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RESUMEN 

En la amazonia peruana existen muchas especies vegetales que se 

desconocen sus propiedades farmacologicas por lo que en la presente 

investigacion se tuvo como objetivo evaluar la actividad antibacteriana del 

extracto etanólico de pulpa de Couroupita guianensis Aubl. “ayahuma”. Los 

frutos se colectaron en la localidad de San José – Ullpa caño, río Itaya. El 

tamizaje fitoquímico se realizó, por el método modificado de Chhabra et al. y 

la actividad antibacteriana del extracto etanólico de pulpa fue medida por la 

prueba de susceptibilidad de disco difusión de Kirby-Bauer así como también 

la prueba de concentración inhibitoria mínima (CMI) frente a Klebsiella 

pneumoniae y Escherichia coli. Obteniendo como resultados en el tamizaje 

fitoquímico del extracto la presencia de saponinas, fenoles y taninos, 

esteroides, agrupamientos lactónicos, aceites esenciales y grasas, y 

finalmente compuestos reductores; a su vez este extracto mostró actividad 

antibacteriana contra Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli. Klebsiella 

pneuomoniae mostró mayor sensibilidad al extracto etanólico de pulpa de 

Couroupita guianensis Aubl. en una concentración de 300 mg/mL y una CMI 

de 8 mg/mL; el ANOVA de doble vía nos muestra que en la interacción de las 

bacterias con el extracto muestra una diferencia significativa en contraparte la 

interacción entre concentraciones de los extractos frente a las bacterias 

mostró que no hay una diferencia significativa, lo que se debe a que el rango 

de concentraciones no es muy amplio y biológicamente expresan lo mismo. 

Concluyendo que el extracto etanólico de pulpa de C. guianensis Aubl. 

presenta una buena actividad antibacteriana frente a Klebisella pneumoniae y 

en menor medida frente a Escherichia coli; estas actividades están asociadas 

a los metabolitos secundarios encontrados, principalmente las saponinas, 

compuestos fenólicos, esteroides y los agrupamientos lactónicos. 

 

Palabras clave: Actividad antibacteriana, C. guianensis, tamizaje fitoquímico, 

Ullpa caño.  
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ABSTRACT 

In the Peruvian Amazon there are many plant species whose pharmacological 

properties are unknown, so in the present investigation the objective was to 

evaluate the antibacterial activity of the ethanolic extract of Couroupita 

guianensis Aubl "ayahuma" pulp. The fruits were collected in the town of San 

José - Ullpa caño, Itaya river. Phytochemical screening was performed by the 

modified method of Chhabra et al. and the antibacterial activity of the ethanolic 

pulp extract was measured by the Kirby-Bauer disk diffusion susceptibility test 

as well as the minimum inhibitory concentration (MIC) test against Klebsiella 

pneumoniae and Escherichia coli. Obtaining as results in the phytochemical 

screening of the extract the presence of saponins, phenols and tannins, 

steroids, lactone groups, essential oils and fats, and finally reducing 

compounds; in turn, this extract showed antibacterial activity against Klebsiella 

pneumoniae and Escherichia coli. Klebsiella pneumoniae showed greater 

sensitivity to the ethanolic extract of the pulp of Couroupita guianensis Aubl. at 

a concentration of 300 mg/mL and a MIC of 8 mg/mL; the two-way ANOVA 

shows us that in the interaction of the bacteria with the extract it shows a 

significant difference in contrast, the interaction between concentrations of the 

extracts against the bacteria showed that there is no significant difference, 

which is due to the fact that the range of concentrations is not very broad and 

biologically they express the same thing. Concluding that the ethanolic extract 

of the pulp of C. guianensis Aubl. it has good antibacterial activity against 

Klebisella pneumoniae and to a lesser extent against Escherichia coli; These 

activities are associated with the secondary metabolites found, mainly 

saponins, phenolic compounds, steroids, and lactone groups. 

 

Keywords: Antibacterial activity, C. guianensis, phytochemical screening, 

Ullpa caño. 
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INTRODUCCIÓN 

Actualmente uno de los principales problemas que enfrentan los tratamientos 

médicos, provienen por el aumento a la disponibilidad de antibióticos 

convencionales para el tratamiento de enfermedades infecciosas, tanto en 

hospitales como en la comunidad, esto ha producido diversos problemas en 

pacientes y consumidores, tales como resistencia bacteriana, reacciones 

adversas y predisposición a enfermedades cancerígenas(1) lo que constituye 

una alarmante preocupación para la salud humana. Así mismo la pérdida de 

la eficacia de ciertos fármacos administrados a causa de la resistencia a los 

mismos, como los antibióticos; contribuyendo así a la pérdida de su 

productividad y, a menudo, a la mortalidad del paciente(2). 

La resistencia antimicrobiana es un problema de salud que viene creciendo 

en el mundo actual y presenta gran complejidad, que afecta a muchos 

individuos de varias localidades alrededor del mundo. Esta problemática 

también afecta a nuestro país, siendo una de las causas relevantes: el mal 

uso y abuso de los antibióticos, ya sea en el hogar, hospitales y 

comunidades(3). 

Un inconveniente que presenta la investigación científica debido a la 

resistencia de estos microorganismos frente a los antibióticos, es la toxicidad 

de ellos y muchas veces su elevado costo, por lo que la intensa búsqueda de 

nuevas moléculas obtenidas por síntesis, o bien la obtención de nuevas 

fuentes naturales antibióticas teniendo como punto clave, la investigación en 

plantas; con el fin de mejorar la calidad de vida de este tipo de pacientes(3). 

Los pobladores de la región Loreto, usan el fruto de la especie denominada 

Couroupita guianensis Aubl. “ayahuma” para contrarrestar la peste en las aves 
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de corral, siendo un excelente alimento para superar esta patología. Lo que 

nos permite suponer que esta especie vegetal podría tener una buena 

actividad antimicrobiana, antiviral, entre otras; validando de esta forma el 

conocimiento utilizado en nuestras poblaciones nativas y rurales ancestrales. 

Siendo este un tratamiento alternativo, pero eficaz, así como a su vez tolerado 

en las dosis presentes en los frutos que los pobladores dan de comer a las 

aves de corral. 

A razón de lo anterior se vino realizando estudios en Couroupita guianensis, 

en donde enfrentada a una batería de 40 bacterias patógenas, inhibía el 

crecimiento de estas de las cuales los patógenos más importantes eran 

Echerichia coli, Klebsiella pneumoniae y Salmonella sp.(4). A su vez, 

Couroupita guianensis ha venido siendo utilizado como parte primordial de 

muchos nuevos compuestos a través de la “Síntesis Verde” en donde una 

gran variedad de nanopartículas y moléculas a partir de las mismas 

presentaron una potente actividad antibacteriana, antifúngica y 

anticancerígena, dentro de las cuales podemos mencionar a las AuNPs 

(Nanoparticulas de oro utilizando Couroupita guianensis), AgNPs 

(Nanopartículas de Plata utilizando Couroupita guianensis), Fe3O4 

(Nanoparticulas de Magnetita utilizando Couroupita guianensis), etc.(5–7) 

Por lo tanto, en el presente estudio, mediante el conocimiento de las familias 

químicas encontradas en el extracto etanolico de la pulpa de Couroupita 

guianensis Aubl, se observó la suceptibilidad de bacterias patogenas: 

Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli, frente al extracto enfrentado; para 

ello, se ha evaluado al EtOH de pulpa de C. guianensis mediante su respectivo 

tamizaje fitoquímico y se realizó las pruebas de sensibilidad al extracto 
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obtenido. Haciendo esto se pretendió demostrar la actividad antibacteriana del 

extracto etanólico de pulpa de Couroupita guianensis Aubl. Mediante el 

método de Kirby Bauer y la Concentración Mínima Inhibitoria o CMI por el 

método de macrodilución en caldo frente a bacterias patógenas. 
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CAPÍTULO I: MARCO TEÓRICO  

1.1 Antecedentes 

 

El 2012, en India encontraron que el extracto clorofórmico de la fruta de C. 

guianensis Aubl., mostró actividad antibiopelículas efectiva contra 

Pseudomona aeruginosa de 2 mg/mL, con una inhibición del 52% de la 

formación de biopelículas, pero mostró baja actividad antimicrobiana. Las 

zonas de inhibición por extracto cloroformico variaron de 0 a 26 mm.(8) 

 

En 1985, en la investigación realizada en Suecia: “Estructura y Propiedades 

de Algunos Constituyentes Indólicos en C. guianensis Aubl.”, trabajaron con 

el extracto de los frutos secos de C. guianensis Aubl., la extracción fue 

realizada con cloroformo, y diclorometano. Encontraron el 6,12-dihidro-6,12-

dioxoindolo, quinazoline, añil, indirubin. Las identificaciones fueron realizadas 

a través de pruebas espectrofotométricas IR y el espectro de masa(9). 

 

El 2016, en Brasil, en el trabajo de investigación “Actividad anti-MRSA in vitro 

del extracto de C. guianensis Aubl. y su componente Tryptanthrin”, evaluaron 

la actividad antimicrobiana del extracto etanólico y las fracciones de flores de 

C. guianensis Aubl. y el aislamiento del componente bioactivo. Estos extractos 

y fracciones fueron puestos en contacto con cultivos de bacterias, hongos 

filamentosos y levaduras por el método de difusión y se midió, MIC, TLC. Entre 

las fracciones de extracto de EtOH, la fracción de DCM fue la más activa, 

particularmente contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) 

con una MIC de 156 μg/mL. El compuesto activo en esta fracción se identificó 
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como Tryptanthrin. Las pruebas de citotoxicidad demostraron que la fracción 

de DCM y Tryptanthrin mostraron baja toxicidad(10). 

 

El 2011, en “Una Revisión Corta Sobre los Usos Terapéuticos de C. 

guianensis Aubl.” en India, informan las actividades farmacológicas de C. 

guianensis Aubl. quien posee actividad antimicrobiana y cicatrizante reportado 

por Umachigi et al. actividad antihelmíntica en cloroformo, acetona y extractos 

etanólicos de flores de C. guianensis Aubl. en Pheretima posthuma reportado 

por Rajamanickam et al. Para la actividad inmunoreguladora en extracto de 

metanol de C. guianensis Aubl. Los resultados del extracto metanólico 

mostraron un aumento significativo relacionado con la dosis en la reacción de 

hipersensibilidad en 100 y 200 mg/kg. Observaron que el extracto de metanol 

sucesivo estimulaba la respuesta inmune mediada por células y anticuerpos 

en ratas reportado por Pradhan et al. Para la actividad antinociceptiva: los 

efectos antinociceptivos del extracto de etanol crudo (CEE) y sus fracciones 

de hojas de C. guianensis Aubl. en tres modelos analgésicos. Todas las 

fracciones mostraron actividad antinociceptiva en el modelo de sacudida de la 

cola, siendo el hexano y el acetato de etilo las fracciones más potentes y de 

acción prolongada. En el método de placa caliente, el mayor efecto observado 

fue a la dosis de 100 mg/kg de todas las fracciones. La administración de 

naloxona inhibió el efecto antinociceptivo de las fracciones reportado por 

Mariana et al.(11). 

 

El 2016,en un trabajo de investigación en la India: “Evaluación del potencial 

sintético de las nanopartículas de plata de C. guianensis Aubl., extraído de 
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capullos florales y su actividad antibacteriana sinérgica”, demuestra que los 

botones florales de C. guianensis Aubl. extraídos con la síntesis mediada por 

nanopartículas de plata estables (AgNP). La formación instantánea de AgNPs 

se confirmó principalmente por la aparición de un color marrón amarillento y 

una banda SPR plateada característica en el espectro UV-visible. La fuerte 

actividad antibacteriana de AgNPs sintetizados contra bacterias Gram-

positivas y Gram-negativas mostró el potencial para la formulación de 

bactericidas sinérgicos mediante la combinación de propiedades 

antibacterianas del extracto de brotes de flor de Couroupita y sales de plata 

para aplicaciones biomédicas(6). 

 

El 2015, en la investigación denominada “Actividad antimicrobiana in vitro de 

la planta tradicional utilizada en el chamanismo mestizo de la Amazonía 

peruana en caso de enfermedad infecciosa”, Iquitos Perú, evaluaron 52 

extractos de plantas seleccionadas por sus propiedades antimicrobianas 

contra un panel de 36 bacterias o levaduras sensibles y multirresistentes. 

Determinaron las CMI de los extractos brutos de la planta utilizando el método 

de dilución en agar y variaron entre 0,075 y 5 mg/mL. Además, indican que de 

las 40 plantas analizadas 9 especies mostraron CMI ≤0,3 mg/mL (Anacardium 

occidentale, C. guianensis Aubl., Croton lechleri, Davilla rugosa, Erythrina 

amazonica, Jacaranda copaia subsp. Spectabilis, Oenocarpus bataua, 

Peperomia macrostachya y Phyllanthus urinaria) para uno o varios de los 36 

microorganismos y solo 6 extractos de drogas fueron inactivos(4). 
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El 2017, en el estudio realizado en la India denominado “Síntesis verde de 

nanopactículas magnéticas de Fe3O4 utilizando el extracto del fruto de C. 

guianensis Aubl. por sus actividades antibacteriana y citotóxica”. Ellos 

encontraron que los fitoquímicos esenciales como los terpenos, flavonoides, 

cetonas, aldehídos, aminas y ácidos carboxílicos fueron los principales 

responsables de la reducción de los iones metálicos y la producción de la 

estabilización en las nanopartículas denominadas CGFe3O4NPs. 

Adicionalmente los estudios anticancerígenos in vitro de la nanopartícula 

sintetizada CGFe3O4NPs mostró un elevado efecto citotóxico a dosis mínimas 

de 44.5 ug/mL; de la misma forma mostró una estupenda actividad 

antibacteriana mucho mayor en bacterias Gram negativas que frente a 

bacterias Gram positivas. Como dato extra este grupo de investigadores 

realizaron pruebas de Hemocompatibilidad al compuesto sintetizado en donde 

ellos detectaron una baja toxicidad sobre los hematíes, y sugieren que este 

compuesto puede tener grandes potenciales quimioterapéuticos y otras 

posibles aplicaciones en muchos campos de la biomedicina como “carriers” 

de drogas(7). 

  



8 
 

 

1.2 Bases Teóricas 

1.2.1 Aspectos generales de Couroupita guianensis Aubl. 1775 

1.2.1.1 Clasificación taxonómica de Couroupita guianensis Aubl. 1775 

 

Couroupita guianensis Aublet presenta la siguiente clasificación 

taxonómica(12) 

Reino    Plantae - Plantas 

Sub-reino   Tracheobionta – Plantas vasculares 

Super-división  Spermatophyta – Plantas con semilla 

División   Magnoliophyta – Plantas con Flores 

Clase    Magnoliopsida - Dicotyledonias 

Subclase   Dilleniidae 

Orden   Ericales 

Familia   Lecythidaceae – Familia de las nueces de Brazil 

Genero   Couroupita Aubl 

Especie   Couroupita guianensis Aubl. 1775 

 

1.2.1.2 Descripción botánica de la especie 

 

Couroupita guianensis es un árbol que crece hasta 20 metros de altura. Hojas 

alternas, oblonga-obaladas, hasta 20 cm de largo, entero a ligeramente 

aserrado y peludo en las venas de abajo. Inflorecencia racimosa, surgiendo 

del tronco y otras ramas grandes. Flores con estambre nacido en un andróforo 

general. De frutos grandes, globosas marrón rojizas, de 15 a 24 cm, con una 
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capsula leñosa, conteniendo de 200 a 300 semillas cada una. Su polinización 

es realizada por abejas y murciélagos. El árbol exhibe sobre el tronco y ramas 

principales, grandes frutos leñosos globosos; en forma de grandes balas de 

cañón oxidadas que cuelgan en racimos, como bolas en una cuerda. La fruta 

contiene pequeñas semillas en una gelatina comestible blanca de olor 

desagradable, que quedan expuestas cuando la mitad superior de la fruta se 

desprende como una cubierta. Las largas ramas frutales que cuelgan le dan 

al árbol un aspecto descuidado.(12) 

 

1.2.2 Aspectos generales de Klebsiella pneumoniae (Schroeter, 1886) 

Trevisan, 1887 

1.2.2.1 Clasificación taxonómica de Klebsiella pneumoniae (Schroeter, 

1886) Trevisan, 1887 

 

Klebsiella pneumoniae (Schroeter, 1886) Trevisan, 1887 se encuentra 

clasificado de la siguiente manera(13,14) 

Dominio : Bacteria 

Filo  : Proteobacteria 

Clase  : Gammaproteobacteria 

Orden : Enterobacteriales 

Familia : Enterobacteriaceae 

Género : Klebsiella 

Especie : Klebsiella pneumoniae (Schroeter, 1886) Trevisan, 

1887(13,14) 
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1.2.2.2 Descripción de Klebsiella pneumoniae (Schroeter, 1886) Trevisan, 

1887 

 

Klebsiella pneumoniae descrita a priori por Carl Friedlander en 1882 como una 

bacteria aislada de los pulmones de pacientes que habían muerto de 

neumonía. Las especies de Klebsiella se encuentran de forma ubicua en la 

naturaleza, incluidos el agua, el suelo y los animales, y pueden colonizar 

dispositivos médicos y el entorno sanitario(15).  

Las especies de Klebsiella se consideran patógenos oportunistas que 

colonizan las superficies mucosas sin causar patología; sin embargo, de las 

mucosas, Klebsiella puede diseminarse a otros tejidos y causar infecciones 

potencialmente mortales, como neumonía, infecciones urinarias, infecciones 

del torrente sanguíneo y sepsis. Las infecciones por K. pneumoniae son un 

problema particular entre los recién nacidos, los ancianos y las personas 

inmunodeprimidas dentro del entorno de la atención médica. Este organismo 

también es responsable de un número significativo de infecciones adquiridas 

en la comunidad en todo el mundo. Las características definitorias de estas 

infecciones son la capacidad de diseminarse por metástasis y su importante 

morbilidad y mortalidad. Las cepas de Klebsiella asociadas con estas 

infecciones se consideran hipervirulentas, y estudios epidemiológicos 

recientes indican que estas cepas comparten características genéticas 

específicas.(15) 
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1.2.2.3 Cuadros clínicos de Klebsiella pneumoniae (Schroeter, 1886) 

Trevisan, 1887 

 

Klebsiella pneumoniae es el agente causante de una variedad de infecciones, 

que incluyen, entre otras, neumonía, sepsis, infecciones del tracto urinario 

(UTI), bacteriemia, meningitis y abscesos hepáticos piógenos. Al considerar 

estas infecciones, es importante recordar que es mucho más probable que las 

cepas hipervirulentas o HV causen infecciones sistémicas y adquiridas en la 

comunidad en personas sanas, pero en su mayor parte, estas cepas están 

geográficamente limitadas a Taiwán y el sudeste asiático. Por el contrario, las 

cepas clásicas de Klebsiella pneumoniae suelen causar infecciones 

nosocomiales graves o infecciones urinarias y pueden encontrarse en todo el 

mundo. Si bien existe una gran superposición de los tipos de infecciones 

causadas por las cepas clásicas frente a las HV, es mucho más probable que 

algunas enfermedades sean causadas por las HV que por las cepas 

clásicas.(16) 

Aparte de las infecciones como las UTIs, bacteremias ya sean primarias o 

secundarias; las neumonías causadas por K. pneumoniae pueden dividirse en 

dos categorías: pneumonías adquiridas comunitariamente (CAPs) y 

neumonías adquiridas hospitalariamente; siendo este tipo de neumonías 

preocupante, pero no inesperadas, que sean las más 

multidrogoresistentes.(16) 
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1.2.3 Aspectos generales de Escherichia coli Escherich, 1885 

1.2.3.1 Clasificación taxonómica de Escherichia coli Escherich, 1885 

 

Escherichia coli Escherich, 1885. Se encuentra clasificado de la siguiente 

manera(14,17) 

Dominio : Bacteria 

Filo  : Proteobacteria  

Clase  : Gammaproteobacteria 

Orden : Enterobacteriales 

Familia : Enterobacteriaceae 

Género : Escherichia 

Especie : Escherichia coli Escherich, 1885(14,17) 

 

1.2.3.2 Descripción de Escherichia coli Escherich, 1885 

 

Escherichia coli, llamada en un principio como “Bacterium coli commune”, fue 

aislada por primera vez en heces de un niño en 1885 por el pediatra austriaco 

Theodor Escherich (Escherich, 1885). Escherichia coli es parte de la flora 

común del tracto gastrointestinal de humanos y animales. E. coli posee cepas 

que son comensales inofensivos del tracto intestinal; así como otras cepas 

que son los principales patógenos de humanos y animales. Las cepas de E. 

coli patógenas se dividen en cepas que causan enfermedades dentro del 

tracto intestinal y otras que pueden afectar sitios extra-intestinales. El cultivo 

de Escherichia coli se da muy fácilmente los laboratorios clínicos, pero la 

identificación de sus genotipos patógenos requiere métodos de detección 
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especiales como detección de ciertos genes de virulencia que no suelen estar 

disponibles en la mayoría de los laboratorios clínicos(18). 

 

1.2.3.3 Cuadros clínicos de Escherichia coli Escherich, 1885 

 

E. coli es responsable de aproximadamente 630 millones de casos de diarrea 

en el mundo y entre 5 a 6 millones de muertes al año, afectando 

principalmente a la población infantil de países en desarrollo. Además, se ha 

reportado su participación en cerca del 50% de las UTI intrahospitalarias y en 

el 90% de las infecciones de este tipo en pacientes ambulatorios. 

Las cepas de E. coli causantes de diarrea se han agrupado en siete tipos de 

patógenos, cada uno definido por sus propiedades de virulencia: E. coli 

enteropatógena (EPEC), enterotoxigénica (ETEC), enterohemorrágica 

(EHEC), enteroinvasiva (EIEC), con adherencia difusa (DAEC), adherete-

invasiva (AIEC) y enteroagregativa (EAEC). Cada uno de los grupos 

patógenos de E. coli presenta características distintivas relacionadas con su 

epidemiología, patogénesis, manifestaciones clínicas y tratamiento; 

adicionalmente también tenemos a las cepas que causan afección 

extraintestinal como la Uropatógena (UPEC), meningitis neonatal (NMEC) y la 

patogénica aviar (APEC).(17) 

 

1.3 Definición de términos básicos 

 

• Extracto: Los extractos son preparados o concentrados de consistencia 

sólida, líquida intermedia, derivados generalmente de material vegetal 
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desecado, se obtienen al evaporar parcial o totalmente el disolvente en 

los líquidos extractivos de origen vegetal. Los extractos según su 

consistencia y concentración de principio activo se clasifican en: extractos 

fluidos, secos, blandos y los crioextractos (19). 

 

• Productos naturales: Compuesto químico aislado de fuentes naturales, 

y es producido en el metabolismo secundario(20). 

 

• Metabolito secundario: Conjunto de compuestos no esenciales para la 

vida con una distribución mucho más limitada y especifica según el ser 

vivo; tiene lugar a partir de los metabolitos primarios.(21,22) 

 

• Actividad: Conjunto de fenómenos que producen efectos rápidamente(23). 

 

• Actividad antibacteriana: Fenómenos donde probamos la capacidad de 

inhibir el crecimiento bacteriano en un cultivo(23). 

 

• Bacterias: Microorganismos cosmopolitas que causan o no enfermedad 

y dolencias al ser humano(14). 

 

• Bacterias resistentes: Microorganismos bacterianos tipificadas que 

desarrollaron resistencia a ciertos fármacos(14). 

 

• Ensayos: Repeticiones realizadas a las pruebas de susceptibilidad(23).  
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• Metabolito primario: Los metabolitos como carbohidratos, aminoácidos, 

ácidos grasos y ácidos orgánicos involucrados en actividades primordiales 

como el crecimiento, desarrollo, respiración y fotosíntesis, y finalmente 

síntesis de hormonas y proteínas.(22) 

 

• Escala de Cruces: Sistema cualitativo empleado para determinar 

aproximadamente la cantidad de metabolitos secundarios visible a través 

de las reacciones de determinación desarrollado por Chhabra et al.(24) 

 

• Metodología de Chhabra: Conjunto de reacciones químicas para 

determinar aproximadamente de manera cualitativa la presencia o 

ausencia de determinados metabolitos secundarios presentes.(24) 
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CAPÍTULO II: HIPÓTESIS Y VARIABLES 

 

2.1 Formulación de la hipótesis 

 

Hi: El extracto etanólico de la pulpa de Couroupita guianensis Aubl. “ayahuma” 

presenta actividad antimicrobiana frente a Klebsiella pneumoniae y 

Escherichia coli. 

 

2.2 Variables y su operacionalización 

 

2.2.1 Variable independiente:  

 

• Extracto etanólico de la pulpa de Couroupita guianensis Aubl. 

 

2.2.2 Variable dependiente:  

 

• Actividad antimicrobiana frente a Klebsiella pneumoniae y Escherichia 

coli, del extracto etanólico de la pulpa de Couroupuita guianensis Aubl. 
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2.2.3 Operacionalización de variables 

 

La operacionalización de la variable se muestra en la Tabla 01:  

Tabla 01: Operacionalización de variables 

Variable 

Definición 

conceptu

al 

Tipo de 

variable 

por su 

naturale

za 

Indicador Índices 

Escala 

de 

medici

ón 

Valore

s 

Medio de 

verificac

ión 

Extracto 

etanólico 

de pulpa 

de C. 

guianensis 

Aubl. 

Producto 

de la 

extracción 

de 

metabolito

s 

secundari

os que se 

obtendrá 

por 

maceració

n y 

concentra

ción de la 

muestra 

del fruto 

de C. 

guianensis 

Aubl. con 

etanol 

Cuantitat

iva 

Cantidad 

del 

extracto 

etanólico 

de pulpa 

del fruto de 

C. 

guianensis 

Aubl. 

obtenido 

Concentraci

ones de los 

extractos 

300 mg/mL, 

250 mg/mL, 

200 mg/mL, 

150 mg/mL, 

100 mg/mL, 

50 mg/mL, 

25 mg/mL, 

20 mg/mL, 

15 mg/mL, 

10 mg/mL, 

5 mg/mL, 

1 mg/mL, 

0.5 mg/mL  

Escala 

de 

Razón 

gramos 

Peso en 

gramos 

del polvo 

o 

sustancia 

oleosa 

del 

extracto 

obtenido 
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Actividad 

antimicrobi

ana del 

extracto 

etanólico 

de pulpa 

de C. 

guianensis 

Aubl. 

Método 

empleado 

para 

determinar 

la 

sensibilida

d de un 

agente 

microbian

o frente al 

extracto 

etanólico 

del fruto 

de C. 

guianensis 

Aubl. 

Cuantitat

iva 

Actividad 

antibacteri

ana del 

extracto 

frente a 

Klebsiella 

pneumoni

ae y 

Escherichi

a coli 

Diámetro de 

la inhibición 

Escala 

de 

razón 

milímetr

os 

Diámetro 

del halo 

de 

Inhibición 

de 

crecimien

to 

bacterian

o 
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CAPITULO III: METODOLOGÍA 

3.1 Diseño metodológico 

3.1.1 Método descriptivo y experimental 

 

Es experimental, porque la susceptibilidad antibacteriana se midió frente a 

diferentes concentraciones de los extractos etanólicos de pulpa de Couroupita 

guianensis Aubl. “ayahuma”. Prospectivo, porque el registro de la información 

se tomó a partir de la fecha de estudio.  

 

3.2 Diseño muestral 

3.2.1 Área de estudio 

El área de estudio donde se desarrolló este proyecto fue en la comunidad de 

Ullpa caño, situado al margen derecho del río Itaya, provincia de Maynas, 

distrito de Belén, región Loreto con coordenadas UTM 18M 695956 mE 

9580815 mS. 

 

3.2.2 Población y muestra 

3.2.2.1 Población vegetal 

 

La población vegetal estuvo constituida por 5 arboles de la especie 

Couroupuita guianensis Aubl. “ayahuma” de la comunidad de Ullpa caño, río 

Itaya, distrito de Belén. Geográficamente la colecta se realizó entre las 

coordenadas UTM 18M 695365.16 mE 95820685.13 mS elev. 87m (3º 46′ 

45.54” latitud Sur y 73º 14' 26.80”, longitud Oeste, con una altitud aprox., de 

89 m.s.n.m.) Ver Imagen en el Anexo 01. 
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3.2.2.2. Muestra vegetal 

 

La muestra vegetal estuvo constituida por 200 gramos. de pulpa fresca de los 

frutos de Couroupita guianensis Aubl. “ayahuma”, colectadas debajo de los 

árboles no muy jóvenes ni senescentes a criterio del botánico Ingeniero 

forestal Juan Celidonio Ruíz Macedo. Como criterio propio colecté los frutos 

cuya capsula leñosa protectora no haya dejado expuesta al medio ambiente 

la pulpa del fruto. El volumen de la muestra, en estudio no involucró grandes 

cantidades que hagan peligrar la existencia de la especie. 

 

3.2.2.3 Población bacteriana 

 

La población estudiada estuvo conformada por bacterias resistentes de 

Klebsiella pneumoniae (resistente a betalactámicos) y Escherichia coli 

(resistene a Neomicina, Colistina, Kanamicina, Cefalexina, Gentamicina, 

Cefaloridina, Nalidixino y Cloranfenicol) donadas por el área de Laboratorio 

Clínico del Departamento de Apoyo al Diagnóstico de Hospital III EsSalud 

Iquitos, e identificadas con el Analizador Automatizado para la Identificación y 

Sensibilidad Microbiana – VITEK, mediante el método de Fotometría, 

Fluorometría y Colorimetría; gracias a las cuales se conoce la resistencia de 

las bacterias donadas, los mismos que fueron ensayados con diferentes 

concentraciones del extracto vegetal.  
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3.2.2.4 Muestra bacteriana 

 

La muestra bacteriana estuvo constituida por las bacterias que se sembraron 

en las placas de agar Müller Hinton para la prueba de sensibilidad y las 

bacterias que se inocularon en los tubos Ependorff de 2 mL para la CMI; 

adicionalmente se obtuvo bacterias sembradas con el fin de funcionar a modo 

de control, enfrentándolas a determinados antibioticos. 

 

3.3 Procedimientos de recolección de datos 

3.3.1 Colecta del material vegetal 

 

La colecta del material vegetal de la especie de C. guianensis Aubl. “ayahuma” 

fue realizado en la comunidad Ullpa caño, río Itaya, distrito de Belén; en un 

día soleado cuidando que los días previos también cumpliera con las mismas 

características. Al ser frutos que se consideran maduro cuando caen del árbol, 

se colectaron aproximadamente unos 20 kilos de fruta. El área de colecta se 

encuentra geográficamente ubicada entre las coordenadas UTM 18M 

695365.16 mE 95820685.13 mS elev. 87m (3º 46′ 45.54” latitud Sur y 73º 14' 

26.80”, longitud Oeste, con una altitud aprox., de 89 m.s.n.m.). Ver Imagen en 

el Anexo 01. 

 

3.3.2 Identificación taxonómica de Couroupita guianensis Aubl. 

 

La identificación taxonómica de las muestras estuvo a cargo del Herbarium 

Amazonense AMAZ, siendo esta parte del proyecto, previo a la Actividad 
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antibacteriana del extracto etanólico de hojas y frutos de C. guianensis Aubl. 

e identificación de polimorfismos de nucleótidos únicos del exón 2 del gen 

CYP2D6 en población mestiza de Loreto”. Ver Anexo 02. 

 

3.3.3 Preparación del material vegetal 

 

Cuando los frutos de C. guianensis Aubl. están maduros se desprenden del 

tronco y caen al suelo; de allí es donde se realizó la colecta en bolsas de tela, 

para transportarlo al laboratorio. Una vez en el laboratorio, se procedió a hacer 

la clasificación y el lavado de los frutos, para luego partir la cápsula leñosa 

protectora del fruto y exponer el interior, procediéndose a separar las semillas 

de la pulpa. A la pulpa (torta) se le pesó, obteniendo dos kilogramos netos los 

cuales se secaron en estufa a 40°C evitando así la pérdida de metabolitos 

secundarios termolábiles que se pierden a mayor temperatura, durante una 

semana invirtiendo la posición de la torta diariamente hasta el secado 

uniforme de la misma. Pasado este tiempo, se trituró la muestra y se pasó por 

Tamiz número 30 (0.59436 milímetros) a fin de uniformizar la granulometría; 

obteniendo un total de 400 gramos de muestra seca. Guardándose en 

envases cerrados herméticamente. 

 

3.3.4 Familias químicas del extracto etanólico de la pulpa de Couroupita 

guianensis Aubl. (Obj. Específico n-1) 

 

El tamizaje fitoquímico se realizó con el objetivo de determinar los metabolitos 

secundarios presentes en la pulpa de C. guianensis Aubl., en dependencia de 
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sus características estructurales y solubilidad de cada uno de ellos, que 

permitieron su identificación en uno u otro solvente (agua, alcohol y n-hexano). 

Con la finalidad de extraer todos los metabolitos presentes en la muestra, se 

trabajó con solventes de polaridad creciente hasta agotar el material vegetal.  

 

Estas pruebas fueron llevadas a cabo en el Laboratorio SL11LAB12: de 

Química de Recursos Naturales y Farmacognosia, de la Facultad de Farmacia 

y Bioquímica de la Universidad Nacional de la Amazonía Peruana.  

 

Se usó la metodología descrita por Chhabra y et al. en 1984(24) modificada, 

que se emplea en el laboratorio de Química de Recursos Naturales y 

Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquímica-UNAP (Anexo 03). 

 

Se pesó 5 gramos de la pulpa seca y se maceró en 50 mL de n-hexano, 

después de un tiempo de maceración se filtró, para luego identificar los 

metabolitos secundarios presentes en este extracto, y así sucesivamente se 

trabajó con etanol y agua hasta agotar el marco. En los extractos obtenidos 

con los diferentes solventes se procedieron a identificar la presencia o 

ausencia de los metabolitos secundarios, mediante diferentes ensayos que a 

continuación se detallan. 

 

3.3.4.1 Ensayo de Dragendorff para alcaloide 

 

A la fracción disuelta en 1 mL de solución de ácido clorhídrico al 1% en 

ausencia de solvente orgánico se mezcló con una gota del reactivo de 
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Dragendorff (preparado mezclando 8 g de nitrato de bismuto pentahidratado 

en 20 ml de ácido nítrico al 30 % con una solución de 27.2 g de yoduro de 

potasio en 50 ml de agua; dejando reposar por un periodo de 24 horas, 

posteriormente se decantó y aforó a 100 ml). Para la fracción acuosa, a la 

alícuota se le añadió 1 gota de ácido clorhídrico concentrado y se procedió de 

la misma forma. Los resultados se interpretaron de la siguiente forma: 

opalescencia se considera (+), turbidez definida (++), precipitado (+++) de 

color rojo ladrillo.  

 

3.3.4.2 Prueba de espuma para saponinas 

 

Permitió la identificación de saponinas tanto del tipo esteroidal como del tipo 

triterpénica. A una alícuota disuelta en alcohol, se diluyó 5 veces su volumen 

en agua y se agitó la mezcla fuertemente durante 2 minutos. Al ensayo se le 

consideró positivo si presentaba espuma de 2mm de altura en la superficie del 

líquido y esta persistía por más de 2 minutos. 

 

3.3.4.3 Ensayo de cloruro férrico para fenoles y taninos 

 

La fracción disuelta en 1 mL de etanol se añadió 0,5 mL de solución de cloruro 

férrico al 5% en solución salina. Si presentaba un color o precipitado verde 

oscuro indicaba la presencia de fenoles y/o taninos. En la fracción acuosa se 

adicionó acetato de sodio previo al ensayo. 
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3.3.4.4 Ensayo de Liebermann-Buchard para terpenos y esteroides  

 

A la fracción disuelta en 1 mL de anhídrido acético se mezcló bien. Por la 

pared del tubo de ensayo de 16x150 mm., se dejó correr 2 ó 3 gotas de ácido 

clorhídrico concentrado, sin agitar: Se observó un ensayo positivo por un 

cambio rápido de coloración. Para Terpenos se observó una formación de 

anillo rojizo en la interfaz de la reacción, considerándolo, como reacción 

positiva. Para esteroides se observó la formación de una coloración verdosa 

en la parte superior de la reacción, considerándolo, como reacción positiva. 

 

3.3.4.5 Ensayo de Borntrager para quinonas 

 

A la fracción disuelta en 1 mL de cloroformo se agitó con 1 mL de solución de 

hidróxido de amonio al 5% en agua. La fase acuosa alcalina (superior) se 

coloreó de rosado o rojo, considerando al ensayo positivo (naftaquinona y 

antraquinona). 

 

3.3.4.6 Ensayo de Baljet para agrupamientos lactónicos 

 

Permitió reconocer en el extracto la presencia de compuestos con 

agrupamientos lactónicos, en particular cumarinas, aunque otros compuestos 

lactónicos pueden dar positivo al ensayo: como las lactonas sesquiterpénicas, 

cardiotónicos, etc. Para la alícuota de la fracción acuosa, se evaporó el 

solvente en baño maría y se disolvió en alcohol hasta 1 mL. Posteriormente 
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se le adicionó 1 mL de reactivo, considerándolo positivo por la aparición o 

coloración de precipitado rojo respectivamente. 

 

3.3.4.7 Ensayo de Sudán para aceites esenciales y grasas 

 

En una alícuota de la fracción en el solvente de extracción se añadió 1 mL de 

una solución diluida en agua del colorante de Sudan III. Se calentó en baño 

maría hasta la evaporación del solvente. La aparición de gotas oleosas de 

color rojo oscuro indicó la presencia de aceites esenciales y grasas. 

 

3.3.4.8 Ensayo de Fehling para compuestos reductores o azúcares 

reductores 

 

El residuo se dividió en 1-2 mL de agua, para caso de las fracciones no 

acuosas, se adicionaron 2 mL del reactivo, se calentó la mezcla en baño maría 

durante 10 a 30 minutos. El ensayo se consideró positivo cuando la solución 

se colorea de rojo o aparece un precipitado rojo. 

 

3.3.4.9 Ensayo de Ninhidrina para aminas y aminoácidos 

 

Se tomó una alícuota del extracto y estos se evaporan a sequedad para las 

fracciones, se mezclaron con 2 mL de solución al 0,2% de ninhidrina. La 

mezcla se calienta de 5 a 10 minutos en baño maría. Este ensayo se consideró 

positivo al observarse un color azul violáceo. 
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3.3.4.10 Ensayo de Shinoda para flavonoides 

 

A 2 mL de la fracción acuosa o el residuo disuelto en 2 mL de agua se le 

adicionó 1 mL de ácido clorhídrico concentrado y un pedazo pequeño de cinta 

de magnesio metálico o zinc. Al terminarse esa reacción, se le añadió 1 mL 

de alcohol amílico y se agitó. El ensayo se consideró positivo al observarse 

que el alcohol amílico se colorea de amarillo, naranja, carmelita o rojo; 

intensos en todos los casos. 

 

3.3.4.11 Ensayo de Kedde para glucósidos cardiotónicos 

 

Las fracciones se disuelven en 1 mL de alcohol etílico, se mezclaron con 1 mL 

de reactivo y se dejó reposar durante 5 a 10 minutos. El ensayo se consideró 

positivo al observarse una coloración violácea persistente. 

 

3.3.5 Determinación de la suceptibilad antibacteriana (Obj. Específico n-

2) 

3.3.5.1 Preparación del extracto etanólico de la pulpa de Couroupita 

guianensis Aubl.  

 

Para realizar las pruebas biológicas se preparó el extracto etanólico, para lo 

cual se pesó 200 gramos de pulpa seca, para realizar la maceración en 2 

Litros de etanol, durante 15 días en frasco color ámbar, agitándolo por 

inversión 2 veces al día. Pasado el tiempo de maceración, se procedió a filtrar, 

a fin de separar el marco (parte solida) del extracto (parte líquida). Lo obtenido 
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de la filtración se secó y concentró en Rota-vapor y luego se pasó a la estufa 

para eliminar por calor seco el remanente del solvente. Obteniendo el extracto 

propiamente dicho. Lo obtenido en este proceso se almacenó en envases 

herméticos para evitar la contaminación, teniendo en cuenta todas las 

precauciones que dicta la norma 

 

3.3.5.2 Susceptibilidad antibacteriana del extracto etanólico de la pulpa 

de Couroupita guianensis Aubl. mediante el método de Kirby-Bauer  

 

En el método de Kirby Bauer, los microorganismos de K. pneumoniae y E.coli 

donadas por el área de Laboratorio Clínico del Departamento de Apoyo al 

Diagnóstico de Hospital III EsSalud Iquitos fueron inoculados en la superficie 

de las placas de agar Müeller Hinton, sobre el cual se colocaron discos 

impregnados de 10 µL del extracto EtOH de pulpa de C. guianensis Aubl.  

viniendo a ser 13 tratamientos cada uno con concentraciones de 300 mg/mL, 

250 mg/mL, 200 mg/mL, 150 mg/mL, 100 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL, 20 

mg/mL, 15 mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL, 1 mg/mL, 0.5 mg/mL 

respectivamente. Las placas se incubaron por 12-24 horas a 35-37°C. A su 

vez, estos microorganismos fueron enfrentados como controles a una batería 

de antibióticos como: Acnalidíxico, Piperacilinatazobactam, Ceftriaxona, 

Ciprofloxacino, Imipenem, Ceftazidima, Ampicilina, Vancomicina, Amicacina y 

Gentamicina. Estos ensayos fueron repetidos por triplicado para cada 

tratamiento (concentraciones) como lo indica la norma tanto al ser enfrentado 

los microorganismos a los extractos como a los antibióticos de control. 

Durante la incubación, el extracto se difundió radialmente desde el disco a 
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través del agar, por lo que su concentración fue disminuyendo a medida que 

se alejaba del disco. En un punto determinado, la concentración del extracto 

en el medio fue incapaz de inhibir a las bacterias de estudio.  

 

Para obtener resultados confiables y reproducibles mediante este método, se 

siguió las instrucciones del Manual de Procedimientos para la prueba de 

sensibilidad Antimicrobiana por el método de disco difusión del Ministerio de 

Salud de Perú(23). 

 

3.3.5.3 Selección de colonias 

 

De la placa previamente sembrada con Klebsiella pneumoniae y Escherichia 

coli donadas por el área de Laboratorio Clínico del Departamento de Apoyo al 

Diagnóstico de Hospital III EsSalud Iquitos se seleccionaron 3 a 5 colonias de 

las bacterias en estudio utilizando un hisopo estéril, teniendo el cuidado de 

solo tomar las colonias que hayan estado bien aisladas, lo cual nos permitió 

disminuir la posibilidad de error. 

 

3.3.5.4 Preparación y estandarización de la suspensión del inóculo 

 

Utilizamos el método de suspensión directa de colonias en suero fisiológico 

ya que este provee resultados precisos para estas dos bacterias, 

estandarizando nuestro tubo de ensayo de 16x150 mm al estándar de 0,5 de 

McFarland, lo que corresponde a aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL. Estas 
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suspensiones estandarizadas, fueron usadas como inóculo en los minutos 

subsiguientes habiendo tenido como un máximo de media hora. 

 

3.3.5.5 Preparación de las placas con el medio agar Müeller Hinton 

 

El agar en polvo se disolvió en agua destilada acorde a las especificaciones 

del envase que lo contiene, el preparado se puso a esterilizar en autoclave 

horizontal de Laboratorio. Una vez esterilizado el Agar se procedió a agregarlo 

en las placas Petri hasta que cada placa contenga una profundidad de 4 

milímetros cada una. Se dejó endurar a temperatura ambiente. 

 

3.3.5.6 Sembrado de las bacterias en las placas con medio agar Müeller 

Hinton 

 

Antes de inocular se agitó la suspensión del organismo asegurándonos que 

este bien mezclada. Luego se sumergió el hisopo de algodón estéril en la 

suspensión. Se removió el exceso de líquido del hisopo presionándolo contra 

las paredes del tubo de ensayo de 16x150 mm. Empezando en la parte 

superior de la placa se comenzó con el sembrado al inocular la superficie con 

el hisopo. Cubriendo toda la placa de extremo a extremo de un borde a otro. 

Rotando la placa y teniéndola en ángulo y se repitió este procedimiento de 

sembrado alrededor de unas 3 a 4 veces, asegurándonos que el inóculo se 

hubo distribuido homogéneamente por toda la placa. 
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3.3.5.7 Preparación de los discos con el extracto EtOH de la pulpa de 

Couroupita guianensis Aubl. 

 

Para la preparación de los discos con el extracto, se procedió a con la 

selección de un papel filtro de filtrado ultra lento, posterior a ello, se procedió 

a hacer huecos en el papel filtro con un perforador previamente esterilizado, 

los discos obtenidos de las perforaciones se colocaron en una placa Petri que 

posteriormente se introdujo a la estufa esterilizadora por 20 minutos a una 

temperatura de 220°C. Culminado el proceso de esterilización de los discos, 

se procedió a agregar 10 µL de extracto EtOH de pulpa de C. guianensis Aubl. 

en cada disco para las siguientes concentraciones: 300 mg/mL, 250 mg/mL, 

200 mg/mL, 150 mg/mL, 100 mg/mL, 50 mg/mL, 25 mg/mL, 20 mg/mL, 15 

mg/mL, 10 mg/mL, 5 mg/mL, 1 mg/mL, 0.5 mg/mL., siendo cada concentración 

un tratamiento que fue repetido por triplicado. 
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3.3.5.8 Aplicación de los discos con el extracto EtOH de la pulpa de 

Couroupita guianensis Aubl. 

 

Se colocaron los discos aproximadamente unos 15 a 20 minutos después de 

la inoculación de las bacterias en las placas. Fueron colocados 4 discos por 

placa hasta completar los 13 tratamientos por triplicado para cada bacteria. 

En las placas controles, adicionalmente se corrió con una batería de 10 

antibióticos: acnadilíxico, piperacilinatazobactam, ceftriaxona, ciprofloxacino, 

amipenem, ceftazidima, ampicilina, vancomicina, amicacina y gentamicina; 

siendo repetido 3 veces. Ver Tabla 04. 

 

3.3.5.9 Incubación de las placas de agar 

 

Después de la aplicación de los discos, las placas fueron colocadas de forma 

invertida en la incubadora para su incubación. La temperatura de la 

incubadora fue de 35°C. 

 

3.3.5.10 Medidas de zonas de inhibición 

 

La lectura de la placa petri se realizó mediante la determinación del diámetro 

del halo de inhibición (incluyendo el diámetro del disco). Se colocó la placa 

sobre una superficie negra pero bien iluminada, con el fondo hacia arriba y la 

tapa hacia abajo. Posteriormente se procedió a medir el diámetro de inhibición 

con una regla milimétrica al milímetro más cercano. 
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3.3.5.11 Determinación de la CMI del extracto etanólico de la pulpa de 

Couroupita guianensis Aubl. mediante macrodilución en caldo 

 

Se determinó la menor concentración del extracto etanólico de pulpa de C. 

guianensis Aubl. que fue capaz de matar las cepas bacterianas en estudio. 

Para calcular se emplearon procedimientos en los que bacteria y 

antimicrobiano se enfrentan en un caldo con distintas diluciones del extracto. 

Partiendo de los mismos métodos utilizados para obtener la CMI por dilución 

en caldo y sus modificaciones para bacterias exigentes. Donde lo que se 

pretendió fue comprobar en los tubos Eppendorf de 2 mL, qué concentración 

de antimicrobianos ha matado, no sólo inhibido, el aislado bacteriano 

estudiado. 

 

3.3.5.12 Preparación del medio tripticasa de soya 

 

El medio tripticasa de soya se pesó acorde a las especificaciones de su 

envase y se disolvió en agua destilada; luego se llevó a la autoclave a 

esterilizar a una temperatura de 121°C y a una presión de 15 atm durante 15 

minutos. Previamente se esterilizaron las placas y tubos de ensayo de 16x150 

mm en la estufa a 220°C durante 20 minutos(23), dejándolos enfriar y retirando 

el papel reciclado en la cual estaban envueltas las placas y tubos de ensayo 

de 16x150 mm para proceder a plaquear con agar tripticasa de soya, luego se 

guardó en refrigeración para su posterior uso.  
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3.3.5.13 Conservación de las bacterias 

 

Para este proceso las cepas que estaban conservadas 5°C, se atemperaron 

al medio ambiente y luego en un tubo de ensayo de 16x150 mm con el medio 

agar tripticasa de soya se sembró una pequeña cantidad de colonias. El 

sembrado se realizó durante 3 días consecutivos con la finalidad de obtener 

colonias jóvenes. 

 

3.3.5.14 Preparación del caldo Mueller Hinton 

 

El caldo Mueller Hinton se pesó acorde a las especificaciones del envase y se 

disolvió en agua destilada; luego fue llevado a la autoclave a una a 

temperatura de 121°C y a 15 atm de presión durante 15 minutos. Se dejó 

enfriar y luego se depositó 1 mL en 9 tubos Eppendorf de 2mL para la muestra 

vegetal y control positivo, y en 1 tubo Eppendorf de 2mL para el control 

negativo. Realizando estos ensayos por triplicado 

 

3.3.5.15 Preparación del inóculo bacteriano 

 

La preparación para el inoculó bacteriano se realizó de la siguiente forma:  

A dos matraces conteniendo 35 mL de caldo Müeller Hinton cada uno, de las 

placas sembradas con bacterias jóvenes, utilizando el asa bacteriológica se 

tomaron tres a cinco colonias aisladas para depositarlas en cada matraz junto 

al mechero, se agitaron hasta obtener la turbidez equivalente al tubo de 

ensayo de 16x150 mm de 0,5 de la escala de McFarland.  
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La suspensión del inóculo preparado contiene aproximadamente 5 x 105 

UFC/mL. Esta preparación del inóculo bacteriano estandarizado se hizo en un 

tiempo de 15 minutos para evitar que el número de bacterias aumente por 

duplicación. 

 

3.3.5.16 Preparación de la muestra vegetal 

 

Se pesó 300 mg del EtOH de Pulpa de fruto de C. guianensis Aubl. en viales 

tipo Eppendorf estériles al cual se diluyó en 1 mL de Dimetilsulfoxido o DMSO 

para alcanzar una solución de prueba de 300 mg/mL o solución madre. 

 

3.3.5.17 Preparación del control 

 

El control positivo que se empleó en esta prueba fue la Gentamicina (160 mg/2 

mL), del cual se utilizó 0.64 mL que se colocó en un tubo de ensayo estéril de 

16x150 mm y se le agregó agua destilada diluyéndolo hasta 5 mL, para 

obtener así la solución Madre de 10,24 mg/mL.  

 

3.3.5.18 Sembrado de la muestra por el método de macrodilución 

 

De la solución madre de la muestra vegetal se tomó 0,1 mL que se añadió al 

tubo Eppendorf de 2 mL N° 01 que contenía 0,9 mL de caldo Müeller Hinton. 

Del tubo Eppendorf de 2 mL N° 01 se tomó 0,5 mL para ser pasado al tubo 

Eppendorf de 2 mL N° 02; y así sucesivamente hasta llegar al tubo Eppendrof 

de 2 mL N° 09. Del tubo Eppendorf de 2 mL N° 09 se tomó 0,5 mL el cual se 
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desechó. Culminado esto se procedió a añadir a todos los tubos Eppendorf 

de 2 mL,  0,5 mL de la suspensión bacteriana. Para que el volumen final 

mínimo, en cada tubo Eppendorf de 2 mL, sea de 1 mL. Las concentraciones 

o tratamientos de la muestra vegetal estuvieron comprendidas en el rango de 

300 mg/mL y 0.5 mg/mL.  

 

3.3.5.19 Sembrado del control por el método de macrodilución 

 

De la solución Madre se tomó 0,1 mL el cual fue añadido al tubo Eppendorf 

de 2 mL N° 1 que contiene 0,9 mL de caldo Mueller Hinton. Del tubo Eppendorf 

de 2 mL N° 1 se tomó 0,5 mL y se le añadió al tubo Eppendorf de 2 mL N° 2; 

y así sucesivamente hasta llegar al tubo Eppendorf de 2 mL N° 9. Del tubo 

Eppendorf de 2 mL N° 9 se tomó 0,5 mL que fue desechado. Al culminar esto 

se añadió a todos los tubos Eppendrof de 2 mL, 0,5 mL de la suspensión 

bacteriana para que el volumen final mínimo por tubo Eppendorf de 2 mL haya 

sido de 1 mL. Las concentraciones estuvieron comprendidas en el rango de 

1,024 mg/mL a 0,004 mg/mL. 

 

3.3.5.20 Lectura e interpretación de la Concentración Inhibitoria Mínima 

o CMI  

 

La CMI corresponde a la mínima concentración del antibiótico (gentamicina) 

en la que no debe observarse turbidez, por consiguiente, se dice que no hay 

crecimiento bacteriano. La CMI se expresa en mg/mL. 
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Inactivo: > 16 mg/mL, Poco Activo: 6 - 15 mg/mL, Moderado activo: 1-5 

mg/mL, Buena Actividad: < 1 mg/mL(25). 

 

3.4 Procesamiento y análisis de datos 

 

a) Los resultados obtenidos de los diferentes ensayos fueron expresados en 

términos estadísticos, según el grupo de estudio. 

b) Se calculó la media y la desviación estándar, los cuales serán presentados 

a través de tablas. 

c) Los datos se procesarán a través de un análisis de varianza de doble via 

(ANOVA) con un nivel de significancia de p< 0.05, las cuales seran 

sometidas a una pruba post hoc para verificacion de los valores del 

ANOVA de dos vias 

d) Para el análisis de resultados se empleó el programa estadístico STATA15 

con licencia valida 2019-2020. 

 

3.5 Aspectos éticos 

 

Los aspectos éticos ambientales fueron llevados a cabo acorde al protocolo 

estandarizado para eliminación de residuos biológicos establecidos en los 

Procedimientos Operacionales Estandarizados: normas de bioseguridad del 

Laboratorio de Química de Recurso Naturales y Farmacognosia de la Facultad 

de Farmacia y Bioquímica de la Universidad Nacional de la Amazonía 

Peruana. 
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CAPITULO IV: RESULTADOS 

 

4.1 Extracto etanólico (EtOH) y Tamizaje fitoquímico del EtOH de la pulpa 

de Couroupita guianensis Aubl. 

 

El extracto EtOH de pulpa de C. guianensis Aubl. obtenido es de consistencia 

oleosa, olor a chocolate intenso y color marrón oscuro; debido a las 

características de los componentes presentes en el fruto. 

Al extracto obtenido, se le hizo una determinación de metabolitos acorde a 

sus características estructurales y solubilidad de sus componentes lo que 

permitió su identificación en uno u otro solvente al que llamaremos fracción. 

En la fracción hexánica del extracto se obtuvo presencia de abundantes 

esteroides, aceites esenciales y grasas. En la fracción etanólica del extracto 

se obtuvo abundante presencia de fenoles y taninos, agrupamientos 

lactónicos y compuestos reductores; mientras que hubo poca presencia de 

esteroides. En la fracción acuosa solo se encontró poca presencia tanto de 

Saponinas como de compuestos reductores. 

 

 

Tabla 02. Metabolitos presentes en las fracciones del tamizaje fitoquímico de 

la pulpa de Couroupita guianensis Aubl. La escala de cruces fue realizada 

acorde a lo indicado en el trabajo Phytochemical screening of Tanzanian 

Medicinal Plants(24) 
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Tamizaje fitoquímico 

Metabolitos secundarios 

Pulpa del fruto 

n-

Hexano 
Etanólico Acuoso 

Alcaloides - - - 

Saponinas  - + 

Fenoles y taninos  +++ - 

Esteroides +++ +  

Triterpenos -   

Quinonas - -  

Agrupamientos lactónicos - +++  

Aceites esenciales y grasas +++   

Compuestos reductores  +++ + 

Aminas  -  

Flavonoides  - - 

Glucósidos cardiotónicos  -  

Fuente: Elaborado por el autor. 
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4.2 Prueba de sensibilidad del extracto etanólico de la pulpa de 

Couroupita guianensis Aubl. 

 

4.2.1 Datos de la prueba de sensibilidad del Extracto etanólico de la 

pulpa de Couroupita guianensis Aubl. 

 

Tabla 03. Actividad antibacteriana del extracto EtOH de la pulpa de C. 

guianensis Aubl. frente a Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli, según 

diámetro de inhibición durante 24 horas. 

 

Actividad antibacteriana de Couroupita guianensis Aubl. 

Concentración 

(mg/mL) 

Bacterias en estudio 

Diámetro de zona de inhibición (mm) 

X ± SD 

Klebsiella 

pneumoniae  

Escherichia 

coli  

C1 300 mg/mL 11.67 ± 0.6 7.00 ± 0.6 

C2 250 mg/mL 9.67 ± 0.6 7.00 ± 0.6 

C3 200 mg/mL 9.83 ± 0.6 2.67 ± 0.6 

C4 150 mg/mL 10.00 ± 0.6 4.33 ± 0.6 

C5 100 mg/mL 9.67 ± 0.6 2.00 ± 0.6 

C6 50 mg/mL 8.67 ± 0.6 3.33 ± 0.6 

C7 25 mg/mL 9.33 ± 0.6 4.67 ± 0.6 

C8 20 mg/mL 8.67 ± 0.6 7.00 ± 0.6 

C9 15 mg/mL 7.67 ± 0.6 3.00 ± 0.6 
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C10 10 mg/mL 7.00 ± 0.6 2.00 ± 0.6 

C11 5 mg/mL 7.67 ± 0.6 0.00 ± 0.6 

C12 1 mg/mL 6.67 ± 0.6 2.00 ± 0.6 

C13 0.5 mg/mL 7.00 ± 0.6 1.87 ± 0.6 

Fuente: Elaborado por el autor. 

 

Según la Tabla 03, el extracto etanolico de la pulpa de Couroupita guianensis 

Aubl presentó a mayor concentración una inhibición de 11.67 ± 0.6 mm frente 

a K. pneumoniae, mientras que a menor concentración su actividad 

antibacteriana fue del 7.00 ± 0.6 mm. Las concentraciones del extracto 

enfrentado a E. coli presentó un rango máximo de halo de inhibición no mayor 

del 7.00 ± 0.6 mm, mientras que a menor concentración de la misma, fue de 

1.87 ± 0.6 mm. Este patrón nos indica que a medida que la concentración del 

extracto EtOH de pulpa de C. guianensis Aubl. disminuye, su actividad 

antibacteriana también lo hace constantemente. 

 

Tabla 04. Actividad antibacteriana de antibióticos conocidos frente a Klebsiella 

pneumoniae y Escherichia coli, según diámetro de inhibición. 

 

 

Bacterias 

Diámetro de zona de inhibición (mm) 

Antibióticos Escherichia coli  Klebsiella pneumoniae  

Acanilíxico 29 mm 15 mm 

Piperacilinatazobactam 29 mm 09 mm 

Ceftriaxona 34 mm 11 mm 
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Ciprofloxacino 43 mm 26 mm 

Imipenem 30 mm 23 mm 

Ceftazidima 15 mm 0 mm 

Ampicilina 30 mm 0 mm 

Vancomicina 15 mm 0 mm 

Amicacina 33 mm 28 mm 

Gentamicina 14 mm 07 mm 

Fuente: Elaborado por el autor 

 

 

4.2.2 Análisis Estadistico de las pruebas de sensibilidad del extracto 

etanólico de la pulpa de Couroupita guianensis Aubl 

 

Figura 1: Analisis de Normalidad por Shapiro Test del diametro de Zona de 

Inhibición bacteriana del Extracto etanólico de pulpa de Couroupita guianensis 

Aubl. 
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En la Figura 1 El pvalor es igual a 0.0401 (p<0.05) por lo que no existe 

normalidad en los datos y es observado de manera diferente en la imagen 

mediante el Shapiro Test, tienden a la linea central en la gráfica. 

 

Figura 2: Analisis de Normalidad por Shapiro Test entre la interacción de las 

bacterias y las concentraciones del Extracto etanólico de pulpa de Couroupita 

guianensis Aubl.  

 

 

 

En la Figura 2 no se observa normalidad entre todas las interacciones de las 

bacterias y las concentraciones del extracto etanolico de frutos de C. 

guianensis  

Adicionalmente el análisis de homogeneidad de varianza muestra que la 

interacción de las variables bacterias/concentración cumplen con el supuesto 

de homogeneidad de varianzas al tener un pvalor = 1.00 (p> 0.05). 
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Figura 3: Anova de doble via del diametro de Zona de Inhibicion bacteriana 

del Extracto etanólico de pulpa de Couroupita guianensis Aubl. 

 

 

En la Figura 3 se observan las comparaciones múltiples entre las 

concentraciones de cada especie, en las cuales se observa que la mayoría de 

comparaciones son no significativas (ns) y se observa el pvalor = 0.76. 

De acuerdo al resultado obtenido en el ANOVA, ver Anexo 5, existe 

diferencias entre los diámetros de inhibición y las especies (E. coli y K. 

pneumoniae) (pvalor = 8.50e-08). En el caso de las concentraciones, sí existe 

diferencias con los diámetros de inhibición sobre las especies (pvalor = 1.50e-

02). En la interacción especie:concentración, según el ANOVA, demuestra 

que no hay una diferencia significativa (pvalor = 6.85e-01). 

De acuerdo al análisis post hoc realizados para verificar los valores del 

ANOVA, se observa que la interacción E. coli:concentracion no existe 

significancia (pvalor = 0.319), lo mismo en la interacción K. 

pneumoniae:concentracion no existe significancia (pvalor = 0.055). Entonces 
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esto responde al por qué la interacción de especie:concentracion no presenta 

diferencia significativa al tener un pvalor = 6.85e-01. 

 

4.3 CMI del extracto etanólico de pulpa de Couroupita guianensis Aubl. 

 

Tabla 05. CMI del extracto EtOH de la pulpa de Couroupita guianensis Aubl. 

frente a Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli. 

 

Bacteria  
N° 

dilución 
CMI Resultado (*) 

Klebsiella pneumoniae C3 8 mg/mL POCO ACTIVO 

Escherichia coli C2 16 mg/mL POCO ACTIVO 

* Actividad antimicrobiana/Valor de CMI. 

Fuente: Elaborado por el autor 

 

Referente a la Tabla 05, se observó que el extracto EtOH de la pulpa de C. 

guianensis Aubl. frente a Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli es poco 

activo ya que logró inhibir el crecimiento bacteriano en una concentración de 

8mg/mL y 16 mg/mL respectivamente. 
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CAPÍTULO V: DISCUSIÓN 

El estudio tuvo como objetivo evaluar la actividad antibacteriana in vitro del 

extracto EtOH de pulpa de C. guianensis Aubl. “ayahuma”. 

 

Acorde a los resultados obtenidos, se observa que nuestro extracto EtOH tuvo 

una mejor actividad antibacteriana frente a K. pneumoniae presentando un 

halo de inhibición de 11.33 mm y una CMI de 8 mg/mL; resultados similares 

se reporta en el trabajo de Machado, donde logró una elevada actividad 

antibacteriana para el extracto EtOH de flores de C. guianensis Aubl. llegando 

a aislar del mismo el Thyptanthrin(10). Otro estudio evaluó el potencial 

antibacteriano de la molécula sintética obtenida a partir de nanopartículas de 

plata utilizando al C. guianensis Aubl., obteniendo metabolitos con una fuerte 

actividad antibacteriana enfrentadas a bacterias tanto Gram positivas como 

Gram negativas. Describiendo así el potencial biomédico sinérgico de estos 

compuestos a partir de la formulación de nuevos componentes mediante 

síntesis verde(6). 

 

Un trabajo similar con Couroupita guianensis Aubl, evaluó los usos 

terapéuticos de esta especie en la India, donde reportó usos terapéuticos 

como cicatrizante y antibacteriano. Chandolu en su trabajo, encontró que E. 

coli presentaba una CIM de 7 mg/mL(6) mientras que en el presente estudio la 

CIM encontrada para esta bacteria fue de 16 mg/mL. Esta diferencia 

encontrada puede deberse no solo al tipo de órgano estudiado (parte de la 

planta empleada), sino al tipo de extracción y solvente empleado para la 

misma; por lo que para mejorar su efecto muchas veces se sugiere un juego 
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en los mecanismos de extracción y combinación de solventes acorde a los 

objetivos del estudio. 

 

El grupo de científicos que evaluaron la actividad antibacteriana del extracto 

EtOH de flores y sus fracciones de C. guianensis Aubl. y su componente 

bioactivo aislado, a los cuales enfrentaron a cultivos de levaduras, hongos 

filamentosos y bacterias. De entre las fracciones más activas del extracto, 

obtuvieron que la fracción DCM presentó una mayor actividad 

específicamente contra S. aureus resistente a la meticilina (MRSA) con una 

CIM de 156 µg/mL(10); adicionalmente en otro estudio con Couroupita 

guianensis Aubl se encontró una marcada actividad antibacteriana frente a K. 

pneumoniae, S. aureus y E. coli, en la cual para el extracto de frutos trabajado 

tuvo un promedio de inhibición de 15.33 mm(8). 

 

La actividad antibacteriana del extracto EtOH de pulpa de frutos de C. 

guianensis Aubl. frente a K. neumoniae y E. coli podría atribuirse a los 

compuestos fenólicos, taninos, esteroides, agrupamientos lactonicos, aceites 

esenciales y saponinas encontrados en el tamizaje fitoquímico realizado; los 

compuestos reductores hallados, sugieren que este fruto ayuda a estabilizar 

y reducir muchos componentes, por las propiedades descritas de la misma en 

la literatura, cuando se realiza síntesis verde utilizando la fruta, lo que 

concuerda justamente con un trabajo de investigación realizado en la India en 

donde encontraron que los fitoquímicos esenciales presentes en su extracto 

tales como terpenos, flavonoides, cetonas, aldehidos, aminas y ácidos 

carboxilicos fueron los responsables de la reducción y estabilización de la 
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molécula de nanopartículas denominada Nanopartícula de Magnetita a partir 

de Couroupita guianensis Aubl o CGFe3O4NPs, la cual presentó excelentes 

actividades antibacterianas, especialmente en bacterias Gram-negativas a 

diferencia de las bacterias Gram-positivas que tuvieron menor actividad 

antibacteriana. (7)  
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CAPÍTULO VI: CONCLUSIONES 

1. Los metabolitos secundarios presentes en el extrato EtOH de pulpa de C. 

guianensis Aubl. fueron azúcares reductores, compuestos fenólicos y 

taninos, esteroides, agrupamientos lactónicos, aceites esenciales y 

grasas, siendo todos estos encontrados en mayor cantidad; mientras que 

las saponinas que también estuvieron presentes en el extracto, se 

encontraron en menor cantidad que sus predecesores mencionados. Lo 

importante de los compuestos encontrados viene a ser que por 

generalización quimiotaxonómica estos compuestos pueden actuar de 

manera indistinta o conjunta para exibir las actividades descritas. 

 

2. El extracto EtOH de pulpa de C. guianensis Aubl. mostró actividad 

antibacteriana frente a Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli. Siendo 

Klebsiella pneumoniae quién presentó un mayor halo de inhibición a una 

concentración de 300 mg/mL y la medicion de este halo fue de 11.67 ± 0.6 

mm; a su vez una CIM de 8 mg/mL indicando que el extracto viene a ser 

poco activo.  
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CAPÍTULO VII: RECOMENDACIONES 

 

Los compuestos reductores o azúcares reductores presentes en grandes 

cantidades en este estudio indican que es un excelente extracto del cual se 

sugiere como punto de partida para la síntesis de nuevos compuestos a través 

de la nanotecnología, pues son estos quienes ayudan a estabilizar los nuevos 

compuestos sintetizados. 

 

Basándonos en los resultados obtenidos en el presente estudio, en los 

estudios posteriores se sugiere no solo trabajar el extracto en bruto, sino que 

tambien se sugiere ir trabajando la actividad de los compuestos aisladamente. 

 

De los resultados de este estudio exploratorio, se recomienda generar un 

nuevo protocolo mas certero para lograr obtener datos relevantes con una 

amplia solidéz estadística a partir de la concentración biológicamente activa 

encontrada en el presente estudio.  
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ANEXOS 

Anexo 01. Vista aérea del lugar de colecta 
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Anexo 02. Certificación taxonómica de Couroupita guianensis Aubl. 
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Anexo 03. Método de Chhabra et al. para el tamizaje fitoquímico(24) 

Tipos 

de 

comp

uesto

s 

Grupo 

fitoquímico 

Reactivo

s 
Procedimiento Resultados 

Comp

uesto

s 

fenóli

cos 

Flav

onoi

des 

(Met

odo 

de 

Shin

oda) 

Flavona

s 

HCl "c" y 

Cinta de 

Mg 

A 1 mL de extracto etanólico se le adiciona 2 

o 3 gotas de HCl "c" y un fragmento de cinta 

de Mg 

Color naranja 

(Rx +) 

Flavono

nas 

HCl "c" y 

Cinta de 

Mg 

Color rojo (Rx +) 

Flavono

les 

HCl "c" y 

Cinta de 

Mg 

Color rojo 

azulado (Rx +) 

Xanton

as 

HCl "c" y 

Cinta de 

Mg 

Color violeta 

(Rx +) 

Tani

nos 

Pirogáli

cos 

HCl "c" y 

Formalde

hido 

1 mL de extracto etanólico se le añade unas 

gotas de HCl "c" y 1 mL de formaldehido, 

hervir durante varios minutos 

Presencia de 

una precipitado 

(Rx +) 

Catéqui

cos 

FeCl3 al 

1% 
La solución se filtra y se añade FeCl3 al 1% 

Formacion de 

un color azul 

(Rx +) 

Terpe

nos y 

estero

ides 

Triterpenos 

(Reaccion de 

Liebermann - 

Buchard) 

Anhídrido 

acético, 

H2SO4 

"C" 

A 1 mL de extracto acuoso, se le añade 1 mL 

de anhídrido acético y 0,5 mL de H2SO4 "c", 

dejándolo caer por la pared del tubo de 

ensayo de 16x150 mm 

Formación de 

un anillo rojizo 

en la interface 

(RX +) 

Esteroles 

(Reaccion de 

Lieberman - 

Buchard) 

Anhídrido 

acético, 

H2SO4 

"C" 

A 1 mL de extracto acuoso, se le añade 1 mL 

de anhídrido acético y 0,5 mL de H2SO4 "c", 

dejándolo caer por la pared del tubo de 

ensayo de 16x150 mm 

Formación de 

una coloración 

verdosa en la 

parte superior 

(Rx +) 
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Saponinas Agua 

Preparar una solución al 10% de extracto en 

agua hirviendo, agitar por 1 minuto cuando 

esté fría 

La aparición y 

persistencia de 

1 cm de espuma 

en 30 minutos 

(Rx +) 

Alcalo

ides 

Alcaloides/Mic

ro-extraccion 

H2SO4 

[0.5N], 

amoniaco 

al 25%, 

CH2Cl2, 

Ractivo de 

Dragendo

rff 

A 1 mL de extracto etanólico se le añade 1 

mL de H2SO4 [0.5N], agitar y basificar con 

amoniaco al 25%, medir el pH (>9) y extraer 

con diclorometano (CH2Cl2), luego con un 

capilar sembrar la muestra en una placa de 

cromatografía de capa fina (TLC) y revelar 

con Dragendorff 

La formacion de 

una coloración 

anaranjada (Rx 

+) 

Lacto

nas 
Lactonas 

Ácido 

Pícrico, 

NaOH 

A 1 mL de extracto etanólico se añade 1 mL 

de ácido pícrico al 1% en etanol y 1 mL de 

NaOH al 10% en agua 

Un color o 

precipitado rojo-

naranja indica la 

presencia de 

agrupamientos 

lactónicos (Rx 

+) 
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Anexo 04: Foto del extracto EtOH de la pulpa de Couroupita guianensis Aubl. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Tomada por el autor. 
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Anexo 05: Prueba de ANOVA de dos vias 

 

 

 

 

 

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr (>F) 

  

Extracto 1 4.454 4.454 44.185 1.81E-08 *** 

 
Concentracion 12 4.623 0.385 3.821 0.000348 *** 

 
Extracto:concentracion 12 1.937 0.161 1.601 0.120433   

 
Residuals 52 5.242 0.101       

 

        

Signif. Codes: 0 "***" 0.001 "**" 0.01 "*" 0.05 "." 0.1 " " 1 

 

        
 

 


