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RESUMEN

Con el propésito de contribuir a la lucha contra la resistencia a los antimicrobianos
(RAM), se llevd a cabo una evaluacidn in vitro de la actividad antimicrobiana de extractos
de Monolena primuliflora, junto con una identificacidn preliminar de metabolitos
secundarios de extractos de hojas frescas y secas utilizando diversos solventes (agua,
metanoly dietil éter). El analisis fitoquimico cualitativo reveld la presencia de alcaloides,
flavonoides, fenoles, saponinas y terpenoides en algunos extractos. Los extractos de
hojas frescas mostraron mayor diversidad de metabolitos que los extractos de hojas
secas. Se evalud la actividad antimicrobiana frente a seis microorganismos mediante el
método de difusion en disco de Kirby-Bauer, y se determind la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima Microbicida (CMM) mediante el método de
microdilucién. Todos los extractos mostraron actividad antimicrobiana frente al menos
un microorganismo, con valores de CMI/CMM de 1.56-12.5 mg/mL en bacterias y 6.25-
50 mg/mL para el hongo. Se encontré que, a mayor diversidad de metabolitos, mayor
es el nimero de cepas microbianas afectadas. Los resultados muestran el potencial de

los extractos de M. primuliflora como agentes antimicrobianos.

Palabras clave: antimicrobiana, extracto, fitoquimico, metabolitos secundarios,

Monolena primuliflora.
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ABSTRACT

To contribute to the fight against antimicrobial resistance (AMR), an in vitro evaluation
of the antimicrobial activity of Monolena primuliflora extracts was conducted, alongside
a preliminary identification of secondary metabolites in extracts from fresh and dry
leaves using various solvents (water, methanol, and diethyl ether). The qualitative
phytochemical analysis revealed the presence of alkaloids, flavonoids, phenols,
saponins, and terpenoids in some extracts. Extracts from fresh leaves exhibited a greater
diversity of metabolites compared to extracts from dry leaves. The antimicrobial activity
was assessed against six microorganisms using the Kirby-Bauer disk diffusion method,
and the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) were determined using the microdilution method. All extracts
showed antimicrobial activity against at least one microorganism, with MIC/MBC values
ranging from 1.56-12.5 mg/mL for bacteria and 6.25-50 mg/mL for fungi. It was found
that a greater diversity of metabolites correlates with a higher number of affected
microbial strains. These results highlight the potential of M. primuliflora extracts as

antimicrobial agents.

Keywords: antimicrobial, extract, Monolena primuliflora, phytochemical, secondary

metabolites.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

1.1.1. Los antimicrobianos y la resistencia microbiana

Los antimicrobianos son fadrmacos disefiados especificamente para combatir infecciones
causadas por bacterias, hongos, virus y parasitos, con la finalidad de tratar y controlar
las enfermedades causadas por estos patdgenos (Di Martino, 2022). Sin embargo,
debido al uso indiscriminado de los antimicrobianos, los microorganismos han
desarrollado mecanismos de resistencia que les permiten sobrevivir y multiplicarse
incluso en presencia de estos farmacos (World Health Organization, 2023). La resistencia
a los antimicrobianos (RAM) es la capacidad que tienen los microorganismos para
adaptarse y resistir los efectos de los antimicrobianos mediante diversos mecanismos

de modificacidn o inactivacion de los farmacos (Huemer et al., 2020; Purssell, 2020).

1.1.2. Tipos de resistencia y mecanismos

En el ambito de la genética, se ha descubierto que la resistencia microbiana puede surgir
de manera natural (intrinseca) o adquirida (extrinseca). La resistencia intrinseca es una
caracteristica innata que presentan ciertos microorganismos para desarrollar
resistencia, la cual estd relacionada con la fisiologia y puede transmitirse por una
evolucién vertical mediada por fision binaria (Kakurinov, 2014). Mientras que la
resistencia extrinseca proviene de una evolucién horizontal de genes y estd ligada a la
modificacién genética (Kostyanev & Can, 2017). Los mecanismos por los que ocurre este
tipo de resistencia son: expulsidn del antibidtico por sistemas de eflujo, inactivacién del
agente antimicrobiano, alteracion o modificacidon del sitio de unién, limitacion del
ingreso del farmaco y disminucién de la permeabilidad de la membrana celular

(Camachos, 2023).



1.1.3. Impacto y consecuencias de la resistencia

La RAM representa una grave amenaza para la salud humana, siendo responsable de un
incremento significativo en la mortalidad y enfermedades infecciosas en todo el mundo
(Tang et al., 2023). Segun el informe de Murray et al. (2022), en el afio 2019 se
registraron un total de 4.95 millones de muertes asociadas a RAM a nivel mundial, de
las cuales 1.27 millones fueron atribuibles a la RAM bacteriana. De estas muertes
atribuibles, 929 mil fueron causadas por patégenos como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae,

Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa (Murray et al., 2022).

Estas cifras reflejan las graves consecuencias de la RAM, como recaidas de la infeccidon
postratamiento, fracaso terapéutico que conduce a problemas crénicos, aumento en la
propagacion de microorganismos y, sobre todo, la escasez de antibidticos clinicamente
eficaces (Hamdani et al., 2020). Esta situacidn alarmante ha hecho que la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) (2021) afirme que “la linea de desarrollo clinico de nuevos
antimicrobianos estd agotada” (parr. 5). Este escenario subraya la necesidad de ampliar
la investigacidn en busca de agentes antimicrobianos efectivos, ya que, de no abordarse
esta problemadtica, se incrementa de manera considerable el riesgo asociado a
procedimientos quirdrgicos como cesareas, implantes de proétesis, quimioterapias

contra el cancery trasplantes de érganos (Organizacién Mundial de la Salud, 2021).

Diversos estudios han identificado compuestos bioactivos en plantas que muestran
actividad potencial contra microorganismos RAM, demostrando su prometedor rol
como alternativa en la lucha contra este problema global (Alvarez-Martinez et al., 2020;

Perim et al., 2019).



1.1.4. Medicina tradicional y la familia Melastomataceae

La medicina tradicional, respaldada por el conocimiento ancestral, ofrece informacion
valiosa en el campo etnofarmacoldgico (Schultz & Garbe, 2023). Tradicionalmente, las
plantas medicinales han sido cruciales para el tratamiento de enfermedades, debido a
qgue poseen una variedad de compuestos bioactivos tales como flavonoides,
fenilpropanoides, terpenos, quinonas, cumarinas, saponinas, terpenoides, fitoesteroles,
glucidos y otros (Noor et al., 2022). Por ejemplo, de las plantas se han obtenido farmacos
terapéuticos como la artemisinina, utilizada para tratar la malaria; la metformina, como
antidiabético; los fitoesteroles, que tienen efectos medicinales y se utilizan como
complementos nutricionales; la morfina, para el tratamiento de edemas pulmonares; la
nicotina, como estimulante y antiinflamatorio; y la tebaina (paramorfina), como
analgésico (Twaij & Hasan, 2022). Es por ello que se ha propuesto a las plantas como
una posible alternativa a los antimicrobianos sintéticos, debido a su capacidad

inhibitoria contra microorganismos RAM (Khameneh et al., 2019; Seukep et al., 2023).

Dentro de estos recursos vegetales de interés, encontramos a la familia
Melastomataceae, conocida por su potencial bioldgico y su extraordinaria diversidad
vegetal, que incluyen arboles, arbustos, hierbas o epifitas (Manjula & Kumar, 2021).
Abarca alrededor de 5 750 especies distribuidas en 177 géneros en todo el mundo, de
las cuales la mayoria habitan en zonas tropicales y subtropicales, incluyendo Ecuador (N.
S. Ferreira et al., 2022). En etnofarmacologia, las melastomataceas se han destacado por
sus capacidades analgésicas, antiinflamatorias, antioxidantes, antiparasitarias,
citotéxicas y antimicrobianas (Bomfim et al., 2021; da Silva et al., 2022; Zheng et al.,

2021).

De esta familia de plantas, los géneros mas representativos son Miconia (Celotto et al.,
2003; N. S. Ferreira et al., 2022; Gontijo et al., 2019; Rodrigues et al., 2008; Zheng et al.,
2021), Melastoma (Aryal et al., 2021; Zheng et al., 2021), Tristemma (Kengne et al.,
2023), Tibouchina (Golias et al., 2020), Dissotis y Amphiblemma (Nzogong et al., 2018).
Se ha demostrado que los extractos acuosos, etandlicos, metandlicos, acetato etilicos,
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butandlicos y otros, de algunos de estos géneros, presentan actividades antifingicas y
antibacterianas contra cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Candida albicans, Klebsiella pneumoniae, Bacillus subtilis y otros
microorganismos (Aryal et al., 2021; Celotto et al., 2003; Kengne et al., 2023; Nzogong
et al., 2018).

A pesar de la actividad bioldgica y las aplicaciones reportadas para esta familia de
plantas, hay algunos géneros que no han sido estudiados, como Monolena. Este género
incluye 8 especies aceptadas al momento (The Plant List, 2010), de las cuales ninguna
ha sido objeto de identificacidn y caracterizacion de metabolitos secundarios. No se ha
investigado su actividad antimicrobiana u otras actividades bioldgicas, lo que representa

una oportunidad para futuras investigaciones.

Monolena primuliflora Hook.f., del género Monolena, es una planta nativa que habita
bosques tropicales o pluviales y zonas arboladas de Ecuador, Brasil, Colombia, Costa
Rica, Panamay Peru (Plants of the World Online, 2023). En Ecuador, es conocida como
“Kiru Jambi Yura” en Orellana y “Shankur” en Morona Santiago. Es una hierba epifita
gue alcanza hasta los 40 cm de altura, con tallos rizomaticos y hojas de peciolos largos

que brotan desde la base (Doyle et al., 2019).

De acuerdo con los reportes etnofarmacolégicos de Ballesteros et al. (2016), Caballero-
Serrano et al. (2019), Doyle et al. (2017, 2019), Fierro et al. (2002) y Leon & Tayupanta
(2022), realizados en comunidades de los grupos étnicos Kichwas y Shuar del Ecuador,
las raices, tallos, hojas, escapos y latex de M. primuliflora se utilizan como analgésico,
antiofidico, vermifugo y estimulante. Conforme a la informacién, especificamente se
emplean para tratar la gripe; dolores musculares, estomacales y de muela; conjuntivitis;
diarrea; heridas cutdneas; expulsién de parasitos; y mordeduras de serpientes. Segln
estos reportes, las partes vegetales se aplican de manera directa, mediante

pulverizacién o trituracién, por ingestién o por decoccidn.



Si bien varias especies de la familia Melastomataceae han sido estudiadas por su
actividad antimicrobiana, no existe un estudio que valide las propiedades medicinales
de M. primuliflora. Dada la larga historia en la medicina tradicional y la potencial
actividad bioldgica reportada para la familia Melastomataceae y esta especie, resulta

imperativo explorar y validar su potencial actividad bioldgica.

1.2. Planteamiento del problema a investigar

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es un problema que perjudica la salud publica
en continuo aumento, afectando tanto a Ecuador como al resto del mundo (World
Health Organization, 2023). La RAM implica la pérdida de eficacia de los
antimicrobianos, debido a que los microorganismos evolucionan para resistir altas
concentraciones de estos, dificultando asi el tratamiento de enfermedades infecciosas

y exacerbando las tasas de mortalidad (Huemer et al., 2020).

El informe de la Plataforma de Informacion de la Salud para las Américas (PLISA) ha
puesto de manifiesto una tendencia preocupante en Ecuador, indicando que, desde el
afno 2014 hasta el 2020, se ha observado un aumento en el nimero de aislamientos de
patdégenos resistentes. Solo en el afio 2020, Ecuador registré 42 469 patdgenos de
Pseudomonas aeruginosa, 54 823 de Staphylococcus aureus, 71 817 de Klebsiella
pneumoniae, 154 109 de Escherichia coli, entre otros (Pan American Health Organization

& World Health Organization, 2023).

Estos aislamientos bacterianos resistentes reflejan la creciente prevalencia de RAM en
Ecuador y la necesidad de abordar esta problematica. De acuerdo con el informe del
Instituto de Métrica y Evaluacién de la Salud y la Universidad de Oxford (IHME &
Universidad de Oxford, 2023), en 2019, Ecuador enfrentd las graves consecuencias de la
RAM, con 2 400 muertes atribuibles y 9 300 asociadas a la misma. El informe destaca
que patdgenos como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa fueron los principales
responsables de causar 1 700, 1 600, 1 100, 1 200, 781 muertes respectivamente.
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Ademads, se informa que estas cifras colocaron a Ecuador en el puesto 111 en términos
de tasa de mortalidad asociada a la resistencia antimicrobiana, de un total de 204 paises

analizados (IHME & Universidad de Oxford, 2023).

Por otro lado, las proyecciones futuras muestran que, si no se toman medidas efectivas
para controlar la tendencia actual de la resistencia a los antimicrobianos, para el afio
2050, enfrentaremos 10 millones de muertes cada afo, superando incluso las muertes
causadas por cancer y accidentes de transito a nivel global (O’Neill, 2016). A esto se
suman las implicaciones econémicas vy la crisis en la salud publica debido a la falta de

acceso a los antimicrobianos (Shafig et al., 2021).

Por lo mencionado anteriormente, se vuelve imperativo el desarrollo de nuevas
alternativas terapéuticas. En este sentido, Monolena primuliflora podria ser una

alternativa muy prometedora para combatir una amplia gama de microorganismos.

1.3. Justificacion de la Investigacion

Ecuador es uno de los 17 paises mas biodiversos del mundo y abarca aproximadamente
el 10% de todas las especies de plantas del planeta (Armijos et al., 2021, 2022). Esta
riqueza se refleja en la diversidad de plantas vasculares distribuidas en las tres regiones:
Costa, Sierra, y Amazonia, con alrededor de 17 000 especies (Carpio, 2018), de las cuales
unas 3 000 son empleadas con fines medicinales por diversas comunidades indigenas

(Altamirano et al., 2020).

A lo largo de la historia, las diversas culturas ecuatorianas han recurrido a una amplia
gama de plantas medicinales para aliviar dolores y malestares, tratar enfermedades
respiratorias, aliviar problemas digestivos y otros padecimientos (Armijos et al., 2021).
Este conocimiento ancestral, transmitido oralmente de generacién en generacién, ha
sido invaluable para las comunidades (Ballesteros et al., 2016). Sin embargo, muchas de
las propiedades y usos de estas plantas carecen de validacién cientifica (Armijos et al.,

2022). Es por ello que varios autores hacen hincapié en la necesidad de ampliar la
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investigacion de plantas con propiedades medicinales que han sido reportadas
etnobotdnicamente para evaluar la eficacia, toxicidad y composicién quimica de los
extractos vegetales utilizados con fines terapéuticos (Kumar Srivastava, 2018;

Mohammed, 2019; Sofowora et al., 2013).

Alrededor del 60% de la poblacion mundial utiliza las plantas medicinales como
alternativa terapéutica debido a sus propiedades, lo que resalta la importancia de
validar los conocimientos de forma cientifica (Armijos et al., 2022). Bajo este contexto
surge el interés por M. primuliflora, una especie nativa de la Amazonia ecuatoriana que,
a pesar de sus propiedades curativas documentadas etnofarmacolégicamente, carecen
de validacion cientifica in vitro. De acuerdo con Fierro et al. (2002), de las 10 especies
registradas dentro del género Monolena, esta especie ha sido identificada como un
potencial recurso terapéutico, que debe ser investigado. Su contribucién no solo se
limita a la medicina y la salud publica, sino que refuerza el conocimiento ancestral de las
comunidades sobre plantas medicinales de la Amazonia ecuatoriana (Raja Ratna Reddy

et al., 2020).

Asimismo, es relevante destacar que la OMS ha recomendado realizar estudios de
plantas medicinales, ya que reconoce que el conocimiento tradicional indigena y
ancestral ha sido un recurso fundamental dentro de las areas de la salud, bienestar y
atencion médica (World Health Organization, 2013). Ademas, esta investigacidn
contribuye al cumplimiento de los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de la Agenda
2030 de las Naciones Unidas. De hecho, la OMS ha sefialado que la resistencia a los
antimicrobianos afecta a siete de los diecisiete objetivos, afectando areas ambientales,
sociales y econémicas. Estos objetivos incluyen: Fin de la pobreza, Hambre cero, Salud y
Bienestar, Agua limpia y saneamiento, Trabajo decente y crecimiento econdmico,
Produccidn y consumo responsable, y Alianzas para lograr los objetivos (Jasovsky et al.,
2016). La validacién cientifica de su eficacia podria abrir nuevas perspectivas en la
sintesis de farmacos derivados de productos naturales, contribuyendo asi al

mejoramiento de la salud publica mediante la lucha global contra la RAM.



1.4.

1.4.

Eva

Objetivos

1. General

luar la actividad antimicrobiana de diferentes extractos de las hojas frescas y secas

de Monolena primuliflora e identificacion fitoquimica.

1.4.

2. Especificos

Identificar la presencia o ausencia del efecto antimicrobiano in vitro de los extractos
acuoso, metandlico, y éter dietilico de hojas frescas y secas de Monolena primuliflora
frente a microorganismos de importancia clinica, utilizando la prueba de difusién por

disco de Kirby-Bauer.

Determinar la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CIM) y Concentracion Minima
Microbicida (CMM) de extractos acuoso, metandlico y éter dietilico de hojas frescas
y secas de Monolena primuliflora frente a microorganismos de importancia clinica,

utilizando el método de microdilucidn.

Identificar cualitativamente los metabolitos secundarios presentes en los extractos

de hojas frescas y secas de Monolena primuliflora.



CAPITULO Il. METODOLOGIA

2.1. Recoleccién del material vegetal

Se recolecté hojas de M. primuliflora libres de danos fisicos en un drea cercana a las
coordenadas 1°05'35.4"S 77°39'10.7"W en la zona del Puerto Misahualli, Napo, Ecuador.
Las muestras vegetales fueron transportadas en bolsas plasticas al laboratorio de
Biologia Molecular y Bioquimica de la Universidad Regional Amazdnica lkiam para su
procesamiento. Se recolecté el material bajo el permiso de investigacion MAATE-DBI-

CM-2023-0310.

2.2. Preparacion del material vegetal

Las hojas recolectadas fueron limpiadas con una franela humedecida en agua ultra
purificada, con el fin de eliminar residuos que pudiesen estar en la superficie de las
hojas. Posteriormente, con ayuda de una tijera estéril se cortaron las hojas en partes
mas pequefias (Anexo A) (Hassan & Ullah, 2019). Se consideré como hojas frescas
aquellas que fueron cortadas y sometidas a maceracién inmediatamente (Ver seccién
2.3), y como hojas secas, a aquellas que luego de su corte fueron deshidratadas en una

estufa a 50 °C durante 72 horas, previo a su maceracion (Ezebo et al., 2021).

2.3. Extraccion de metabolitos secundarios

Se empled el método de maceracion para la extraccién de metabolitos secundarios. Este
método consistié en sumergir las hojas (frescas y secas) en 3 diferentes solventes: agua,
metanol y dietil éter, durante 14 dias en condiciones de oscuridad y a temperatura
ambiente (Sindhu et al., 2023). Se maceraron muestras de hojas frescas y secas en
proporciones 1:10 (1 gramo de hojas por 10 mililitros de solvente) (Rajendrasozhan et
al., 2021). Se obtuvo un total de seis extractos vegetales. Una vez completa la etapa de

maceracion, los extractos se filtraron utilizando papel filtro cualitativo. Los extractos se
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concentraron en un rotavapor® R-300 (marca BUCHI). Finalmente, fueron liofilizados a -
80 °Cy 120 mTorr en un liofilizador BTP-9E LOVE (Genevac). Terminado el proceso, se
calculé el rendimiento de extraccién para cada extracto mediante el uso de la ecuacién

(EC 1) descrita en Abbas et al. (2021) y se almacené a -20 °C hasta su posterior uso.

Masa del extracto liofilizado (g)

Rendimiento de extraccion (%) = * 100 (EC1)

Masa inicial de la muestra (g)

2.4. Ensayo de actividad antimicrobiana

Se trabajé con 6 microorganismos, los cuales fueron proporcionados por el Laboratorio
de Biologia Molecular y Bioquimica de la Universidad Regional Amazdnica lkiam. El
ensayo consistio en el uso de 3 cepas de microorganismos del Tipo Coleccion Americana
de Cultivo (ATCC): Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213,y
Candida albicans ATCC 10231 y tres cepas de aislados clinicos, resistentes a ampicilina

(AmpR): Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Bacillus subtilis.

2.4.1. Activacion y preparacion del inéculo

Se prepard el inéculo de cada cepa siguiendo la metodologia descrita en el trabajo de
Moran-Marcillo et al. (2022), sin modificaciones, hasta alcanzar una concentracién de
106 UFC/mL (unidades formadoras de colonias por mililitro) para bacterias y

10> UFC /mL para hongos.

2.4.2. Preparacion de extractos y controles

Los extractos vegetales liofilizados se disolvieron en dimetilsulféxido (DMSO) al 1%, a
una concentracién de 200 mg/mL como solucién madre para los ensayos. Se usé el
método de Gavrill et al. (2021) con modificaciones para eliminar la presencia de
compuestos insolubles. Esto consistid en homogenizar el extracto disuelto mediante
vortex y someterlo a una posterior centrifugacién por 5 minutos a 10 000 rpm. Después,

se recuperd el sobrenadante, el cual fue utilizado en los ensayos. Los farmacos
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adquiridos en farmacias, como ampicilina (AMP), gentamicina (GTM) y fluconazol (FLZ),
sirvieron como controles positivos para cepas ATCC, resistentes a ampicilina y hongos,

respectivamente. Estos fueron utilizados en una concentracién de 1 mg/mL.

2.4.3. Diseiio experimental

El disefio experimental implementado en este estudio es un disefio factorial completo.
Este disefio se estructurd considerando el tipo de hoja: fresca (HF) y seca (HS), solvente:

acuoso(A), metandlico (M), éter dietilico (DE) y bacterias: seis cepas microbianas.

2.4.4. Ensayo exploratorio de difusion por disco

La evaluacion de actividad antimicrobiana comenzé con un ensayo exploratorio para
determinar si los extractos de M. primuliflora inhiben las cepas de microorganismos
utilizados. Este ensayo se realizé mediante la Prueba de Difusion por Disco de Kirby-
Bauer, que es una técnica estandarizada para evaluar la susceptibilidad de los
microorganismos frente a los antimicrobianos, extractos y aceites vegetales (Horvath et
al., 2016). La prueba consistié en sembrar por extensién 150 pL de cada microorganismo
previamente preparado (seccidn 2.4.1) en una placa Petri con Agar Mueller-Hinton
(MHA). Las placas se dejaron entreabiertas para permitir el secado de la superficie del
agar. Inmediatamente, se colocaron discos de papel filtro estériles sobre el medio MHA
y se aplicé 6 pL de los extractos vegetales de 200 mg/ mL (disueltos en DMSO al 1%) en
cada disco, asi como 6 uL de los controles correspondientes. Las placas fueron incubadas
de 16-18 horas para registrar los resultados. Se identificé la actividad antimicrobiana de
cada extracto en dependencia de la presencia o ausencia de halos de inhibiciéon de

crecimiento de los microorganismos.
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2.4.5. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion

Minima Microbicida (CMM)

La determinacion de la Concentracidn Minima Inhibitoria (CMI) se realizé mediante la
técnica de microdilucién, utilizando resazurina como indicador de viabilidad celular
(Dagne et al., 2023; Ramadan et al., 2017). Se colocd 50 ulL de diluciones seriadas de los
extractos disueltos en DMSO al 1% (200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56, 0.78, 0.4
mg/mL) en una placa de 96 pocillos de fondo plano. Se afiadié 50 pL de microorganismo
en cada pocillo, obteniendo un volumen final de 100 pl. Se incubé a 37 °C durante 16-
18 horas y posteriormente, se afiadié 10 pL de resazurina (6.75 mg/mL) a cada pocillo,
se dejo incubar durante 5 horas a 37 °C (Gahlaut & Chhillar, 2013; Nadeem et al., 2022;
Rafig et al., 2022; Ramadan et al., 2017; Teh et al., 2017). Los resultados se registraron
mediante la lectura de fluorescencia en un espectrofotémetro de microplacas (Glomax
Discover, Promega), considerando una longitud de excitacién de 520 nm y de emisidn
de 580- 640 nm (Pollo et al., 2021). Después, para la determinacion de CMM, se tomé
10 uL del contenido de cada pocillo de la microplaca y se sembrd en forma de gotas en
placas Petri con MHA. Se dejo secar completamente las placas y se incubd a 37 °C
durante 16-18 horas. Aquella concentracion que no presentd signos de crecimiento
microbiano se design6 como CMM (Ahmad Nejhad et al., 2023). Los ensayos se

realizaron por triplicado.

2.4.6. Andlisis estadistico de datos

El andlisis estadistico de realizé por un ANOVA de dos vias para evaluar la significancia
de los efectos del tipo de extracto y cepas microbiana sobre las CMI, utilizando el
software GraphPad. Este analisis permitio identificar diferencias significativas en la
actividad antimicrobiana entre los diferentes tratamientos. Los valores de p <0.05 se

consideraron estadisticamente significativos.
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2.5. Identificacion de los metabolitos secundarios

Se realizd un tamizaje fitoquimico para identificar cualitativamente los metabolitos
secundarios de los extractos metandlicos, acuosos y éteres dietilicos. Se detectaron
compuestos bioactivos como flavonoides, alcaloides, fenoles, terpenoides y saponinas,
mediante métodos de observacién colorimétrica, precipitacion y aparicién de espuma
(Ugochukwu et al., 2013). Las observaciones se registraron como ausencia (-), leve (+) y

abundante (++).

2.5.1. Determinacion cualitativa de alcaloides

Se determind la presencia de alcaloides mediante la prueba con el reactivo de
Dragendorff (ANEXO B). Se diluyeron 5 mg de cada extracto liofilizado en 2 mL de acido
clorhidrico (HCI) al 0.1 M y se anadieron 10 gotas del reactivo de Dragendorff. Se utilizd
atropina como control positivo y agua destilada como control negativo. La precipitacion

o turbidez de color marrdn rojizo indicd la presencia de alcaloides (Shaikh & Patil, 2020).

2.5.2. Determinacion cualitativa de flavonoides

Se realizd la prueba de Shinoda para identificar la presencia de flavonoides en la muestra
(ANEXO C). Se diluyeron 5 mg de cada extracto en 1 mL de etanol. Luego, se afiadieron
0.5 mL de HCl concentrado y un trozo de cinta de magnesio. Se agitdé suavemente hasta
que no se observod la formacién de gas. Para distinguir mejor el cambio producido, se
afiadié 1 mL de alcohol isoamilico. Se utilizé quercetina como control positivo y agua
como control negativo. La coloracion de alcohol amilico a amarillo, naranja, azul, violeta
o rojo intenso indico la presencia de flavonoides (Shaikh & Patil, 2020; Solikhah et al.,

2020).
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2.5.3. Determinacion cualitativa de fenoles

Se realizé la prueba de cloruro férrico para identificar la presencia de fenoles en la
muestra (ANEXO D). Se diluyeron 5 mg del extracto en 1 mL de etanol. A continuacidn,
se anadieron 5 gotas de cloruro férrico (FeCls) al 1%. Se utilizé acido galico como control
positivo y agua como control negativo. Un cambio de color purpura, verde o azul, ya sea

transitorio o permanente, indicé la presencia de fenoles (Alemu et al., 2024).

2.5.4. Determinacion cualitativa de saponinas

Se realizd la prueba de la espuma para identificar la presencia de saponinas en la
muestra (ANEXO E). Se diluyeron 40 mg del extracto en 1 mL de agua destilada. Se agité
fuertemente la muestra durante 1 minuto. La formacién de espuma indico la presencia

de saponinas (Nortjie et al., 2022).

2.5.5. Determinacion cualitativa de terpenoides

Se realizé la prueba de Salkowski para identificar la presencia de terpenoides en la
muestra (ANEXO F). Se diluyé 5 mg del extracto en 0.5 mL de etanol. Luego, se afadié
0.4 mL de cloroformoy 0.4 mL de acido sulfdrico concentrado (H2SOa4). Se utilizé alcanfor
como control positivo y agua como control negativo. Un interfaz de color marrdn rojizo

indico la presencia de terpenoides (Adil et al., 2024; Nortjie et al., 2022).
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CAPITULO lil. RESULTADOS

3.1. Rendimiento de preparacion de extractos de M. primuliflora

El rendimiento porcentual de los extractos de M. primuliflora se detalla en la Tabla 1. Se
observa que los rendimientos de extraccion variaron entre 0.95% a 10.72% para los
diferentes extractos. El extracto AHS mostrd el rendimiento mas alto con un 10.72%,
seguido por el extracto MHS con un 9.05%. En contraste, el extracto MHF exhibié el

rendimiento mas bajo, con un 0.95%.

Tabla 1. Rendimiento porcentual de los extractos de M. primuliflora en diferentes solventes

Extractos Masa inicial de la Masa del extracto Rendimiento porcentual
vegetales muestra (g) liofilizado (g) (% m/m)

AHF 130 2.7424 2.11

AHS 28.25 3.0276 10.72

MHF 90 0.8524 0.95

MHS 28.25 1.8034 9.05

DEHF 157.5 1.2165 7.77

DEHS 53.12 1.3240 2.49

AHF: Acuoso de hojas frescas. AHS: Acuoso de hojas secas. MHF: Metandlico de hojas frescas.
MHS: Metandlico de hojas secas. DEHF: Eter dietilico de hojas frescas. DEHS: Eter dietilico de
hojas secas. Realizado por: Shiguango, 2024.

3.2. Ensayo antimicrobiano

3.2.1. Ensayo antimicrobiano de difusion en disco de Kirby-Bauer.

La evaluacién preliminar del efecto antimicrobiano in vitro de los extractos de M.
primuliflora evaluados a una concentracion de 200 mg/mL se detalla en la Tabla 2
(ANEXO G). El extracto MHF presenté halos de inhibicion contra todos los
microorganismos probados, seguido por el extracto DEHF, con la diferencia que no
inhibié C. albicans ATCC 10231. El extracto AHF mostré halos de inhibicion frente a S.
aureus ATCC 29213, B. subtilis AmpR y P. aeruginosa AmpR, similar al extracto AHS, que

ademas presentd inhibicién de C. albicans ATCC 10231. El extracto MHS fue efectivo
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contra S. aureus ATCC 29213 y B. subtilis AmpR, mientras que el extracto DEHS solo fue

activo contra B. subtilis AmpR.

Los microorganismos, S. aureus ATCC 29213, B. subtilis AmpR y P. aeruginosa AmpR,
mostraron sensibilidad frente a la mayoria de extractos evaluados. Mientras que, E. coli
ATCC 25922, C. albicans ATCC 10231 y K. pneumoniae AmpR, fueron sensibles solo a

ciertos extractos.

Tabla 2. Actividad antimicrobiana de diferentes extractos de M. primuliflora

Extractos vegetales Presencia o ausencia de halos de inhibicion

(200 mg/mL) SA ATCC EC ATCC CA ATCC BS AmpR PA AmpR KP AmpR
AHF + - - + + -
AHS + - + + + -
MHF + + + + + +
MHS + - - + - -
DEHF + + - + + +
DEHS - - - +

(+): Presencia de halo de inhibicion del microorganismo. (-): Ausencia de halo de inhibicion del
microorganismo. AHF: Acuoso de hojas frescas. AHS: Acuoso de hojas secas. MHF: Metandlico
de hojas frescas. MHS: Metandlico de hojas secas. DEHF: Eter dietilico de hojas frescas. DEHS:
Eter dietilico de hojas secas. SA ATCC: Staphylococcus aureus ATCC 29213. EC ATCC: Escherichia
coli ATCC 25922. CA ATCC: Candida albicans ATCC 10231. BS AmpR: Bacillus subtilis resistente a
ampicilina. PA AmpR: Pseudomonas aeruginosa resistente a ampicilina. KP AmpR: Klebsiella
pneumoniae resistente a ampicilina. Realizado por: Shiguango, 2024.

3.2.2. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion

Minima Microbicida (CMM) de extractos

Mediante el método de microdilucién en caldo, se determind los valores de CMI y CMM
de los microorganismos que fueron susceptibles a los extractos de M. primuliflora (Tabla
2). Los datos presentados en la Tabla 3 (ANEXO H, |, J) todos los extractos analizados
mostraron actividad con CMIs que oscilan entre 1.56 y 12.5 mg/mL para las bacterias.
Para C. albicans ATCC 10231, las CMls varian entre 6.25y 12.5 mg/mL. De acuerdo a los
resultados de la Tabla 4 (ANEXO K, L) existe una diferencia significativa (p < 0.05) entre

las diferentes concentraciones de extractos utilizados.
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En el caso del tipo de extracto, para E. coli ATCC 25922, C. albicans ATCC 10231, K.
pneumoniae AmpR, no se observa diferencia significativa (p > 0.05); para el resto de
microorganismos el valor de p fue menor a 0.05, lo cual indica que existe diferencia

significativa entre el tipo de extracto utilizado.

Los valores de CMM se encontraron por encima de 1.56 mg/mL en todos los extractos
evaluados. En el caso de bacterias, la CMM mds baja para S. aureus ATCC 29213 fue 1.56
mg/mL en MHF y DEHF; para E. coli ATCC 25922 fue de 6.25 mg/mL en MHF y DEHF; para
B. subtilis AmpR fue de 1.56 mg/mL en AHF, MHF, DEHF; para P. aeruginosa AmpR fue
de 3.13 mg/mL en MHF y DEHF; y para K. pneumoniae AmpR fue de 6.25 con el extracto
DEHF. En el caso del hongo C. albicans ATCC 10231, se encontré una CMM de 50 mg/mL

con el extracto MHF.

Tabla 3. Valores de Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima
Microbicida (CMM) de diferentes extractos de M. primuliflora frente a microorganismos de

interés clinico
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima Microbicida (CMM)

Extractos (mg/mL)
vegetales SA ATCC EC ATCC CA ATCC BS AmpR PA AmpR KP AmpR
cMlI CMM CMI CMM CMI CMM CMI CMM CMI CMM CMI CMM
AHF 6.25 6.25 - - - - 1.56 156 6.25 125 - -
AHS 6.25 6.25 - - 12.5 >50 6.25 6.25 6.25 125 - -
MHF 1.56 156 3.13 6.25 6.25 50 1.56 156 3.13 313 6.25 125
MHS 3.13 6.25 - - - - 6.25 6.25 - - - -
DEHF 1.56 156 6.25 6.25 - - 1.56 156 3.13 313 3.13 6.25
DEHS - - - - - - 3.13 6.25 - - - -

(-): Ensayo no realizado. AHF: Acuoso de hojas frescas. AHS: Acuoso de hojas secas. MHF:
Metandlico de hojas frescas. MHS: Metandlico de hojas secas. DEHF: Eter dietilico de hojas
frescas. DEHS: Eter dietilico de hojas secas. SA ATCC: Staphylococcus aureus ATCC 29213. EC
ATCC: Escherichia coli ATCC 25922. CA ATCC: Candida albicans ATCC 10231. BS AmpR: Bacillus
subtilis resistente a ampicilina. PA AmpR: Pseudomonas aeruginosa resistente a ampicilina. KP
AmpR: Klebsiella pneumoniae resistente a ampicilina. Realizado por: Shiguango, 2024.
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Tabla 4. Valores de significancia del ANOVA de dos vias de los efectos del extracto y CMI para
diferentes microorganismos

Microorganismo P valor P valor
Extractos Concentraciones (mg/mL)
SA ATCC <0.0001 0.0002
EC ATCC 0.1247 0.0064
CA ATCC 0.1401 <0.0001
BS AmpR <0.0001 0.0204
PA AmpR 0.0159 <0.0001
KP AmpR 0.0958 0.0033

Los valores P < 0.05 indican diferencias significativas. SA ATCC: Staphylococcus aureus ATCC
29213. EC ATCC: Escherichia coli ATCC 25922. CA ATCC: Candida albicans ATCC 10231. BS AmpR:
Bacillus subtilis resistente a ampicilina. PA AmpR: Pseudomonas aeruginosa resistente a
ampicilina. KP AmpR: Klebsiella pneumoniae resistente a ampicilina. Realizado por: Shiguango,
2024.

3.3. Identificacion preliminar de metabolitos secundarios

Las pruebas fitoquimicas cualitativas realizadas en los extractos de hojas frescas y hojas
secas de M. primuliflora revelaron la presencia de alcaloides, flavonoides, fenoles,
saponinas y terpenoides, como se detalla en la Tabla 5. El extracto AHF mostrd la
presencia de alcaloides, saponinas y terpenoides, mientras que el extracto AHS exhibid
saponinas y terpenoides. El extracto MHF contenia flavonoides, fenoles y saponinas.
Ademas, se observo la presencia de fenoles en el extracto MHS y de terpenoides en el
extracto DEHF. Sin embargo, los ensayos realizados en el extracto DEHS no detectaron

la presencia de los metabolitos secundarios que fueron objeto del estudio.

Tabla 5. Tamizaje fitoquimico cualitativo de los extractos de hojas de M. primuliflora
Extractos vegetales

Metabolitos Secundarios Ensayo cualitativo
AHF AHS MHF MHS DEHF DEHS
Alcaloides Prueba de Dragendorff + - - - - -
Flavonoides Prueba de Shinoda - - + - - -
Fenoles Prueba de cloruro férrico - - + ++ - -
Saponinas Prueba de la espuma ++ ++ + - - -
Terpenoides Prueba de Salkowski ++ + - - + -

(-): Ausencia. (+): Leve. (++): Abundante. AHF: Acuoso de hojas frescas. AHS: Acuoso de hojas
secas. MHF: Metandlico de hojas frescas. MHS: Metandlico de hojas secas. DEHF: Eter dietilico
de hojas frescas. DEHS: Eter dietilico de hojas secas. Realizado por: Shiguango, 2024.
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CAPITULO IV. DISCUSION

El género Monolena (Melastomataceae) incluye varias especies de plantas que han
recibido escasa atencidn cientifica, siendo M. primuliflora particularmente notable por
su falta de investigacién en el campo fitoquimico y su potencial actividad
antimicrobiana. Esta carencia en el conocimiento cientifico contrasta con los usos
medicinales tradicionales documentados para esta planta (Ballesteros et al., 2016).
Aunque otras especies relacionadas de la familia Melastomataceae han mostrado
propiedades antimicrobianas prometedoras y contienen diversos compuestos
bioactivos como flavonoides, alcaloides, taninos, quinonas y otros, M. primuliflora sigue
siendo una especie inexplorada en este sentido. Este es el primer estudio en donde se
evaluo la actividad antimicrobiana de M. primuliflora y se identificaron cualitativamente
los principales metabolitos secundarios presentes en diferentes extractos de esta

especie, potencialmente responsables de la actividad bioldgica.

M. primuliflora mostré rendimientos de extraccion mas bajos (Tabla 1) en comparacién
con los reportados en la literatura para especies del género Dissotis de la misma familia
(Melastomataceae), utilizando los mismos solventes. Los estudios han documentado
rendimientos de extraccion del 15.0% para el extracto metandlico, 12.5% para el
extracto éter dietilico y 8.2% para el extracto acuoso (Djuichou et al., 2019; Simeon et
al., 2016). Esta diferencia puede atribuirse a factores como, las condiciones de
extraccion, que incluyen variaciones de la temperatura, el tiempo de extraccion y la
agitacion, la naturaleza de la muestra (fresca o seca), el tamafo de las particulas del
material vegetal utilizado, la proporcién de los solventes empleados, entre otros (de

Moura et al., 2017).

A pesar de que se ha reportado que el método de maceracién puede mostrar bajo
rendimiento de extraccién debido a la falta de agitacidn continua, lo que resulta en una
interaccion reducida entre las fases sélida-liquida y provoca una saturacion localizada
cerca de las particulas de la muestra, impidiendo que el disolvente penetre
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eficientemente en la matriz vegetal (Cacique et al., 2020). El presente estudio utilizo esta
metodologia debido a que es un método eco-amigable y econdmico en comparacion
con otras técnicas, como extraccién basada en ultrasonido, extraccion asistida por
microondas, extraccion por fluidos supercriticos, entre otros (Barthwal & Mahar, 2024;
Purovi¢ et al., 2022). Ademas, al considerar este trabajo como un estudio piloto de
evaluacidn in vitro de la actividad antimicrobiana de M. primuliflora y caracterizacién
cualitativa de metabolitos secundarios presentes, se utilizd diferentes solventes para la
extraccidén, con el objetivo de tener una visién general de la composiciéon quimica y su
actividad antimicrobiana. Asi, por ejemplo, se consideré como solvente al agua debido
a su uso frecuente por curanderos en diversas culturas, mientras que los solventes
organicos se consideraron debido a su mayor eficacia comprobada en la extraccién de
compuestos bioactivos con potencial antimicrobiano (K. Das et al., 2010). Esto se debe
a que los diferentes solventes pueden extraer distintas moléculas segun su polaridad
(Villaret-Cazadamont et al., 2020). El agua se utiliza para extraer taninos, saponinas,
terpenoides, alcaloides, entre otros; el metanol se usa para extraer terpenoides,
saponinas, taninos, polifenoles, flavonoides; y el dietil éter para la extraccion de

alcaloides, terpenoides, cumarinas (Siddiqui, 2021; Tiwari et al., 2011).

El perfil de metabolitos secundarios identificados cualitativamente en los extractos de
M. primuliflora no pudo ser comparado con especies del mismo género debido a la falta
de reportes en la literatura. No obstante, se han encontrado similitudes con algunos
estudios en especies de la misma familia (Melastomataceae). Por ejemplo, en el caso
del extracto acuoso de Dissotis thollonii, se ha documentado la presencia de
flavonoides, fenoles y saponinas (Djuichou et al., 2019). Ademas, en estudios del
extracto acuoso de Melastomastrum capitatum se ha evidenciado la presencia de
flavonoides, taninos, antraquinonas, glucidos cardiacos, saponinas, carbohidratos y
proteinas en extractos acuosos obtenidos por fraccionamiento y maceracion (Ukwubile
et al., 2020). Del mismo modo, investigaciones en especies como Miconia chamissois y
Bellucia dichotoma, se han identificado saponinas, flavonoides, taninos, cumarinas,

flavonoides y otros metabolitos bioactivos (de Moura et al., 2017; Gomes et al., 2021).
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El perfil de metabolitos secundarios identificados en extractos metandlicos de D.
thollonii ha revelado la presencia de fenoles, flavonoides, taninos, esteroles, polifenoles
y antraquinonas (Gilbert et al., 2014). En D. theifolia se ha registrado la presencia de
alcaloides, antraquinonas, flavonoides, taninos, glucidos cardiacos (Simeon et al., 2016).
Ademads, se ha descubierto flavonoides y taninos en Clidemia capitellata, como también
alcaloides, taninos, saponinas, gliucidos cardiacos y flavonoides en M. capitatum
(Ferreira da Silva et al., 2022; Ighere et al., 2019). Por otro lado, los extractos éter
dietilico de la especie D. theifolia han revelado la presencia de alcaloides, antraquinonas,
flavonoides, taninos, glucidos cardiacos (Simeon et al., 2016). Aunque no se encontraron
estudios especificos sobre el uso de dietil éter de la familia Melastomataceae, si se han
documentado con otros solventes de baja polaridad como el etil acetato, éter de
petrdéleo y hexano (Abubakar & Haque, 2020). Por ejemplo, en extractos hexanicos y de
acetato de etilo de 10 especies de Melastomataceae, se han identificado taninos,
terpenos y esteroides, pero no se ha reportado la presencia de alcaloides (Bomfim et al.,
2021; Matos et al., 2020). Ademads, Das & Anjeza (2013) encontraron fenoles, taninos,
flavonoides, triterpenoides, saponinas, esteroides y glucidos en el extracto de éter de

petréleo de Osbeckia stellata.

La mayoria de estudios reportados anteriormente han utilizado hojas secas en el
proceso de maceracién. No obstante, el presente estudio demostrd que, para todos los
solventes utilizados, los extractos obtenidos a partir de hojas frescas mostraron mayor
diversidad de grupos de metabolitos secundarios en comparacion con los extractos
obtenidos a partir de hojas secas (Tabla 5). Esto sugiere que la temperatura es un factor
importante en la preparacién de extractos. Asi, por ejemplo, se ha demostrado que los
flavonoides y compuestos fendlicos pueden extraerse eficientemente a temperaturas
de hasta 100 °C (Krakowska-Sieprawska et al., 2022). Ademas, se ha reportado que el
mayor rendimiento de extraccidn de polifenoles se encuentra entre 60-80 °C, mientras
que para fenoles y flavonoides la temperatura dptima reportada es de 45-50 °C (Antony
& Farid, 2022; ElGamal et al., 2023). El cambio en estos rangos de temperatura podria
afectar la concentracién, pero no siempre representa la pérdida total de ciertos grupos

de moléculas, pues estudios como el de Ezebo et al. (2021) documentaron la presencia
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de alcaloides, flavonoides, saponinas, taninos y terpenoides en extractos de hojas
secadas a 60 °C. Teniendo esto en cuenta, este estudio utilizd 50 °C para el secado del

material, buscando mantenerse dentro de las temperaturas reportadas.

Este estudio mostré resultados variables en cuanto a la composicién fitoquimica de los
extractos (Tabla 5). Por ejemplo, los alcaloides son mas solubles en solventes orgdnicos,
lo cual podria explicar su presencia leve (+) en el extracto AHF (Tabla 5). Ademss, se ha
revelado que los alcaloides pueden degradarse de manera acelerada por oxidaciény pH,
mientras que la luz y la temperatura tienen una menor influencia en su degradacion
(Nesmérak et al., 2019). Por otro lado, se informan que la exposicion prolongada a
temperaturas elevadas durante el proceso de secado provoca la degradacién y
disminucién del contenido de alcaloides, lo que podria haber reducido su presencia,

explicando asi la ausencia (-) de estos en el extracto AHS (Zou et al., 2019).

También, se registré una presencia leve (+) de flavonoides en el extracto MHF, la cual
no se detectd en el extracto MHS (Tabla 5). Esta diferencia puede deberse a que los
fitoquimicos son susceptibles a degradacion térmica durante los procesos de secado (F.
Liu et al., 2022). Asimismo, se ha observado que los solventes organicos pueden crear
un ambiente propicio de reacciones no deseadas como la ionizacion, hidrdlisis vy
oxidacion, que desactivan los flavonoides (X. Liu et al., 2022). Aunque los flavonoides se
solubilizan mejor en solventes polares como el metanol debido a los grupos hidroxilos,
el proceso de secado pudo haberse reducido su contenido debido a la oxidacion y otros

factores de degradacion (Rodriguez De Luna et al., 2020).

Por otra parte, se observé una presencia leve (+) de fenoles en el extracto MHF y una
presencia abundante (++) en el extracto MHS de fenoles (Tabla 5). El tejido vegetal
contiene una gran cantidad de enzimas, como la polifenol oxidasa (POO) y peroxidasas,
que pueden degradar compuestos fendlicos acelerando su oxidacién (Dey et al., 2020).
Se ha comprobado que los compuestos bioactivos, como los fenoles presentes en el
material vegetal fresco, son susceptibles a la descomposicidn por reacciones
enzimaticas que los oxidan o hidrolizan (Baugh & Ignelzi, 2000). Se ha revelado que el
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secado inactiva estas enzimas y ayuda a conservar los metabolitos secundarios, lo que
explica la presencia abundante de fenoles identificados en hojas secas con metanol en

comparacion con las hojas frescas (Jones & Kinghorn,2012).

De igual manera, en la Tabla 5 se observa una presencia abundante (++) de saponinas
en los extractos AHF y AHS. Las saponinas son metabolitos termoestables hasta los 200
°Cy tienen alta solubilidad en solventes polares como el agua y metanol, lo que coincide
con lo reportado en extractos AHF y AHS de M. primuliflora (NGUYEN et al., 2020). Sin
embargo, en los extractos MHF y MHS se observd una presencia leve (+) y ausente (-) de
saponinas, respectivamente. A pesar que las saponinas son termoestables, la
concentracion del metanol puede afectar su solubilidad, ya que se ha encontrado que
una mezcla de metanol y agua resulta mejor para la extraccidon de saponinas, lo que
explica la presencia leve de saponinas en el extracto MHF (Hu et al., 2021). La presencia
limitada o la ausencia de saponinas en los extractos metandlicos podria deberse a varios
factores, como una solubilidad inadecuada y un pH no dptimo. Estas condiciones
podrian haber provocado la degradacién o desestabilizacidon de las saponinas, afectando

asi su deteccidn en los extractos (Rickert et al., 2004).

Por otro lado, los terpenoides en las hojas secas de M. primuliflora mostraron una
presencia leve (+) en el extracto MHS (Tabla 5), probablemente debido a la degradacion
térmica por oxidacion o hidrdlisis durante el proceso de secado o maceracién (EINaker
et al., 2021). En contraste, en las hojas frescas, el extracto AHF mostré una presencia
abundante (++) y el extracto DEHF una presencia leve (+) de terpenoides. Esto podria
deberse a la degradacion por oxidacidon e hidrdlisis durante la maceracién con metanol
y dietil éter, o a la volatilizacién durante la concentracién de los extractos en el
rotavapor, ya que también podrian afectar negativamente el contenido de los

fitoquimicos (Chen et al., 2021; Z. Jiang et al., 2016).

La menor diversidad de metabolitos registrada en extractos de hojas secas en
comparacion con hojas frescas de M. primuliflora podria sugerir la presencia de
metabolitos termoldabiles, los cuales podrian ser inestables a la exposicion prolongada a
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altas temperaturas. Ademas, factores como la solubilidad de los fitoquimicos y factores
como la degradacion térmica, hidrélisis, enzimatica y oxidacién, pueden afectar la
concentracién de uno o varios metabolitos secundarios (ElIGamal et al., 2023). También
es importante considerar que la composicién quimica de las plantas puede variar debido
a factores ambientales como la ubicacién geografica, variabilidad estacional,
condiciones climaticas (temperatura y disponibilidad de la luz), la disponibilidad de

minerales en el suelo y la presencia de plagas (Martinez et al., 2022).

Cabe mencionar que los ensayos cualitativos pueden dificultar la distincion de los
metabolitos secundarios debido a la subjetividad en la interpretacién visual de los
resultados y pueden presentar margen de error entre la determinacién ausente (-) y leve
(+) (Charoenchai et al., 2013; B. G. Ferreira et al., 2017). Esto puede resultar en la no
deteccién de metabolitos secundarios presentes en bajas concentraciones. No obstante,
el cribado fitoquimico, aunque no puede determinar la concentracidon exacta de
metabolitos secundarios ni exponer las estructuras quimicas de los componentes, es la
base para estudios posteriores, ya que revela los componentes de los extractos en las
plantas y es til en la busqueda de agentes bioactivos (Wachira et al., 2024; Wang et al.,
2022). Por ello, se recomienda realizar ensayos cuantitativos que revelen con exactitud

la presencia de los componentes bioactivos.

Los ensayos fitoquimicos muestran que los extractos de hojas frescas contienen una
mayor diversidad de metabolitos secundarios de acuerdo con las pruebas realizadas, lo
cual se relaciona con una actividad antimicrobiana mas amplia frente a varios
microorganismos, especialmente en los extractos metandlico y éter dietilico (Tabla 2).
Por otro lado, los extractos de hojas secas, exhibieron una menor actividad
antimicrobiana, pudiendo atribuirlo al menor nimero de metabolitos secundarios
identificados. Esta disminucidn en la actividad antimicrobiana de los extractos de hojas
secas podria deberse a la desintegracion y desestabilizacién de metabolitos secundarios,
afectados por factores como la temperatura, oxidacién, hidrélisis, y degradacion por
accion enzimatica, como se ha documentado en estudios previos (Antony & Farid, 2022;

Justine et al., 2019; Krakowska-Sieprawska et al., 2022).
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El extracto MHF presentd actividad antimicrobiana contra todas las cepas evaluadas
(bacterias y hongo), y se identificd la presencia de metabolitos secundarios como
flavonoides, fenoles y saponinas, que podrian ser los principales responsables de su
actividad biolégica. Se ha reportado que los flavonoides son conocidos por afectar las
vias de senalizacion celular, aumentar la permeabilidad celular, y como consecuencia,
inducir la salida de sustancias intracelulares de los microorganismos, ademas de causar
danos estructurales en la pared celular (Wang et al.,, 2023). De manera similar, las
saponinas actuan destruyendo la pared y membrana celular, alterando proteinas,
provocando la salida de los componentes celulares y como consecuencia inducir la
muerte del microorganismo (Alibi et al., 2021; Dong et al., 2020; Jeyakumar & Lawrence,
2021). Mientras que, los fenoles son capaces de inducir hiperacidificacién, volviendo las
membranas mas permeables y afectando la bomba sodio-potasio, lo que provoca un

desequilibrio osmotico y la muerte celular (Lobiuc et al., 2023).

En contraste, el extracto MHS mostrd actividad antibacteriana contra dos cepas (Tabla
2) y solo se detectd la presencia de fenoles. La diferencia en la actividad antimicrobiana
del extracto MHS en comparacion con el extracto MHF, puede deberse a la variacién en
la presencia de metabolitos. Aunque los fenoles son efectivos al destruir paredes y
membranas celulares, su eficacia puede ser menor sin el apoyo de otros metabolitos
como los flavonoides y saponinas (X. Jiang et al., 2015; Meng et al., 2020). Ademas, se
ha demostrado que los fenoles son muy activos contra especies gram-positivas, ya que
estas son mas susceptibles, debido a la ausencia de la membrana externa (Cueva et al.,
2010). Esta mayor susceptibilidad de las bacterias gram-positivas puede explicar los

resultados obtenidos con el extracto MHS.

De manera similar, el extracto DEHF presentd actividad antimicrobiana contra todas las
bacterias evaluadas (Tabla 2), lo que podria asociarse con la presencia de terpenoides
(Tabla 5). Se conoce que estos compuestos se destacan por inducir la ruptura de la
membrana celular y la despolarizacidn de la membrana citoplasmatica, como cambio en
los canales iénicos (Na*, K*, Ca*? o CI') (Guimar3es et al., 2019). Esta alteracién aumenta

la permeabilidad de la membrana, lo que conlleva a la liberacion de componentes
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intracelulares vitales, ocasionando la muerte celular (Asadi et al., 2023; Tian et al., 2021).
Por el contrario, el extracto DEHS tuvo actividad solo contra una cepa (B. subtilis AmpR),
a pesar de esta actividad, no se pudo identificar metabolitos bioactivos dentro de los
grupos analizados, lo que sugiere que el extracto podria contener bajas concentraciones
detectables de los metabolitos analizados en este estudio o contener otros metabolitos
secundarios responsables de la actividad que no fueron evaluados, como cumarinas,

esteroles, taninos, antraquinonas, entre otros.

Los extractos AHF y AHS fueron activos contra S. aureus ATCC 29213, B. subtilis AmpR'y
P. aeruginosa AmpR, con la diferencia de que el extracto AHS también presentd
actividad antifungica (Tabla 2). Esta actividad antimicrobiana se asocia con los
contenidos de alcaloides, saponinas y terpenoides en el extracto AHF, y saponinas y
terpenoides para el extracto AHS (Tabla 5). Los alcaloides ejercen la actividad
antibacteriana mediante la accién inhibidora de bombas de eflujo, lo que permite la
acumulacién de agentes toxicos en el citoplasma y la destruccion de proteinas (Sulaiman
etal., 2022). Ademas, inhiben el desarrollo de biopeliculas, mientras que los terpenoides
y saponinas actuan en la ruptura de membranas y pared celular, como se menciond

anteriormente (Alibi et al., 2021; Chakraborty et al., 2020).

A pesar de los resultados obtenidos, varios estudios recalcan la actividad sinérgica de
los metabolitos, por lo cual no siempre se le puede atribuir por completo la actividad
bioldgica a un sélo grupo de moléculas (Poh et al., 2023). De modo que, esta sinergia
estaria proporcionando una mayor capacidad para inhibir el crecimiento de bacterias y

hongos (Jeong et al., 2023).

Todos los extractos mostraron actividad contra al menos un microorganismo (Tabla 3).
Incluso, uno de los extractos (MHF) mostré actividad contra todas las cepas evaluadas,
incluyendo las resistentes a ampicilina, registrando un rango de CMI entre 1.56 a 12.5
mg/mLy CMM de 1.56 a 50 mg/mL (Tabla 3). Estos valores de CMI resultan cercanos a
los reportados para otras especies del género Miconia, como M. rubiginosa y M.
stenostachya, para las cuales en sus extractos metandlicos se ha identificado CMls
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mayores a 6 mg/mL contra C. albicans, S. aureus y B. subtilis (Rodrigues et al., 2008). Del
mismo modo, la CMI y CMM registrada para M. primuliflora son similares a los
reportados en los extractos de C. capitellata con valores CMIy CMM de 0.5 a 2 mg/mL
en bacterias gram-positivas (S. aureus y B. subtilis) y gram negativos (E. coli y P.
aeruginosa) (Ferreira da Silva et al., 2022). Los extractos de M. primuliflora mostraron
un comportamiento microbicida dentro de las concentraciones evaluadas a excepcidn
del extracto AHS en C. albicans ATCC, donde no se detectd el CMM. Esta informacion es
valiosa ya que demuestra que, ademas de tener actividad antimicrobiana inhibitoria, los
extractos son capaces de eliminar al 99% en el rango de concentraciones evaluadas
(Rodriguez-Melcén et al., 2021). Las capacidades microbicidas de un agente
antimicrobiano resultan en un dano irreversible que altera los componentes celulares
segun su mecanismo de accion, ejerciendo su accién de manera rapida y eficiente
(Tavares et al., 2020). Esto es crucial para posibles aplicaciones farmacoldgicas, ya que
estos extractos podrian ser una alternativa para enfrentar diversos patdégenos con
menor posibilidad de generar resistencia (Finberg et al., 2004). La actividad microbicida
es ideal para tratar pacientes inmunocomprometidos, endocarditis o meningitis, donde
la eliminacidn rapida y efectiva de bacterias es vital (Cushnie & Lamb, 2011; Eliopoulos,

2012).

Por otra parte, pese a que no se han registrado estudios con las mismas cepas de
microorganismos resistentes utilizadas en este trabajo, podemos mencionar los
resultados obtenidos por Ferreira et al. (2022), donde en los extractos metandlicos de
M. minutiflora, se reportaron CMI/CMM de 0.625/1.25 mg/mL, 1.25/2.5 mg/mL,
0.625/1.25 mg/mL y 2.5/5 mg/mL, contra microorganismos resistentes a cloranfenicol
como E. coli CCMB, P. aeruginosa CCMB, S. aureus CCMB y C. albicans CCMB,
respectivamente. Los valores de CMI y CMM determinados en el presente estudio no
difieren significativamente de los mencionados por Ferreira et al. (2022), lo que se
podria sugerir a los extractos de M. primuliflora como prometedores en términos de

inhibicidn bacteriana y microbicida frente a cepas resistentes a antibidticos.
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De forma general, se sabe que los extractos de plantas tienden a exhibir mayor actividad
contra bacterias gram-positivas (Hassan & Ullah, 2019). Esto se debe a que las bacterias
gram-positivas poseen una pared celular simple y gruesa, compuesta principalmente de
peptidoglicano, lo cual facilita el acceso y la accién de los antimicrobianos, en
comparacion con las gram-negativas, que tienen una membrana externa adicional que
sirve como capa protectora (Tetteh et al., 2020). Esto coincide con la actividad
antimicrobiana mas potente identificada frente a los microorganismos gram-positivos S.
aureus ATCC 29213 y B. subtilis AmpR, con CMI y CMM de 1.56 mg/mL para las dos
cepas. Este resultado es importante ya que S. aureus es un patégeno humano, causante
de una amplia gama de infecciones clinicas como infecciones de la piel, bacteriemia,
endocarditis infecciosa, infecciones osteoarticulares, entre otros (Tong et al., 2015).
Mientras que, B. subtilis es un patégeno no humano de baja virulencia y se encuentra
comunmente en el medio ambiente, puede colonizar la piel y el tracto gastrointestinal
de los humanos, y producir infecciones como endocarditis, neumonia, bacteriemia,
infecciones de piel, abscesos, intoxicacion alimentaria, entre otros padecimientos en
pacientes inmunocomprometidos (EPA, 2018; Minnaard et al., 1996; Yassin & Ahmad,

2012).

En esta investigacion se llevd a cabo el primer estudio in vitro de M. primuliflora,
revelando la presencia de compuestos bioactivos con propiedades antimicrobianas. Los
resultados obtenidos durante el estudio respaldan lo expuesto, ya que se determiné la
presencia de compuestos bioactivos asociados con la inhibicién microbiana como
alcaloides, fenoles, saponinas, terpenoides y flavonoides presentes en los extractos de
M. primuliflora. Asi, la evidencia cientifica reafirma y valida los principios de la medicina
tradicional. Esto es especialmente relevante, considerando que los extractos evaluados
podrian ser Utiles para enfrentar problemas de salud causados por los microorganismos
utilizados en el estudio, como infecciones en las vias respiratorias (S. aureus, K.
pneumoniae), gastrointestinales (E. coli, S. aureus, P. aeruginosa), en heridas cutaneas
(S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, C. albicans), asi como combatir el desarrollo de
conjuntivitis (S. aureus, P. aeruginosa) ((Arshad et al., 2020; Chaughule & Barve, 2024;
Maheswary et al., 2021; Montufar-Andrade et al., 2016; Pfalzgraff et al., 2018; Shedoeva
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etal., 2019). Esta relevancia se acentia aun mas, considerando que estas enfermedades
han sido tratadas por las comunidades indigenas, utilizando M. primuliflora como parte

de su medicina tradicional (Ballesteros et al., 2016; Doyle et al., 2017).

Por lo tanto, estudios como este no solo son fundamentales para abordar problematicas
globales como la Resistencia Antimicrobiana (RAM), sino que también juegan un papel
crucial en la preservacion y valorizacion de los conocimientos tradicionales de los

pueblos indigenas.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Los diferentes extractos de M. primuliflora muestran actividad antimicrobiana contra al
menos uno de los microorganismos evaluados. Es notable que los extractos obtenidos
de hojas frescas exhiben una actividad antimicrobiana superior frente a un mayor
numero de cepas microbianas en comparacién con sus equivalentes obtenidos de hojas
secas, particularmente en los extractos metandlico y éter dietilico, seguidos por los

extractos acuosos.

Todos los extractos mostraron inhibicion antimicrobiana en el rango de 1.56 mg/mL a
12.5 mg/mL para CMI y actividad microbicida con CMM de 1.56 mg/mL a 50 mg/mL. En
particular, el extracto MHF y DEHF obtenidos de hojas frescas, se destacaron con una
CMI y CMM de 1.56 mg/mL frente a microorganismos gram-positivos como S. aureus
ATCC 29213 vy Bacillus subtilis AmpR, patégenos asociados con bacteriemias,
endocarditis e infecciones de heridas, entre otros. Estos microorganismos representan
una amenaza para la salud humana y la efectividad de los extractos podria tener
aplicaciones terapéuticas valiosas en el tratamiento de infecciones causadas por estos

patdgenos.

El potencial antimicrobiano demostré estar relacionado con la diversidad de
metabolitos presentes en los extractos; a mayor diversidad de metabolitos, mayor fue
la actividad antimicrobiana frente a un mayor nimero de microorganismos susceptibles.
Ademas, se identificaron los metabolitos secundarios mas representativos en las hojas
frescas y secas de M. primuliflora, como alcaloides, flavonoides, fenoles, saponinas y
terpenoides, los cuales estan directamente relacionados con la actividad antimicrobiana

registrada.

Los resultados preliminares obtenidos para esta especie, nos brinda una pauta
importante de los beneficios que podria traer para la salud, reforzando la idea de su uso
potencial en aplicaciones terapéuticas para enfrentar problemas como la RAM. Sin
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embargo, a pesar de la informacidn obtenida en este estudio, es importante promover
estudios mas profundos que incluyan aislamiento, purificacién, identificacién y
cuantificacién de moléculas bioactivas, asi como ensayos bioquimicos cuantitativos,
metaboldmica y redes moleculares. Ademas, seria esencial evaluar extractos obtenidos
a partir de otras partes de la planta, asi como ampliar el nUmero de microorganismos
testeados y realizar ensayos in vivo que le otorguen mayor relevancia al uso de esta

especie como potencial para enfrentar la RAM.

Para preservar la especie y garantizar al mismo tiempo una extraccion eficaz de estos
compuestos, se recomienda emplear métodos de extraccidon optimizados y eficientes,
como la extraccion asistida por ultrasonidos o la extraccion con fluidos supercriticos.
Estos métodos maximizan el rendimiento y mantienen la integridad de los componentes
bioactivos, garantizando la utilizacion sostenible de los recursos vegetales. Ademas, la
adopcion de un enfoque basado en la conservacién a lo largo de toda la investigacion

permitira salvaguardar el habitat natural de la planta y promovera su uso sostenible.
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ANEXOS

ANEXO A: Proceso de obtencién de extractos de M. primuliflora

I
a: Limpieza de hojas. b: Corte de hojas. c:Trituracion de hojas secas. d:Macerados de 14 dias.
Realizado por: Shiguango, 2024.

ANEXO B: Prueba de Dragendorff para la determinacién de alcaloides

Control + AHF AHS MHF MHS DEHF DEHS Control -

Control +: Atropina. AHF: Acuoso de hojas frescas. AHS: Acuoso de hojas secas. MHF: Metandlico
de hojas frescas. MHS: Metandlico de hojas secas. DEHF: Eter dietilico de hojas frescas. DEHS:
Eter dietilico de hojas secas. Control -: Agua destilada. Realizado por: Shiguango, 2024.



ANEXO C: Prueba de Shinoda para la determinacién de flavonoides

Control +

MHF MHS DEHF
f

3

A

=

ol

v
Control +: Quercetina. AHF: Acuoso de hojas frescas. AHS: Acuoso de hojas secas. MHF:
Metandlico de hojas frescas. MHS: Metandlico de hojas secas. DEHF: Eter dietilico de hojas

frescas. DEHS: Eter dietilico de hojas secas. Control -: Agua destilada. Realizado por: Shiguango,
2024.

=
$
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ANEXO D: Prueba de cloruro férrico para la determinacién de fenoles

Control + Control -

AHS MHF MHS

Control +: Acido galico. AHF: Acuoso de hojas frescas. AHS: Acuoso de hojas secas. MHF:
Metandlico de hojas frescas. MHS: Metandlico de hojas secas. DEHF: Eter dietilico de hojas
frescas. DEHS: Eter dietilico de hojas secas. Control -: Agua destilada. Realizado por: Shiguango,
2024.




ANEXO E: Prueba de la espuma para la determinacién de saponinas

AHF AHS MHF MHS DEHF Control -

AHF: acuoso de hojas frescas. AHS: Acuoso de hojas secas. MHF: Metandélico de hojas frescas.
MHS: Metandlico de hojas secas. DEHF: Eter dietilico de hojas frescas. DEHS: Eter dietilico de
hojas secas. Control -: Agua destilada. Realizado por: Shiguango, 2024.

ANEXO F: Prueba de Salkowski para la determinacién de terpenoides

Control + AHS MHS DEHF DEHS Control -

Control +: Alcanfor. AHF: Acuoso de hojas frescas. AHS: Acuoso de hojas secas. MHF: Metandlico
de hojas frescas. MHS: Metandlico de hojas secas. DEHF: Eter dietilico de hojas frescas. DEHS:
Eter dietilico de hojas secas. Control -: Agua destilada. Realizado por: Shiguango, 2024.

ANEXO G: Ensayo exploratorio de la actividad antimicrobiana de los extractos de M.

primuliflora a 200 mg/mL

B. subtilis AmpR




P.aeruginosa AmpR




S. aureus ATCC

a, ¢, e: Control (+) (gentaminicina, ampicilina, fluconzol a 1mg/ml). b, d, f: Control () (DMSO al
1%). g: Extracto AHS. h: Extracto AHF. i: Extracto DEHF. j: Extracto MHF. k: Extracto DEHS. I:
Extracto MHS. Realizado por: Shiguango, 2024.

ANEXO H: Grafica de la media y error estdndar de la Intensidad de Fluorescencia emitida

a 580-640 nm del extracto acuoso de hojas de M. primuliflora

Extracto acuoso de hojas de M. primuliflora

220000

170000

==@==SA ATCC HF

120000
==@==SA ATCC HS

==@==CA ATCC HS
70000

BS AmpR HF

20000 ==@==BS AmpR HS

Intensidad de Fluorescencia (u.a.)

—@— PA AmpR HF

-30000
@Qﬁb S ® 0 P

—@=—PA AmpR HS

Concentracion del extracto (mg-mL?)

MHB: Caldo (control de esterilidad). Control +: gentaminicina, ampicilina, fluconzol a 1Img/ml.
Control -: DMSO al 1%. M: Microorganismo sin tratamiento. Realizado por: Shiguango, 2024.




ANEXO I: Grafica de la media y error estandar de la Intensidad de Fluorescencia emitida

a 580-640 nm del extracto metandlico de hojas de M. primuliflora

Extracto metandlico de hojas de M. primuliflora
220000
170000
—=@—EC ATCC HF
120000 8= SA ATCC HF
«=@==SA ATCC HS

Intensidad de Fluorescencia(u.a.)

70000 CA ATCC HF
— —8—BS AmpR HF
—8—BS AmpR HS
-30000 —8—KP AmpR HF
& &«O\X R I R N R &«0\' N 8= PA AmpR HF

& &

Concentracién del extracto (mg-mL?)

MHB: Caldo (control de esterilidad). Control +: gentaminicina, ampicilina, fluconzol a 1mg/ml.
Control -: DMSO al 1%. M: Microorganismo sin tratamiento. Realizado por: Shiguango, 2024.



ANEXO J: Grafica de la media y error estandar de la Intensidad de Fluorescencia emitida

a 580-640 nm del extracto éter dietilico de hojas de M. primuliflora

Extracto éter dietilico de hojas de M. primuliflora

220000

170000
120000 ==@==EC ATCC HF
==@==SA ATCC HF

70000 BS AmpR HF

BS AmpR HS

20000
—@—KP AmpR HF

Intensidad de Fluorescencia (u.a.)

—@=PA AmpR HF
-30000

Concentracién del extracto (mg-mL?)

MHB: Caldo (control de esterilidad). Control +: gentaminicina, ampicilina, fluconzol a 1Img/ml.
Control -: DMSO al 1%. M: Microorganismo sin tratamiento. Realizado por: Shiguango, 2024.

ANEXO K: Anadlisis de varianza de dos factores de la intensidad de fluorescencia vs

concentracion, realizada para cada microorganismo frente a diversos extractos

Anadlisis de varianza de dos factores para S. aureus ATCC 29213

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Probabil Valor critico
. . F .
variaciones cuadrados libertad cuadrados idad para F
Extractos 1,4071E+11 6 2,3452E+10 10;%‘;36 2'(35(‘)@9E 2,420523189
Concentraciones 7,6815E+10 5 1,5363E+10 7'1117254 0’%(;(;17 2,533554548

Realizado por: Shiguango, 2024.



Analisis de varianza de dos factores para C. albicans ATCC 10231

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los £ Probabil Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados idad para F
Extractos 1771908086 6 295318014 1,76596 0,14013 2,420523189
094 566
Concentraciones 7060144458 5 1412028892 8,44373 4,4508E 2,533554548

776 -05

Realizado por: Shiguango, 2024.

Analisis de varianza de dos factores para E. coli ATCC 25922

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Probabilid
.y . F
variaciones cuadrados libertad cuadrados ad
Extractos 3447687639 6 574614607 1'81?3114 0'13;;722
Concentraciones 6308280489 5 1261656098 4’02(;258 0'0365374

Realizado por: Shiguango, 2024.

Andlisis de varianza de dos factores para P. aeruginosa AmpR

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Probabil Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados idad para F
Extractos 2,1955E+10 6 3659200148 3,164620,01587 2,420523189
793 434
Concentraciones  4,478E+10 5 8955910645 7,74544  8,9092E 2,533554548

267 -05

Realizado por: Shiguango, 2024.

Andlisis de varianza de dos factores para K. pneumoniae AmpR

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Probabil Valor critico
ey . F .
variaciones cuadrados libertad cuadrados idad para F
Extractos 7078377642 6 1179729607 2,00778 0,09576 2,420523189
474 232
Concentraciones 1,3381E+10 5 2676193278 4’5959‘;61 0’%(;29 2,533554548

Realizado por: Shiguango, 2024.

Anadlisis de varianza de dos factores para B. subtilis AmpR

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los £ Probabil Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados idad para F

Extractos 2235840729 6 372640122 7'28%)(;45 7'8_?)(5)1E 2,420523189

Concentraciones 820248877 5 164049775 3,17430 0,02037 2,533554548

667 528

Realizado por: Shiguango, 2024.



ANEXO L: Analisis ANOVA de dos vias de la

intensidad de fluorescencia vs

concentraciones de CMI para diferentes microorganismos y extractos de hojas de M.

primuliflora usando la aplicacién GraphPad Prism

S. aureus ATCC

Table Analyzed 29213
Two-way ;
ANOVA Ordinary
Alpha 0,05
Soqrge of % of total variation P P value Significant?
Variation value summary
<0,000 sk
Row Factor 49.85 1 Yes
Column Factor 27,21 0,0002 i Yes
ANOVA table SS (Type III) DF MS F (DFn, DFd) P value
F (6, 30) = P<0,000
Row Eactor 1,40714E+11 6 23452336461 10,86 1
F (5,30) = P=0,000
Column Eactor 76815440440 5 15363088088 7117 5

Datos de ANOVA de dos vias obtenida del software GraphPad. Row Factor: Extractos. Column
Factor: Concentraciones mg/mL. Realizado por: Shiguango, 2024.

E. coli ATCC

Table Analyzed 25922

Two-way ANOVA Ordinary

Alpha 0,05

Sou_rcg B % of total variation P value Significant?

Variation value summary

Row Factor 18,03 0,1247 ns No

Column Factor 32,99 0,0064 *x Yes

ANOVA table SS (Type IlI) DF MS F (DFn, DFd) P value
F (6,30) = P=0,124

Row Factor 3447687639 6 574614607 1.840 7
F (5, 30) = P=0,006

Column Eactor 6308280480 5 1261656096 4,040 4

Datos de ANOVA de dos vias obtenida del software GraphPad. Row Factor: Extractos. Column
Factor: Concentraciones mg/mL. Realizado por: Shiguango, 2024.



C. albicans ATCC

Table Analyzed 10231
Two-way ;
ANOVA Ordinary
Alpha 0,05
Sou_rc_e of % of total variation P Significant?
Variation value
Row Factor 12,79 0,1401 No
<0,000
Column Factor 50,98 1 Yes
ANOVA table SS (Type II) DF F (DFn, DFd) P value
F (6,30)= P=0,140
Row Eactor 1771908086 6 295318014 1,766 1
F (5,30)= P<0,000
Column Eactor 7060144455 5 1412028891 8,444 1

Datos de ANOVA de dos vias obtenida del software GraphPad. Row Factor: Extractos. Column

Factor: Concentraciones mg/mL. Realizado por: Shiguango, 2024.

P. aeruginosa

Table Analyzed AmpR
Two-way .
ANOVA Ordinary
Alpha 0,05
Soqrcg of % of total variation Significant?
Variation value
Row Factor 21,65 0,0159 Yes
<0,000
Column Factor 44,15 1 Yes
ANOVA table SS (Type III) DF F (DFn, DFd) P value
F (6, 30) = P=0,015
Row Eactor 21955200910 6 3659200152 3165 9
F (5, 30) = P<0,000
Column Eactor 44779553313 5 8955910663 7745 1

Datos de ANOVA de dos vias obtenida del software GraphPad. Row Factor: Extractos. Column

Factor: Concentraciones mg/mL. Realizado por: Shiguango, 2024.



Table Analyzed

K. pneumoniae
AmpR

Two-way ANOVA
Alpha

Source of
Variation

Row Factor
Column Factor

ANOVA table
Row Factor

Column Factor

Ordinary
0,05

% of total variation

18,58
35,13

SS (Type Il)
7078377659

13380966414

P

value
0,0958

0,0033

DF

6

5

P value Significant?
summary
Ns No
*x Yes
MS F (DFn, DFd) P value
F (6, 30) = P=0,095
1179729610 2.008 8
F (5, 30) = P=0,003
2676193283 4.555 3

Datos de ANOVA de dos vias obtenida del software GraphPad. Row Factor: Extractos. Column
Factor: Concentraciones mg/mL. Realizado por: Shiguango, 2024.

B. subtilis
Table Analyzed AmpR
Two-way ANOVA Ordinary
Alpha 0,05
Source of % of total P value R
. o P value Significant?
Variation variation summary
<0’000 *kkk
Row Factor 48,54 1 Yes
Column Factor 17,81 0,0204 * Yes
ANOVA table SS (Type III) DF MS F (DFn, DFd) P value
F (6, 30) = P<0,000
Row Eactor 2235840728 6 372640121 7210 1
F (5, 30) = P=0,020
Column Eactor 820248876 5 164049775 3174 4

Datos de ANOVA de dos vias obtenida del software GraphPad. Row Factor: Extractos. Column
Factor: Concentraciones mg/mL. Realizado por: Shiguango, 2024.
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