima Inhibitoria (CMI). A pesar de proceder de
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diferentes lugares de recolección de la muestra, poseen resultados muy similares

respecto a la actividad antibacteriana24

De la misma manera coincide con el estudio de Ccosco y Zavaleta (2020) quienes

emplearon el método de kirby bauer, el cual evidenciaron que se considera que

no hubo actividad antibacteriana ya que tiene una sensibilidad igual que el control

(alcohol de 96%). Cabe destacar que el estudio de Ccosco y Zavaleta fueron con

las semillas de Guayaba y el presente estudio con las hojas, por lo tanto, hay una

diferencia respecto a que en las semillas existe actividad antibacteriana a

concentraciones mayores y con las hojas se evidencia actividad a partir de

concentraciones menores, esto sería debido a que existe mayor concentración de

metabolitos en las hojas a diferencia de las semillas de guayaba31

Por otro lado, el ensayo microbiológico in vitro para determinar la actividad

antibacteriana del extracto etanólico de las hojas de Psidium guajava L.

“Guayaba” a las concentraciones de 5%, 15% y 25% frente a cepas de

Escherichia coli ATCC 25922, evidenció que el extracto al 5%, 15% y 25%

generaron un halo de inhibición medio de 6,00 mm. Además, se evidenció que los

3 grupos experimentales no presentaron diferencias estadísticamente

significativas (p>0.05) a través de las pruebas estadísticas de ANOVA y Tukey.

Por lo tanto, según la escala de Duraffourd esta cepa bacteriana tiene una

sensibilidad nula para los 3 extractos.

De igual importancia coincide con el estudio de Ara. J. et al (2017) quienes

determinaron la actividad antimicrobiana contra cinco patógenos transmitidos por

los alimentos: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC

25922), Bacillus cereus (BTCC 19), Shigella sonnei (BTCC)  y Salmonella typhi

(BTCC 197) utilizando el método de difusión en disco en cuatro concentraciones

diferentes: 10%, 50%, 75% y 100%, los extractos de guayaba mostraron una

mayor actividad antibacteriana contra las bacterias Gram positivas en

comparación con las bacterias Gram negativas, ninguno de los extractos (10%)

mostró actividad antibacteriana frente a estos patógenos21

De la misma manera coincide con el estudio de Escobar A. et al (2019) quienes

determinaron el efecto antimicrobiano del extracto de hojas de Psidium guajava L.

(Guayaba) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC
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25922 y Cándida albicans ATCC 10231, demostrando que la cepa ATCC de

Escherichia coli, fue resistente a todas las concentraciones utilizadas en el

ensayo, evidenciando que no existe diferencias significativas en el estudio

realizado (p>0.05)22

Finalmente coincide con el estudio de García y Ángeles (2020) quienes

encontraron que los extractos de las plantas medicinales como: Aloysia citriodora

“cedrón”, Psidium guajaba “guayaba”, Plantago major “llantén”, Taraxacum

officinale “ diente de león” son negativas para Escherichia coli sin embargo

inhiben el crecimiento de Staphylococcus aureus, donde se observó un efecto

positivo, evidenciándose halos de inhibición, siendo el mayor (23.3 mm) con

Aloysia citridora y el menor (9 mm) con Matricaria chamonilla33

Esto se interpreta que el uso como antibacteriano de origen natural de Psidium

guajava L. (Guayaba) es principalmente frente a infecciones por bacterias Gram

positivas y que existen escasos estudios que indiquen el uso efectivo frente a

infecciones por bacterias Gram negativas, demostrando que es una alternativa

natural en el tratamiento de algunos procesos infecciosos que aquejen a la

comunidad peruana.

IV.2. Conclusiones

1. El extracto etanólico de las hojas de Psidium guajava L. “Guayaba” presenta

actividad antibacteriana frente a cepas de bacterias Gram positivas

(Staphylococcus aureus) y no presenta actividad antibacteriana frente a cepas

de bacterias Gram negativas (Escherichia coli).

2. Los metabolitos secundarios que se identificaron en la prueba de tamizaje

fitoquímico del extracto etanólico de las hojas de Psidium guajava L. “Guayaba”

fueron antraquinonas, compuestos fenólicos, alcaloides, lactonas, taninos,

antocianinas, saponinas y flavonoides.

3. El extracto etanólico de las hojas de Psidium guajava L. “Guayaba” al 5, 15 y

25% no poseen efecto antibacteriano in vitro frente  a Escherichia coli ATCC

25922.
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4. El extracto etanólico de las hojas de Psidium guajava L. “Guayaba” al 5, 15 y

25% si poseen efecto antibacteriano in vitro frente a Staphylococcus aureus

ATCC 25923.

5. El extracto etanólico de las hojas de Psidium guajava L. “Guayaba” al 5, 15 y

25% no superan el efecto inhibidor de la vancomicina frente a Staphylococcus

aureus ATCC 25923.

6. El extracto etanólico de las hojas de Psidium guajava L. “Guayaba” al 5, 15 y

25% no superan el efecto inhibidor del ciprofloxacino frente a Escherichia coli

ATCC 25922.

IV.3. Recomendaciones

▪ Realizar investigaciones con el extracto etanólico de las hojas de Psidium

guajava L. “Guayaba” frente a otros microorganismos que ocasionan diferentes

infecciones.

▪ Realizar investigaciones en el ámbito microbiológico con las semillas de

Psidium guajava L. “Guayaba” para comprobar la utilidad integral de su

actividad antibacteriana.

▪ Comparar la potencia antibacteriana de las hojas de Psidium guajava L.

“Guayaba” de diferentes lugares de procedencia

▪ Fomentar el uso tradicional de Psidium guajava L. “Guayaba” como

coadyuvante en infecciones cutáneas.
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ANEXOS
ANEXO A. Operacionalización de las variables

VARIABLES DEFINICIÓN
CONCEPTUAL

DEFINICIÓN
OPERACIONAL DIMENSIONES INDICADORES ESCALA DE

MEDICIÓN
N° DE
ÍTEMS VALOR

Variable
independient
e: Extracto
etanólico de
Psidium
guajava L.

Compuesto
químico obtenido
a través de un
proceso de
maceración,
posterior filtrado
y dilución de la
planta Psidium
guajava L.

El extracto
etanólico será
evaluado a través
de la difusión en
diferentes
concentraciones

Concentracione
s del extracto

50 mg/ml
150 mg/ml
250 mg/ml

Intervalo No
Aplica Mg/ml

Variable
dependiente:
Actividad
antimicrobian
a del extracto
Psidium
guajava L.

Capacidad de un
antibiótico o
sustancia para
inhibir el
crecimiento de
una cepa
microbiana

La actividad
antimicrobiana se
medirá a través de
halos de inhibición
o susceptibilidad
con la interacción
del extracto

Inhibición
determinada por
el diámetro de los
halos.

Negativo

sensible
Nominal No

Aplica Milímetros
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ANEXO B. Técnica e instrumentos de recopilación de datos

B-1 INSTRUMENTO PARA MARCHA FITOQUIMICA

Instrumentos de recolección de datos para el tamizaje fitoquímica y
determinar la presencia de metabolitos secundarios

Marcha fotoquímica

Ficha de trabajo

Muestra problema

Fecha

Metabolitos Método
Presencia de

cambio de color
Aplicación (contiene/no

contiene)

Flavonoides

Compuestos

fenólicos

Alcaloides

Saponinas

Terpenos

Taninos

Otros

Fuente: Condori, M. et 2019. CITAS modificadas por los autores.

B-2 INSTRUMENTO PARA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

Registro del diámetro (mm) de los halos de inhibición para las diferentes
concentraciones del extracto etanólico de Psidium guajava L. (Guayaba)
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Fecha:

Cepa Bacteriana: Escherichia coli Código ATCC

CONCENTRACIONES Diámetro de halos de inhibición (mm) Promedio
Placa 1 Placa 2 Placa 3 Placa 4 Placa 5

50 mg/ml

150 mg/ml

250 mg/ml

Fecha:

Cepa Bacteriana: Sthaphylococcus aureus Código ATCC

CONCENTRACIONES Diámetro de halos de inhibición (mm) Promedio
Placa 1 Placa 2 Placa 3 Placa 4 Placa 5

50 mg/ml

150 mg/ml

250 mg/ml

CONTROL: CIPROFLOXACINO Marca:

CONCENTRACIONES Diámetro de halos de inhibición (mm) Promedio
Placa 1 Placa 2 Placa 3 Placa 4 Placa 5

5 mg
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ANEXO C. Matriz de consistencia

Formulación del problema Objetivos Hipótesis

Problema General Objetivo General Hipótesis General

¿Presenta actividad antimicrobiana el extracto
etanólico de hojas de Psidium guajava L.
“Guayaba” frente a bacterias Gram positivas
Sthaphylococcus aureus ATCC 25923  y Gram
negativas Escherichia coli ATCC 25922?

Determinar la actividad antimicrobiana del

extracto etanólico de las hojas de Psidium

guajava L. “Guayaba” frente a bacterias Gram

positivas (Sthaphylococcus aureus ATCC

25923) y Gram negativas (Escherichia coli

ATCC 25922).

El extracto etanólico de hojas de Psidium guajava
L. “Guayaba” presenta actividad antimicrobiana
frente a bacterias Gram positivas
(Sthaphylococcus aureus ATCC 25923)  y Gram
negativas (Escherichia coli ATCC 25922).

Problemas Específicos Objetivos Específicos Hipótesis Específicas

¿Presenta metabolitos secundarios el extracto
etanólico de las hojas de Psidium guajava L.
“Guayaba”

Identificar los metabolitos secundarios
responsables que presente actividad
antimicrobiana del extracto etanólico de Psidium
guajava L. “Guayaba” frente a las cepas de
Sthaphylococcus aureus ATCC 25923 y
Escherichia coli ATCC 25922

El extracto etanólico de las hojas de Psidium
guajava L. presenta metabolitos secundarios con
actividad antimicrobiana.

¿Qué actividad antimicrobiana presenta el
extracto etanólico de las hojas de Psidium
guajava L. “Guayaba” frente a bacterias Gram
positivas Sthaphylococcus aureus ATCC
25923?

Conocer la actividad antimicrobiana que
presenta el extracto etanólico de las hojas de
Psidium guajava L. “Guayaba” frente a
Sthaphylococcus aureus ATCC 25923.

El extracto etanólico de las hojas de Psidium
guajava L. “Guayaba” presenta actividad
antimicrobiana frente a bacterias Staphylococcus
aureus ATCC 25923.

¿Qué actividad antimicrobiana presenta el
extracto etanólico de las hojas de Psidium
guajava L. “Guayaba” frente a bacterias Gram
negativa Escherichia coli ATCC 25922?.

Conocer la actividad antimicrobiana que
presenta el extracto etanólico de las hojas de
Psidium guajava L. “Guayaba” frente a
Escherichia coli ATCC 25922

El extracto etanólico de las hojas de Psidium
guajava L. “Guayaba” presenta actividad
antimicrobiana frente a Escherichia coli ATCC
25922.
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¿Qué actividad antimicrobiana presenta el
extracto etanólico de las hojas de Psidium
guajava L. “Guayaba” sobre bacterias Gram
positivos Sthaphylococcus aureus ATCC 25923
en comparación con la vancomicina?

Comparar la actividad antimicrobiana del
extracto etanólico de las hojas de Psidium
guajava L. “Guayaba” sobre Staphylococcus
aureus ATCC 25923 en comparación con
vancomicina.

El extracto etanólico de las hojas de Psidium
guajava L. “Guayaba” supera el efecto inhibidor de
la vancomicina frente a  Staphylococcus aureus
ATCC 25923.

¿Qué actividad antimicrobiana presenta el
extracto etanólico de las hojas de Psidium
guajava L. “Guayaba” sobre bacterias Gram
negativas Escherichia coli ATCC 25922 en
comparación con el ciprofloxacino?

Comparar la actividad antimicrobiana del
extracto etanólico de las hojas de Psidium
guajava L. “Guayaba” sobre Escherichia coli
ATCC 25922 en comparación con
Ciprofloxacino.

El extracto etanólico de las hojas de Psidium
guajava L. “Guayaba” supera el efecto inhibidor del
ciprofloxacino frente a Escherichia coli ATCC
25922.

PROCEDIMIENTO PARA COLECTA DE DATOS USANDO EL CUESTIONARIO
PROCEDIMIENTO PARA COLECTA DE DATOS USANDO EL PARA LA PRUEBA DE CROMATOGRAFÍA Y MARCHA FITOQUIMICA

Para la prueba de cromatografía se utilizará el formato A el cual emplea el RF de las sustancias aisladas.
Para la prueba de marcha fitoquímica se utilizará el formato de B el cual está conformado por las pruebas coloraciones y resultados.
Para determinar la actividad antimicrobiana se utilizará el formato C donde indica los halos de inhibición se produce por la muestra del estudio.
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ANEXO D. INFORME DE LABORATORIO
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ANEXO E. CERTIFICADO TAXONÓMICO
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INFORME DE PROCESAMIENTO DE MUESTRA

Muestra:

● Hojas de Psidium guajava L.

1. Recojo de muestra

● Fecha 15-10-21

2. Recepción de muestra

● Fecha : 16-10-21

● Cantidad recibida: 2201.8 g

3. Tratamiento y extracción de la droga vegetal

3.1. Tratamiento de la droga vegetal

Con el fin de adecuar la muestra para el posterior proceso de preparación
del extracto hidroalcohólico, se realizaron las siguientes operaciones previas:

a. Selección y Limpieza

Se eliminó cuidadosamente la tierra que pudiera estar adherida sobre la
superficie de las hojas, así como aquellas que estuvieran en mal estado o
con signos de contaminación microbiana o por insectos.

ANEXO F. EVIDENCIAS DE CAMPO

Proceso separación hojas deterioradas
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b. Lavado

Con este proceso se eliminó todos los vestigios de tierra que pudieran haber

quedado sobre las hojas aplicando un flujo continuo de agua potable a temperatura

ambiente, posteriormente se desinfectó empleando una solución de hipoclorito de

sodio, se enjuagó con agua destilada y se dejó a escurrir durante 3 horas.

Lavado con agua potable Desinfección con solución de hipoclorito de
sodio

Enjuague con agua destilada  Bandeja de escurrido
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c. Secado

Este proceso consiste en eliminar gran parte del agua de la especie. Esto
debido a que la presencia de agua es el principal responsable de la alteración
de la planta recolectada. Al descender la cantidad de agua, las enzimas
detienen su actividad, quedan inhibidas y la planta se conserva. Así mismo
facilita el proceso de extracción.

En este caso la muestra fue distribuida sobre bandejas de papel kraft y secada
por 24 horas empleando una estufa con aire recirculante a una temperatura de
40 °C.

● Tiempo de secado: 24 horas
● Temperatura de secado: 40 °C
● Peso obtenido luego de proceso: 927.8 g

Hojas secas luego de
proceso de secado

Estufa a 40 °CHojas frescas sobre bandejas de papel kraft
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d. Molienda

La muestra una vez seca fue sometida a trituración mecánica empleando un

mortero y pilón de porcelana, con la finalidad de reducir el tamaño de partículas

y aumentar el número de las mismas para hacer más eficiente el proceso de

extracción al incrementar la superficie de contacto.

● Peso obtenido luego de molienda: 926.8 g

Proceso de molienda
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3.2. Extracción

a. Macerado

El proceso de extracción se realizó macerando, dentro de un frasco ámbar, el
material obtenido luego de la molienda con etanol de 70°. El proceso de
maceración se realizó durante 10 días, sometiéndolo a agitación mecánica cada 12
horas.

● Cantidad de muestra a macerar: 200 g
● Solvente: etanol 70°
● Cantidad de solvente: 1000 mL
● Días de macerado: 10 días

Proceso de maceración
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b. Filtrado

El líquido resultante del proceso de maceración fue filtrado empleando papel de
filtro whatman N°1 y un embudo de vidrio.

● Cantidad líquido filtrado: 700 ml

c. Obtención de extracto seco

Para facilitar la evaporación del disolvente, el líquido filtrado fue vertido
sobre placas Petri de vidrio y fue llevado a estufa de aire re circulante a
una temperatura de 40°C hasta sequedad.

● Cantidad líquido a secar: 700 ml
● Temperatura: 40°C
● Tiempo de secado: 24 horas
● Cantidad extracto obtenido: 21.2 g

Proceso de filtración
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Proceso de obtención de extracto seco
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INFORME ENSAYO MICROBIOLÓGICO

I. MÉTODO

Método: Difusión en disco - Kirby Bauer

Consiste en depositar sobre la superficie de una placa de Petri con agar previamente
inoculada con el microorganismo, discos de papel secante impregnados con
diferentes sustancias antibióticas.

1. Preparación de Medio de Cultivo
1.1 Agar Mueller Hinton

El medio de cultivo fue preparado partiendo de la base deshidratada y siguiendo las
indicaciones proporcionadas por el fabricante.

a. Se pesó 7.6 de Agar Mueller Hinton deshidratado y se adicionó 200 ml de
agua destilada, posteriormente se procedió a calentar con agitación constante
hasta lograr la disolución total del medio de cultivo, por último, se esterilizó
empleando autoclave sometiendo al medio de cultivo a 15 libras de presión
(121°C) durante 15 minutos.

b. Una vez finalizado el proceso en autoclave se dejó enfriar hasta que el medio
de cultivo alcanzó una temperatura entre 45°C – 50°C y se distribuyó en
placas Petri estériles de 90 x 15 mm.
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2. Activación de la cepa: Kwik-stik microbiológicos - Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC  25922

Para preparar el inóculo se empleó el producto Kwik-stik microbiológicos que
contiene a las cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia coli liofilizada
en un pelet.

a. El Kwik-stik tiene en la parte superior una ampolla con líquido
hidratante, el cual fue liberado al apretar una sola vez la mencionada
ampolla que se encuentra en la tapa. Luego de realizar esta operación
el Kwik-stik se mantuvo en posición vertical para facilitar el flujo del
líquido por el mango hasta la parte inferior de la unidad, que contiene el
gránulo.

b. Por último, se presionó la parte inferior de la unidad para lograr una
suspensión homogénea.

c. De inmediato se procedió a saturar el hisopo, que contiene el producto,
con el material hidratado y se transfirió a una placa con agar TSA, los
cuales fueron incubados a 37 °C. durante 24 horas.

3. Método de preparación del inóculo

a. Se realizó la suspensión directa, en solución salina (cloruro
de sodio 0.9%), de colonias obtenidas de cada una de las
placas anteriormente incubada durante 24 horas.

Staphylococcus aureus Escherichia coli
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b. La turbidez resultante fue inmediatamente ajustada comparándola de
manera visual con la turbidez del estándar 0.5 de Mc. Farland.

Staphylococcus aureus Escherichia coli

4. Inoculación de placas

● Dentro de los 15 minutos posteriores al ajuste de la turbidez del inóculo, se
procedió a sumergir un hisopo estéril en la suspensión obtenida; el hisopo
se rotó varias veces presionando firmemente sobre la pared interior del
tubo y por encima del nivel del líquido, esto con la finalidad de remover el
exceso de inóculo.

● Posteriormente se inoculó sobre la superficie seca del agar Muller hinton
para esto se realizaron estrías en tres direcciones diferentes rotando la
placa 60° cada vez, esto con la finalidad de asegurar una distribución
uniforme del inóculo.

● Previamente todas las placas fueron marcadas para posteriormente colocar
los discos.
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Rotulado de placasAgar Mueller Hinton

Siembra de placas con E. coli Siembra de placas con S. aureus
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5. Preparación de discos de sensibilidad

Para la preparación de los discos se emplearon BLANK DISC – Liofilchem
de 6 mm de diámetro previamente estériles.

Cada uno de los discos fue embebido con 20 uL de muestra de la siguiente
manera:

● Discos embebidos con extracto de hojas de guayaba 50mg/ml
● Discos embebidos con extracto de hojas de guayaba 150mg/ml
● Discos embebidos con extracto de hojas de guayaba 250mg/ml
● Discos embebidos con alcohol de 70°
● Discos de ciprofloxacino de 5 ug.
● Discos de vancomicina de 30 ug.

Según el disco de susceptibilidad antimicrobiana establecidos por
la empresa thermoscientific que distribuye fármacos en discos en
microgramos (ug) para investigaciones.

Posteriormente los discos fueron puestos sobre la superficie del medio de cultivo
sólido previamente inoculado con las cepas de Staphylococcus aureus y E. coli
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6. Incubación

Las placas se incubaron durante 24 horas en posición invertida a 37°C dentro de los 15
minutos siguientes a la aplicación de los discos.

7. Lectura de resultados

Halos de inhibición de los 5 grupos fueron medidos empleando un vernier.

Placas con S. aureus con discos Placas con E. coli con discos

Resultados de placas inoculadas con S. aureus
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Placa N°1

Placa N°3 Placa N°4

Placa N°2
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Placa N°5

Medida de halos de inhibición de sustancias experimentales
enfrentadas con S. aureus

Resultados de placas inoculadas con E.coli
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Placa N°1 Placa N°2

Placa N°3
Placa N°4

              Placa N°5
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ANEXO G. CERTIFICADO DE AGAR MUELLER HINTON
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ANEXO H. CERTIFICADO DE ANÁLISIS DE CEPA E. COLI
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ANEXO I. CERTIFICADO DE ANÁLISIS DE CEPA S. AUREUS
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