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Resumen

El presente trabajo tiene como objetivo caracterizar quimicamente el extracto etandlico de
hojas de Tagetes elliptica Smith “Chincho” y determinar la actividad antibacteriana in vitro
frente a Staphyloccocus aureus ATCC 25923. Se evalué la actividad antimicrobiana
mediante el método de Disco Difusion en Agar. El disefio del estudio fue de tipo
experimental, in vitro de corte transversal. El analisis estadistico se hizo en el programa
SPSS. Se realizé la caracterizacion fitoquimica. Se dividio fracciones A, B, C, D y E donde
se sometieron a ensayos: Encontrdndose mayor concentracion de fenoles (+++),
flavonoides (+++), esteroides (+++), cardenolidos (+++). Los resultados en
Espectrofotometria Uv. Arrojaron 3 picos de mayor absorbancia A, B, C. El pico A se
encuentra en el rango de 190 a 215 nm, donde la mayor absorbancia 0.7 corresponde a una
longitud de onda (1) de 204 nm; el pico B se encuentra en el rango de 380 a 420 nm, donde
la mayor absorbancia 0,306 corresponde a un A de 414 nm, finalmente el pico C se
encuentra en el rango de 600 a 670 nm, donde la mayor absorbancia 0,152 corresponde a un
A de 665 nm. Hubo mayor solubilidad con solventes organicos metanol (+++) y
diclorometano (+++). Se realizaron analisis de citotoxicidad donde se observa que el 01 mg
es la de mayor tamafio en promedio 9 mm y la de menor tamafio en promedio lo tiene la de
30 mg. La actividad antibacteriana del extracto etandlico de las Hojas de Tagetes elliptica
smith (Chincho) en diferentes concentraciones frente a la cepa S. aureus. ATCC 25923 y un
control positivo con (Ceftriaxona de 1 gr. presentd un promedio de 6,14 + 1,63mm).El
extracto etanolico de chincho a 100 mg/mL tuvo un promedio de halo de inhibicion de 3,76
+ 0,32 mm, a 90 mg/mL halo de inhibicién de 3,25 £ 0,16 mm, a 80 mg/mL promedio halo
de inhibicién 3,18 £+ 0,44 mm, a 70 mg/mL de 2,56 + 0,99 mm, a 60 mg/mL de 1,99 + 1,33
mm, a 50 mg/mL de 1,40 £ 0,73 mm, a 40 mg/mL de 1,32 £ 0,54 mm, a 30 mg/mL de 1,23
+ 0,31 mm, a 20 mg/mL de 1,14 £ 0,35 mm, a 10 mg/mL de 1,12 £ 0,16 mm. A medida
que la concentracion del extracto etandlico de chincho disminuye la medicién de los halos
de inhibicion también disminuy06. Existe actividad antibacteriana in vitro del extracto
etandlico de Tagetes elliptica smith (chincho) frente a cepa Staphyloccocus aureus ATCC
25923.

Palabras claves: Caracterizacion fitoquimica, solubilidad, citotoxicidad, actividad

antibacteriana.



Abstract

This work aims to To chemically characterize the ethanolic extract of the leaves of Tagetes
elliptica Smith “Chincho” and determine the antibacterial activity in vitro against
Staphyloccocus aureus ATCC 25923. Material and methods: The antimicrobial activity was
evaluated by the Agar Diffusion method. The study design was experimental, in vitro cross-
sectional. Statistical analysis was done in the SPSS program. Phytochemical
characterization was performed. It was divided into four fractions A, B, C, D and E where
they underwent tests: Found higher concentration of phenols (+++), flavonoids (+++),
steroids (+++), cardenolides (+++). The results in Uv Spectrophotometry. They threw 3
peaks of greater absorbance A, B, C. Peak A is in the range of 190 to 215 nm, where the
highest absorbance 0,7 corresponds to a wavelength (A) of 204 nm; peak B is in the range
of 380 to 420 nm, where the greatest absorbance 0,306 corresponds to a A of 414 nm,
finally peak C is in the range of 600 to 670 nm, where the greatest absorbance 0,152
corresponds to a A of 665 nm. There was greater solubility with organic solvents methanol
(+++) and dichloromethane (+++). Cytotoxicity analyzes were performed where it is
observed that 01 mg is the largest on average 9 mm and the smallest on average has 30 mg.
The antibacterial activity of the ethanolic extract of the leaves of Tagetes elliptica smith
(Chincho) in different concentrations against the S. aureus strain. ATCC 25923 and a
positive control with (Ceftriaxone of 1 gr. Presented an average of 6,14 + 1,63mm.) The
ethanolic extract of chincho at 100 mg / mL had an average halo of inhibition of 3,76 £
0,32 mm, at 90 mg / mL halo of inhibition of 3,25 + 0,16 mm, at 80 mg / mL average halo
of inhibition 3,18 £+ 0,44 mm, at 70 mg / mL of 2,56 £ 0,99 mm, at 60 mg / mL of 1,99 +
1,33 mm, at 50 mg / mL of 1,40 £ 0,73 mm, at 40 mg / mL of 1,32 £ 0,54 mm, at 30 mg /
mL of 1,23 £ 0,31 mm, at 20 mg/ mL of 1,14 + 0,35 mm, at 10 mg/ mL of 1,12 + 0,16 mm
As the concentration of the ethanolic extract of chincho decreases the measurement of the
inhibition halos also decreased. There is in vitro antibacterial activity of the ethanol extract

of Tagetes elliptica smith (chincho) against Staphyloccocus aureus strain ATCC 25923.”

Keywords: Phytochemical characterization, solubility, cytotoxicity, antibacterial activity
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Introduccion

A lo largo y ancho de nuestro territorio peruano, hemos sido bendecidos por una gran
variedad y diversidad de plantas con propiedades curativas, que nos regala la naturaleza,
hasta en los lugares mas reconditos de nuestro pais y porque no decirlo, en nuestra propia
capital de Lima. Tal es el caso de Tagetes elliptica smith “chincho” quien es conocido por
su taxonomia, familia, variedad y orden; a nivel Nacional e Internacional, no solo en el arte
culinario como condimento, sino también como alternativa para calmar dolencias para
aquellas personas que viven en lugares agrestes y que tienen poca accesibilidad a una posta
0 un hospital. Actualmente, a pesar que se ha realizado estudios en cuanto a la sintesis
quimica de las plantas medicinales aun continGa la busqueda y el encuentro de nuevas
sustancias capaces de inhibir, bloquear, retardar, a ciertas bacterias, parasitos, virus,
teniendo como un gran tesoro a las plantas que permiten ser estudiadas desde un enfoque

cientifico.

Las especies del género Tagetes son plantas herbaceas que pertenecen a la familia
Asteraceae, nativas de América, de las cuales nueve pertenecen al Per( que tienen ciertas

propiedades, curativas Carhuapoma (2011).

Para nadie es ajeno el conocimiento de la aparicion de cepas resistentes a los antibiéticos y
la lucha constante por los profesionales en salud en los ultimos tiempos, y la necesidad de
buscar nuevas alternativas para tratar de detener, inhibir y/o controlar su crecimiento,
debido a los principios activos que posee, la planta en mencion. Se pretende con esta
investigacion, determinar probables alternativas mediante analisis de tamizaje fitoquimico,
alelopatia en semillas de Lactuca sativa (semillas de lechuga), solubilidad,
espectrofotometria UV, y actividad antibacteriana con la finalidad de encontrar y aportar
resultados favorables, para hacer frente a infecciones bacterianas de aquellos agentes,
quienes lo producen, tal es el caso del Staphylococcus aureus ATCC 25923 ,bacteria Gram
positiva quien es un problema que reviste importancia particular en los paises en desarrollo,
donde quizés no se dispone de antibioticos de segunda y tercera linea mas costosos o, si los

hay, sus precios son inalcanzables.



Capitulo |
Planteamiento del Problema

1.1 Descripcion de la Realidad Problematica

Morosini (2018), sostiene que una gama de antibioticos son empleados para combatir
infecciones mayores ocasionadas por bacterias. Collignon (2019), expone, en afos
recientes, a causa del uso excesivo de antibioticos, los microorganismos han implementado
estrategias de resistencia frente a los antibacterianos, dificultando la recuperacion de la

salud de aquellas personas que padecen de dichas enfermedades.

Del Muro, et al (2018), afirmaron: esta resistencia es una amenaza para el manejo de las
enfermedades infecciosas especialmente en aquellas donde el agente etiolégico es
multirresistentes. Como es el caso de Staphylococcus aureus principal causante de
infecciones bacterianas que involucran el torrente circulatorio, el tracto respiratorio, los
tejidos corporales no 06seos y la piel manifestando una alta carga de morbilidad y
mortalidad. Lujan (2013).

Alternativa ecoldgica (2011), refiere, desde otro punto de vista, la medicina convencional
con sus efectos secundarios, los productos tradicionales y nativos, como alternativa en la
curacion, han aumentado en las Ultimas décadas en el procedimiento de terapias en diversas

patologias.

Para Soria, et al (2011), segin la OMS, la fitoterapia constituye un tratamiento natural,
inocuo, efectivo, con un valor asequible y racional para las poblaciones. La medicina
tradicional, “complementaria”, “alternativa” o “no convencional”; como conocimientos,
practicas y creencias sanitarias variadas; incorporan remedios basados en plantas, animales
y/o minerales, terapias espirituales, ejercicios y técnicas manuales que son aplicados de
forma individual o en combinacion para mantener el bienestar, asi como tratar, diagnosticar
y prevenir las enfermedades. Por lo tanto, para establecer el uso seguro y eficaz es
necesaria la correcta identificacion taxonémica de las especies y el origen de las mismas.
Eyzaguirre (2016).



Por otro lado, Diaz, et al (2015), declararon, las plantas han sido una fuente invaluable de
compuestos citotoxicos importantes en diversas terapias. La poblacién ha requerido de
estos vegetales como parte de la medicina alternativa en la curacion de variadas dolencias,

incluido el céncer.

Silva (2016), manifiesta que la poblacidn que utiliza este tipo de medicina es de 70% en
Canada, 48% en Australia, 42% en EEUU, 40% en China y 38% en Bélgica; ademas de
Africa y Asia. El 43% de Peru corresponde a la Amazonia con un 45%, los Andes 39% v la
Costa 16%.

Diaz (2014), asegura que Tagetes elliptica smith (Chincho), es una planta silvestre que
crece en los valles del Peri Andino (Canta, Chancay, Huancayo, etc.) y en la selva alta.
Tagetes elliptica Sm, conocida como “chincho”, “chinchu” o “chikchimpa” se consume
como condimento en la preparacion de potajes (ajies, guisos, asados y pachamancas); y en
la medicina tradicional es utilizada como antiinflamatorio, antibacteriano y antifingico; sus
hojas son utilizadas en infusiones, para la dismenorrea. Su habitat natural esta entre los
1000 a 4500 m.s.n.m.

La medicina tradicional, alternativa y complementaria, esta avanzando paso a paso en su
reglamentacion. Per(, nuestro pais milenario y megadiverso, segun algunos especialistas,
tiene registrado aproximadamente 25,000 especies de plantas, que corresponden al 10% de
todas las plantas del mundo. Por esa razén, nuestro Proyecto de Investigacion, pretende
que los usuarios dispongan de informacion e instrumentos que les permitan acceder a

tratamientos adecuados, seguros y eficaces.

1.2 Formulacion del Problema

1.2.1 Problema General
° ¢La caracterizacién quimica del extracto etandlico de hojas Tagetes elliptica Smith

“Chincho” tendra relacion con la determinacion antibacteriana frente a Staphyloccocus

aureus ATCC 259237



1.2.2 Problemas Especificos.

° ¢El extracto etandlico de Tagetes elliptica Smith (Chincho) presentard alelopatia
(citotoxicidad) en una concentracion de 30mg/ml. de frente a semillas de Lactuca sativa?

° ¢El extracto etanodlico de Tagetes elliptica Smith (Chincho) presentard actividad
antibacteriana en una concentracion de 100% frente a Staphylococcus aureus ATCC
259237

1.3 Objetivos de la Investigacion

1.3.1 Objetivo General
° Verificar si la caracterizacion quimica del extracto etandlico de hojas Tagetes

elliptica Smith “Chincho tiene relacion con la determinacion antibacteriana frente a

Staphyloccocus aureus ATCC 25923.”

1.3.2 Objetivos Especificos

° Determinar si el extracto etandlico de Tagetes elliptica Smith (Chincho) presenta
alelopatia (citotoxicidad) en una concentracion de 30mg/ml. de frente a semillas de Lactuca
sativa.

° Determinar si el extracto etandlico de Tagetes elliptica Smith (Chincho) presenta
actividad antibacteriana en una concentracion de 100% frente a Staphylococcus aureus
ATCC 25923.

1.4  Justificacion

Las enfermedades infecciosas son procesos que afectan a los organismos en general
refieren Camarena, et al (2016). Estan relacionados con microorganismos patégenos, entre
ellos Staphylococcus aureus, principal especie patégena de su género, causante de
infecciones diversas, tanto de origen comunitario como hospitalario, y con elevada

frecuencia en la poblacion.

1.4.1 Justificacion tedrica
Por otra parte, Lannacone, et al (2015), argumentan: Tagetes elliptica Sm “Chincho”, planta

nativa del Pert y de Ameérica, viene siendo aprovechada por conocedores culinarios de las



bondades que ofrece este vegetal en los alimentos. Si bien es cierto, esta hierba posee
propiedades terapeuticas diversas como bactericida, antiinflamatoria y antifungica. Es por
eso que, se pretende demostrar el efecto farmacologico que ejerce la planta medicinal en la

bacteria mencionada.

Es necesario e indispensable encontrar terapias alternativas para el tratamiento de las
enfermedades infecciosas, debido a la gravedad de los procesos como la alta resistencia de
los microorganismos frente a los agentes quimioterapicos, como ocurre en el caso de
Staphylococcus aureus que es multirresistente a diversas drogas y cuya toxicidad es elevada

principalmente a nivel renal.

1.4.2 Justificacion préctica

Expresar los primordiales componentes quimicos con su estructura bioquimica que se
encuentra en el extracto etandlico de las hojas de Tagetes elliptica smith (Chincho) a través
del analisis fitoquimico, contenido de flavonoides y fenoles totales, asi como valorar in
vitro la citotoxicidad que presenta en la bacteria Staphyloccocus aureus ATCC 25923 para

contribuir al mejor uso de esta droga vegetal.

1.4.3 Justificacion metodoldgica.
Confirmar que el método por emplear en el presente trabajo se ajusta a los indicadores de la

investigacion aplicada para el perfeccionamiento del uso con perspectivas cientificas.

1.4.4 Justificacion economica

Actualmente, existen particularidades que promueven el desarrollo de investigaciones que
se enfocan en el hecho de que la poblacion mundial no goza de acceso al sistema
farmacoldgico, esto nos conduce al deber de ampliar el conocimiento referente a los
productos naturales con el proposito de entender mejor las propiedades de este vegetal,

incrementando su empleo, restableciendo la utilizacion de estos recursos naturales.

Hoy, se trabaja para integrar la medicina convencional que utiliza técnicas y tratamientos
estandarizados con medicamentos cientificamente probados, con el sistema de la medicina
tradicional que utiliza tratamientos personalizados, no convencionales, de bajo costo, que

ayudan al organismo enfermo a curarse para conservar la salud.



Capitulo 11

Fundamentos Teoricos

2.1 Antecedentes

2.1.1 Nacionales

Hidalgo, et al (2019), en la ciudad de Lima Investigaron el efecto in vitro de Tagetes
minuta (huacatay) frente a Pseudomona aeruginosa, para lo cual realizaron el screening
fitoquimico, de la planta encontrando alcaloides y flavonoides. La Actividad
antimicrobiana a 20mg/ml, frente a cepas de Pseudomona aeruginosa tuvo una sensibilidad
baja; a 50mg/ml sensibilidad media; y a 80mg/ml sensibilidad alta. Al realizar la
comparacion con gentamicina a 40mg/ml se observé una minima actividad frente
Pseudomona aeruginosa, concluyendo que el extracto etandlico de las hojas de Tagetes
minuta L (huacatay) presenta efecto antibacteriano in vitro frente a cepas de Pseudomona

aeruginosa con mayor efectividad.

Sanchez (2018), en la ciudad de Lima evaluaron el efecto del aceite esencial de las hojas
del Tagetes minuta (huacatay) sobre la actividad antimicrobiana frente a cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 6538. Cuyo resultado revelé que las concentraciones al
100%, 75%, 50% y 25%, si presentaron actividad antimicrobiana frente a Escherichia
coli ATCC y Staphylococcus aureus ATCC 6538.

Villafuerte (2017), en la ciudad de Lima evalud la accién antimicrobiana de los extractos
etandlico y acuoso de Tagetes multiflora kunth “chincho” usando el método de
difusion de pozo en agar frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia
coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027. Bacillus subtilis ATCC 6633,
Candida albicans ATCC 14053 y Aspergillus niger 16404. La accion antioxidante fue con
DPPH vy la citotoxicidad en Artemia salina (CYTED). Los resultados muestran Actividad
antimicrobiana contra Escherichia coli. P.a. B.s. C.a. Actividad antioxidante y moderada

Actividad citotdxica frente a A.n.

Sanchez, et al (2017), en la ciudad de Lima estudiaron la actividad antioxidante y marcha

fitoquimico de los capitulos de Tagetes filifolia Lag. "pacha anis", empleando el método de



cribado fitoquimico de Olga Lock para la marcha fotoquimica y el método DPPH para
la determinacion de la actividad antioxidante. Los resultados mostraron fenoles en
cantidades abundantes tanto en el extracto acuoso como en el extracto alcohoélico, donde
ademas se encontraron cantidades moderadas de quinonas. El extracto en alcohol etilico
presentd mayor inhibicion de radicales libres (91.26%).

Pimentel, et al (2015), en la ciudad de Lima realizaron el estudio para determinar la accion
bactericida in vitro del extracto etandlico de Origanum vulgare (orégano), Tagetes elliptica
(chincho) y del Tagetes minuta (huacatay) comparado con Clorhexidina al 0,12% vy
Colgate Plax frente a cepas de Lactobacillus acidophilus ATCC 43121 vy
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. Demostrando gue existe actividad antibacteriana
del extracto etandlico de Origanum vulgare (orégano), Tagetes elliptica (chincho)
comparado con Clorhexidina al 0,12% y Colgate Plax frente a cepas de Lactobacillus
acidophilus ATCC 43121 y Porphyromonas gingivalis ATCC 33277; asimismo el

Tagetes minuta (huacatay) tiene efectividad con esta Gltima cepa bacteriana.

2.1.2 Internacionales

Sousa, et al (2019), en la ciudad de Sao Paulo realizaron un estudio sobre la Diversidad de
parasitoides en pimiento dulce organico (Capsicum annuum) asociado con albahaca
(Ocimum basilicum) y maravilla (Tagetes erecta). Este estudio evalud los parasitoides
atraidos por la asociacion de albahaca y caléndula al cultivo organico de pimiento dulce. El
experimento comprendio tres tratamientos: a) monocultivo de pimiento dulce; b) cultivos
intercalados de pimiento dulce y albahaca; c) Cultivo de pimiento dulce y caléndula. El
nimero de parasitoides aumentd en las asociaciones de pimiento dulce con albahaca y
caléndula, brindando ventajas en el uso de la diversificacion de vegetales para el manejo de

cultivos organicos de pimiento.

Gutiérrez, et al (2018), en la Habana realizaron un estudio sobre la evaluacion
farmacognosia, fotoquimica y bioldgica de un extracto hidroalcohdlico de Tagetes lucida
Cavanilles. Se evaluo un extracto hidroalcoholico al 30 % de T. lucida, determinandose los
parametros fisico-quimicos de calidad del extracto, el tamizaje fitoquimico, cromatografia
en capa delgada, cuantificandose fenoles totales segin Folin-Ciocalteu y flavonoides totales
mediante el método colorimétrico del tricloruro de aluminio. La toxicidad aguda fue



evaluada por via oral y el efecto analgésico del extracto de acuerdo con el modelo que
utiliza el &cido acético como inductor del dolor. El estudio farmacogndstico determino
parametros del extracto hidroalcohdlico, se hallaron presencia de flavonoides y fenoles el
extracto tuvo la capacidad de disminuir el dolor que produce el &cido acético en los
animales de experimentacion, produciendo una analgesia similar al del acido acetil

salicilico que fue usado como control positivo.

Rodriguez, et al (2016), en la ciudad de Chapingo realizaron el estudio de Arnica mexicana
(Heterotheca inuloides Cass. Asteraceae Astereae): México, los estudios farmacoldgicos
han demostrado la actividad de ciertos compuestos asociados con el uso tradicional de la
planta, como las actividades antiinflamatorias y citotoxicas de la especie. La literatura
disponible mostr6 que los sesquiterpenos de cadineno son los principales componentes
bioactivos de Heterotheca inuloides con posibles actividades farmacoldgicas.

Roman, et al (2015), en la ciudad de Villavicencio realizaron un estudio sobre
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) para Evaluar la actividad
antibacteriana de extractos metanolicos y diclorometénicos de plantas, se aplicaron 16
tratamientos (extractos) a una cepa de SARM. El método de microdilucion en caldo fue
usado para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los extractos,
realizando un tamizaje a una concentracion de 10 mg/mL. Se verificd por lectura visual
después de aplicar 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). 16 extractos
probados, seis inhibieron al SARM en concentracion de 10 mg/mL. Tales extractos
tuvieron efecto a una CMI de 1,25 mg/mL. Los seis extractos de las plantas que tuvieron

accion inhibitoria frente a SARM.

Molina, et (2018), en la ciudad de México realizaron el presente estudio basado en el
interés por los productos naturales en la blasqueda de agentes fitotdxicos con nuevos
mecanismos de accion, tales como las del género Tagetes sp. se reportd el aislamiento de
dos metabolitos secundarios de un extracto etanolico de Tagetes lucida, conocida como
pericon. Uno de estos compuestos presentd un buen efecto citotoxico sobre las semillas de
amaranto. Se reporta la evaluacion del efecto fitotoxico de dos extractos del mismo nimero
de especies de Tagetes (lucida y micrantha), asi como el aislamiento de dos metabolitos

secundarios de la primera, uno de ellos con importante efecto sobre las semillas de



amaranto. Para el estudio se empled una estrategia biodirigida y el criterio

guimiotaxonomico para la seleccion de las especies vegetales.

2.2 Bases Tedricas

2.2.1 Tagetes elliptica Smith

Diaz (2014), clasifica el género Tagetes, dentro de la familia de las Asteraceae. El fildsofo
Apuleus (siglo 1), asignd el nombre de Tagetes en honor al bello dios etrusco Tages, por la
belleza de las flores. Este género comprende cerca de 60 especies entre ellas la especie que

serd nuestro objetivo de estudio.

Tagetes elliptica Smith es una planta nativa, silvestre y cultivada de la sierra peruana, la
encontramos entre 1 000 — 4 500 m.s.n.m. Comunmente se la conoce como: chincho,
chinchucsa, chinche, huacatay. Es una hierba erecta, acespitosa, glabra, perenne crece hasta
1,80 m. de alto. Toda la planta presenta o tiene un olor fuerte y caracteristico. Se utiliza en
medicina como antiinflamatorio, antibacteriano, antifungico; también como condimento en
variados platos culinarios (adobos y pachamanca). Contiene Flavonoides, aceites éteres,
diterpenos, polienos, tiofenos los cuales le confiere propiedades medicinales de carminativo

(dismenorrea, célicos estomacales). Lopez (2010).

Figura SEQ Figura \* ARABIC 1: Tagetes elliptica Smith (Chincho). Se observa

Taxonomia:
La porcién de hojas de “chincho” seran, provenientes de las Haciendas de Chocas y

Punchauca, ubicadas a 25 Km. carretera Lima — Canta.
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Tabla 1.
Divisién taxondmica del Chincho

Tagetes elliptica Smith “Chincho”

DIVISION Magnoliophyta
CLASE Magnoliopsida
SUBCLASE Asteridae

ORDEN Asterales

FAMILIA Asteraceae
GENERO Tagetes

ESPECIE Tagetes elliptica Sm.

Expone la divisién taxondmica del Tagetes elliptica Smith “Chincho” Fuente: Descrita por James
Edward Smith y publicado en Rees, Cycl. xxxv. N.7

Caracteristicas

Barba (2014), sustenta que es una planta herbacea de crecimiento rapido y vertical; tiene
un tallo principal que al ser podado desarrolla varios tallos laterales; posee hojas de forma
redondeada, lanceolada, aserrada en los bordes y de olor intenso, superando al huacatay;
desarrolla flores pequefias de color amarillo intenso, las cuales al secarse van a formar
semillas finas de forma alargada; la planta puede alcanzar una altura inicial de 50 — 70 cm.

antes del primer corte y hasta 2 m. de altura en los siguientes cortes. Galeano (2016).

Figura SEQ Figura \* ARABIC 3: Carretera a
Punchauca. Ilustra el camino a Punchauca. Fuente

Al ser una planta originaria de los Andes el Tagetes elliptica se da con facilidad a 2700
metros sobre el nivel del mar. Francia (2017). Es necesario escoger un suelo bien drenado.
Se reproduce excelentemente con semilla, aunque es recomendable que cuando la planta es

joven y mide menos de 50 centimetros no se encuentre expuesta al sol de forma directa.
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Alarcon (2001). Una vez que supere el medio metro, la radiacion solar no es ningun
problema.

Si se va a plantar inicialmente en macetas se recomienda replantar a las cinco u ocho
semanas. La tierra o0 suelo donde se siembra puede contener sustrato universal o de
cualquier tipo incluso para plantas de interiores. Compagnoni, et al (2018). El pH puede
estar entre 6 y 6,5. La temperatura que estas plantas suelen resistir se encuentra entre 8 a
10°C en horario nocturno y entre 22 y 26°C para el dia.

-
-

thss §

Comas

Figura SEQ Figura \* ARABIC 4: Hacienda Punchauca. Ilustra la ubicacién en el mapa de la Hacienda
Punchauca, Lima.

Tamizaje Fitoquimico
Palacios (2013), refiere el mencionado sobre la investigacion fitoquimico, como fase
inicial, permite expresar cualitativamente grupos quimicos principales que se encuentra en

un vegetal y proceder a la separacion de compuestos que tienen un gran beneficio; para ello
se sustrae y/o fracciona los extractos.
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El screening fitoquimico determina la valoracién inmediata con reacciones sensibles, de
bajo costo y replicables en los grupos primordiales de sustancias quimicas presente en la
planta. La marcha fitoquimica nos proporciona valores que son analizados, todo en grupos,
con los resultados del screening farmacoldgico. Cuando en la marcha fitoquimica se
observa que existen glucdsidos cianogénicos, esto conlleva al descarte de la planta por
contener una toxicidad elevada. La comprobacion de la accion farmacoldgica o
antimicrobiana demuestra estudios constantes del mismo. El tamizaje fitoquimico
proporciona datos preliminares sobre los compuestos quimicos de la planta que, unido a los
resultados de las pruebas farmacoldgicas, dirigen la prolongacion de los estudios. Existen

variados métodos de screening fitoquimico que se encuentran descritos en la literatura.

2.2.2 Extracto Etandlico.
Se precisa que el extracto etandlico es una solucion que tiene olor particular, procedente de
materia vegetal deshidratada; para ello utilizamos la percolacion o maceracion con el

etanol, siendo desechado el solvente por un procedimiento fisico. Gonzalez (2014).

Maceracion:

Es un proceso de extraccion soélido-liquido. La materia prima (producto solido) tiene
variedad de compuestos solubles en el liquido extractante (son las sustancias que se
extraen). Delgado (2018). En la industria quimica se expresa este procedimiento como
extracciones, sin embargo, al tratar los alimentos, hierbas, flores y otros productos para el

consumo humano utilizamos el término maceracion. Bastidas (2011).

El agente extractante (la fase liquida), en este caso es el agua, también empleamos otros
liquidos tales como jugos, alcoholes (principalmente etanol) o aceites vegetales, vinagre
que estan aderezados (en diversos ingredientes) modificando asi las propiedades de

extraccion del medio liquido. Guevara (2018).

La calidad que presenta los compuestos extraidos equivale a la materia prima empleada,
tanto, asi como del liquido de maceracion. Cuando utilicemos el producto extraido se suele

emplear una etapa de secado bien al sol, con calor o incluso una liofilizacion.
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Tipos de Maceracion:

° Maceracion en frio:

Iza, et al (2014) Ecuador, en su estudio, aseguran: se basa en sumergir la materia prima en
un liquido (para que macere) dejandolo por un determinado tiempo, para transmitir al

liquido caracteristicas del producto macerado.

En gastronomia se destaca la infusion de varias especias en aceite de oliva virgen extra.
Asimismo, se puede afiadir en una vasija con la menor cantidad de agua posible (destilada o

sin cloro), lo suficiente como para cubrir totalmente lo que se vamos a macerar.

Esto se hace por un lapso mas o menos largo, todo depende de lo que se vaya a macerar.
Cuervo (2011). Otra opcidn es introducir la materia prima a macerar en alcohol (etanol),

como se hace en la elaboracion de perfumes.

La ventaja de este tipo de maceracion en frio radica en que, al ser s6lo con agua o etanol,
conseguimos extraer todas las propiedades de la maceracion, es decir, no se altera en lo mas

minimo su esencia. Romero (2013).

° Maceracion con calor
Este proceso tiene la misma forma de preparacion que en la maceracion en frio, siendo
variable el medio con el cual logramos la maceracion. Esto se observa en el caso de las

plantas y hierbas medicinales. Barba (2014).

La desventaja de este tipo de maceracion con calor radica en que no se extrae totalmente
pura la esencia del producto macerado, porque siempre quema o destruye alguna minima
parte de esta. Muchas veces, se hacen extracciones con corriente de vapor, para realizarlo

en menor tiempo y que no se pierda los compuestos. Ayala, et al (2016).

° Maceracion en caliente
Conocida como el proceso de infusién, se realiza colocando el producto en contacto con un
liquido a una temperatura elevada (mayor que la ambiental) y un minimo punto de

ebullicion o hervor. Ferraro, et al (2016).
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Percolacion:

Conocido como lixiviacion, este proceso en muy popular porque se puede realizar con
disolventes organicos en frio preservando asi los compuestos termolabiles contenidos en la
materia prima. Badui (2016). Consiste en colocar la planta o hierba fragmentada en un
embudo o recipiente conico, luego se hace pasar un disolvente adecuado a través del
mismo. Cruz, et al (2015). No es recomendable para resinas o materiales que se hinchen
porque el disolvente no percolard. En este proceso se adiciona regularmente el solvente.
Cruz, et al (2018).

2.2.3 Actividad Antibacteriana.

Moreno, et al (2009), plantean, es la capacidad de matar, destruir, inactivar
microorganismos, impedir su proliferaciébn e impedir su actividad patdégena. Los
antibacterianos se usan para tratar infecciones bacterianas. Jackson et al (1998). Los
antibioticos se clasifican generalmente en betalactamicos, macrdélidos, fluroquinolonas,

tetraciclina o aminoglucdsidos.

Pacheco, et al (2018). Su clasificacion dentro de estas categorias depende de sus espectros
antimicrobianos, farmacodinamica y composicion quimica. La toxicidad del farmaco para

humanos y otros animales por antibacterianos generalmente se considera baja.

Duque, et al (2011). EI uso prolongado de ciertos antibacterianos puede disminuir el
numero de flora intestinal, lo que puede tener un impacto negativo en la salud. Belloso
(2009). El consumo de probidticos y una alimentacion razonable pueden ayudar a
reemplazar la flora intestinal destruida.

De Caceres (2016), menciona, durante el siglo XX, gracias al descubrimiento, desarrollo y
uso de antibacterianos se redujo la mortalidad por infecciones bacterianas. La aplicacion
neumatica en diversos medicamentos con nitroglicerina, provoco el inicio de la era de los
antibioticos (periodo dorado de descubrimientos creando farmacos altamente efectivos)
entre 1945y 1970.

Pabon, et al (2012). Tiempo después, en 1980 a consecuencia de grandes inversiones que

se utilizaron para desarrollar y probar nuevos medicamentos, disminuyo el aporte de esta
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industria clinica. Asimismo, hubo un preocupante aumento en la resistencia antimicrobiana
de bacterias, hongos, parasitos y algunos virus a multiples agentes existentes. Paredes
(2012).

De acuerdo con Martinez (2018), los antibacterianos son medicamentos mayormente
utilizados por meédicos en el tratamiento de diversas infecciones respiratorias virales. A
consecuencia del uso indiscriminado y perjudicial de los antibacterianos, ha estallado en
forma acelerada la resistencia de microorganismos a los antibidticos, resultando gran
amenaza para la salud publica mundial (https://biologialiga.files.wordpress.com » 2008/08 »
bacteria2010).

Como expresa Tenazoa, et al (2017), esta resistencia exige la blsqueda de nuevos y
eficaces agentes antibacterianos que actlen sobre dichas bacterias patdgenas. Una posible
estrategia puede ser la aplicacion de metagendmica para identificar compuestos bioactivos
producidos por microorganismos actualmente desconocidos y no cultivados; también seria
positivo el desarrollo de bibliotecas (de moléculas pequefias personalizadas) para objetivos

bacterianos.

A juicio de Jerez (2014), las bacterias presentan tamafios microscépicos entre 0,5 y 5
micrometros (um) de largo y en diversas formas como esferas, barras, hélices y esferas.
Estos seres microscépicos son procariotas (no poseen nucleo ni organulos internos). En su
mayoria cuentan con una pared celular compuesta de peptidoglucanos, tienen flagelos u
otros sistemas de desplazamiento, siendo moviles. Las bacterias son muy necesarias para el
reciclaje de los elementos, ya que varios pasos importantes (ciclos biogeoquimicos)

dependen de ellas. Por ejemplo: la fijacion del nitrdgeno atmosférico.

Clasificacion de las Bacterias.

a. Segun su morfologia:

Coco (del griego kdkkos, grano): de forma esférica.
- Diplococo: conjunto de dos cocos.

- Tetracoco: conjunto de cuatro cocos.

- Estreptococo: cadenas formadas por cocos.

Estafilococo: conjunto irregular de cocos o en forma de racimo.



16

Bacilo (del latin baculus, varilla): tiene la forma de bastoncillo.

Formas helicoidales:
Vibrio: son un poco curvados, tiene la forma de coma, judia 0 cacahuete.
Espirilo: tiene forma helicoidal rigida o de tirabuzon.

Espiroqueta: presenta la forma de tirabuzon (helicoidal flexible).

Diaz (2019), revela que también existen especies con formas tetraédricas o cubicas. La
composicion de la pared celular y el citoesqueleto determinan la gran variedad de formas
que poseen las bacterias, influyendo de esta manera en la capacidad que presenta estos
microorganismos para obtener sus nutrientes, tener movimiento frente a ciertos estimulos.

Estas son las diferentes especies que poseen diversos patrones de asociacion:

Neisseria gonorrhoeae, tiene la forma diploide (por pares).

Streptococcus, tiene la forma de cadenas.

Staphylococcus, tiene la forma de racimos.

Actinobacteria, tiene la forma de filamentos. Estos filamentos se rodean de una vaina que
abarca una multitud de células individuales, llegando a ramificarse, tales como el género

Nocardia, cuyo aspecto del micelio es en forma de hongo. Camaro, et al (2015).

Desde la posicion de Tovar (2018), la actividad o potencia de una sustancia antibacteriana
se define como la “habilidad especifica o capacidad de un producto de lograr su efecto
planeado”, por ejemplo, eliminar o inhibir (halo inhibitorio) las bacterias. Esta propiedad se
determina mediante el método analitico (método de andlisis microbiolégico). Rodriguez
(2015).

La potencia debe ser una propiedad o atributo definible y medible para un producto
bioldgico o semisintético. Pedraza, et al (2009) y debe estar presente en los estudios de
estabilidad, con el animo de verificar la conformidad del producto en lo que respecta su
calidad. Martinez (2005). Hurtado, et al (2002).
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Figura SEQ Figura \* ARABIC 5: Clasificacion de los Microorganismos. En sus diferentes formas
cocos, bacilos, espirilos.
Fuente: Revista de Actualizacion Clinica Investiga, 44, 2309. Vargas Flores, T., & Villazante

De acuerdo con Prescott, et al (1999), la forma de accion los antibacterianos pueden

ser esterilizantes, desinfectantes, antisépticos o quimioterapicos.

2.2.4 Staphylococcus aureus

Desde el punto de vista de Castafion-Sanchez (2012), Staphylococcus aureus es una
bacteria nociva y contagiosa para el humano, muy importante porque coloniza e infecta a
pacientes hospitalizados que tienen sus defensas disminuidas y a personas inmuno
competentes de una poblacidn. Ocasiona patologias diversas, como un absceso en la piel
hasta septicemias mortales y choque toxico estafilocécico (SSTS). También es responsable
de la intoxicacion por alimentos (esto ocurre en epidemias, debido a la ingestion de la
enterotoxina B producida por una cepa toxica de Staphylococcus aureus que se halla en el

alimento.
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Staphylococcus presenta cocos gram positivos de 0,5 a 1,5 um de didmetro, se agrupan en
racimos irregulares, siendo anaerobio facultativo y regularmente catalasa y coagulasa

positivos.

El peptidoglucano y &cido teicoico son los componentes mas importantes de la pared
celular y muestran gran resistencia pudiendo sobrevivir a diversas condiciones ambientales
adversas; generando una gran variedad de toxinas y enzimas, fermenta el manitol y la

prueba positiva para la desoxirribonucleasa. Almeida, et al (1996).

Seral, et al (2005), argumentan: Staphylococcus aureus también sobrevive dentro de
diversos tipos de células del hospedero, incluyendo fagocitos y células no fagociticas. Esta
facultad de permanecer en el interior de las células juega un papel importante en la
patogénesis de las infecciones producidas por este microorganismo y dicta la necesidad del

empleo de antibidticos con actividad intracelular eficiente. Velasquez (2017).

2.3 Marco Conceptual

2.3.1 Actividad Citotoxica:

La citotoxicidad es un indicador bioldgico que establece una alteracion de las funciones
celulares basicas que implica un dafio fenotipico. El analisis de citotoxicidad es de facil
medicion porque emplea parametros de clasificacion de uso comun, como la relacién dosis
dependiente de Paracelso, que permite diferenciar si el compuesto quimico (al que se
exponen las células) se puede calificar como tdéxico o como medicamento. Garcia, et al
(2011).

2.3.2 Alelopatia:

Segun Ruiz (2017), es un fendmeno bioldgico por el cual un organismo produce uno 0 mas
compuestos bioguimicos que influyen en el crecimiento, supervivencia o reproduccion de
otros organismos. Estos compuestos son conocidos como alelos quimicos y pueden
conllevar a efectos benéficos (alelopatia positiva) o efectos perjudiciales (alelopatia
negativa) a los organismos receptores. Fernandez (2017). Fue utilizado por primera vez por

Molisch (1937) para referirse a los efectos perjudiciales o benéficos que son de forma
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directa o indirectamente en el resultado de la accion de compuestos quimicos que, liberados

por una planta, ejercen su accion en otra. Huaman, et al (2016).

2.3.3 Antibacteriano:
Es una sustancia que tiene propiedades de inhibir el crecimiento o proliferacion sin causar
dafio del objeto, medio o individuo que las porta. Las plantas que presentan estas

propiedades son empleados en medicina natural. Silva (2016).

2.3.4 Antiinflamatorio:
Este término se aplica al medicamento o procedimiento médico usados para prevenir o

disminuir la inflamacion de los tejidos. Diaz (2019).

2.3.5 Antocianinas:

Son un tipo de metabolito secundario de las plantas que actGan como pigmento,
produciendo un cambio de color en las hojas que puede ser violeta, rojo y naranja. Cuanto
mas oscura es la planta mas cantidad de compuestos polifenolicos (flavonoides) posee.
Guerra (2017).

2.3.6 Bacterias Patogenas:

Ortega de los Rios (2018), sostiene que son agentes causantes de diversas patologias;
ocasionando enfermedades como la fiebre tifoidea, el tétano, la sifilis, la difteria, el colera,
la lepra, intoxicaciones alimentarias y la tuberculosis. Estos microorganismos son
fundamentales en la agricultura y en la ganaderia, donde encontramos la multitud de
enfermedades como la plaga del fuego, la salmonella, la mancha de la hoja, la mastitis y el

carbunco.

2.3.7 Esteroides:

(Ciclopentanoperhidrofenantreno o esterano), son compuestos organicos que constituyen
las vitaminas y hormonas y presentan como estructura basica anillo o ciclos condensados a
los cuales se adicionan diferentes agrupaciones funcionales, como hidroxilos (hidrofilos) y

carbonilos o cadenas hidrocarbonadas (hidréfobas). Amaya (2016).
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2.3.8 Extracto Vegetal:

Cruz, et al (2010), afirman, es una variedad compleja de compuestos quimicos, que se
obtienen por procesos quimicos, fisicos y/o microbioldgicos, desde un medio natural a
través de diferentes solventes. En este caso particular nos referimos a extractos obtenibles a

partir de una planta con actividad farmacoldgica.

2.3.9 Fenoles Totales:

Pefia, et al (2017), manifiestan que son sustancias organicas con estructuras moleculares
que contienen un grupo fenol y un anillo aromatico que, segin su composicion quimica,
abarca desde moléculas simples (acidos fenolicos) hasta complejos polimeros (taninos y
lignina), incluyendo a los flavonoides presentes en los pigmentos vegetales. Se sintetizan a
través de diferentes vias como la del acido shiquimico (responsable de la biosintesis de la
mayoria de fenoles en las plantas) y la del &cido maldnico, fuente importante de fenoles en

hongos y bacterias.

2.3.10 Flavonoides:

Son pigmentos derivados de la fenil-benzo y fenil cromona o pirona. Se clasifican en
flavonas, chalconas, flavanoles, flavonoles, taninos condensados y antocianidinas. También
se incluyen a las auronas (responsables de las coloraciones de muchas hojas, frutos y flores)
y xantonas; estas protegen de los nocivos efectos de la radiacion UV y ejercen una eficaz
actividad antioxidante. Los antocianésidos presentes en los pigmentos azules y rojos de las

flores, son muy solubles en agua. Rogel (2018).

2.3.11 Lactuca Sativa:

Es una planta anual, propia de las regiones semitempladas, perteneciente a la familia de las
Asteraceae se cultiva con fines alimentarios. Marquez, et al (2016). Actualmente se cultiva
en invernaderos para consumir durante el afo. Su origen es incierto (India, Europa), data
desde hace 2500 afios. Sus beneficios y propiedades son multiples, ya que contiene hierro
(para combatir la fatiga, anemia); fortalece las vias respiratorias, tiene efectos sedantes,
tranquilizantes, antioxidante y analgésico. Se consume fresca como parte de la ensalada,

también se utiliza como decoracion en variados potajes. Melgarejo (2018).
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2.3.12 Medicamentos Alternativos:

Se considera medicina alternativa al conjunto de disciplinas terapéuticas y diagnosticas que
existen fuera de las instituciones del sistema de salud convencional. El uso actual de esta
‘clase’ de medicina esta muy extendido, tanto en el mundo industrial como el preindustrial.
Parte del creciente uso de las terapias alternativas se debe a su reciente validacion
profesional; muchos textos de divulgacion general claman y justifican su uso, basandose en

informacion académica no necesariamente de rigor cientifico. Taco, et al (2016).

2.3.13 Multirresistente:

Se refieren a aquellas bacterias que presentan resistencia a una o mas clases de
quimioterapicos. Esta condicion esta asociada a tener resistencia a mas de una familia o
grupo de antimicrobianos de uso habitual, y que esa resistencia sea de relevancia clinica, es
decir, que presente una dificultad para el tratamiento. Rivero (2013).

2.3.14 Observacion:

Es la técnica de investigacion béasica, sobre las que se sustentan todas las demas, ya que
establece la relacién basica entre el sujeto que observa y el objeto que es observado, que es
el inicio de toda comprension de la realidad. Segin Bunge citado en Rivero (2013), la
observacién en cuanto es un procedimiento cientifico se caracteriza por ser: intencionada,

ilustrada, selectiva e interpretativa.

2.3.15 Polifenoles:

Coronado (2019), reafirma que son compuestos bio-sintetizados por vegetales (frutos,
hojas, tallos, raices, semillas u otras partes). Estos poseen uno o méas grupos hidroxilos (-
OH) unido a uno o mas anillos bencénicos. Ramirez, et al (2018). Los polifenoles tienen
numerosas propiedades beneficiosas para el organismo destacando su accion protectora
contra los radicales libres (cancer, enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas) y

la prevencion de la inflamacion, asi como del estrés oxidativo. Jurado, et al (2016).

2.4 Hipotesis

2.4.1 Hipotesis General

° La caracterizacion quimica del extracto etanolico de hojas Tagetes elliptica Smith
“Chincho” tiene relacion con la actividad antibacteriana frente a Staphyloccocus aureus
ATCC 25923.
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° El extracto etandlico de Tagetes elliptica Smith (Chincho) presenta alelopatia

(citotoxicidad) en una concentracion de 30mg/ml. de frente a semillas de Lactuca sativa.

° El extracto etandlico de Tagetes elliptica Smith (Chincho) presenta actividad

antibacteriana en una concentracién de 100% frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923.

2.5 Operacionalizacién de Variables e Indicadores

Tabla 2.

Operacionalizacién de Variables e Indicadores

VARIABLE DEFINICION DIMENSION INDICADORES
INDEPENDIENTE OPERACIONAL
Concentracion de un recurso ~ Tamizaje fitoquimico
vegetal en medio alcohélico,
cuyo proposito es obtener Flavonoides
mayor concentracion de Esteroides Nivel 4: (+++)
metabolitos activos Taninos
Extracto etanolico Alcaloides Nivel 3: (++)
Tagetes elliptica Smith Cardenolidos
(chincho), Triterpenos Nivel 2: (+)
Quinolinas
Leucoantocianidinas Leve 1: (-)
Aminoacidos

VARIABLE
DEPENDIENTE

DEFINICION
OPERACIONAL

Concentracion de
Polifenoles

DIMENSION

Curva de calibracién con
Concentracion de 3.2
mg./100ml

INDICADORES

Actividad
antibacteriana

Accibn que presenta algunas
plantas para inhibir el efecto
bacteriano.

Alelopatia

Prueba de sensibilidad en
semillas de plantas de
Lactuca sativa

Efecto antibacteriano.
Accién que tienen algunas
plantas para inhibir la
bacteria.

Longitud del crecimiento de las

radiculas e hipocdtilos de las
semillas

Extracto etanélico Tagetes

elliptica Smith (chincho), frente a

Staphyloccocus aureus ATCC
25923.

Concentracién de
inhibicion del crecimiento
radicula

Diametro de halos de
inhibicién, concentracion
de inhibicion que presenta
mayor actividad
antibacteriana

La tabla: 2 muestra la Operacionalizacién de Variables independientes con su definicién operacional asi mismo con las variables

dependientes con sus respectivas dimensiones e Indicadores, donde detalla los analisis, segun las variables. Fuente: Autoria propia
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Capitulo 111
Metodologia

3.1  Tipoy Nivel de Investigacion

Es de naturaleza basica, experimental y cuantitativa.

° Basica: Porque busca conocimientos y verdades que permitan describir, explicar,
generalizar y predecir los fenOmenos que se producen en la naturaleza.

° Experimental: Porque consiste en la manipulacién de una variable no comprobada,
bajo condiciones de control, con el fin de describir de qué modo o por qué causa se produce
una situacion o acontecimiento en particular.

° Cuantitativa: Porque es una forma estructurada de recopilar y analizar datos
obtenidos de distintas fuentes, implicando el uso de herramientas informaticas, estadisticas

y matematicas para generar resultados.

3.2 Descripcion del Método y Disefio

3.2.1 Material Biologico

a) Recoleccion y Seleccion de Muestra

La muestra de hojas de Tagetes elliptica Smith (chincho), “chincho” proviene de las
Haciendas de Chocas y Punchauca, ubicado a 25 Km. carretera Lima—Canta, y fue
proporcionada muestras completas de la planta por Celina Isabel Serafin Galan y Maria Del
Rosario Campos Chavez. Para la identificacion botanica, al Herbario del Museo de Historia

Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

b) Elaboracion del extracto

El material (hojas de Tagetes elliptica Smith (chincho) seleccionado, se sometié a un
proceso de secado natural y pulverizado, se obtuvo un polvo fino de aproximadamente 500
gramos. Se pesd 10 gramos del material seco colocdndose en frascos de vidrio &mbar de
boca ancha, se agregd 100 ml de etanol al 96%, rotulando el frasco (nombre del material
bioldgico y fecha), y se cubrid con papel aluminio, se dejé en maceracion durante 07 dias a
temperatura ambiente libre de luz natural y artificial. Se procedié a filtrar el extracto
empleando papel de filtro Whatman No 4, fue almacenado a temperatura ambiente hasta su

uso en los ensayos, de (caracterizacion, solubilidad, citotoxicidad, actividad in vitro) luz
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natural y artificial. Se procedi a filtrar el extracto empleando papel de filtro Whatman No
4, fue almacenado a temperatura ambiente hasta su uso en los ensayos, de (caracterizacion,

solubilidad, citotoxicidad, actividad in vitro).

Hojas Tagetes elliptica Smith (chincho)

500 gramos

I

Seleccion:

250 gramos (libre de particulas extrafias)

- .

Secado: Pulverizado:
En lugar fresco y seco, libre de luz Mortero
artificial

\ /

Se utiliza 10 gramos de hojas de Tagetes
elliptica Smith (chincho) secas y molida.

!

Agregar 100 ml de etanol 96°, agitar y almacenarlo
por 24 horas a temperatura ambiente.

\

Maceracién

7 dias

Figura SEQ Figura \* ARABIC 6: Proceso para obtener el extracto etan6lico. Donde inicia
con 500gr.tras un proceso de seleccién, secado, pulverizado. Fuente: Elaboracion propia.
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Extracto Etanolico de las hojas de Tagetes elliptica Smith

(Chincho) 1000 ul

\

Extracto Etanolico Restante de la (Fraccion A) (ml.)

]

Secado en estufa de vacio 30°C

|

Resuspendido en 15 ml de HCI al 1%.

\

Filtrar la solucion resultante

\

Fraccion
Insoluble

Fraccion
Solucion

\

Acida

Resuspender en 10 ml de cloroformo

Secar con sulfato sédico

Sat]

\

Filtrar

¥

FRACCION B

Se llevara a pH entre 9y 10

Se decantara ——»

Se le adiciona Cloroformo

Fase acuosa

Sulfato de sodie—se decantar

Separacion d

2-ahidro

e la fase Cloroférmica

\

Se agrega Sulfato sédico

Fase Cloroférmica

Fase acuosa

l

Fraccion E

FraCCién C Lavar con
Na,SO4 —>
Secar con
Na_CN .
v
Fraccion D

Figura SEQ Figura \* ARABIC 7. Obtencion de las fracciones A, B, C, D, E. Para la identificacion de los
metabolitos secundarios. Fuente: Elaboracion Propia



26

A) Tamizaje Fitoquimico
Screening Fitoquimico (marcha o tamizaje fitoquimico), es la deteccion a través de

reacciones de color y/o precipitacion de los metabolitos secundarios.

La marcha fitoquimica preliminar se realizara de acuerdo a la metodologia de Lock, (1994).
Porciones de 1000 microlitros. De extracto se someteran a los siguientes ensayos: prueba de
tricloruro férrico, prueba de Shinoda, prueba de Dragendorff, prueba de la gelatina, prueba
de la espuma, prueba de fenoles, prueba de Kedde, prueba de Biuret, prueba de Lieberman-
Burchard.y otros mas convenientes al proyecto.

Obtencion De Las Fracciones Ay B

Del extracto etandlico de Tagetes elliptica smith se separara un volumen 1000 microlitros
(Fraccion A) para realizar los ensayos de FeCls, gelatina Shinoda y Ninhidrina. El extracto
restante se secara en estufa de vacio a 30°C, después sera resuspendido en 15 ml de HCI al
1%. Luego filtraremos la solucidn resultante. De este paso se obtendra la Fraccion
Insoluble y la Solucion Acida. La fraccion insoluble se resuspendera en 10 ml de
cloroformo, luego secaremos con sulfato sodico para después filtrar, obteniéndose la
fraccion B, a este resultado se le realizaran los analisis cualitativos lo cual permitira la

identificacidn de la presencia de esteroides y quinonas.

Obtencion De Las Fracciones C, Dy E.

La fraccion &cida se llevara a pH entre 9 y 10, para luego ser colocada en una pera de
separacion donde se le adicionara cloroformo. Se separa la fase cloroférmica y se agrega
sulfato sodico, obteniéndose la fraccion C, con la cual se realizaran las pruebas cualitativas
para el andlisis de Cardendlidos, alcaloides y esteroides. La fase acuosa remanente serd
saturada con sulfato de sodio anhidro para luego colocarla en una pera de decantacion con
una solucion de cloroformo: etanol (3:2). La fase cloroférmica sera secada y resuspendida
en metanol, formandose la fraccién D. El remanente acuoso constituye la fraccion E. La
fraccion D sera evaluada para la presencia de flavonoides, leucoantocianidinas,
cardendlidos esteroides/triterpenos y alcaloides, mientras que la fraccion E podra ser
evaluada para determinar la presencia de flavonoides y leucoantocianidinas. Los resultados
de la marcha fitoquimico indicaran la presencia abundante de compuestos fendlicos

flavonoides, esteroides/Triterpenos y cardenolidos y de manera moderada de taninos.
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B) Prueba De Solubilidad

Se llevd a sequedad el extracto etandlico de hojas Tagetes elliptica Smith (chincho) en una
estufa a 50°C hasta observar la evaporacion total del solvente. Se ordené y etiqueto los
tubos de ensayo con los nombres de los solventes. Luego se afiadio a cada tubo una pizca
del extracto seco de la muestra problema. Posteriormente se agrega 1 mL de los solventes
(hexano, cloroformo, diclorometano, etanol, metanol y agua) a cada tubo de ensayo
respectivamente. Se procedi0 a agitar cada tubo de ensayo y se observa el grado de

dilucion. Por 10 minutos.

Figura SEQ Figura \* ARABIC 8: Extracto etan6lico sin

Figura SEQ Figura \* ARABIC 9: Ensayos de
solubilidad. Extracto etanélico con solventes de diferente

C) Espectrofotometria Uv

El extracto etandlico del Chincho es analizado entre las longitudes de onda de 190 nm a
800 nm. Se utiliza como blanco etanol 96°.

D) Determinacion de polifenoles totales.

Preparacion de la muestra:
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Los extractos preparados al 10 por ciento se filtran y desde aqui se toman las alicuotas para

los ensayos.

Se determinaron con el reactivo de Folin — Ciocalteu constituida por la (mezcla de &cido
fosfotungstico y &cido fosfomolibdico) color amarillo a una coloracion azul (constituida por
Oxidos de tungsteno y de molibdeno) por el método de Singleton y Rossi (1965), cuya
finalidad es la reduccién del reactivo, usando acido galico como estandar. Se utilizé 3 tubos
de ensayo A, B, C. Se agreg6 100 microlitros de la muestra problema (Extracto etanélico de
las hojas secas Tagetes elliptica Smith, “chincho”) a los tubos A, B, C. Luego se afiadio 8.4
ml de agua destilada a los tubos A, B, C. Seguidamente se agregé 1mL. De Na,Cos (1N) a
cada tubo A, B, C.

Figura SEQ Figura \* ARABIC 10. Preparacién Figura SEQ Figura \* ARABIC 11
de los tubos A, B, C,+ blanco etanol. Para la Chincho MP 1, 2 y 3. llustra los tubos A,

determinacion de polifenoles totales. Fuente: B, C (+ 100 ul.de (MP) + 8.4 ml de agua
destilada. +1mL. De Na2Co3). Fuente:

Folin Ciocalteu (1N), se realiza la agitacion por 30 minutos en un lugar fresco, libre de luz.
La absorbancia se medird a 760 nm y los resultados se expresaran como mg de acido galico
equivalentes (GEA)/100 g materia seca, a partir de la curva de calibracion obtenida.

El blanco se prepar6é con Metanol 80% Y se utilizo para calibrar el espectrofotdmetro antes

de realizar las lecturas de las muestras.
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Tabla 3.
Determinacion de Polifenoles

REACTIVOS
NP i
ENSAYO Ez(rtﬁf)ta (F:f% 2oNo}ao%rg 0 Cic?cvaﬁ'tgjoml_)
BLANCO 0 8,4 1 0.5
1 01 8,4. 1 0,5
2 0.1 8,4 1 0,5
3 0,1 8,4 1 0,5

Muestra la determinacion de polifenoles, el cual se refiere a los nimeros de ensayo realizados. Leyenda: 1, 2,3= son
repeticiones ml = mililitros de la muestra analizada, H20 dst = agua destilada, NaCO3 = Carbonato de Sodio, *Para
el tubo blanco se agreg6 0.1mL de metanol 80% para completar el volumen de reaccién. Fuente: Elaboracion propia

E) Preparacion de la Curva de Calibracion de polifenoles.

Para los resultados como equivalentes a un polifenol de referencia se prepard una curva de
calibracion utilizando la solucién stock del estdndar de acido galico (SIGMA) (200 mg/ml).
De esta solucion madre se preparan concentraciones de 50, 75, 100, 150 y 200 mg Acido
Gélico/100ml.

Los reactivos se agregaron en el orden de izquierda a derecha previas homogenizaciones se
dejo en reposo en oscuridad por 30 minutos. Después se lleva a la lectura en el
espectrofotdbmetro Spectrum Pharo 300 Merck. a una longitud de onda de 760 nanémetros.

y se procede como se indica en la (Tabla 5)
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Tabla 4.

Preparacion de la curva de calibracién para la determinacion de polifenoles totales

REACTIVOS
mL. H,O dst Na2 Co3 R. Folin

ENSAYOS (ml) 20% (ml) Ciucalteu (ml)

BLANCO 0 8,4 1 0,5
50mg/100mL. 0,1 8,4 1 0,5
100mg/100mL. 0,1 8,4 1 0,5
150mg/100mL. 0,1 8,4 1 0,5
200mg/100mL 0,1 8,4 1 0,5

Indica los ensayos elaborados y un blanco de referencia, los reactivos que se utilizaron, agua destilada, carbonato de sodio,
reactivo de foling. * Para el tubo blanco se agregé 0.1ml de metanol 80% para completar el volumen de reaccion. Fuente:
Elaboracion propia.

G) CITOTOXICIDAD

La inhibicion total o parcial del crecimiento de radiculas e hipocoétilos de semillas de
Lactuca sativa (lechuga), se calculé el porcentaje de inhibicién midiendo la longitud de la
raiz con la muestra evaluada sobre la longitud de la raiz de la semilla control. Ticona, et al.,
1998 y procedimiento Operativo Estandar implementado del Instituto de Investigacion de

Biogquimica y Biologia Molecular (UNLA).
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Figura SEQ Figura \* ARABIC 13: Bandeja metalica
con Lactuca sativa. Contiene las placas con semillas de

Las semillas de lechuga no irradiadas se llevaron para el proceso de pregerminacion, Se
colocan las semillas elegidas en camara himeda (placa petri acondicionada con papel de

filtro watman humedecido con agua destilada). (Ver figura 13)

Figura SEQ Figura \* ARABIC 14: Semillas
irradiadas. Placa que contiene las semillas de

Luego las placas petri se coloco dentro de la bandeja metélica con tapa las paredes internas
estaban cubiertas con papel toalla humedecida. Se llevo a estufa T°20°C por 20 horas.

Figura SEQ Figura \* ARABIC 15: Bandeja metélica con placas Petri. Con
semillas de lechuga, para ser llevadas a estufa T°20°C por 20 horas. Fuente:

Se colocan discos de papel de filtro watman en 9 placas petri de 2,5 cm de didmetro y se

separan en grupos de 2 placas:
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Figura SEQ Figura \* ARABIC 16: Placas Grupo 1y

Av Ma mamcteal vr oamnillan Aa 1 omcdiimaa andliea Fiasdan

Se impregnan 100 uL de etanol a las placas del grupo 1 y el grupo 2, luego100 uL del
extracto, dejandose secar a temperatura ambiente. Después de transcurrir las 20 horas de
pregerminacion se seleccionan las semillas mas homogéneas y 5 de cada una de ellas se

colocan, en forma circular a 0,5 cm del borde externo del papel.

Se adicionan 700 uL de agua destilada en el centro de todas las placas, se tapan, se colocan
dentro de la camara de humedad y se incuba 20 °C por 52 horas. Después del tiempo
transcurrido se procede a medir el tamafio del hipocétilo y radiculas de la semilla en todos

los grupos.

3.2.3 Actividad antibacteriana
Para realizar este procedimiento se toma en cuenta los implementos de bioseguridad y se

procede a lo siguiente:

° Proceso de esterilizacion de materiales
Los materiales (pinza, placa excavada, discos de papel de filtro, hisopos) fueron

esterilizados en estufa a 180 °C por 1 hora.

° Elaboracion del medio de cultivo
Para la elaboracion del medio de cultivo fueron llevados en autoclave a 121° C por 15
minutos. Paralelamente se preparé Caldo Triptona de Soya para la activacion inicial de la

cepa y placas con Agar Mueller Hinton para la prueba de sensibilidad antimicrobiana.
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Figura SEQ Figura \* ARABIC 17: Agar Figura SEQ Figura \* ARABIC 18: Cepa
Triptona de Soya. Para activar la cepa de de Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Qtanhvinrnceiie alrane Flienta* Fiiente* Flahararidn nronia

° Elaboracion del in6culo bacteriano

La cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923, se cultivo en Caldo Triptona de Soya a 25

°C por 24 horas, con el fin de preparar el indculo de los posteriores cultivos.

Figura SEQ Figura \* ARABIC 19: Cultivo de
Staphylococcus aureus. Inoculo bacteriano preparado en
el caldo de Trintona Fuiente: Flaharacian nronia.

° Formacion de concentraciones de extracto y medicamento (control positivo)
Para evaluar el efecto antibacteriano del extracto etanolico de hojas Tagetes elliptica smith
(Chincho), se prepararon 12 diluciones de este utilizando etanol como solvente. Ademas, se

utilizé etanol como control y el medicamento Ceftriaxona 1 gr. como control positivo.
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° Andlisis de sensibilidad antimicrobiana

La sensibilidad del extracto etandlico de hojas Tagetes elliptica smith (Chincho), se probé
mediante el método de Kirby-Bauer, el cual consistié en cultivar mediante la técnica de
cultivo por diseminacion la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923 en placas Petri con

agar Mueller-Hinton.

Se utilizd un hisopo estéril el cual se embebid en el cultivo bacteriano y se realizé el cultivo
por diseminacion, de forma homogénea en toda la superficie de la placa Petri. Luego, con
la ayuda de una pinza se colocaron los discos de papel filtro estéril (n = 5) con la
concentracion del extracto detallado anteriormente (Figura 20) en la superficie del agar,

presionandolo levemente. Finalmente, las placas se incubaron a 37 °C por 24 horas.

Figura SEQ Figura \* ARABIC 20: Materiales para iniciar la colocacion de los
discos. Para ser introducidos en la placa que contiene el extracto de chincho.

Figura SEQ Figura \* ARABIC 21: Placa con extracto vegetal para discos. Materiales
para iniciar la colocacion de discos que son impregnados en el extracto etanélico.
Fuente: Propia.
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Pasada las 24 horas se realiz6 la lectura de los resultados. Se midieron los halos de

inhibicion con la ayuda de un Vernier.

AN ‘E\\ﬁ Y\\'\Y\\\\\\\\\\ Yy

T

e}‘g‘“““ iy

Figura SEQ Figura \* ARABIC 22: Instrumento Vernier. Medida del didmetro de los
halos antibacteriales. Fuente: Elaboracion Propia.

Anaélisis Estadistico

Se aplico6 la prueba de andalisis de varianza (ANOVA) con un nivel
de significancia de p £ 0,05 para determinar si existe diferencia
significativa entre las medidas de los diametros de halos de los
tratamientos y grupos controles. Asi mismo se realiz6 la prueba

de Tukey para determinar cudal tratamiento es el 6ptimo.

Los resultados fueron tabulados y se elabor6 un gréafico de barras con barra de error
mostrando la desviacion estandar. Este procedimiento se realiz6 en el software SPSS.

3.3  Poblaciony Muestra
3.3.1 Poblacion:

Segun Gonzales (2016), indica que es el conjunto de sujetos u objetos que tienen
caracteristicas observables y comunes (p.72). La poblacion fue constituida por hojas
Tagetes elliptica Smith “Chincho”, cuyo peso en bruto fue de 2 326 Kg; las cuales fueron
seleccionadas y procesadas, obteniendo un polvo fino de 500 g.

3.3.2 Muestra:
Alonso, et al (2017), sefialaron: “es un subconjunto de una poblacién” (p.141). En la
muestra, estd determinada por el Extracto etandlico de hojas Tagetes elliptica Smith

“Chincho”, en una proporcién de 10/ 100.
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3.4 Técnicas e Instrumentos de Recoleccion de Datos

3.4.1 Técnica: Observacion

Se emplearon las siguientes técnicas: Marcha fitoquimica basada en la metodologia
propuesta por Olga Lock, determinacion de polifenoles totales basado en la oxidacion del
reactivo de Folin-Ciocalteu Mufioz-Bernal, et al 2017. La preparacion de la respectiva
curva de calibracion utilizando como reactivo estandar acido galico; ademas de los ensayos
de citotoxicidad en semillas de Lactuca sativa, y las pruebas de actividad antibacteriana in
vitro mediante la prueba de disco difusion utilizando como cepa, Staphylococcus aureus
ATC 25923. En todos estos métodos se utilizd la observacion como técnica inicial para la

obtencion de datos resultados. Rivero (2013).

3.4.2 Instrumento: Ficha de Recoleccion de Datos.

Se utilizaron fichas técnicas de elaboracion propia, para la recoleccion de datos: Marcha
fitoquimica, solubilidad, determinacion de polifenoles, preparacién de la curva de
calibracion de polifenoles; ademas de los ensayos de citotoxicidad en semillas de Lactuca
sativa (radicula e hipoco6tilo) y las pruebas de actividad antibacteriana in vitro mediante la
prueba de disco difusion utilizando como cepa Staphylococcus aureus ATC 25923. Ver
fichas técnicas 1, 2, 3, 4,5y 6.

3.5  Técnicas de Procesamiento y Analisis de Datos

Se realiz6 doce (12) ensayos con diferentes concentraciones (100, 90, 80, 70, 60, 50, 40,
30, 20 y 10 %, un Control (etanol 96°) y Ceftriaxona (vial 1g. mas agua destilada). Cada
ensayo fue con cinco (5) repeticiones. Analizaron las variables de los resultados con el
programa SPSS: ANOVA (Analysis Of Variance, genetista R. A. Fisher .1920 y 1930).
Vifian (2012). Asimismo, fue necesario realizar un procedimiento adicional, llamado

prueba de medias, mas conocida como prueba de Tukey (John W. Tukey).

. Prueba de Tukey: Para Dagnino (2014), este método se utiliza en ANOVA para
establecer intervalos de confianza para todas las diferencias en parejas (entre las medias de
los niveles de los factores), por consiguiente, controla, en un nivel especifico, la tasa de

error por familia.



37

Capitulo 1V

Presentacion y Analisis de los Resultados

4.1  Presentacion de los Resultados
Rendimiento del extracto etandlico de hojas Tagetes elliptica Smith “chincho. Se obtuvo

2,57 g de extracto etandlico en 100 g de hojas.

Tabla 5.
Rendimiento del extracto etanolico.

ESPECIE SOLVENTE Peso/hojas g Peso/ext sec %R
Tagetes
elliptica Smith Etanol 96° 900 21,36 2,37
“chincho”

Sefiala el rendimiento del extracto etandlico, para lo cual se tomé en cuenta el solvente, (Etanol 96°) peso de las hojas secas y molidas
en (900 gr). Peso del extracto seco (21,36) y el porcentaje de resultado, (2,37 %) Fuente: Elaboracion propia.

Peso extracto seco
% Rendimiento = =x 100

Peso de hojas y tallos molidos

Figura SEQ Figura \* ARABIC 23: Balanza de precision.
llustra el peso de hojas molidos del Tagetes elliptica Smith
“chincho”. Fuente: Elaboracion Propia.



Tabla 6.

Resultado de la Marcha fitoquimica.

REACTIVO METABOLITO RESULTADO EQUIVALENTE
Ninhidrina Aminoacidos ) 0
Gelatina Taninos (++) 2
Tricloruro férrico Fenoles (+++) 3
Shinoda Flavonoides (+++) 3
Liberman Burchard Esteroides (+++) 3
Liberman Burchard Triterpenos (++) 2
Bomtrager Antraquinonas (+) 1
Kedde Cardendlidos (+) 1
Liberman Burchard Esteroides (+++) 3
Liberman Burchard Triterpenos ) 0
Mayer Alcaloides () 0
Dragendorff Alcaloides ) 0
Shinoda Flavonoides ) 0
Rosenheim Leuco-antocianidinas ) 0
Kedde Cardendlidos (+++) 3
Liberman Burchard Esteroides (+) 1
Liberman Burchard Triterpenos (+) 1
Mayer Alcaloides () 0
Shinoda Alcaloides ) 0
Rosenheim Leuco-antocianidinas ) 0
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Presenta los resultados de las pruebas quimicas realizadas al extracto etan6lico de Tagetes elliptica Smith “chincho” siguiendo el modelo

de la Dra. Olga Lock (Marcha Fitoquimica), que evidenciaron la presencia de fenoles, flavonoides, esteroides y cardendlidos en

abundancia (+++), asi como taninos, triterpenos en cantidad moderada (++); mientras que antraquinonas y cardenélidos en escaso

contenido (+); asimismo, se visualiza la no presencia de aminodcidos, alcaloides y leucoantocianidinas (-). Fuente: Elaboracién propia.

Prueba de Solubilidad:

El extracto etandlico de hojas Tagetes elliptica Smith “chincho seco, resulto ser insoluble

solamente en agua y soluble en solventes organicos.
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Tabla 7:

Solubilidad del extracto etandlico de hojas Tagetes elliptica Smith “chincho

Solventes Resultados
Cloroformo +++
Metanol ++
Etanol +++
Diclorometano ++
Hexano +++
Agua Destilada +

Indica la Solubilidad del extracto etandlico de hojas Tagetes elliptica Smith “chincho™ con sus respectivos solventes y sus resultados
valorados en (muy soluble +++, medianamente soluble ++, poco soluble -) Fuente: Elaboracion propia

Espectrofotometria UV:

Se observan 3 picos de mayor absorbancia A, B, C. El pico A se encuentra en el rango de
190 a 215 nm, donde la mayor absorbancia 0,7 corresponde a una longitud de onda (1) de
204 nm; el pico B se encuentra en el rango de 380 a 420 nm, donde la mayor absorbancia

0,306 corresponde a un A de 414 nm, finalmente el pico C se encuentra en el rango de 600 a

670 nm, donde la mayor absorbancia 0,152 corresponde a un A de 665 nm.

204 nm
0.7
414 nm
0.306
665 nm
0.152

Figura 25: Espectrofotometria de las absorbancias del chincho. Espectrofotometria de las absorbancias del chincho.
Muestra 3 picos de diferente longitud. Fuente: Elaboracién propia.

Polifenoles Totales

A partir del ensayo de cuantificacion de polifenoles totales se obtiene una concentracion de

3,2 mg acido galico equivalente /100g de muestra seca.



Tabla 8:

Resultado de polifenoles totales

CHINCHO
M1 0,811
M1 0,796
M1 0,745
PROM 0,784
m= 0,2823
b= 0,11
X= 3,2
Concentracion Abs mg/10ml mg/100ml
Repeticion 1 0,811 3,262 32,6248672
Repeticion 2 0,796 3,209 32,0935175
Repeticion 3 0,745 3,029 30,2869288

Promedio 31,6684378

Tabla 8: muestra el resultado de polifenoles totales con concentraciones de repeticion 1, 2,3. Abs
(mg/10ml), (mg/100ml) y un promedio de 31,6684378. Fuente: Elaboracién propia.

Concentracion de polifenoles

N° de repeticiones
%]

29 29,5 30 30,5 31 31,5 32 32,5 33

Concentracién de polifenoles (mg/100ml)

Figura SEQ Figura \* ARABIC 26: Concentracion de polifenoles. Numero de repeticionesl, 2,3, barras de
diferente medida. Con referencia (mg/100MI) Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 9:

Resultado de la curva de calibracion de los polifenoles

Concentracion Abs Prom
0,5mg/mL 0,197
Img/mL 0,448
1,5mg/mL 0,676
2mg/mL 1,062

Tabla 9: muestra a cuatro concentraciones ,0.5mg/ml= Abs Prom. (0,197), 1mg/ml=0,448;
1,5 mg/ml=0,676; 2mg/ml=1,062. Fuente: Elaboracién propia

Curva de calibracion 2

1,2

vy =0,2823x-0,11 ¢
R2 =0,9847 :

0,8

0,6
—— Abs prom

Absorbancia

o4 - Lineal {(Abs prom)

0,2

(o] 2 4 6

Concentracion (mg/mL)

Figura SEQ Figura \* ARABIC 27: Gréfica de la curva de calibracion de polifenoles totales. Con sus
absorbancias promedio y su concentracion en (mg/ml). Fuente: Elaboracion propia.

Citotoxicidad:
Los ensayos de citotoxicidad realizados demuestran un mayor porcentaje de inhibicién con
las concentraciones de 100 y 30 mg/mL del extracto etandlico de chincho y una menor

actividad citotoxica con las concentraciones de 0,1mg y 0,3mg.



Tabla 10:
Resultado alelopatico de las radiculas
Concentraciones Promedio Desviacion
estandar

100 mg 1,40 0,55
30 mg 1,20 0,45
10 mg 2,80 1,79
3mg 6,00 2,24
1mg 6,20 2,17
0,3 mg 7,60 2,41
0 mg (control) 9,00 0,71
Tabla 10: muestra el resultado de la alelopatia de las radiculas, en las concentraciones de 100
mg 30mg, 10mg, 3mg, 1mg, 0,3mg, 0,Img, Omg. Con sus respectivos promedios y su
deviacion estandar. Fuente: Elaboracion propia

Tabla 11:

Resultado alelopético de los hipocétilos

Concentraciones Promedio Desviacién
estandar
100 mg 1,60 0,55
30 mg 2,20 0,45
10 mg 3,40 0,55
3mg 6,60 3,13
1mg 7,40 2,30
0,3 mg 7,60 1,34
0,1 mg 9,60 0,55
0 mg (control) 4,60 0,55

Tabla 11: muestra el Resultado de la alelopatia de los hipocétilos, en sus respectivas
concentraciones 100mg, 30mg, 10mg, 3mg, 1mg, 0,3mg, 0,1mg, Omg.Con sus respectivos
promedios y su desviacion estandar. Fuente: Elaboracién propia.
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Tabla 12:

Resultado de la actividad antimicrobiana del extracto etandlico

Concentraciones Promedio Desviacion
estandar
Medicamento 61,42 16,30
E.E. 100% 37,64 3,21
E.E. 90% 32,52 1,65
E.E. 80% 31,76 4,44
E.E. 70% 25,64 9,93
E.E. 60% 19,90 13,32
E.E. 50% 13,98 3,52
E.E. 40% 13,20 7,35
E.E. 30% 12,30 5,40
E.E. 20% 11,44 3,49
E.E. 10% 11,16 1,63
Control 15,66 8,50

Tabla 12: muestra el resultado de la actividad antimicrobiana del extracto etandlico del chincho in vitro frente
a Staphylococcus aureus ATCC 25923. Se visualiza 10 concentraciones, también el medicamento que se
utiliz6 como control positivo (ceftriaxona 1 gr.), y un control etanol. El cual detalla los promedios y
desviacion estandar correspondiente. Fuente: Elaboracion propia

Figura 28: Determinacion de los halos inhibitorios del Tagetes elliptica (chincho). Determinacion de los halos
inhibitorios del Tagetes elliptica (chincho). En concentraciones, (control 1, extracto 2 al 100%, Extracto 3 al
90%).Fuente: Elaboracion propia.

Figura SEQ Figura \* ARABIC 29: Determinacion de los halos inhibitorios. Tagetes
elliptica Smith (chincho) en concentraciones de,( extracto 4 al 80%, extracto 5 al 70%,
extracto al 60%). Fuente: Elaboracién propia.
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4.2  Prueba de Hipotesis

4.2.1 Hipdtesis General
La Caracterizacion quimica del extracto etandlico de hojas Tagetes elliptica Smith

(chincho) contiene metabolitos secundarios que determinan la Actividad antibacteriana.

Ho = Todas las concentraciones presentan igual inhibicion del halo (p > 0,05)
Ha - Todas las concentraciones o una de ellas presenta diferente halo de inhibicion (p <
0,05).

Como el nivel de significancia es 0,05 y “p” resultado es menor a ese valor, se rechaza la
hipotesis nula y se confirma la alterna, por consiguiente, estadisticamente existe variacion
en el halo de las concentraciones ensayadas; por lo que se asume el extracto etanélico de
chincho posee actividad antibacteriana frente a la cepa de Staphylococcus aureus ATCC
25923. (Ver tabla 17). Por lo tanto, se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipotesis

alterna
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Figura SEQ Figura \* ARABIC 30: Gréfica estadistica en barras de la actividad antibacterial del chincho. Frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923, donde indica segln Tukey la semejanza entre los promedios de los ensayos
realizados. El tamafio de la barra de la concentracién. Fuente: Elaboracién propia.
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Marcha fitoquimica
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Resultados: (-)ausente=0,(+) poco=1,(++)regular=2,(+++)abundante=3

Figura 31: Histograma del Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de hojas Tagetes elliptica Smith (Chincho). Donde exhibe
que los cardenolidos, esteroides, flavonoides y fenoles son los metabolitos secundarios en mayor proporcion (+++) que los demas.
Fuente: Elaboracion propia.
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4.2.2 Hipdtesis Especificas.
° El extracto etandlico de Tagetes elliptica Smith (Chincho) presenta alelopatia

(citotoxicidad) en una concentracion de 30mg/ml. frente a semillas de Lactuca sativa

Ho= El extracto etandlico de hojas Tagetes elliptica Smith (Chincho) no presenta alelopatia

(citotoxicidad) en una concentracion de 30mg/ml. frente a semillas de Lactuca sativa.

a= = El extracto etandlico de hojas Tagetes elliptica Smith (Chincho) presenta alelopatia
(citotoxicidad) en una concentracion de 30mg/ml. frente a semillas de Lactuca sativa.

El extracto etandlico de hojas Tagetes elliptica Smith (Chincho) presenta alelopatia
(citotoxicidad) frente a semillas de Lactuca sativa (Lechuga), tanto en radiculas e
hipocétilos. Resultados fueron evaluados por ANOVA y TUKEY. (Ver tablas 13, 14, 15 y
16. Figuras 31y 32)

Tabla 13:
Alelopatia (citotoxicidad) en radiculas.

ANOVA
Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 360,800 7 51,543 11,084 ,000
Dentro de 148,800 32 4,650
grupos
Total 509,600 39

Muestra el Grafico de la significancia de la citotoxicidad del chincho en radiculas de semillas de Lactuca sativa El valor de
significancia “p” = ,000. Entonces, se puede sefialar que existe alelopatia (citotoxicidad) sobre las radiculas de semillas de Lactuca
sativa, cuando estas son sometidas al extracto etanélico del chincho. Fuente: Elaboracion propia



Tabla 14:

Muestra de grupos homogéneos de radiculas en las concentraciones de Chincho.

HSD Tukey®

N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3

30mg 5 1,20000000
100 mg 5 1,40000000
10 mg 5 2,80000000 2,80000000
3mg 5 6,00000000 6,00000000
1mg 5 6,20000000 6,20000000
0,3mg 5 7,60000000
0,1mg 5 9,00000000
0 mg (control) 5 9,00000000
Sig. ,934 ,235 378

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. Utiliza el tamafio de la muestra de la media
armonica = 5000. Fuente: Propia.
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Figura 32. Gréfica del crecimiento de radicula (mm). En diferentes concentraciones comparado con un control. Realizando la
prueba de Tukey, se observa que las concentraciones de 0,1 mg y 0,3mg tienen promedios de 9mm y 7.60 mm respectivamente.
Sin embargo, los ensayos de 30 mg y 100mg indican una media de 1,20 mm y 1,40 mm a proporcion. Fuente: Elaboracién
propia.
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Tabla 15:

Alelopatia (Citotoxicidad en hipocétilos)

ANOVA
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 286,175 7 40,882 17,872 ,000
Dentro de grupos 73,200 32 2,288
Total 359,375 39

Muestra el Gréfico de la significancia de la citotoxicidad del chincho en hipocétilos de semillas de Lactuca sativa. El valor de
significancia “p” = ,000. En consecuencia, se puede sefialar que existe alelopatia (citotoxicidad) sobre el hipocotilos de semillas de
Lactuca sativa, cuando estas son sometidas al extracto etandlico del chincho. Fuente: Elaboracion propia

Tabla 16:

Muestra de grupos homogéneos de hipocotilos en las concentraciones de chincho.

HSD Tukey?®

N Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3

100 mg 5 1,60000000
30 mg 5 2,20000000
10 mg 5 3,40000000
0 mg (control) 5 4,60000000 4,60000000
3mg 5 6,60000000 6,60000000
1 mg 5 7,40000000 7,40000000
0,3mg 5 7,60000000 7,60000000
0,1 mg 5 9,60000000
Sig. ,063 ,063 ,063

Se visualizan las cantidades (100mg,30mg,10mg, (Omg=control),3mg,1mg,0,3mg,0,1mg,). Las medias para los grupos en los
subconjuntos homogéneos. <Alfa> utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 5,000.
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Figura 33: Histograma del crecimiento de hipocétilos en diversas concentraciones. El tamafio de las hipocttilos, podemos observar
en 01 mg (concentraciéon) hay mayor tamafio en promedio 9 mm y la de menor tamafio en promedio 1,60 mm lo tiene la
concentracion de 100 mg Fuente: Elaboracion propia.

° El extracto etanolico de Tagetes elliptica Smith (Chincho) presenta actividad

antibacteriana en una concentracion de 100% frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Ho = El efecto antibacteriano in vitro del extracto etanolico de hojas Tagetes elliptica
Smith (Chincho) no presenta actividad antibacteriana en una concentracion de 100% frente
a Staphyloccocus aureus ATCC 25923.

Ha = El efecto antibacteriano in vitro del extracto etanolico de hojas Tagetes elliptica Smith
(Chincho) si presenta actividad antibacteriana en una concentracion de 100% frente a
Staphyloccocus aureus ATCC 25923.

° El resultado del efecto antibacteriano in vitro del extracto etanolico de hojas Tagetes
elliptica Smith (Chincho) frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, si presenta en una
concentracion de 100%. Por lo tanto, se rechaza la hip6tesis nula y se acepta la hipotesis
alterna. (Ver tablas 17 y 18. Figura 29).



Tabla 17:

Microbiologia:

Actividad Antibacteriana

ANOVA
Suma de Media cuadratica F Sig.
cuadrados
Entre grupos 12422,800 11 1129,345 17,973 ,000
Dentro de grupos 3016,116 48 62,836
Total 15438,916 59

Muestra el Grafico de la significancia de la actividad antibacterial del chincho. El nivel “p” de significacion es: p <
0,05. Del gréafico se deduce que p = ,000 Por consiguiente, existe actividad antibacterial in vitro en el extracto
etandlico de Tagetes elliptica Smith “chincho”, frente a Staphyloccocus aureus ATCC 25923, en concentraciones
diferentes de 50 a 100 %. Fuente: Elaboracion propia

ANOVA
Suma de Media cuadratica F Sig.
cuadrados
Entre grupos 12422,800 11 1129,345 17,973 ,000
Dentro de grupos 3016,116 48 62,836
Total 15438,916 59
Tabla 18:

Subconjuntos homogéneos de extracto etandlico.

HSD Tukey?

1

Subconjunto para alfa = 0.05

2

3 4

E.E. 10%
E.E. 20%
E.E. 30%
E.E. 40%
E.E. 50%
Control

E.E. 60%
E.E. 70%
E.E. 80%
E.E. 90%

o, g g 1y o, ;1 ;) g1 1 a1

11,16000000
11,44000000
12,30000000
13,20000000
13,98000000
15,66000000
19,90000000
25,64000000

15,66000000
19,90000000
25,64000000
31,76000000
32,52000000

25,64000000
31,76000000
32,52000000
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E.E. 100% 5 37,64000000
Medicame. 5 61,42000000
Sig. , 178 ,060 ,430 1,000

Se visualizan los subconjuntos homogéneos del extracto etanélico, descritas en porcentajes, con sus respectivas cantidades las
medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. <Alfa> utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 5,000.
Fuente: Elaboracion propia

4.2.3 Verificacion de Hipotesis

* Hipotesis nula
El extracto de etandlico de hojas Tagetes elliptica Smith (Chincho) no presenta actividad

antibacteriana frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923.

. Hipdtesis alterna.
El extracto de etandlico de hojas Tagetes elliptica Smith (Chincho) si presenta actividad

antibacteriana frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Obtenidos los resultados analizados del extracto etandlico de hojas Tagetes elliptica Smith
(Chincho) tiene efecto antibacteriano, frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923. Se

acepta la hipotesis alterna.

4.3  Discusion de los Resultados.

° En la Caracterizacion quimica realizada con el extracto etandlico de hojas Tagetes
elliptica smith (chincho) se encontraron metabolitos secundarios, quienes han sido
asociados con cualidades que incluyen en la actividad antimicrobiana, no solo en bacterias
gram positivas como el Staphyloccocus aureus ATCC 25923 sino también en bacterias
gram negativas y algunas propiedades curativas contra patdgenos. Comparando con
Villafuerte (2017) en su investigacion sobre la Evaluacion de la actividad antimicrobiana,
de los extractos etandlico y acuoso de Tagetes multiflora kunth “chinche” donde los
resultados del estudio fitoquimico demostrd que fueron sensibles al extracto etandlico seco
de Tagetes multiflora kunth frente a Staphyloccocus aureus ATCC 25933. Esto se debe por
sus principales componentes quimicos de los extractos. Los resultados de la caracterizacion
quimica del extracto etanolico de hojas Tagetes elliptica smith (chincho) se pueden apreciar
en la (tabla 16), donde refiere el contenido de metabolitos encontrados como taninos,
fenoles, flavonoides, esteroides, triterpenos, saponinas no presenta alcaloides. Llegando a
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coincidir con Villafuerte (2017). Encontrando en su investigacién la presencia de
metabolitos como Polifenoles, taninos, aminoacidos libres, flavonoides, triterpenoides y
esteroides, antocianinas y flavonoides, demostrando que en su extracto etandlico no
presenta alcaloides y compuestos con grupo carbonilo. El resultado de la cantidad
encontrada de Polifenoles en sus tres repeticiones del extracto etandlico de hojas Tagetes
elliptica smith (chincho), ver la (figura 25) indica la concentracion (1, 2,3) alcanzando en la
primera repeticion 32,5 (mg/100ml). Cantidad importante que influye en la actividad
antibacteriana. Por otro lado, Hidalgo, et al (2019), cuando investigaron el efecto in vitro de
Tagetes minuta (huacatay) frente a Pseudomona aeruginosa, realizaron el screening
fitoquimico, de la planta encontrando polifenoles (alcaloides y flavonoides), el cual le da
importante actividad antimicrobiana a 20mg/ml. Asi mismo Sanchez (2018), en la ciudad
de Lima realizé el estudio sobre el efecto del aceite esencial de las hojas del Tagetes minuta
(huacatay) encontrando importantes compuestos fendlicos que le otorgan actividad
microbiana. Sin embargo, Gutiérrez, et al (2018), cuantifico los polifenoles totales (método
Folin Ciocalteu) del extracto hidroalcohdlico de 30% de Tagetes lucida Cavanilles,

confirmando las propiedades que ambos referimos.

° El extracto etandlico de Hojas Tagetes elliptica Smith “chincho”, tiene actividad
alelopética (inhibitoria) en bioensayos de Lactuca sativa (Lechuga), en las concentraciones
de 10 mg de extracto en mencidn; en diluciones de 30 y 10 mg. Comparando con
Villafuerte (2017), en la ciudad de Lima, expreso en su Tesis, que Tagetes multiflora kunth

“chincho” presenta actividad citotoxica (alelopatia) moderada contra Artemia salina

(CYTED).

° El extracto etandlico de hojas Tagetes elliptica Smith “Chincho”, presenta actividad
antibacteriana frente a Staphyloccocus aureus ATCC 25923 en concentraciones de 100, 90
y 80%. Pimentel, et al (2015), afirmaron en su estudio realizado que si existe dicha
actividad en Tagetes elliptica (chincho) y Origanum vulgare (orégano). En la investigacion
de Villafuerte (2017), los resultados alcanzaron frente a Staphyloccocus aureus ATCC
25933 una inhibicion de (15,67 + 1,15 mm).
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Capitulo V

Conclusiones y Recomendaciones

5.1  Conclusiones

° En virtud de los resultados obtenidos, se resuelve, que la principal caracterizacion
quimica de extracto etanolico de hojas Tagetes elliptica Smith (Chincho), si tiene actividad
antibacteriana in vitro frente a Staphyloccocus Aureus ATCC 25923, en su mayor
concentracion. Se obtuvo del extracto etandlico de hojas Tagetes elliptica Smith “Chincho”
la identificacion de los principales metabolitos bioactivos como fenoles, flavonoides,
esteroides y cardenolidos en abundancia (+++), mediante el tamizaje fitoquimico. Al ser

una prueba cualitativa conviene citar a Van Dalen y Meyer (1994) pag.193.

° Se determind que existe alelopatia (citotoxicidad) en el extracto etandlico de hojas
Tagetes elliptica Smith “Chincho”, frente a semillas de Lactuca sativa (lechuga), ya que se

observo la inhibicion en el crecimiento de radicula e hipocotilo.

° Se obtiene mayor actividad antibacteriana en las concentraciones de 80, 90 y 100%
del extracto etandlico de hojas Tagetes elliptica Smith “Chincho” frente a Staphyloccocus
aureus ATCC 25923.
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5.2 Recomendaciones
° Se sugiere ampliar el estudio para determinar la cantidad de polifenoles que

conlleva a la actividad antibacteriana de Tagetes elliptica Smith (chincho)

° Se aconseja realizar la alelopatia en Artemia salina para tener variedad de resultados

con respecto a la citotoxicidad del Tagetes elliptica Smith (chincho).

° Para realizar los estudios futuros de la planta “chincho”, se sugiere obtener en
diferentes épocas del afio (verano, otofio, invierno y primavera), muestras del material
vegetal mencionado, para determinar mayor o menor cantidad de metabolitos y asi obtener

el mayor provecho de la misma.
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PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS )

PROBLEMA GENERAL | OBJETIVO GENERAL | HIPOTESIS VARIABLES DIMENSION
GENERAL

¢la  caracterizacion  quimica  del | . Verificar si la caracterizacién quimica | La caracterizacion quimica del

extracto etandlico de hojas Tagetes | del extracto etanélico de hojas Tagetes | extracto etandlico de hojas

elliptica Smith  “Chincho” tendrd | elliptica Smith “Chincho” tendrd | Tagetes elliptica Smith | Variable 1 Tamizaje fitoquimico

relacion  con la  determinacion
antibacteriana frente a Staphyloccocus
aureus ATCC 25923?

relacion  con la  determinacion
antibacteriana frente a Staphyloccocus
aureus ATCC 25923.

“Chincho” tiene relacion con la
actividad antibacteriana frente a
Staphyloccocus aureus ATCC
25923.

PROBLEMAS ESPECIFICOS

OBJETIVOS ESPECIFICOS

HIPOTESIS ESPECIFICAS

¢El extracto etandlico de Tagetes
elliptica Smith (Chincho) presentara
alelopatia  (citotoxicidad) en una
concentracion de 30mg/ml. de frente a
semillas de Lactuca sativa?

¢El extracto etandlico de Tagetes
elliptica Smith (Chincho) presentara
actividad  antibacteriana en una
concentracion de 100% frente a
Staphylococcus aureus ATCC 259237

Determinar si el extracto etandlico de
Tagetes elliptica Smith  (Chincho)
presentara alelopatia (citotoxicidad) en
una concentracion de 30mg/ml. de
frente a semillas de Lactuca sativa.

Determinar si el extracto etanélico de
Tagetes elliptica Smith  (Chincho)
presentara actividad antibacteriana en
una concentracion de 100% frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

El extracto etandlico de Tagetes

elliptica  Smith ~ (Chincho)
presenta alelopatia
(citotoxicidad) en una

concentraciéon de 30mg/ml. de
frente a semillas de Lactuca
sativa.

El extracto etandlico de Tagetes
elliptica Smith (Chincho)
presenta actividad antibacteriana
en una concentracion de 100%
frente a Staphylococcus aureus
ATCC 25923.

Extracto etandlico de
Tagetes elliptica
Smith (chincho)

Variable 2

Actividad antibacteriana

Flavonoides
Esteroides

Taninos

Alcaloides
Cardenolidos
Triterpenos
Quinolinas
Leucoantocianidina
Aminoéacidos

Concentracion de

Polifenoles:

Longitud del crecimiento de
las radiculas e hipocétilos de

las semillas

Efecto del extracto etandlico

Tagetes elliptica Smith
(chincho), frente a

Staphyloccocus aureus ATC

25923,

AnNexos

Anexo A: Matriz de Consistencia

TITULO:

“La Caracterizacion Quimica del Extracto Etandlico de Hojas Tagetes elliptica smith

(Chincho) y determinacion de Actividad Antibacteriana in vitro frente a Staphyloccocus aureus ATCC 25923
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Anexo B: Instrumentos

Ficha técnica 1: Marcha fitoquimica del extracto etandlico de hojas Tagetes elliptica Smith

(Chincho)
FRACCION REACTIVO METABOLITO RESULTADOS
Rvo. Ninhidrina Aminoécidos
Rvo. Gelatina Taninos
A Rvo. Tricloruro Férrico Taninos
Rvo. Shinoda Flavonoides
Rvo. Libermann Esteroides
B Burchard
Rvo. Bomtrager Quinonas
Rvo .Kedde Cardenolidos
Rvo. Libermann Esteroides
Burchard
C Rvo. Mayer Alcaloides
Rvo. Dragendorff Alcaloides
Rvo. Shinoda Flavonoides
Rvo. Rosenheim Leucoantocianidinas
D Rvo. Kedde Cardenolidos
Rvo. Libermann Esteroides
Burchard
Rvo. Mayer Alcaloides
E Rvo. Rosenheim Alcaloides
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Ficha técnica 2: Preparacion para determinar polifenoles Totales.

N° REACTIVOS
ENSAYO mL H->0 4 NaCOs Rvo. Folin
(ml) 20%(ml) Ciocalteu (ml)
BLANCO
1
2
3

Ficha técnica 3: Preparacion de la Curva de Calibracion para Determinar polifenoles

Totales con Acido Galico.

REACTIVOS
ENSAYOS mL H20 ¢ NaCOs Rvo. Folin
(ml) 20%(ml) Ciocalteu (ml)
BLANCO
50mg/1mL
75mg/imL
100mg/ImL
150mg/1mL

200mg/1mL




Ficha técnica 4: Resultado de Citotoxicidad del Extracto Etandlico de hojas

Tagetes elliptica Smith “Chincho” en semillas de Lactuca sativa.

CONTROL
0.00 100 30 10 3mg. 1mg. 0,3 0,1
[ 1 EXT. mg. mg. mg. mg mg
ET. R (mm) R R R R R R R
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
MUESTRAS
PROMEDIO
E. STR.
DES. EST.

Ficha técnica 5: Ensayos de Citotoxicidad del Extracto Etandlico de hojas

Tagetes elliptica Smith “Chincho” en semillas de Lactuca sativa.

mg EXTRACTO SOLVENTE VE DILUCIONES

(Etanol 96°)

0,1

0,3

1,0

3,0

10

30
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Ficha técnica 6: Actividad Antibacteriana in vitro del Extracto Etandlico de hojas Tagetes

elliptica Smith “Chincho” frente a Staphylococcus aureus ATC 25923.

CDG Concentracion DIAMETRO DE HALO (mm) Promedio  Desviacion

Placa Placa Placa Placa Placa Estandar
| 1 111 v Vv

1 Control (E 96°)

2 E.E. 100 %

3 E.E. 90%

4 E.E. 80%

5 E.E. 70 %

6 E.E. 60 %

7 E.E. 50 %

8 E.E. 40 %

9 E.E. 30 %

10 E.E. 20%

11 E.E. 10%

12 CEFT1g. +

Agua Esteéril




Anexo C: Data de Consolidado

Data 1

Tabla 19:

Metabolitos secundarios del extracto etandlico de hojas Tagetes elliptica Smith

FRACCION  REACTIVO METABOLITO RESULTADO EQUIVALENTE
A Ninhidrina Aminoacidos ) 0
A Gelatina Taninos (++) 2
A Tricloruro férrico Fenoles (+++) 3
A Shinoda Flavonoides (+++) 3
B Liberman Burchard Esteroides (+++) 3
B Liberman Burchard Triterpenos (++) 2
B Bomtrager Antraquinonas (+) 1
C Kedde Cardenolidos (+) 1
C Liberman Burchard Esteroides (+++) 3
C Liberman Burchard Triterpenos ) 0
C Mayer Alcaloides O] 0
C Dragendorff Alcaloides ) 0
D Shinoda Flavonoides O] 0
D Rosenheim Leuco-antocianidinas ) 0
D Kedde Cardendlidos (+++) 3
D Liberman Burchard Esteroides (+) 1
D Liberman Burchard Triterpenos (+) 1
D Mayer Alcaloides ) 0
E Shinoda Alcaloides O] 0
E Rosenheim Leuco-antocianidinas O] 0
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En la tabla, se observa el contenido de metabolitos secundarios que posee el extracto etandlico de hojas Tagetes elliptica smith, tanto en
mayor como en menor proporcion. Fuente: propia.



Data 2
Tabla 20:

Muestra las absorbancias y promedios de polifenoles en el extracto etandlico de hojas
Tagetes elliptica Smith.

concentracion
repeticion 1
repeticion 2
repeticion 3

Data 3

Tabla 21:

0,811
0,796
0,745

mg/10ml

3,262
3,209
3,029

mg/100ml
32,6248672
32,0935175
30,2869288

En la tabla se observa el promedio de las absorbancias del extracto etanolico en tres
repeticiones (1,2 y 3). Fuente: propia.
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Efecto citotoxico del extracto etandlico de hojas de Tagetes elliptica Smith “Chincho” en
semillas de Lactuca sativa: “Radiculas”™

[IEE Control 100mg | 30mg | 10mg 3mg 1mg 0,3mg | 0,1mg
R (mm) R(mm) | Rmm) | R(mm) | R(mm) | R(mm) | R(mm) | R(mm)
10 2 2 6 10 6 9 10
9 1 1 2 5 5 9 15
9 1 1 2 5 10 10 5
8 2 1 2 5 5 5 5
9 1 1 2 6 5 5 10
Prom 9 1,4 1,2 2,8 6,2 6,2 7,6 9
Des.Est. 0,71 0,55 0,45 1,79 2,24 2,17 2,41 4,18

Se visualiza en la tabla, el crecimiento de las radiculas (mm), en diferentes concentraciones, cada una con 5 repeticiones. Con sus
respectivos promedios y desviacion estandar. Fuente: Propia
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Data 4
Tabla 22:

Efecto citotoxico del extracto etandlico de las hojas de Tagetes elliptica Smith “Chincho”
en semillas de Lactuca sativa: “Hipocotilos™.

[ JE.E. Control | 100mg | 30mg | 10mg 3mg 1mg 0,3mg | 0,1mg
H (mm) H H(mm) | Hmm) | H(mm) | H(mm) | H(mm) | H(mm)
(mm)
5 2 3 4 10 10 7 10
4 2 2 3 10 8 9 10
5 1 2 3 4 5 9 9
4 2 2 3 4 9 7 10
5 1 2 4 5 5 6 9
Prom 4,6 1,6 2,2 3,4 6,6 7,4 7,6 9,6
Des.Est. 0,55 0,55 0,45 0,55 3,13 2,30 1,34 0,55

La tabla indica, la alelopatia del hipoc6tilo (mm), en concentraciones diferentes (con 5 repeticiones cada concentracion). También sefiala los
promedios y desviacion estandar. Fuente: Propia
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Data 5
Tabla 23:

Efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de hojas de Tagetes elliptica Smith
(Chincho) frente a Staphyloccocus aureus ATCC 25923.

Cadigo Concentracion Diametro del halo (mm) Promedio
Placal Placall Placalll | PlacalV | PlacaV
1 Control Etanol 0,83 1,88 1,27 0,95 2,90 1,57
96%
2 E.E. 100% 3,49 3,96 3,48 3,67 4,22 3,76
3 E.E. 90% 3,36 3,35 3,36 3,21 2,98 3,25
4 E.E. 80% 3,37 3,12 3,36 2,44 3,59 3,17
5 E.E. 70% 1,12 3,27 3,53 2,00 2,90 2,56
6 E.E. 60% 0,95 0,95 3,16 1,19 3,70 1,99
7 E.E. 50% 0,83 0,99 1,39 1,12 2,66 1,40
8 E.E. 40% 1,90 0,90 1,90 1,10 0,80 1,32
9 E.E. 30% 0,95 1,29 1,68 1,29 0,94 1,23
10 E.E. 20% 0,97 0,79 0,96 1,35 1,65 1,14
11 E.E. 10% 0,87 1,20 1,31 1,10 1,10 1,12
12 Cef. 1g + Agua 3,58 7,42 6,25 5,80 7,66 6,14
estéril

La tabla muestra el diametro del halo (mm) del extracto etanélico de hojas Tagetes elliptica Smith, en diferentes concentraciones (100, 90,
80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 y 10 %) + medicamento (ceftriaxona 1g) y un control (etanol 96%). Cada uno con 5 repeticiones (placas), asi
como los promedios de las concentraciones mencionadas. Fuente: propia.



Anexo D: Cronograma del Programa Experimental

72

PROCEDIMIENTOS OCTUBRE 2019

Experimento 1 SEM1 | SEM2 | SEM3 | SEM4
1. Preparacion del extracto etandlico de tagetes elliptica

smith (chincho) X
2. Analisis fitoquimicos y recoleccion de datos X
3. Preparacion de la Prueba (A, B) del anélisis X
Experimento 2 Noviembre 2019
4.Preparacion de la Prueba (C, D) del analisis X X
5. Preparacion de la Prueba (E) del anélisis X
Experimento 3 Diciembre 2019
6. Ensayo de solubilidad X
7. Espectrofotometria UV X
8. Citotoxicidad (preparacién de la muestra, medida de

los hipocétilos y radiculas) X X X
9. Determinacion de polifenoles totales X
10. Curva de Calibracion X
Experimento 4 Enero 2020
11. Esterilizacion de materiales y elaboracion de medio X

de cultivo.

12. Elaboracion de in6culo bacteriano X
13. Formacidn de concentraciones de extracto vegetal. X
14. Anélisis de sensibilidad antimicrobiana X
15. Resultados, analisis estadisticos X
16. Discusion de los resultados X
17. Presentacion de la Tesis. X
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Anexo E: Testimonios Fotograficos
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Figura SEQ Figura \* ARABIC 38: Discos de papel Watman. Para ser impregnados en las
placas petri, para la identificacion bacteriana

Figura SEQ Figura \* ARABIC 39: Cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Inoculo bacteriano listo para ser utilizado. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura SEQ Figura \* ARABIC 40: Implementos
dentro de la cabina de flujo laminar BIOFASE. Donde
se procedio a esterilizar los materiales para la actividad

Figura SEQ Figura \* ARABIC 41: Sembrado de discos con la cepa Staphylococcus aureus. Procedimiento,
discos impregnados dentro de la placa petri, (contenia el agar, Muller Hilton). Fuente: Elaboracion propia.
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Figura SEQ Figura \* ARABIC 42: Bioseguridad en el ensayo antibacterial. Condiciones de bioseguridad para
realizar el sembrado de los discos. Fuente: Elaboracion propia.

CABINA DE FLUJO
LAMINAR

Figura SEQ Figura \* ARABIC 43: Cabina de flujo laminar BIOFASE. De la Universidad Interamericana
para el Desarrollo, (Control de temperatura, humedad, luz, ventilador, movimiento de la puerta
automético). Fuente: Elaboracion propia.



Anexo F: Juicio de Expertos

FICHA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO POR JUICIO DE EXPERTOS

DATOS GENERALES

1.1 Apellidos y nombres del experto: DLy AN a\"( FAVALR ;
1.2 Grado académi N2 G %
1.3 Cargo e institucion donde labora: d",\h, G i
1.4 Titulo de la Investigacion: T RO e S e MC—Q/
1.5 Autor del instrumento: YLD
1.6 Nombre del instrumento::){ \E.&‘\tpﬁQO,
&u.&u
INDICADORES CRITERIOS Deficient | Regular | Bueno B“:::o Ex::l:-nt
CUALITATIVOS/CUANTITATIVOS | e0-20% | 21-40% | 41-60% 6180% | 100%
CLARIDAD Estd .formulado con lenguaje
apropiado.
OBJETIVIDAD Estd expresado en conductas /
observables.
ACTUALIDAD Adecuado al alcance de ciencia y /
tecnologia.
ORGANIZACION Existe una organizacion légica. /
Comprende los aspectos de
SUFIGIENGIA cantidad y calidad. /
INTENCIONALIDA | Adecuado para valorar aspectos /
D del estudio.
> Basados en aspectos Tedricos-
CONSISTENCIA Cientificos y del tema de estudio. /
COHERENCIA Er\tre .Ios Ind|c<.es, indicadores, /
dimensiones y variables. iy
La estrategia responde al
METODOLOGIA propésito del estudio. /
Genera nuevas pautas en la /
10. CONVENIENCIA investigacion y construccion de A
teorfas.
SUB TOTAL
TOTAL

VALORACION CUANTITATIVA (Toﬂx 0.20):
VALORACION CUALITATIVA:
OPINION DE APLICABILIDAD: ....... A.

Lugar y fecha: Brecia, 1t Cugns 2090
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FICHA DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO POR JUICIO DE EXPERTOS

DATOS GENERALES
Apellidos y nombres del experto: ﬁO&UG Mpeeoouin N hR(A &SAM

1.2 Grado académico: MAE(STER
1.3 Cargo e institucién donde labora: .. RQUENTE, UNLD
1.4 Titulo de la Investigacion: TAGETES. BLUPTICA SNt GHinNeHD! |
15 Autor del instrumentos ... i i
1.6 Nombre del instrumento: ﬁmctmﬁmmmm.%wmﬁwmws .......
Crrorox teanad
- Muy | Excelent
INDICADORES CRITERIOS Deficient | Regular | Bueno Biiého a1
CUALITATIVOS/CUANTITATIVOS | e0-20% | 21-40% | 41-60% 61-80% 100%
1. CLARIDAD Estd formulado con lenguaje

apropiado.

2. OBIJETIVIDAD

Esta expresado en conductas
observables.

3. ACTUALIDAD

Adecuado al alcance de ciencia y
tecnologia.

4. ORGANIZACION

Existe una organizacion logica.

5. SUFICIENCIA

Comprende los aspectos de
cantidad y calidad.

6. INTENCIONALIDA
D

Adecuado para valorar aspectos
del estudio.

7. CONSISTENCIA

Basados en aspectos Tedricos-
Cientificos y del tema de estudio.

8. COHERENCIA

Entre los indices, indicadores,
dimensiones y variables.

9. METODOLOGIA

la  estrategia  responde  al
propdsito del estudio.

10. CONVENIENCIA

Genera nuevas pautas en la
investigacién y construccidn de
teorias.

R R YL R

SUB TOTAL

TOTAL

VALORACION CUANTITATIVA (Total x 0.20) : 78/
VALORACION CUALITATIVA: Moy
OPINION DE APLICABILIDAD:

ALLLCABLE

Lugar y fecha: Dnedn, I DE Bugrs 2030

Firma y Posfirma del experto

DN:..028.505723
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POR JUICIO DE EXPER

I DATOS GENERALES

1.1 Apellidos y nombres del experto: RONALD MAURICIO TARAZONA DELGADO

1.2 Grado académico: MAGISTER EN BIOLOGIA VEGETAL, LICENCIADO EN BIOLOGIA

1.3 Cargo e institucion donde labora: JEFE DE LABORATORIO - UNID

14 Titulo de la Investigacion: CARACTERIZACION QUIMICA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE LAS HOJAS
DE Tagetes ellptica SMITH (CHINCHO) Y DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA IN

VITRO FRENTE A Staphylococcus aureus ATCC 25923

1.5 Autor del instrumento: BACH. MARIA CAMPOS CHAVEZ, BACH, CELINA SERAFIN GALAN
1.6 Nombre del instrumento: ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE EXTRACTO VEGETAL

Muy
CRITERIOS Deficiente | Regular | Bueno Excelente
INBICADORES CUALITATVOSICUANTITATIVOS | ~ 020% | 20-40% | 41.60% | PUno | gy.fo0s
1. CLARIDAD Esta formulado con  lenguaje 80%
apropiado.
Esta expresado en conductas 80%
4 (OBiEIIND observables.
Adecuado al alcance de ciencia y 80%
3. ACTUALIDAD fecnologla.,
4. ORGANIZACION 80%
Existe una organizacion logica.
Comprende los aspectos de cantidad y 80%
5. SUFICIENCIA calidad.
Adecuado para valorar aspectos del 80%
6. INTENCIONALIDAD estudo.
Basados en aspectos Tedricos- 80%
i, CONSIBTENGIA Cientificos y del tema de estudio.
Entre los indices, indicadores, 60%
S CONERENEA dimensiones y variables.
9. METODOLOGIA La estrategia responde al proposito del 90%
estudio.
Genera nuevas pautas en la 90%
10. CONVENIENCIA investigacion y  construccion  de
teorias.
SUB TOTAL 60% 560% 180%
TOTAL 800%
VALORACION CUANTITATIVA (Total x 0.20): 16
VALORACION CUALITATIVA: MUY BUENO
OPINION DE APLICABILIDAD: APLICABLE
Lima, 20 de
- e
Firma y Posfi I_’oxEorto
73810968 L e
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Formato para Microbiologia

Requerido para todas las investigaciones que involucren Microorganismos, ADN_ytej ido fresco, sangre  fluidos del cuerpo.
(Es necesario la aprobacion del CRC, antes que se inicie la experimentacion)

Nombres de los Tesistas L/ 4utih CAmpes CLAVES
(A BCTERAZAUE L (R oTHIca OFL BcTlsed EXanE ee DE LAS
Titulode la TESIS  //0 < 05 o %qwalefg yl/[vfff't‘w- SMITI ( cotibctto) y DETER mACID)y
DE_ L4 pct VIDAD AwttkteTBr ik (N VIN2O FLESTE 4

Caplay llococevg aurevs ACC 25422

Deberé ser completado por el estudiante investigador en colaboracion con el Cientifico Calficado / Supenvisor Designado
(Todas la preguntas son aplicables y tienen que ser respondidas; se pueden adjuntar paginas adicionales)

1) Identificar los agentes biologicos potenciamente dafiinos que serdn usados en este experimento. Incluir la fuente, la cantidad y el
Nivel de Bioseguridad (NBS) en los grupos de riesgo de cada microorganismo.

2) Describir el lugar de experimentacion incluyendo el nivel de contencion biolégico.
3)  Describir el método de disposicion de todos los materiales de cutivo y otros agentes biologicos potenciaimente daiiinos.
’ I

4)  Describir los procedimientos que seran usados para minimizar riesgos (equipo y vestuario de proteccion personal).

5) ¢Qué nivel final de Bioseguridad (NBS) recomiendas para este proyecto. Dar la evaluacion de riesgo que has realizado?.

Sera completado por el cientifico calificado o el supervisor designado

1) ¢Qué entrenamiento el estudiante recibié para realizar este proyecto? :
Movmns sto b oo s2gundagl TEenions el cobiovo lonetoraps A ofodadd
tntrnionoloiaon Do ot Litomntes Y ectrctes ujé#«xﬁej
2) ¢Estuvo de acuerdo con la informacion y la recomendacion de bioseguridad proporcionada por el estudian- &] Sl D NO
te en la parte inicial de este fomato? Si la respuesta es NO por favor explicar.

/ﬂ@ %&[@?m /\‘b ?gc[‘ ‘?p—-éz—zé)z@

Fecha

Nombre detfilogo/Microbiélogo Nombres y Apellidos del Tesista

Mg. Blgo:

% 1o o2 e
Mt‘n ¢ Qﬁw[o

DN ?38LoYE )

Nombres y.Afellidos del Tesista



Formato para Microbiologia

Requerido para todas las investigaciones que involucren Microorganismos, ADN Y tejido fresco, sangre y fluidos del cuerpo.
(Es necesario la aprobacion del CRC, antes que se inicie la experimentacion)

Nombres de los Tesistas CECING SEwAE v GALAY
CACHTELLBEACAE N QT DEL ExTILAcED ETANS LS DE
Titwlode l TESIS | ps pho543 p Taqedes elliptica, S ( cancao) vy
DETRL M wALLEN DE LA AT DAD sn T GATELLLAA thl VTS
eeepre » Stup bylblococert avrevs ATee 25923

Debera ser completado por el estudiante investigador en colaboracion con el Cientifico Calificado / Supervisor Designado
(Todas la preguntas son aplicables y tienen que ser respondidas; se pueden adjuntar paginas adicionales)

1) Identificar los agentes biologicos potenciaimente dafinos que seran usados en este experimento. Incluir la fuente, la cantidad y el
Nivel de Bioseguridad (NBS) en los grupos de riesgo de cada microorganismo.

2) Describir el lugar de experimentacion incluyendo el nivel de contencion biolégico.

3) Describir el método de disposicion de todos los materiales de culivo y otros agentes biolégicos potenciaimente daiiinos.
’ |

4)  Describir los procedimientos que seran usados para minimizar riesgos (equipo y vestuario de proteccin personal).

5)  ¢Qué nivel final de Bioseguridad (NBS) recomiendas para este proyecto. Dar la evaluacion de riesgo que has realizado?.

Sera completado por el cientifico calificado o el supervisor designado

1) ¢Qué entrenamiento el estudiante recibié para realizar este proyecto? : o
) ‘A}n(\wu de Go ;M\J.w{‘; TL@cmicay pe&le CO{LW b eoteras, At vidlas(
S amfrnderobrana fo Wk 47 Cnrtndos y eefactss ve p,'l-a(lg‘}‘

2) (¢Estuvo de acuerdo con la informacion y la recomendacion de bioseguridad proporcionada por el estudian- E Sl D NO
te en la parte inicial de este formato? Si la respuesta es NO por favor explicar.

Qm/ 5‘\‘4, 2o~0l-222,0

Fecha

~— U

Nombres y Apellidos del Tesista

Nombres ellidos del Tesista
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Vi 238/09¢4&
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Lima, 20 de enero de 2020

Sr(a).

Facultad de Ciencias de la Salud

Universidad Interamericana para el Desarrollo

Tengo el agrado de dirigirme a Ud. e informarle que la Bach. Maria Campos
Chavez y la Bach. Celina Serafin Galan ejecutaron el analisis estadistico de
su tesis bajo mi supervision, por lo que doy fe que sus datos y posteriores
resultados fueron sometidos a un tratamiento estadistico estricto y correcto.

El anélisis estadistico se encuentra bajo el formato especifico de tablas y
graficos, correspondientes a la naturaleza de los datos obtenidos.

Sin ningun otro adicional, me despido, renovando los sentimientos de mi
mayor consideracion.

Atentamente,

gh
DNI: 73810668



Certificado de autenticidad del Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Ficha técnica del Staphylococcus aureus ATCC 25923
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F—_ UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS 100

(L]
50~ Mo ' 4 4 Universidad del Periti, DECANA DE AMERICA m:""
! j M VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO L.i;;‘:;"j

G| Wit MUSEO DE HISTORIA NATURAL s

“Afio de la lucha contra la corrupcién y la impunidad”

CONSTANCIA N°039-USM-2019

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL,
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (raiz, tallo y hojas) recibida de CELINA ISABEL SERAFIN GALAN Y
MARIA DEL ROSARIO CAMPOS CHAVEZ, estudiantes de la Universidad Interamericana
para el Desarrollo, ha sido estudiada y clasificada como: Tagetes elliptica Sm., y tiene
la siguiente posicién taxondmica, segln el Sistema de Clasificacién de Cronquist (1988).
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ASTERIDAE
ORDEN: ASTERALES
FAMILIA: ASTERACEAE
GENERO: Tagetes
ESPECIE: Tagetes elliptica Sm.

Nombre vulgar.: “Chincho”
Determinado por: Mg. Hamilton Wilmer Beltran Santiago

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

Lima, 11 de febrero de 2019

ag. ION A. CANO ECHEVARRIA
EFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM)

ACE/yhr.



