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Abreviaturas:

A: Absorbancia

Ai: Absorbancia Inicial

Af: Absorbancia Final.

°C: Grados centigrados.

Cm: Centimetros.

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria.

C/U: Cada uno

DLsg: Dosis Letal al 50 %.

DMSO: Dimetilsulfoxido.

M: Metros.

Mg/kg: miligramos/kilogramos.

MI: mililitro.

Mm: milimetro.

Mcg: microgramos.

MO: microorganismo.

MSSA: Staphylococcus aureus susceptible a la Meticilina.
MRSA: Staphylococcus Aureus resistente a la Meticilina.
MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difeniltetrazolio.
NaCl: Cloruro de Sodio.

NK: Natural Killer.

Nm: Nanometros.

Ppm: Parte por millén.

Pcl: Picolitros.

SIn: Solucién

T/E: Tubo de ensayo
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Um: micrémetros.
UFC: Unidad Formadoras de Colonia.
ul: Microlitro.

Glosario:

Anaerobiosis: Capacidad que poseen algunos microorganismos de vivir en forma
anaerobio.

Antiescorbutica: Eficaz contra el escorbuto.

Antifungico: Relativo a una sustancia que destruye a los hongos o que inhibe su
crecimiento o reproduccion.

Apice: Tejido meristematico que ocupa la parte terminal del tronco, raices y ramas.
Astenia: Falta de fuerza, agotamiento tanto fisico como psiquico.

Astringente: Sustancia que provoca una contraccion fibrilar de los tejidos
organicos

Cataplasma: Masa plastica y plana que contiene productos medicinales y que se
aplica como calmante o emoliente.

Colitis: Inflamacion del colon.

Copras: Médula del coco de la palma usada para la obtencion de aceite.

Decoccion: Producto que se obtiene por el cocimiento en agua de sustancia
vegetales 0 minerales.

Dismenorrea: Menstruacion dolorosa o dificil.

Eczemas: Afeccion cutanea inflamatoria con aparicién de vesicula, infiltracion,
exudacion de un liquido sedoso y desarrollo de escamas y costras.

Empacho: Indigestion de la comida.

Forunculos: Infeccion, necrosis del conjunto formado por el foliculo piloso,
glandulas sebéaceas y tejidos conjuntivo circundante, muy doloroso.

Fluxion: (Del lat. fluxio, -onis).1. f. Acumulacion patologica de liquidos en el
organismo.2. f. Constipado de nariz.

Instilacion: Procedimiento terapéutico que consiste en introducir un liquido gota a

gota, en una cavidad del organismo.
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Mesodermo: Tercera hoja, blastodérmicas que origina los sistema muscular y 6seo,
entre otros.

Nematicida: Pesticidas quimicos que se utilizan para matar nematodos.

Paludismo: Enfermedad infecciosa producida por el Plasmodium y transmitido por
la hembra del mosquito Anopheles, endémicas en los paises tropicales.

Principio Activo: Sustancia quimica producida en el metabolismo de la planta que
tiene actividad farmacoldgica.

Psoriasis: Erupcion cutanea en forma de placas rojas cubiertas de escamas.
Sahumerios: Humo que produce una materia aromatica, que se hecha en el fuego.
Sarcoma: Tumor maligno derivado de estructuras mesenquimales.

Taquicardia: Aumento de la frecuencia cardiaca superior a 100 latidos por
minutos.

Tifa: Grupo de afecciones parasitarias, cutaneas producidas por hongos,
caracterizadas por la aparicion de pequefias erupciones rojas acompafiada de

picazén.
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Las bacterias juegan un papel fundamental en la naturaleza y en el hombre: la presencia de una

Introduccion

flora bacteriana normal es indispensable, aunque algunos gérmenes son patdgenos.
Anélogamente tienen un papel importante en la industria y permiten desarrollar importantes

progresos en la investigacion. (Leon, A., 2006).

De acuerdo con el diagndstico principal de ingreso segun grupos de edades del Hospital Oscar
Danilo Rosales Arguello (HEODRA), en su reporte anual del afio 2012 encontr6 que los méas
afectados por enfermedades bacterianas y enfermedades del Sistema Respiratorio, son los

pacientes pediatricos y geriatricos. (Departamento de Admisién del HEODRA., 2013).

Nicaragua es un pais megadiverso, que conserva una gran cantidad de ecosistemas y especies
de plantas vasculares de gran valor etnobotanico, por lo que el uso de plantas medicinales se
ha consolidado como una alternativa viable en salud, pues contribuye de forma importante a la
solucion de problemas relacionados a ella (Mayorga, V., Gutiérrez, M., Rueda, R., 2007);
pudiéndose utilizar de una misma planta las hojas, las flores, la raiz, el tallo, los frutos, ademas

cada planta puede tener diferentes aplicaciones o propiedades curativas. (Botanica., 2009).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), reconoce y estimula el gran valor de las plantas
medicinales en la atencion primaria de millones de personas. Aunque muchos farmacos
sintéticos han desplazado a las plantas, aun asi, 30% de los medicamentos son obtenidos en
forma directa o indirecta de los vegetales. Por ser plantas medicinales deben tener utilidad
terapéutica, cabe destacar que siendo sustancias biolégicamente activas, con eficacia

terapéutica, también poseen por extension efectos toxicos.

Segun un estudio realizado en la Facultad de Ciencias Quimicas de La UNAN-Le6n sobre la
“Evaluacion de la actividad antimicrobiana en cepas de Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella
pneumoniae de 59 especies de plantas que fueron colectadas en la biodiversidad vegetal de la
estacion biolégica Bartola-Rio San Juan”, concluyd que una especie mostrd actividad

antimicrobiana parcial (Eugenia sp. Familia Myrtaceae) Yy otra especie mostrd actividad
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antimicrobiana total (Talisia Nervosa, familia Sapindaceae) a través del bioensayo
antimicrobiano de Mitcher (Herrera. G, Sotelo. A., 1999).

En el 2000, se realiz6 un estudio sobre la "Evaluacion de la actividad antimicrobiana de 99
especies de plantas colectadas de la biodiversidad vegetal de las estaciones biol6gicas Bartola-
San Juan y La Lupe-rio San Juan con cepas de microorganismos Shigella, Dysenteriae y
Estaphylococcus aureus’, el cual concluyd que dos especies presentaron actividad
antimicrobiana total frente a microorganismos Estaphylococcus aureus a 24, 48, 72 y 96 horas
de exposicion a una concentracion de 1000 pg/ml posteriormente se realizaron diluciones a
concentraciones menores para determinar la CIM resultando asi las especies Dycterix oleifera
benth con una concentracion de 900 ug/ml y Otova novogranantensis mold con una
concentracion de 60 um/ml a traves del método de Mitscher (Guido. E, Hernandez. M, Nufiez.
K., 2000).

Siendo de mucha frecuencia el uso de plantas medicinales por parte de nuestra poblacion para
tratar ciertas enfermedades infecciosas, usualmente en aquellos lugares donde no hay acceso a
atencion asistencial; siendo la Herbologia Médica un aspecto de gran relevancia para mantener
la salud de los mismos. En nuestra facultad se cuenta con estudios de antioxidantes y
antimicrobianos en especies vegetales utilizando diferentes métodos, sin embargo no existen
estudios aplicando el método MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difeniltetrazolio);
el presente trabajo pretende evaluar la actividad antimicrobiana de 5 especies vegetales
colectadas en la ciudad de Ledn frente a Estafilococo aureus de importancia médica, como una
alternativa natural al tratamiento tradicional de las enfermedades microbianas a través de éste
método y asi de esta manera contribuir a las futuras generaciones como base para estudios

posteriores.
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Planteamiento del problema:

La medicina tradicional es la suma completa de conocimientos, técnicas y practicas
fundamentadas en las teorias, creencias y experiencias propias de diferentes culturas, que se
utilizan para prevenir, diagnosticar, mejorar o tratar trastornos fisicos o mentales que ha
sido adoptada por un sinnimero de poblaciones; sin embargo son escasos los datos
resultantes de ensayos cientificos destinados a evaluar la seguridad y eficacia de los
productos y las practicas de la medicina tradicional, es por ello que nos planteamos lo

siguiente: ¢ Tendran las 5 especies vegetales actividad antimicrobiana?

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua, Leon.



Objetivo General:

+ Evaluar actividad antimicrobiana de 5 especies vegetales colectadas en la ciudad de Leén a
través del método MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difeniltetrazolio) realizado
en la Facultad de Ciencias Quimicas de la Unan-Leon.

Objetivos Especificos:

+ Preparar extractos alcohélicos de 5 especies vegetales colectadas en la ciudad de Leén.

+ Determinar la CMI de 5 especies vegetales colectadas en la ciudad de Leén a través del Método
MTT contra a Staphylococcus aureus.
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La biodiversidad es un buen indicador ecologico, ya que expresa la proporcion existente entre el

Marco teorico

namero de seres vivos de un ecosistema y el nimero de especies diferentes a las que pertenece,
es decir las riquezas de especies diferentes que pueblan la tierra (Gran Enciclopedia Sapiens
Tematica., 2000).

La flora y fauna de Nicaragua son muy abundantes, tal como corresponde a todo pais tropical,
conteniendo una cantidad innumerables de plantas en todo su territorio. La flora y fauna de
Nicaragua pertenece a la Region Neotropical, amplia area que se extiende desde México hasta
la Argentina (Incer, J., 2000).

El ser humano ha estado sobre la tierra aproximadamente dos millones de afio. Durante 99% de
este lapso ha vivido como recolector-cazador, hace 10 mil afios comenzo6 a domesticar plantas
y animales y lleva al menos de 200 afios en una sociedad industrial. Esta aseveracion en
relacion con las plantas medicinales, es concordante con las actividades que se han realizado
alrededor de la domesticacion de plantas. Una preocupacion primordial del ser humano es el
mantener su salud en buen estado, es evidente entonces, que el uso y manipuleo de plantas
medicinales se remonta al momento mismo del surgimiento del ser humano sobre la tierra.
(Ocampo S, Rafael., 1994).

Una de las importancias de la biodiversidad es lo que respecta a la produccion de
medicamentos, que se obtienen de muchas plantas, algunas por lo demas venenosas (digitalina,

quinina, curare, etc.). (Gran Enciclopedia Sapiens Tematica., 2000).

Informacion Botanica, Etnomédica y Quimica de Especies Vegetales:

4.1 "Cola de Alacran™:
4.1.1 Taxonomia:
v" Nombre Cientifico: Heliotropium angiospermum (Vibrans, H., 2011).
v Familia: Boraginaceae (Vibrans, H., 2011).
v Género: Heliotropium (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana., 2009).
v' Division: Magnoliophyta (Vibrans, H., 2011).
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v' Clase: Magnoliopsida (dicotiledéneas) (Vibrans, H., 2011).

v’ Subclase: Asteridae (Vibrans, H., 2011).

v' Orden: Lamiales. (Vibrans, H., 2011).

v" Sinonimia popular: Cola de alacran, rabo de mico, Alancrancillo, yerba del espasmo, Cola
de mono, Rabo de alacran. (Vibrans, H., 2011).

v Sinonimia botanica: Cerinthe lanceolata, Helitropium humile Lam., H. lancifolium, H.

oblongifolium, H. parviflorum L., H. rugosum . (Vibrans, H., 2011).

4.1.2 Descripcion:

Hierba o subarbusto, anual o perenne, erecto de 15 a 80 cm de alto, ocasionalmente hasta 2 m.
Hojas Alternas o algunas opuestas, pecioladas, ovadas (con forma de huevo), elipticas a
lanceoladas (con forma de lanza), Flores: Lébulos del céliz lanceolados fruto fuertemente
comprimido, bilobado, de 2 a 3 mm de grueso y 1 a 2 mm de alto, escasamente a muy rugoso,
densamente cubierto por vesiculas pequefias e infladas, clusas (unidad que integra al fruto,
nuececilla) 2, cada una con 2 semillas, la Unica cara ventral con una cavidad central grande,

pedicelos en el fruto de 1 mm de largo, insertos cada 1.2 a 3 mm (Vibrans, H., 2011).

4.1.3 Origen y Distribucion:

Esta planta es originaria del sur de Estados Unidos de América, Chile y Bolivia. Habita en
climas céalido y semicalido desde el nivel del mar hasta los 738 m. Esta presente en areas de
vegetacion perturbada y crece a orillas de caminos, asociada a bosque tropical caducifolio,
subcaducifolio, subperennifolio y perennifolio, ademas de matorral xeréfilo (Biblioteca
Digital de la Medicina Tradicional Mexicana., 2009).

414  Quimica:
Esta planta se caracteriza por la presencia de alcaloides. De la planta completa se han aislado
los alcaloides de pirrolizidina lindelofidina, hidroxi-metil-1-2-epopxi-pirrolizidina, retronecina,
supinidina y tachelantamidina. De la hoja, los alcaloides espermidina, espermina, y putrecina, y
de la inflorescencia, solo los dos primeros. En el tallo y las hojas se han detectado la presencia

de alcaloides de pirrolizidina. (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana., 2009)
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4.1.5 Actividad farmacologica:

El extracto acuoso obtenido de hojas con tallos present6 un ligero efecto estimulante en tejido

de Gtero aislado de rata. (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana., 2009)
4.1.6 Usos:

Es comun su uso en el tratamiento de padecimientos del aparato digestivo, como colitis,
diarrea, empacho o gastroenteritis. Con mayor frecuencia se le emplea para curar la disenteria.
Se recomienda tomar un té preparado con las hojas de la planta. Este mismo remedio se ocupa
cuando hay flujo de mujeres a causa de que duran mucho con la ropa mojada puesta, en este
caso, el té se bebe en ayunas. Ademas, la infusion elaborada con la raiz sirve para curar el
"empacho”. Para sanar los granos del cuerpo se toman bafios o lavados locales, con el
cocimiento de las hojas. Por otro lado, se menciona Util contra afecciones de tipo respiratorio
como gripe y tos, y en casos de picadura de alacran e inflamaciones (Biblioteca Digital de la

Medicina Tradicional Mexicana., 2009)
4.1.7 Toxicidad:

Es una planta téxica (Vibrans, H., 2011). Se reporta en la literatura, que en Barbados algunos
nifios que tomaron dosis altas de la decoccion de la planta, se envenenaron causandoles la
muerte. En un ensayo realizado en el Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos de
Ameérica, se observd la aparicion de sarcomas en 10 de 4 ratas, en el sitio donde se inyect6 un

extracto de la planta (Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana., 2009).

4.2 “Flor de Avispa:

421  Taxonomia:
v' Nombre Cientifico: Hibiscus rosa-sinensis. (Germosén, L. R., 1998).
v Familia: Malvaceae (Germosén, L. R., 1998).
v' Género: Hibiscus (Cruz, A., 2007).
v' Division: Magnoliophyta. (Kumar, A. & Singh, A., 2012).
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v' Clase: Magnoliopsida (Cruz, A., 2007).

v’ Subclase: Dilleniidae (Kumar, A. & Singh, A., 2012).

v' Orden: Malvales (Cruz, A., 2007).

v" Sinonimia popular: Nicaragua: Flor de avispas, Guadalupe: Rose Kayenn Haiti: choublak,
Martinica: kokliko wouj (Germosén, L. R., 1998).

v Sinonimia botanica: No se encuentran sindnimos para esta planta.

4.2.2 Descripcion:

Arbustos de hasta 5m, hojas aovadas de 6-10cm, acuminadas, acerradas, bractéolas 6-7,
lineares; caliz acampanados, corola blanca, roja purpurea, amarilla o anaranjada. De tamafio
variable tubo estaminal tan largo como los pétalos. Capsula oblonga de casi 3 cm de didmetro
(Germosén, L. R., 1998).

4.2.3 Origen y Distribucion:
Originaria de Africa y cultivada en todos los tropicos del mundo (Germosén, L. R., 1998).

4.2.4 Quimica:

La flor contiene acido citrico, oxalico y tartalico, sacarosa, fructosa y glucosa. Los pétalos
contienen antocheanina y flavonoides derivados del kaenferol, de la cianidina asi como
quercetina. La presencia de alcaloide en la hoja y en tallo es controvertida, para la hoja sean
reportado ademas lipidos alcanos, beta-sitosterol y el triterpenoide taraxeril (Germosen, L. R.,
1998).

4.2.5 Actividad farmacologica:

El extracto etandlico (80%) de la planta entera no mostré actividad antiviral in vitro. El
extracto etanodlico (70%) de la hoja tiene actividad antipirética y antiinflamatoria en ratas
administradas por via intraperitoneal en dosis de 100mg/kg mientras que se constat6 actividad
analgesica en el raton al administrar por via oral en dosis de 125mg/kg (Germosén, L. R.,
1998).
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4.2.6 Usos:
v" Gripe: flor u hoja, infusién o decoccién de 3 a 4 minutos por via oral (Germosén, L. R.,
1998).

4.2.7 Toxicidad:

LDso del extracto hidroetandlico de las partes aéreas es de un 1g/kg. LDsy del extracto
alcohdlico (70%) de hojas administradas por via intraperitoneal es de 9.533g/kg en raton.
Nuevos datos contemplados en NAPRALERT hasta 1994 confirman la actividad
anticonceptiva femenina, antiespermatogenica masculina y embriotoxica para la flor
(Germosén, L. R., 1998).

4.3 “Guayaba’:

4.3.1 Taxonomia:

v" Nombre Cientifico: Psidium guajava L (Germosén, L. R., 1998).
v' Familia: Myrtaceae (Germosén, L. R., 1998).

v Género: Psidium (Rivadeneira, N., 2010).

v" Division: Magnoliophyta (Rivadeneira, N., 2010).

v’ Clase: Magnoliopsida (Rivadeneira, N., 2010).

v’ Subclase: Rosidae (Ruiz, N., 2010).

v' Orden: Myrtales (Grijalva, A., 2006).

v Sinonimia popular: Nicaragua: Guayaba, Guayaba de Gusano. En Mayangna o Sumu:
Burimak, en Miskitos: Sikra, Honduras: Guayabos, México: Guayaba Colorada, Guayaba
China, Guayaba De Venado, Guayaba Peruana, Guayaba Perulera (Germosén, L. R., 1998).

v' Sinonimia botanica: Psidium aromaticum L, Psidium pomiferum blanco, Psidium

pyriferum jacq, Psidium sapidissimum L (Germosén, L. R., 1998).

4.3.2 Descripcion:
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Arbustos o arbol pequefio, hasta 10 m de altura, hojas opuestas de 10cm de largo, ovaladas,
flores blancas (Germosén, L. R., 1998).

4.3.3 Origeny Distribucion:

Ampliamente distribuida, desde Florida hasta las zonas tropicales de Sudamérica, también en
las Antillas; naturalizadas y cultivadas en los trépicos del viejo mundo (Germosén, L. R.,
1998).

4.3.4 Quimica:
El fruto es rico en vitamina C ademas posee vitaminas bl y b2, tambien se encuentran en las
hojas y cascaras, aceite esencial, flavonoides y alcoholes sesquiterpenicos y acidos

triterpenoides (Germosén, L. R., 1998).

4.3.5 Actividad farmacoldgica:

A las hojas de estas plantas le han sido estudiadas sus efectos sobre el sistema nervioso central,
particularmente la actividad sedante. La actividad antidiarreica se atribuyen a las quercetinas
presentes en las hojas y cortezas, que tiene una definitiva actividad antisecretoras en la
liberacién de acetilcolina, que no es reversible por naloxano; este efecto se debe al bloqueo de
los canales de calcio o a la inhibicidn del sistema enzimatico responsable de la sintesis de
prostaglandinas, que se relaciona con la liberacion de acetilcolina. Al fruto se le atribuye
actividad abortiva (Germosén, L. R., 1998).

4.3.6 Usos:

Diarrea, en Cuba las hojas las usan como astringentes, para curar llagas, los lefios para diarrea y
los cogollos en los refriados. La raiz y las hojas fortalecen el estomago. En México la corteza se
usa para la disenteria y el fruto como digestivo. En Guatemala la decoccion de hojas es para
tratar afecciones digestivas, enfermedades dermatomucosas, diabetes, hemorragias, uretritis y
refriados; por via topica se recomienda para tratar infecciones de la piel, asma y lenguas
inflamadas. En Colombia las hojas se consideran estimulantes y antiespasmaodicas (Germosén,
L. R., 1998).
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4.3.7 Toxicidad:

La quercetina libre presente en materiales vegetales puede pasar en 44% a la decoccién y

cuando alcanza una concentracion de 800mg/kg de hoja seca provoca actividad mutagénica
detectable sobre el Test de Ames, estd considerada como uno de los mugatenos y
carcinogénicos naturales por excelencia su DLsg se ha precisado en 161mg/kg administrada

por via oral en ratas (Germosén, L. R., 1998).

4.4 “Palma”:
4.4.1 Taxonomia:
v' Nombre Cientifico: Roystonea regia (Vidal, M. 27/09/13).
v Familia: Arecaceae (Vidal, M. 27/09/13).
v Género: Roystonea (Vidal, M. 27/09/13).
v" Division: Angiospermae (Vidal, M . 27/09/13).
v’ Clase: Liliopsida (Vidal, M. 27/09/13).
v’ Subclase: Arecidae (Vidal, M. 27/09/13).
v Orden: Arecales (Vidal, M. 27/09/13).
v' Especie: R. regia (Vidal, M. 27/09/13).
v" Sinonimia popular: Cuba: Palma real, Palma real cubana, Palma y palma criolla. Florida:
Florida Royal palm (Vidal, M. 27/09/13).

4.4.2 Descripcion:

Palmera monoica de tronco Unico, grueso en su base, liso, de color grisaceo, alcanzando 12-16
m. de altura y 50-60 cm. de diametro. Hojas pinnadas, de 4-6 m. de longitud, con foliolos
dispuestos en diferentes planos respecto al raquis, que es aquillado. Inflorescencias que nacen
de debajo del capitel, muy ramificadas, con flores blancas, aromaticas. Frutos de hasta 1.2 cm.
de didmetro, rojizo-purpureos.Palmera monoica de tronco Unico, grueso en su base, liso, de
color grisaceo, alcanzando 12-16 m. de altura y 50-60 cm. de diametro. Hojas pinnadas, de 4-6

m. de longitud, con foliolos dispuestos en diferentes planos respecto al raquis, que es
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aquillado. Inflorescencias que nacen de debajo del capitel, muy ramificadas, con flores

blancas, aromaticas. Frutos de hasta 1.2 cm. de didmetro, rojizo-purpureos. O.F.Cook (2006).
4.4.3 Origen y Distribucion:

Es nativa del sur de la Florida, Belice, Bahamas, Puerto Rico, Cuba, Honduras y de algunas
regiones de Méxicoy de las Islas Caiman. Hoy esta plantada en todos los paises de la zona

intertropical y en varias regiones se ha asilvestrado. Vidal, M.(27/09/13).

Se encuentra en los llanos cultivados cubanos como principal remanente de los bosques
semicaducos que eran la vegetacion predominante en Cubay también crece en terrenos
montafiosos fértiles y himedos, siendo a veces mas abundante en la vegetacion secundaria. Al
igual que en otros paises americanos, la mayoria de estos arboles suele sembrarse en los
cafaverales de azucar a lo largo de los caminos de interiores para delimitar parcelas y servir de

orientacion por ser faciles de distinguir a la distancia. Vidal, M.(27/09/13).

4.4.4 Quimica:

El aceite del fruto entero mas rico en Acidos Grasos insaturados. Esto pudiera deberse a que
la proporcion de acidos insaturados sea mayor en la parte externa del fruto que en la semilla. (
Perez, Y, Molina, V y Oyarzabal, A.2010)

4.4.5 Actividad farmacoldgica:

El extracto lipidico de los frutos de la Roystonea regia, que ejerce efectos beneficiosos sobre
los principales factores causales de la hiperplasia prostatica benigna, ya que es un inhibidor de
la 5 a-reductasa prostéatica, un antagonista de los ADR-a;, un inhibidor de la 5-lipooxigenasa y
tiene accion antioxidante, lo que evidencia un mecanismo multifactorial. (Perez, Y, Molina, V
y Oyarzabal, A.2010)
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4.4.6 Usos:

En Cuba se usa la raiz en cocimiento como diurético, para expulsar piedras en la orina, para el

tratamiento de la diabetes, y se dice que tiene propiedades emolientes. (Vidal, M. 27/09/13).
4.4.7 Toxicidad:

Los estudios de toxicidad general y especial mostraron que el D-004 no es una sustancia
toxica. Un estudio clinico demostr6 que el tratamiento por via oral con dosis Unicas y repetidas
de D-004 (320-960 mg/d) resultd bien tolerado, sin afectar los indicadores de seguridad. Un
segundo estudio mostrdo que el tratamiento con D-004 durante 6 semanas tiene accion
antioxidante sobre los lipidos y las proteinas en hombres sanos. EI D-004 fue seguro y bien
tolerado.( Perez, Y, Molina, V y Oyarzébal, A.2010)

4.5 "Platano verde’:
4.5.1 Taxonomia:

v' Nombre Cientifico: Musa x paradisiaca (Germosén, L. R., 1998).

v Familia: Musaceae (Germosén, L. R., 1998).

v Género: Musa L (Hanan, Ay Pichardo., 2012).

v' Division: Magnoliophyta (Hanan, Ay Pichardo., 2012).

v' Clase: Liliopsida (Hanan, Ay Pichardo., 2012).

v' Subclase: Zingiberidae. (Lecciones Hipertextuales de Botanica., 2006).

v Orden: Zingiberales (Hanan, Ay Pichardo., 2012).

v Sinonimia popular: Haiti: Bannan Matente, Martinica: Bannan pis, Republica Dominicana:
rulo, platano verde, macho (Germosén, L. R., 1998).

v Sinonimia botanica: Musa sapientum L, Musa x paradisiaca sapientum L., Musa X
sapientum L (Hanan, Ay Pichardo., 2012).
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4.5.2 Descripcion:
Plantas de 6 a 10 m estalonifera. Hojas pecioladas de hasta 2 m, las bases de las hojas forman
el fuerte de la planta, inflorescencia, recurbos-colgante de hasta 1.5 m. Flores blanco-
amarillento de 3 a 3.8 cm, céliz con 5 dientes, frutos cilindricos de hasta 30 cm amarillo o

verdoso al madurar (Germosén L. R., 1998).

4.5.3 Origeny Distribucion:

Originaria de Asia, es cultivada en las regiones tropicales (Germoseén, L. R., 1998).

454 Quimica:

La hoja es rica en acidos organicos, citricos, malicos, glutamicos, oxalico, pirivico y succinico,
triterpenoides tetraciclico fueron puestos en evidencias en la inflorescencia. La cascara y la
pulpa del fruto contienen también serotonina y dopamina. EI fruto contiene norepinefrina y en
estado maduro es rico en calcio, hierro, magnesio y sodio, la planta entera contiene gran

cantidad de taninos especialmente la savia en tallos (Germosén, L. R., 1998).

455 Actividad farmacoldgica:

La planta presenta actividad antimicrobiana. In vitro el extracto acuoso del fruto fresco a
concentracion 0.2 ml presentd actividad sobre Bacillus cereus, Bacillus coagulans, Bacillos
Sterethermophillus y Clostridium sporogenes. El acido citrico es anticoagulante, el &cido malico
es destoxificante, el &cido glutdmico es tanico, el acido oxalico es un agente reductor, el acido

succinico es diurético y expectorante.

Los taninos son un grupo de compuestos que colorean la queratina de la epidermis, efecto que
puede ser favorable en el tratamiento de lesiones leucodérmicas, muestran actividad astringente
y antiséptica apropiada para el tratamiento de la diarrea ya que impide la multiplicacion
intestinal del microorganismo, aceleran la depuracion de las toxinas derivadas del metabolismo
de los gérmenes y ellos mismos son resistente a la degradacion por efecto de las bacterias

causante de la afeccion. El &cido ascorbico es un ténico con propiedad antiescorbutica,
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antioxidante, potencia la resistencia a las infecciones y los efectos de los flavonoides
(Germoseén, L. R., 1998).

45.6 Usos:

v' Diarrea: Savia con sal, via oral; pulpa del fruto, via oral.

v' Astenia, debilidad: pulpa del fruto, caldo con sal, pulpa del fruto cocida, via oral.

v’ Llaga, herida: mesodermo del fruto, en aplicacion savia de la cascara del fruto (mancha) en
aplicacion.

v/ Reumatismo: hoja calentada, en aplicacion.

v' Inflamacion: hoja, decoccion en bafio (Germosén, L. R., 1998).

457 Toxicidad:
La hoja de la planta se emplea en la confeccion de alimentos de consumo humano por via oral,
la administracion de latex o savia del tallo liofilizado no es toxica al ser humano,

administracion a dosis de hasta 120 mg/d (Germosén, L. R., 1998).
5. Microorganismo Patégeno Comun

La microbiologia sanitaria se ocupa fundamentalmente del estudio de los microorganismos
que producen enfermedad, entre ellos bacterias, hongos, virus, protozoos, helmintos y

artropodos.

El pequefio tamafio, la transparencia que dificulta su observacion y el desconocimiento de sus
caracteristicas metabdlicas explican que el mundo microbiano estuviera asentado hasta hace
poco en la ignorancia humana. Sencillos pero ingeniosos métodos han permitido conocer lo

que hoy sabemos de las bacterias. Revisaremos la méas habitual:
5.1 Microorganismo Gram (+):

Se conoce como bacterias Gram Positivas al grupo de bacterias que no posee una membrana
externa capaz de proteger el citoplasma bacteriano, que tienen una capa gruesa de
peptidoglicano y que presentan &cidos teicoicos en su superficie. Entre otras cosas, se

distinguen especialmente por tefiirse de azul oscuro o violeta por la tincién de Gram aplicada
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en bacteriologia para analizar muestras de laboratorio y es justamente esto Gltimo lo que

explica su nombre de “Gram positivas”.

Durante una infeccién, el peptidoglicano puede interferir en el proceso de fagocitosis y
estimular diversas respuestas en el sistema inmune, tales como procesos epirogénicos que,

entre otras cosas, son los que inducen la aparicion de la fiebre. (P, Fernando., 2013).
5.1.1 Estafilococo aureus

Pertenece a la familia Micrococcaceae en la que hay 20 especies diferentes, aunque el
Estafilococo aureus es el que con mayor frecuencia causa infecciones en el ser humano; suele
estar en la piel y en las membranas mucosas sin llegar a causar infeccion, pero cuando penetra
en los tejidos como puede ser en el caso de una herida puede ocasionar una amplia gama de

infecciones debido a su produccion de toxinas.
5.1.1.1 Clinica:

El Estafilococo aureus causa enfermedad mediante sus toxinas, por la invasion y destruccion
de los tejidos, lo que provoca otras enfermedades debido a la proliferacion del Estafilococo.
En ocasiones puede entrar en el torrente sanguineo desde el sitio de la infeccién y alcanzar

otros tejidos distantes, como el cerebro o los pulmones. (Montane L., 2011).

Las enfermedades cuya responsabilidad recae en el Estafilococo aureus son muy diversas,

entre las méas destacadas se pueden citar:

Conjuntivitis.
Artritis.
Sinusitis.
Meningitis.
Otitis media.
Mastoiditis.
Orzuelos.

Bronquitis.

AN NN Y N N N NN

Neumonia estafilocécica primaria.
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v Cistitis. (Montane L., 2011).

Hay muchos portadores del Estafilococo aureus que no cursan infeccion; de hecho se
considera que entre el 20% y el 40% de los adultos sanos son portadores asintomaticos de la
bacteria, lo que constituye un serio problema en cuanto a la transmision de la enfermedad. El
Estafilococo aureus es una bacteria muy resistente y longeva, permaneciendo en el aire 0
sobre objetos inanimados, aunque el contagio se produce mayormente de persona a persona.
(Montane L., 2011).

5.1.1.2 Antibiotico de tratamiento

A pesar de que pueden establecerse diferencias especificas (origen, estructura quimica) sus
caracteristicas generales, como mecanismo de accion, espectro, y otras, permite describirlas
como un solo grupo. Las tetraciclinas inhiben la sintesis de proteinas y son bacteriostaticas

para muchas bacterias grampositivas y gramnegativas. (Rodriguez, M y Gundian J., 2010)

Las cepas bacterianas que tienen concentraciones inhibidoras minimas de tetraciclina (MIC)
de 4upg/ml o menos, se consideran suceptibles, excepto Haemophilus Influenzae y
Streptococcus pneumoniae, cuyos valores criticos de suceptibilidad (definido como el limite
superior de la concentracion) en el que las bacterias se consideran aun suceptibles a un
farmaco particular son de 2 pg/ml 0 menos y Neisseria gonorrhoea con el valor critico de
0.25 pg/ml 0 menos. Intrinsicamente las tetraciclinas son mas activas contra microorganismo

gram + que contra gram -, pero es frecuente la resistencia adquirida a ellas.
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Estafilococo aureus

MSSA MRSA
Tetraciclina Menor o igual a 2 Menor o igual a 2
(95.7) (93.4)
v Las cifras superiores indican las concentraciones del farmaco en pg/ml.
v Y los paréntesis por debajo de cada concentracion del farmaco incluyen el % de

cepas inhibidas en concentracion de farmacos utiles en seres humanos. (Goodman vy
Gilman)
En las dosis habituales las tetraciclinas producen in vitro un efecto bacteriostatico. Sin
embargo, en altas concentraciones el efecto bactericida es francamente logrado. En general se

observa bastante similitud in vitro que in vivo. (Rodriguez, M y Gundian J., 2010)

De manera practica podemos resumir sus indicaciones de la siguiente forma; de eleccién:
tularemia, brucelosis, cOlera, ricketsiosis, actinomicosis, acné, enfermedades producidas por
Chlamydia spp. y enfermedades producidas por Micoplasma spp. (Rodriguez, M y Gundian J.,
2010)

Infectivas: estafolococcias, meningitis, endocarditis, pericarditis, osteomielitis, artritis séptica,

tuberculosis, leptospirosis y empiema. (Rodriguez, M y Gundian J., 2010)

Dentro de los gérmenes que mas han sobresalido en este aspecto de la resistencia se
encuentran Staphylococcus, Streptococcus (pneumoniae, pyogenes, viridans), gonococo,
menigococo, Haemophilus, Shigellas y anaerobios; no obstante, la gran mayoria de estas cepas
se mantienen sensibles a las tetraciclinas de segunda y tercera generacion, incluso estas
ultimas se encuentran dentro del stock de antibioticos en la lucha contra las bacterias

multirresistentes (Staphylococcus aureus meticillin-ressitente, Staphylococcus epidermidis
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meticillin-resistente y enterococo-vancomicin-resistente). (Morejon, M., Salup, R y Cué
Manuel., 2011)

6. Espectrofotémetro.

Desde hace muchos afios se ha usado el color como ayuda para reconocer las sustancias
quimicas; al reemplazar el ojo humano por otros detectores de radiacion se puede estudiar la
absorcion de sustancias, no solamente en la zona del espectro visible, sino también en

ultravioleta e infrarrojo. (Brunatti, C y Martin, A. 2009).

Se denomina espectrofotometria a la medicion de la cantidad de energia radiante que absorbe
un sistema quimico en funcion de la longitud de onda de la radiacion, y a las mediciones a una
determinada longitud de onda. (Brunatti, C y Martin, A. 2009).

La teoria ondulatoria de la luz propone la idea de que un haz de luz es un flujo de cuantos de
energia llamados fotones; la luz de una cierta longitud de onda esta asociada con los fotones,
cada uno de los cuales posee una cantidad definida de energia. (Brunatti, C y Martin, A.
2009).

La transmitancia y la absorbancia se miden en un instrumento llamado espectrofotometro, la
solucion del analito se debe contener en algln recipiente transparente, tubo o celda. (Brunatti,
C y Martin, A. 2009).

6.1 Fundamento:

Utiliza las propiedades de la luz y su interaccion con otras sustancias, para determinar la
naturaleza de las mismas. En general, la luz de una lampara de caracteristicas especiales es
guiada a través de un dispositivo que selecciona y separa luz de una determinada longitud de
onda y la hace pasar por una muestra. La intensidad de la luz que sale de la muestra es captada
y comparada con la intensidad de la luz que incidié en la muestra y a partir de esto se calcula
la transmitancia de la muestra, que depende de factores como la concentracion de la sustancia.

(Equipos de laboratorio, 2012)
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6.2 Partes del Espectrofotometro UV-VIS:
Chasis.

Porta cubeta.

Selector de filtro.

Selector de modo.

Ajuste grueso.

Selector de longitud de onda.
Indicador de longitud de onda.

Pantalla.

NS N N N N N SR NN

Fuente de luz: ilumina la muestra, generalmente son lamparas de tungsteno o de
xenon.

4 Monocromador: aisla las radiaciones de longitud de onda deseada. Se usa para
obtener luz monocromatica.

v Fotodetectores: percibe la sefial de mdltiples longitudes de onda (hasta 16)

simultaneamente. (Equipos de laboratorio, 2012)

7. Ensayo MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5

difeniltetrazolio.

Segun Guerra Ordofiez, M., (2001) para realizar estudios in vitro de sensibilidad a drogas se
han empleado diferentes ensayos y criterios de viabilidad como morfologia, motilidad,
exclusion por colorante vital, adherencia e incorporacion de un sustrato radiomarcado. Los
primeros, eran métodos de microscopia laboriosos o conllevaban a subcultivos posteriores,
que planteaban como inconveniente el sobrecrecimiento o consumian tiempo y materiales
radiomarcados. Lo mas reciente que hemos podido encontrar en la literatura, refiere el empleo

de ensayos colorimétricos, tales como el Ensayo MTT.

El bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difeniltetrazolio (MTT) es un indicador que
detecta crecimiento y viabilidad celular, tiene funcion de dxido-reductor que en condiciones
de disminucion de la concentracion de oxigeno, como las generadas durante la actividad

metabolica bacteriana, cambia de color: del amarillo (estado oxidado) al purpura (estado
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reducido). Al reducirse, su solubilidad en medio acuosa disminuye y se produce la

precipitacion de cristales del reactivo. Las micobacterias sensibles a las drogas y las no viables
no produciran el viraje del indicador. Esta técnica, por lo tanto, permite la lectura visual de la
reaccion, lo que facilita la determinacién de la concentracién de antibidtico a la cual se inhibe
el crecimiento bacteriano (M. V. Pontino, B. Di Giulio, C. Fernandez, B. Imperiale, A. Bodon,
N. Morcillo., 2006).

De acuerdo con Solis, L., (2005) es una técnica para la determinacion de la resistencia a
drogas. Este sistema permite la determinacion de la concentracién inhibitoria minima para
cada droga. Este tipo de ensayo permite recoger y guardar el medio de cultivo para posteriores
analisis pero su principal desventaja consiste en que si se da una proliferacion celular
significativa y desigual entre los grupos de estudio, puede confundir los resultados
(Villalonga, J., 2007).

7.1 Fundamento:

Este método fue desarrollado por Mosmann en 1983 siendo modificado en 1986 por Francois
Denizot y Rita Lang.

Este ensayo se basa en la reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en
un compuesto coloreado de color azul (formazén), permitiendo determinar la funcionabilidad
mitocondrial de las células tratadas. Este método ha sido muy utilizado para medir
supervivencia y proliferacion celular. La cantidad de células vivas es proporcional a la

cantidad de formazan producido (Pardo, C., Diciembre, 2006).

El MTT, ha sido usado para visualizar la actividad de la enzima deshidrogenada, esta enzima
remueve el hidrogeno del sustrato y lo transfiere al aceptor de hidrogenos, usualmente una
coenzima. De la coenzima es transferido al MTT, el cual es reducido a un compuesto
intensamente coloreado e insoluble en agua Ilamado formazan que absorbe a una longitud de
onda de 550 a 570 nm (Ramirez, L., y Marin, D., Agosto, 2009).
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Hipotesis:

Alternativa:

Los extractos alcoholicos de las 5 especies vegetales no poseen actividad antimicrobiana

contra Estafilococo aureus.

Nula:

Los extractos alcoholicos de las 5 especies vegetales poseen actividad antimicrobiana

contra Estafilococo aureus.
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Disefio Metodologico

% Tipo de Estudio: Analitico, experimental.

< Area de Estudio: Laboratorio de Microbiologiay en el Area de Productos Naturales del

Departamento de Farmacia Industrial ubicados en la Facultad de Ciencias Quimicas, del

complejo Docente de la Salud (Campus Médicos).

% Unidad de andlisis: Extractos alcohdlicos de especies vegetales.

¢+ Universo: Especies vegetales pertenecientes a las familias:

v

AN NN

Arecaceae.
Boraginaceae.
Malvaceae.
Myrtaceae.

Musaceae.

“+ Muestra: En la siguiente tabla se muestran las diferentes plantas utilizadas:

Heliotropium angiospermum Boraginaceae. Hoja y rabo.

Hibiscus rosa-sinensis Malvaceae Flor
Psidium guajava L Myrtaceae Hojas
Roystonea regia Arecaceae Fruto
Musa x paradisiaca Musaceae Hojas
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%+ Criterios:

Inclusién:
v Plantas utilizada por la poblacion en problemas infecciosos.

4 Plantas pertenecientes a las familias anteriormente mencionadas.
Exclusion:

v Plantas que no son utilizada por la poblacion en problemas infecciosos.

v Plantas no pertenecientes a las familias anteriormente mencionadas.

« Variables:

v Extractos Alcohdlicos.
v Actividad antimicrobiana.
v

Microorganismos.

¢+ Variables dependientes:

v Actividad Antimicrobiana.

+¢ Variable independiente:

4 Microorganismos.
v Extractos.
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++ Operacionalizacion de variables:

Variable Definicion Indicadores Escala de
Medida
Ser vivo sdlo visible a través del -Ausencia
Microorganismos microscopio. -Crecimiento -Presencia
El producto obtenido a
Extractos partir de plantas o parte de ellas con -Peso -mg/g
varios procedimientos y con varios -Volumen -ml/|
solventes.
Capacidad de matar,
Actividad destruir, inactivar microorganismos, -Actividad -Positivo
Antimicrobiana impedir su proliferacion y/o -Negativo
Impedir su accion patégena.
CMI Concentracion menor de antibidtico
(Concentracion capaz de inhibir el crecimiento de 10° -Peso
Minima bacterias en 1 ml de medio de cultivo -Volumen mg/ml
Inhibitoria) tras 18-24 horas de incubacion.

¢+ Procedimientos para la recoleccion de informacion:

La informacion de las especies vegetales fue obtenida a través del Herbario Miguel Ramirez

Goyena en donde las especies de interés fueron identificadas procediendo a realizar

investigaciones bibliograficas en diferentes fuentes tales como libros, tesis, internet y visita al

Centro de Iniciativa Medioambiental de la Ciudad de Leén (CIMAC).

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua, Leon.



v' Método de recoleccion de informacion:

-Célculos, se midieron las absorbancias de cada una de las muestras en un espectrofotometro UV-
VIS con una longitud de onda de 630 nm.

% Forma de analizar la informacién: La informacion se analizO mediante tablas en el
programa de Microsoft Word y Microsoft Excel lo que nos permiti6 interpretar y presentar de

mejor manera los resultados obtenidos.

v' Materiales y equipos:
» Guantes.

Nasobuco.

Gorro.

Gabacha.

Algodon.

Papel de Aluminio.

Papel filtro.

Probeta 100 ml.

Pana para bafio maria.

Beaker 250 ml, 600 ml y 1000 ml.
Pipetas de 1 ml, 5 ml y 10 ml.
Balon 50 ml, 100 ml y 1000 ml.
Erlenmeyer 50 ml y 250 ml.
Tubos de ensayos y Gradillas.
Vidrio reloj.

Espatula.

Embudo.

Soporte de madera.

vV VV V V VYV VY V V VYV VYV V VYV V V V V V

ASsas.
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Cuchillo.

Cépsulas de porcelana.

Viales.

Frascos con tapa.

Balanza analitica.

Agitador de vortices.
Licuadora.

Cocina.

Mechero.

Incubadora.

Celdas.

Freezer.

Micropipetas 10-100 ul, 40-200 pl y 100-1000 pl.
Espectofotometro UV-VIS.

V VYV V V VYV ¥V V V VYV V V VYV V V

Espectronic 20.
» Autoclave.
v Microorganismo:
» Estafilococo Aureus ATTC

Procedimiento:

Reactivos necesarios:

1. NacCl.

2. Agua destilada.

3. Polvo MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difeniltetrazolio).
4. Medio de cultivo: Caldo Mueller Hinton, Agar Triptica Soya.

5. Control positivo: Polvo estandar de Tetraciclina.

6. Blanco-negativo: DMSO (Dimetilsulfoxido).

7. Capsula de Tetraciclina de 500 mg.

8. MeOH (metanol).

9

Etanol.
10. HCIO0.1 N.
11. Cloro.
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Preparacion de Agar Triptica Soya:

-Para preparar el agar de Triptica soya: 4g en 100 ml de agua.

1. Pesar cantidad necesaria de Triptica soya.

2. Transferirlo a un Erlenmeyer.

3. Disolver con cantidad necesaria de agua hirviendo y agitar a temperatura para facilitar la
disolucién de los grumos.

4. Transferir 10 ml de agar a cada tubo de ensayo.

5. Colocar los tubos de ensayo en un beaker y retapar.

6. Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Preparacion de Solucién Salina:
-Para preparar la solucién salina: 8.5 en 1000 ml de Agua.
1. Pesar NaCl.
2. Disolver con 1000 ml de agua y agitar.
3. Transferir 9.2 ml de esta solucién a cada tubo de ensayo y se cierra herméticamente con
algodon.
4. Retapar para colocar en la autoclave (121 ° C durante 15 minutos).

Preparacion de Suspension Bacteriana:
1. Sembrar el microorganismo en 2 tubos de ensayos con Agar Triptica Soya e incubar.
2. Después de incubado, adicionar un poco de solucién salina.
3. Agitar en el Agitador de vortices, para desprender las bacterias del agar.
4. Traspasar esta solucion a un tubo de ensayo con solucion salina y agitarlo en el agitador de
vortices.

5. Leer la solucidn en el Spectronic 20.

Obtencidn de absorbancias de las suspensiones:
-Tres suspensiones de Estafilococo Aureus al 25% de transmitancia.
1. De cada suspension tomar 1 ml y adicionar a 3 tubos de ensayos con solucion salina
respectivamente.
2. Por analista, realizar triplicado.

3. Leer las diluciones en el espectrofotometro UV-VIS, a una longitud de onda de 630 nm.
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4. Las absorbancias obtenidas deben de ser de 0.08 + 0.01, de no ser asi, repetir los pasos

anteriores.
Preparacion de extractos alcoholicos:
1. Pesar la muestra previamente lavada.
2. Licuar las muestras con determinada cantidad de alcohol.
3. Macerar por una semana en un frasco con tapa.
4. Filtrar.
5

Secar los extractos alcoholicos a temperatura ambiente.

Método:
Tratamiento de las muestras:

1. Pesar 40 mg de los extractos alcohélicos secos.

2. Disolver en una capsula de porcelana con 800 ul de DMSO (100%).

3. Adicionar 3200 pl caldo Mueller Hinton para preparar 4 ml de muestra. Esto es
importante porque se necesita tener una concentracion de DMSO de 20% como solucion
madre. Si se puede preparar a menos concentracion de DMSO es mejor todavia. Hasta

obtener la concentracion de la muestra de 10 mg/mL para solucién madre.
Tratamiento del control positivo:

1. Preparar solucion a una concentracion aproximadamente de 0.24 pg/ml en agua, a

partir de la solucion madre a 1 mg/ml en HCI 0.1 N.
Ensayo:
Blanco-negativo:

Utilizar 3 celdas.

Agregar 3200 pl de DMSO a la celda # 1.
Agregar a las celdas 2 y 3: 1600 pl de caldo.

d. Transferir de la celda # 1, 1600 pl a la celda # 2.
e. Transferir de lacelda# 2, 1600 pl alacelda # 3.

T @
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f.  Remover 1600 pl de la celda # 3 y desechar en un beaker con cloro.

Control Positivo:
1. Utilizar 9 celdas.
2. Agregar 3200 ul de control positivo a la celda # 1.
3. Agregar de lacelda#2ala#9: 1600 pl de caldo.
4. Transferir de la celda # 1, 1600 pl a la celda # 2 para hacer diluciones hasta llegar a la
celda#9.

Remover volumen final y desechar en un beaker con cloro.

o

6. Adicionar 150 pl de suspension bacteriana a cada celda.
7. Realizar este mismo procedimiento para: Capsula de Tetraciclina 500 mg, muestras
y control de crecimiento (sin antibidtico), sustituyendo en las celdas # 1 dichas

sustancias para hacer sus respectivas diluciones.

Leer en el espectrofotometro cada celda a 630 nm para revisar la absorbancia inicial.
Incubar por 18 horas en una “shaker incubator”.

Leer en el espectrofotometro para calcular la absorbancia final.

Agregar a las celdas 20 pl del MTT (15mg/3mL en MeOH).

Incubar nuevamente por 60 min a 37 °C.

N N N SN

Con este método (MTT), la concentracién minima inhibitoria se calcula visualmente;
Amarillo: significa que el extracto a inhibido el crecimiento bacteriano (significa que tiene
actividad); Azul: significa que el extracto no ha inhibido nada y que las bacterias siguieron
creciendo (no hay actividad).

v/ Utilizar la siguiente férmula para calcular el % de inhibicion = [1-(Amuestra-

Ablanco)/media A control de crecimiento]x100.
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Andlisis de Varianza

6.33E-02  9.42E-02
6.96E-02  9.79E-02

0.57145  9.45E-02

0.14581  7.10E-02
8.23E-02  7.66E-02
7.85E-02  7.50E-02
7.44E-02  8.68E-02
7.57E-02  8.74E-02
7.43E-02  8.75E-02
8.13E-02  8.57E-02
6.15E-02  7.64E-02
4.38E-02 0.10201
4.77E-02  8.33E-02
4.28E-02  7.93E-02
4.76E-02  7.01E-02
4.69E-02  9.19E-02
3.46E-02  9.24E-02
4.96E-02  8.69E-02
4.62E-02  7.66E-02
4.26E-02  7.56E-02
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Origen de las Gradosde  Promedio Valor

variaciones  Suma de Libertad de los Probabilidad critico
Cuadrados cuadrados para F
Dias 0.13283074 19 0.00699109 1.06050096  0.44973051  2.16825
16
Operador 0.00019626 1 0.00019626 0.02977098 0.86483559  4.38074
967

Repetibilidad 0.12525282 19 0.00659225
Total 0.25827981 39

Al ser F calculado menor que el F 0.95% no hay diferencias significativas entre los dias ni
entre los operadores, lo que indica que no habra interferencia en los resultados obtenidos

durante la aplicacion del ensayo.

Varianza entre dias 1.99419 E-05

Varianza (Operador) 0.0006396

Precision Intermedia 0.024892925

Var. 0.005972596
Reproducibilidad
Desviacion estdndar = 0.077282572
de Reproducibilidad
RSDgr% 0 CVr% 86.84645084
RSDr% o CVr% 27.21774924

En la anterior tabla podemos observar que no hay reproducibilidad ni Repetibilidad entre

los operadores, sin embargo hay datos que se repiten, cabe destacar que nuestros
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microorganismos son seres vivos que obedecen a caracteristicas propias y por lo tanto

proliferan constantemente, lo cual interfirié con los datos obtenidos.

Lecturas obtenidas del ensayo:

Tabla #1

Patron estandar de Tetraciclina

Diluciones (AD) (Af)  Concentracion (ug/ml)

Celdal 1.2616 E-2 0.20529 0.24

Celda2 5.0859 E-3 0.11976 0.12

Celda3 5.0120E-3 0.18396 0.06

Celda4 6.9480E-3 0.11471 0.03

Celda5 5.2848 E-3 0.17644 0.015

Celda6 6.8755E-3 0.22571 0.0075
Celda7 7.9098 E-3 0.31587 0.00375
Celda8 3.7041E-2 0.41830 0.001875
Celda9 5.9357 E-3 0.33389 0.0009375
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Espectros de Absorbancia Inicial y Final respectivamente

Absorbance (AU)
Absorbance (AU)

T T T T ‘ T T T T ‘ T T T T N T T T T ‘ T T T T ‘ T
550 600 650 550 600 650
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

En la tabla anterior se muestran las Absorbancias iniciales y Absorbancias después de
incubar 24 horas, segln los datos obtenidos se puede observar que en las 9 celdas, las
absorbancias finales aumentaron respecto a la inicial debido a la proliferacion de bacterias
en cada una de ellas.

Luego de la aplicacién del método colorimétrico, se obtuvo resultado positivo en la celda
1, ya que se visualiz6 cambio de color de anaranjado a amarillo, indicando la concentracién
(0.24 pg/ml) del antibidtico a la cual se inhibe el crecimiento bacteriano. Sin embargo

desde la celda 2 a la celda 9, se visualizo el color purpura indicado resultados negativos.

Para confirmar el resultado positivo en la celda 1, se aplicé la formula de porcentaje de
inhibicion, siendo este de 76.14%

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua, Leon.



Tabla #2

Cépsula de Tetraciclina 500 mg

Concentracion (ug/ml)

Diluciones
Celda 1
Celda 2
Celda 3
Celda 4
Celda 5
Celda 6
Celda 7
Celda 8
Celda 9

(A)
3.4747 E-3
2.2249 E-3
5.7754 E-2
2.5857 E-2
1.4195 E-3
1.5445 E-2
2.5033 E-2
4.2385 E-2
5.5740 E-2

(Af)
0.18332
0.21053
0.93420
0.41247
0.21350
0.38671
0.41196
0.93410
0.51390

0.24
0.12
0.06
0.03
0.015
0.0075
0.00375
0.001875
0.0009375

Espectros de Absorbancia Inicial y Final respectivamente

Absorbance (AU)
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En la tabla anterior se muestran las Absorbancias iniciales y Absorbancias después de

incubar 24 horas las celdas conteniendo capsulas de tetraciclina, en estos datos se observa

que en las 9 celdas, las absorbancias finales aumentaron respecto a la inicial por lo que

hubo mayor proliferacion de bacterias en todas ellas.
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Luego de la aplicacion del método colorimétrico, se obtuvo resultado positivo Gnicamente

en la celda 1, ya que se visualiz6 cambio de color de anaranjado a amarillo, indicando la
concentracion (0.24 pg/ml) del antibidtico a la cual se inhibe el crecimiento bacteriano. Sin
embargo desde la celda 2 a la celda 9, se visualizd el color purpura indicado resultados

negativos.

Para confirmar el resultado positivo en la celda 1, se aplicé la formula de porcentaje de
inhibicion, obteniéndose un 78.69% de inhibicion en dicha celda.

Tabla# 3
~ Foporarga
Diluciones  (Ai) (AfF) Concentracion ( mg/ml)
Celdal 0.93395 0.44651 10
Celda2 0.78124 0.87399 5
Celda3 0.63743 0.58260 2.5
Celda4 0.87782 2.87020 1.25
Celda5 1.62500 2.646470 0.625
Celda6 1.22270 2.27900 0.3125
Celda7 0.75823 1.78560 0.15625
Celda8 0.51956 1.83430 0.078125
Celda9 0.35051 1.21000 0.0390625

Espectros de Absorbancia Inicial y Final respectivamente

Absorbance (AU)
F - B ;
/ f
Absomhanct (ALY
/
f
i
!
9
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En la tabla anterior se muestran las Absorbancias iniciales y Absorbancias después de

incubar 24 horas las celdas conteniendo Coco nucifera, en estos datos se observa que en las
celdas 1y 3 hubo disminucion en las absorbancias, lo que indica que hubo una baja en la
proliferacion bacteriana. En las celdas 2, 4, 5, 6, 7, 8 y 9 se presentd un aumento en las

absorbancias, por ende un aumento en el crecimiento de la bacteria.

Luego de la aplicacion del método colorimétrico, se obtuvo resultado positivo en las celdas
1, 2 y 3 en donde se visualiz6 cambio de color de café rojizo a amarillo, indicando la
concentracion (10mg/ml, 5mg/ml y 2.5mg/ml respectivamente) de la muestra a la cual se
inhibe el crecimiento bacteriano. Sin embargo desde la celda 4 a la celda 9, se visualizo el
color purpura indicado resultados negativos.

Para confirmar el resultado positivo en las celdas 1, 2 y 3, se aplicd la formula de
porcentaje de inhibicion a la celda 3 pues a partir de ella se observo el ultimo viraje

positivo, obteniéndose 32.28 % de inhibicion en dicha celda.

Tabla #4

Diluciones (AI) (Af) Concentracion (mg/mil)
Celda 1 1.83230  0.84587 10
Celda 2 1.44170  2.00160 5
Celda 3 0.73459  1.09240 2.5
Celda 4 0.54060  1.50810 1.25
Celda 5 0.37119 1.63790 0.625
Celda 6 0.23387  1.48320 0.3125
Celda 7 0.16734  1.43960 0.15625
Celda 8 0.15287  0.98185 0.078125
Celda9 6.0511E-2 1.03390 0.0390625
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Espectros de Absorbancia Inicial y Final respectivamente

Abserbanct (AU)
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En la tabla anterior se muestran las Absorbancias iniciales y Absorbancias después de
incubar 24 horas las celdas conteniendo Heliotropium angiospermum, en estos datos se
observa que en la celda 1 se produjo disminucién en la absorbancia, lo que indica que hubo
una baja en la proliferacion bacteriana. En las celdas 2- 9 se presentd un aumento en las

absorbancias, por consiguiente un aumento en el crecimiento de la bacteria.

Luego de la aplicacion del método colorimétrico, se obtuvo resultado positivo desde las
celdas 1-6, en donde se visualizo cambio de color de verde a amarillo, indicando la
concentracion (10mg/ml, 5mg/ml, 2.5mg/ml, 1.25mg/ml, 0.625mg/ml y 0.312mg/ml) de la
muestra a la cual se inhibe el crecimiento bacteriano. Sin embargo desde la celda 7 a la

celda 9, se visualizo el color purpura indicado resultados negativos.

Para confirmar el resultado positivo del método colorimétrico, se aplicd la formula de
porcentaje de inhibicion a la absorbancia de la celda 6 pues a partir de ella se observo el

ultimo viraje positivo, obteniéndose 72.40%.
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Diluciones

Celda 1
Celda 2
Celda 3
Celda 4
Celda 5
Celda 6
Celda 7
Celda 8
Celda 9

(Al)
2.86830
2.02620
1.27000
0.76987
0.48232
0.27822
0.16053
0.11580

6.7752 E-2

Tabla #5

Hibiscus rosa-sinensis

(A)
2.12300
0.91762
2.07040
2.56310
1.16440
1.66080
1.88120
1.44580
1.03310

Concentracion (mg/ml)
10
5
2.5
1.25
0.625
0.3125
0.15625
0.078125
0.0390625

Espectros de Absorbancia Inicial y Final respectivamente

sofhance (AU)
5

»'

Absorhance (AU)

En la tabla anterior se muestran las Absorbancias iniciales y Absorbancias después de

incubar 24 horas las celdas conteniendo Hibiscus rosa-sinensis, en estos datos se observa

que en las celdas 1y 2 hubo poca proliferacion bacteriana representada por la disminucién

en las absorbancias. En las celdas 3-9 hubo mucha proliferacion de bacterias

aumento las absorbancias finales.

lo que
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Luego de la aplicacion del método colorimétrico, se obtuvo resultado positivo en las celdas

1 y 2 en donde se visualizd cambio de color a amarillo, indicando la concentracién
(10mg/ml y 5mg/ml respectivamente) de la muestra a la cual se inhibe el crecimiento
bacteriano. Sin embargo desde la celda 4 a la celda 9, se visualiz6 el color purpura

indicado resultados negativos.

Para confirmar el resultado positivo en las celdas 1 y 2, se aplico la formula de porcentaje
de inhibicion a la celda 2 pues a partir de ella se observo el ultimo viraje positivo,

obteniéndose 6.66 % de inhibicion en dicha celda.

Tabla #6

Diluciones (AD) (Af) Concentracion (mg/mil)
Celda 1 3.27159 1.90000 10
Celda 2 2.34720 0.88847 5
Celda3 6.6200 E-2  0.198005 25
Celda 4 1.32220 1.01590 1.25
Celda 5 0.63710 1.25600 0.625
Celda 6 0.35640 1.09140 0.3125
Celda 7 0.20885 1.15510 0.15625
Celda 8 0.13021 1.11450 0.078125
Celda9 88631E-2  1.36500 0.0390625
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Espectros de Absorbancia Inicial y Final respectivamente

Absorhance (AU)
Adsorhance (AU)

05

En la tabla anterior se muestran las Absorbancias iniciales y Absorbancias después de
incubar 24 horas las celdas conteniendo Psidium guajava L, en estos datos se observa que
en las celdas 1, 2 y 4 los valores de la absorbancia disminuyeron, debido a la baja
proliferacion de bacterias en dichas celdas. En cambio en las celdas 3, 5, 6, 7, 8 y 9, los

valores de las absorbancias aumentaron pues la proliferacién bacteriana aca fue mayor.

Luego de la aplicacién del método colorimétrico, se obtuvo resultado positivo en las celdas
1, 2, 3y 4 en donde se visualizd cambio de color de verde musgo a amarillo, indicando la
concentracion (10mg/ml, 5mg/ml, 2.5mg/ml y 1.25mg/ml respectivamente) de la muestra a
la cual se inhibe el crecimiento bacteriano. Sin embargo desde la celda 5 a la celda 9, se

visualizo el color purpura indicado resultados negativos.

Para confirmar el resultado positivo del método colorimétrico, se aplico la formula de
porcentaje de inhibicién a la absorbancia de la celda 4, pues a partir de ella se observo el

ultimo viraje positivo, obteniéndose 18.09%.
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Tabla #7

Musa x paradisiaca

Diluciones (AI) (Af) Concentracion (mg/mil)
Celda 1 2.11180 1.80660 10
Celda 2 1.29890  1.83450 5
Celda 3 0.75992  1.56520 2.5
Celda 4 0.43485 1.43820 1.25
Celda 5 0.27903  1.78540 0.625
Celda 6 0.18250  0.84795 0.3125
Celda 7 0.14504  2.26410 0.15625
Celda8 8.2892E-2 0.41832 0.078125
Celda 9 0.23751  1.00260 0.0390625

Espectros de Absorbancia Inicial y Final respectivamente
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En la tabla anterior se muestran las Absorbancias iniciales y Absorbancias después de

incubar 24 horas las celdas conteniendo Musa x-paradisiaca, en estos datos se observa que
en la celda 1 se presento una disminucion entre sus absorbancias, causada por una baja
proliferacion de bacterias. Por otro lado, desde las celdas 2-9, se observa un aumento en las

absorbancias finales, pues hubo una mayor proliferacion bacteriana.

Luego de la aplicacion del método colorimétrico, se obtuvo resultado positivo en las celdas
1, 2, 3y 4 en donde se visualiz6 cambio de color verde a amarillo, indicando la
concentracion (10mg/ml, 5mg/ml, 2.5mg/ml y 1.25mg/ml respectivamente) de la muestra a
la cual se inhibe el crecimiento bacteriano. Sin embargo desde la celda 5 a la celda 9, se

visualizo el color purpura indicado resultados negativos.

Para confirmar el resultado positivo del método colorimétrico, se aplico la formula de
porcentaje de inhibicién a la celda 4; pues a partir de ella se observo el ultimo viraje

positivo, obteniéndose 67.17%.

Tabla #8
Diluciones (AI) (Af)  Concentracion (mg/mil)
Celdal 9.5162E-3 0.87718 10
Celda2 2.0742E-2 0.59793 5
Celda3 2.2591E-2 0.60790 2.5
Celda4  3.4865E-2 0.44522 1.25
Celda5 6.0932E-2 1.19640 0.625
Celda6 15241 E-2 0.76645 0.3125
Celda7 6.8989E-3 0.52275 0.15625
Celda8 3.2238E-2 0.78655 0.078125
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Espectros de Absorbancia Inicial y Final respectivamente

Bhsorbance (A V)
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En la tabla anterior se muestran las Absorbancias iniciales y Absorbancias después de

incubar 24 horas las celdas conteniendo Control de crecimiento, en estos datos se observa

que en la celda 1 y 6 se presento una disminucion entre sus absorbancias, causada por una

baja proliferacion de bacterias, causado posiblemente por errores de analistas. Por otro

lado, en las celdas 2, 3, 4 5, 7 y 8 se observa un aumento en las absorbancias finales, pues

hubo una mayor proliferacion bacteriana.

Aplicando el método colorimétrico, todas las celdas dieron resultado negativo, color

purpura.
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%l nhibicion= [1-(Amuestra-Ablanco)/Media Acontrol de crecimiento]*100

Determinacion de Porcentaje de Inhibiciéon

Dilucion/celda | Amuestra | Ablanco | Media cotrol = %lInhibicion

Donde hubo de
viraje crecimiento
Patron 1 0.20529 0 0.6361 76.14
antibidtico
Antibidtico 1 0.18232 0 0.6361 78.69
capsulas
Coco nucifera 3 0.58260 0 0.6361 32.28
Heliotropium 6 1.48320 0 0.6361 72.40
angiospermum
Hibiscus rosa- 2 2.07040 0 0.6361 6.66
sinensis
Psidium 4 1.01590 0 0.6361 18.09
guajava |
Musa x 4 1.43820 0 0.6361 67.17
paradisiaca
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Conclusién

En el estudio realizado sobre la Evaluacion de la actividad antimicrobiana de 5 especies
vegetales colectadas en la ciudad de Leon a través del Método MTT (Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difeniltetrazolio); podemos concluir que todas las especies
vegetales mostraron actividad contra Estafilococo aureus en el caso del Heliotropium
angiospermum a concentraciones de 10mg/ml, 5mg/ml, 2.5mg/ml, 1.25mg/ml,
0.625mg/ml, y 0.312mg/ml, Hibiscus rosa- sinensis a concentraciones de 10mg/ml y
5mg/ml, Psidium guajava L a concentraciones de 10mg/ml, 5mg/ml, 2.5mg/ml y
1.25mg/ml, Roystonea regia en concentraciones de 10mg/ml, 5mg/ml, 2.5mg/ml y Musa X
paradisiaca a concentraciones de 10mg/ml, 5mg/ml, 2.5mg/ml y 1.25mg/ml.

Comparando con el patron estandar de tetraciclina y capsulas de 500 mg de tetraciclina a
concentracion de 0.24pg/ml revela que las todas las especies vegetales antes mencionadas
tiene menor actividad antimicrobiana ya que necesitan una concentracion mayor para poder

impedir la proliferacion bacteriana.
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Recomendaciones:

I. Aplicacion del método:

v

1.
v

Usar micropipetas para obtener la cantidad correcta y asi evitar margen de errores en la
medicion.
La cantidad de DMSO no debe ser mayor de 20 % para evitar falsos positivos.
Realizar las incubaciones en el tiempo establecido del sembrado para hacer
suspensiones entre 18 y 24 horas.
Después de aplicado el MTT, incubar por una hora para que se pueda dar la reaccion
quimica.
Ampliar rango de muestras con diferentes especies vegetales que presenten actividad
fititerapéutica.
Utilizar més de un microorganismo para la determinacion de actividad terapéutica de
las especies vegetales.

Analista:
Hacer célculos correspondientes de peso, muestra, volumen, diluciones, antibidtico,
patron, etc.
Al prepara las suspensiones al 25 % de Transmitancia, agitar bien antes de leer en el
Spectronic 20.
Calibrar el Spectronic 20 con el blanco cada vez que se vaya a leer.
Antes de proceder a leer en el Spectronic 20 y Espectrofotometro UV-VIS: limpiar
cada celda.
Si el porcentaje de Transmitancia da menor de 25 %, adicionar solucién salina; si es

mayor del 25 %, adicionar bacterias, en ambos casos hasta obtener el 25 % de

Transmitancia.
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Estimacién de la muestra de la Potencia:

Microorganismo | Método Medio utilizado Periodo de | Factor | Periodo de

de prueba incubacién | de almacenamiento

dilucion | sugerido en

refrigeracion

Mantenimiento Suspension

- de prueba
A)Staphylococcu 1 1 1 24 1:20 1 semana
C)Micrococcus 1 1 1 24 1:40 2 semanas
D)Staphylococcus 1 1 1 24 1:14 1 semana
E)Saccharomyce 7 19 19 48 1:30 4 semanas
F)Bordetelia 1 1 1 24 1:20 2 semanas
H)Bacillus 1 1 1 24 * 6 meses

2 1 o2 5d 6 meses
)Klebsiella 1 1 1 24 1:25 1 semana
J)Escherichia 1 1 1 24 1:20 2 semanas
K)Streptococcus 5 - - - - 24 horas
L)Micrococcus 1 1 1 24 1:35 4 semanas
M)Microsporum 4 - - - - 2 meses
T)Saccharomyces 7 19 19 48 1:30 4 semanas

serevisiae
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W)Pseudomonas 1 1 1 24 1:25 2 semanas

Aeruginosa

X)Mycobacteriu 8 36 34 * - 2 semanas
smegmatis

METODO TURBIDIMETRICO

Amikacina A 3 0.1 36-37.5
Cloranfenicol J 3 0.7 36-37.5
Estreptomicina I 3 0.1 36-37.5
Gramicidina K 3 1.0 36-37.5
Kanamicina A 3 0.2 36-37.5
Rolitetraciclina A 3 0.1 36-37.5
Tetraciclina A 3 0.1 36-37.5
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Antibidtico Soluciones de Trabajo Concentracion de la curva patrén

Secado Disolvente Diluyente Concentracion  Almacenamiento en Diluyente Dosis Factor de
Previo inicial mg/ml refrigeracion Final media dilucion
activa en
pg/mi
Amikacina No - Agua 1mg 2 semanas Agua 10.0 1.12
- destilada destilada
Cloranfenicol [§\e] Alcohol etilico Agua 1mg 1 mes Agua 2.50 1.25
- (1000ug/ml) destilada destilada
Estreptomicings - Agua 1mg 1 mes Agua 30.0 1.12
- destilada destilada
Gramicidina  [R8 - Agua 1mg 1 mes Alcohol 0.40 1.12
- destilada etilico
Kanamicina [l = Agua 1mg 1 mes Agua 10.0 1.12
- destilada destilada
Rolitetraciclingik - Agua 1mg 1 dia Agua 0.240 1.12
- destilada destilada
Tetraciclina No - HCL 0.1 1mg 1 dia Agua 0.240 1.12
- N destilada

Universidad Nacional Auténoma de Nicaragua, Leon.



Codificacion de Plantas Vegetales

Palma Roystonea regia Fruto 509
Flor de Avispa Hibiscus rosa sinnensis Flor 309
Platano Musa X Paradisiaca Hoja 40 ¢
Colade Alacran  Heliotropium Angiospermum Hoja y rabo 509
Guayaba Psidium Guayaba L Hoja 359
Procedimientos:
Preparacion de Extractos Alcoholicos
Pesar la muestra
vegetal
. Volumen de
penar Alcohol
Una semana Macerar
Filtrar
Secar los Extractos .
- t° ambiente
Alcoholicos
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Preparacion de Triptica Soya:

v" 100 ml H,O
[ Disolver hirviendo.
v' Agitar at°.
v Tapar . R
Transferir 10 ml a
v’ Retapar Cht
Esterilizar en
autoclave
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Preparacion de Solucion Salina:

8.5g de NaCl

Disolver en 1000 ml

de agua

Transferir 9.2 ml a 100 T/E
Cl/u de los T/E

Tapar

o Algodon
herméticamente

-

Esterilizar en

Autoclave
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Preparacién de Suspensién Bacteriana con una Transmitancia al 25 %o:

et
—
——

—> Agitar

Agitar  g——
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Obtencidn de la absorbancia de las suspensiones bacterianas:

v 25%T.
v" 580 nm.

Espectrof
otémetro
UAVAVIES
a 630 nm
para A
0.08
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Método:

Pesado de la Muestra para el ensayo:

Hibiscus rosa-sinnensis 0.0412

Tratamiento de la muestra

800pl

Nkl
S
-
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Tratamiento de control positivo: Tetraciclina Patrén

SIn madre
100ml en

HCL
(Img/ml)

Alicuota 2ml

Aforar 100ml de agua

Alicuota 1.2ml

Aforar 100ml de agua Concentracion
final 0.24pg/mi
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Blanco-Negativo

Ensayo

3 Celdas

Celda #1
3200pl de
DMSO

Transferir
1600ul

Celda #2

Transferir
+1600pl caldo 1600ul

Celda #3
+1600ul
caldo

Desechar
1600pl

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua, Leon.



Preparacién de Tetraciclina 500mg.

0.6364 g 0.1028 g
0.6421 g 0.1005 g
0.6045 g 0.1026 g
0.6453 g 0.1058 g
0.6368 g 0.1075 g
0.6439 g 0.1096 g
0.6319 g 0.1033 g
0.6406 g 0.1051 g
0.6347 g 0.1051 g
0.6530 g 0.1045

0.6369 g 0.1046 g

Peso promedio: Media de capsulas llenas — Media de capsulas vacias
Peso promedio: 0.5323 g.
Peso utilizado: 0.102 g.
Diluciones realizadas:

X: Puede ser Patron positivo (Patron estandar del antibi6tico), Capsulas del antibidtico,

muestras o control de crecimiento (caldo sin antibio6tico)
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Desechar
1600ul

Celda #9
+1600ul
caldo

Transferir
1600l

Celda #8
+1600ul

caldo

Transferir
1600ul

Celda #1

3200pl de X

———\
Transferir

1600pl
N—
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150ul de
suspension
bacteriana

Celda #7 ]
Transferir

1600pl

+1600ul
caldo

Celda #2

+1600ul caldo

Celda #6
+1600ul
caldo

R
Transferir

1600p

Ne—

Transferir

1600p

Celda #3
+1600ul
caldo

Transferir
1600ul

Celda #4
+1600pl
caldo

Transferir
1600ul

Celda #5

+1600ul
caldo



Lecturas de Absorbancias:

Leer todas las diluciones en el
espectrofotometro UV-VIS

Incubar 18 horas

Leer todas las diluciones en el
espectrofotometro UV- VIS

Adicionar 20ul de MTT

Incubar 60 minutos

Visualizar cambio
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Plantas Estudiadas:

“Cola de Alacran” (Heliotropium angiospermum)

“Flor de Avispa“ (Hibiscus rosa-sinensis.)

“Guayaba” (Psidium guajava L.)
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“Palma” (Roystonea regia)

“Platano Verde” (Musa x paradisiaca)

Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua, Leon.



Cronograma de Actividades:

. . | s | o otz ez ey re s s wyas s w s o

b e b e R HEE R B EE R
1 Planteamiento del Tema. 12092002 | 180902 s [T
2 Planteamiento de los Objetivos. 2971012002 | 261202012 | 88s |
3 o s wooon2 | 20ms3| 7as |1

e la informacin,
4 Elaboracicn del Marco Tedrico. 211202012 | 220032013 | 124s \
5 Elaboracicn de Disefio MetodolGgico. 201212012 | 2500302013 | 1265 \
b Redaccidn de Protocalo. 211202012 | 2000502013 | 208s \
I Recoleccion de las Muestras. 240062013 | 2010812013 |  84s |
8 Preparacin de Ias Muestras. 230802013 | 130902013 | 325 |
9 Almacenamientos de las Muestras. 1610912013 | 221112013 | 10 ]
10 Aplicacion del Metodo. 25102003 | 02021013 | 125
1 Discusidn de Resultados. 0211202013 | 061202013 1s
12 Redaccion de Informe Finl. 0211212013 | 101212013 | 14s
13 Presentacion del Trabajo Finel. 101122013 | 10022083 | 25

‘Universidad Nacional Autonoma de Nicaragua, Ledn.

71




