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RESUMEN
El presente trabajo de investigacion de tipo experimental, nivel explicativo, enfoque
cuantitativo y de corte transversal; se realizo con el objetivo de determinar el efecto
antimicotico in vitro del extracto etandlico del fruto de Solanum mammosum “Tintona”
sobre cultivos de Trichophyton rubrum. La muestra fue recolectada del Distrito de
Nuevo Cajamarca, Provincia de Rioja, Departamento de San Martin, el extracto
etanolico del fruto de Solanum mammosum se obtuvo mediante maceracion y el
método de arrastre de vapor, las diluciones se realizaron con etanol de 70°. La cepa de
Trichophyton rubrum se obtuvo del Hospital Edgardo Rebagliati Martins de EsSalud,
se cultivo en agar avena por 21 dias para obtener microconidias, se resuspendieron en
solucion salina fisioldgica y se cultivd en agar Sabouraud dextrosa. El estudio estuvo
conformado por 1 grupo control negativo con solucién salina fisioldgica, 1 grupo
control positivo con terbinafina 1% y 3 grupos experimentales con extracto etandlico
del fruto de Solanum mammosum a concentraciones de 15%, 30% y 60%, se evalud la
susceptibilidad por el Método Kirby — Bauer. Se obtuvo como resultado del efecto
antimicético en base a los promedios y desviacion estandar de los halos de inhibicion
en las concentraciones de 15% (12.4 + 1.578), el de 30%(15.9 + 1.595) y el de
60%(18.6 + 3.239); teniendo una diferencia significativa segun la prueba de ANOVA
(p<0.05), para la comparacion del efecto antimicético a las concentraciones de 15%,
30% y 60 % , se realiz6 la prueba de TUKEY, donde se observaron diferencias
significativas. Se concluye que el extracto etanolico del fruto de Solanum mammosum
posee efecto antimicdtico in vitro sobre cultivos de Trichophyton rubrum, siendo la

concentracion del 60% que presento mayor halo de inhibicion.

Palabras claves: Antimic6tico, extracto, etanolico, halo de inhibicion, Solanum

mammosum, Trichophyton rubrum.
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ABSTRACT

The present research work of an experimental type, explanatory level, quantitative and
cross-sectional approach; It was carried out with the objective of determining the in
vitro antifungal effect of the ethanolic extract of the fruit of Solanum mammosum
"Tintona™ on Trichophyton rubrum cultures. The sample was collected from the
District of Nuevo Cajamarca, Province of Rioja, Department of San Martin, the
ethanolic extract of the Solanum mammosum fruit was obtained by maceration and the
steam drag method, the dilutions were made with 70 ° ethanol. The Trichophyton
rubrum strain was obtained from the Edgardo Rebagliati Martins Hospital of EsSalud,
it was cultivated on oat agar for 21 days to obtain microconidia, resuspended in
physiological saline solution and cultured on Sabouraud dextrose agar. The study
consisted of 1 negative control group with physiological saline solution, 1 positive
control group with 1% terbinafine and 3 experimental groups with ethanolic extract of
the Solanum mammosum fruit at concentrations of 15%, 30% and 60%, the
susceptibility was evaluated by the Kirby-Bauer Method. It was obtained as a result of
the antifungal effect based on the means and standard deviation of the inhibition halos
in the concentrations of 15% (12.4 £ 1,578), 30% (15.9 £ 1,595) and 60% (18.6
3,239). ); having a significant difference according to the ANOVA test (p <0.05), for
the comparison of the antifungal effect at concentrations of 15%, 30% and 60%, the
TUKEY test was performed, where significant differences were observed. It is
concluded that the ethanolic extract of the fruit of Solanum mammosum has an
antifungal effect in vitro on Trichophyton rubrum cultures, being the concentration of
60% that presented a greater inhibition halo.

Keywords: Antifungal, extract, ethanol, inhibition halo, Solanum mammosum,

Trichophyton rubrum.
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INTRODUCCION

Las plantas medicinales han generado un especial interés en la medicina
complementaria, debido a los estudios cientificos que respaldan su uso para tratar
diversas enfermedades y afecciones. En el Per( la medicina complementaria es
destacable en el sistema nacional de salud, resaltando la fitoterapia como parte de los

tratamientos alternativos @.

La organizacion mundial de la salud reconoce la importancia de las plantas
medicinales en el tratamiento y prevencién de multiples enfermedades, como tambien
la relevancia a nivel econdémico, al ser una fuente rica en principios activos
responsables del efecto terapéutico, la cual tiene un costo inferior comparado con los

tratamientos con farmacos @,

Las plantas medicinales brindan actividad terapéutica por la presencia de compuestos
quimicos complejos llamados metabolitos secundarios, que son productos finales del
metabolismo secundario. Estas sustancias para todas las especies vegetales son como
mecanismo de defensa o proteccidn, y actian como biosidas o repelentes, de manera

que puedan garantizar su sobrevivencia ©.

Los metabolitos secundarios tienen una composiciébn muy variada que aun se
desconoce su naturaleza quimica, por lo general pertenecen a estas categorias:

alcaloides, flavonoides, terpenoide, taninos, glicidos, gomas, resina ©.



El Solanum mammosum “Tintona”, es una especie herbacea, originaria de zonas
tropicales, perteneciente a la familia Solanaceae, cuyo fruto es una baya de forma
conica con lobulos en la parte proximal, de color amarillo brillante que con el tiempo
tiende al amarillo anaranjado. Este fruto es un veneno, pero las comunidades indigenas
lo usaban para tratar las heridas de leishmaniasis, asi como tambien lo usan para matar

las cucarachas y &caros, las semillas del fruto son utilizadas como insecticidas ¢,

En el Perd, esta planta se usa en medicina tradicional como antimicético, cuyo fruto
maduro cortado se frota suavemente sobre el area afectada. Dentro de su composicion
quimica tiene a la solanina como principio activo, catequinas, taninos, fenoles simples,

flavonas, la cual le brinda propiedades acaricidas, antimicéticas e insecticida .

La actividad antimicotica de las plantas ha sido muy estudiada debido a la resistencia
de los microorganismos de las micosis a los diferentes tratamientos, sobre todas las

micosis superficiales producidas por las diferentes especies de dermatofitos 22,

Las micosis son infecciones frecuentes en los seres humanos, principalmente afectan
a cabello, piel y ufias. Son producidas por un grupo heterogéneo que son invasores de
tejidos queratinizados de hombres y animales, cominmente estan involucrados los del
genero de Microsporum, Epidermophyton y Trichophyton. En la actualidad, uno de los
principales responsables de causar infeccion micotica en las ufias de pies es la especie

de Trichophyton ©,



La prevalencia de las infecciones micoticas es variable y generalmente depende de las
condiciones ambientales y de los agentes causales; las dermatofitosis predominan en
la mayoria en zonas tropicales con climas himedos y célidos. Se considera que las
micosis superficiales en su mayoria se dan en zonas de bajos recursos econémicos la
cual se encuentran susceptibles a contraer este tipo de infeccidn; también otro factor
de riesgo son los malos habitos de higiene, el hacinamiento, el uso de zapatos cerrados,
zapatillas, ropa sintética, otros factores también tenemos la diabetes, tratamientos con

corticoides e infecciones por VIH ©,

Las micosis superficiales son procesos cronicos que presentan dificultades
diagnosticas y que requieren tratamiento durante periodos prolongados, el costo de
estos tratamientos representan un problema econdémico para el paciente, lo que
ocasiona el abandono del tratamiento agudizandose la infeccion y el peligro de
contagio. Ademas afecta la estética de la piel y las ufias y con ello alterar la calidad de
vida y contribuir a una limitacion fisica, la cual pueden dificultar las actividades

relacionadas con el trabajo, asi como tambien dar lugar a complicaciones ©.

Estas patologias suelen originar maltiples tratamientos sin respuesta clinica, asociados
a una administracion ineficaz o la desaparicion de los sintomas lo que no implica
curacion. La ausencia de sintomas desmotiva al paciente para los tratamientos de larga
duracién y ademas interrumpe el tratamiento sin la supervision médica o llega a
sustituirlo con antifingicos inactivos. El problema en la actualidad es la resistencia a
los tratamientos, infecciones de dificil tratamiento que requieren terapia de larga
duracion como las onicomicosis y las micosis superficiales en paciente

inmunocomprometidos ©7),



Debido a lo antes dicho se recurre a las plantas medicinales con la finalidad de ampliar
alternativas terapéuticas via topica y dar a conocer a la poblacion que existen
tratamientos alternativos basados en los metabolitos secundarios de las plantas, como

en el caso de Solanum manmosum.

Para lo cual se planteo el siguiente problema:

¢Existe efecto antimicotico in vitro del extracto etandlico del fruto de Solanum

mammosum “Tintona” en cultivos de Trichophyton rubrum?

Objetivo general

Evaluar la actividad antimic6tica in vitro del extracto etandlico del fruto de Solanum

mammosum “Tintona” sobre cultivos de Trichophyton rubrum.

Objetivos especificos

Determinar el promedio del halo de inhibicion del efecto antimicotico in vitro del
extracto etanélico del fruto de Solanum mammosum “Tintona” a concentraciones de

15%, 30% y 60% sobre cultivos de Trichophyton rubrum.

Comparar el efecto antimicético in vitro del extracto etanolico de fruto de Solanum
mammosum “Tintona” a las concentraciones de 15%, 30% Yy 60% sobre cultivos de

Trichophyton rubrum.

Determinar el grado de sensibilidad que presenta Trichophyton rubrum al extracto

etanolico del fruto de Solanum mammosum segun la escala de Duraffourd.



REVISION DE LITERATURA

2.1.Antecedentes

Benavides et al, (2007-Pert). determinaron la actividad antimicética in vitro de los
extractos hexanico, etanolico, y total al 50 y 75 % p/v del fruto maduro de Solanum
mammosum “Tintona” frente a Candida albicans, Trichophyton rubrum vy
Microsporum canis, mediante el método de Kirby -Bauer que consiste en
investigar a través de una capa de agar solidificado, en una extension tal que el
crecimiento de microorganismos sensibles es inhibido en zonas alrededor del
disco, obtuvieron como resultado que el extracto del fruto total, extracto de
mucilago total y el extracto del fruto etandlico en frio tiene ,mayor efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de Candida albicans y el extracto del fruto
etanolico en calor, extracto del fruto etandlico en frio en Trichophyton rubrum y
el extracto del mucilago total y el mucilago puro para Microsporum canis, también
se observo que entre las concentraciones al 50% y el 75% de los extractos o hubo
diferencia significativa sobre inhibicion de crecimientos de hongos, la cual
Ilegaron a la conclusion que todos los extractos ensayados presentaron actividad
antimicotica “in vitro” frente a Candida albicans, Trichophyton rubrum y

Microsporum canis, no existiendo diferencia significativa en el efecto inhibitorio

™)



Avyala et al (2018-Peru), evaluaron el efecto in vitro de Tropaeolum majus en cepas
de Trichophyton rubrum, con el extracto hidroalcohdlico de las flores de color rojo,
donde se dej6 secar a temperatura ambiente por 21 dias, protegido de la luz, luego
se realizd la molienda y se coloco en etanol al 80% y se dejo 1 semana, después de
transcurrido el tiempo se coloco en un agitador magnético durante una hora, luego
se centrifugo a 4000rpm durante 20 minutos, después se filtro y se almacend a 4°c,
luego se realizaron todos los controles de calidad respectivos en las muestras,
finalmente se procedio a la evaluacion del efecto in vitro de la crema a base de T.
majus sobre cepas de Trichophyton, donde obtuvieron como resultado que tiene

efecto antimicético similar a la crema de isoconazol al 1%(8).

Lachos et al, (2018-Per0), evaluaron el efecto antimicético in vitro del aceite
esencial origanum vulgare frente a cepas de Trichophyton rubrum, donde
utilizaron el método de destilacion por arrastre de vapor, donde determinaron las
caracteristicas organolépticas y determinaciones fisico - quimicas y mediante el
método de dilucién en medio liquido se determin6 la Concentracion Minima
inhibitoria (CMI) y por el método de difusion en agar se determind la
concentracion Minima Fungicida ( CMF) del aceite esencial, donde obtuvieron
como resultado que la Concentracion Minima Inhibitoria fue de 0.25% vy la
concentracion minima fungicida de 0.125 %; donde llegaron a la conclusién que

el efecto antimicGtico se le atribuye al timol y carvacrol ©).



Canza et al, (2018-Per0), efecto antifungico del extracto etandlico de la semilla de
Persea americana (palta) en cepas de Trichophyton rubrum, in vitro; mediante el
método de extraccion etandlica se determino las propiedades fisico-quimicas, los
grupos de trabajo fueron grupo extracto etanolico 20%, 50% y 100%, un grupo
control negativo (etanol 96°) y un control positivo (terbinafina 6ug) y mediante el
método de Kirby Bauer se logré evaluar la actividad atimicotica. En el analisis del
resultado se efectuo a través de la prueba ANOVA y TUKEY, obteniéndose el
resultado con una significancia < 0,05. Los halos de inhibicién antimicética
mostraron una medida promedio de 23.63mm para la concentracion del 20%,
25.02mm para el 50% y 29.43mm para el 100%, en el grupo terbinafina (100mm).
No se observo halos de inhibicion antimicotica para el grupo etanol 96°. Se
encontré que no existe diferencia significancia entre las concentraciones del 20%
y 50%, a diferencia de las concentraciones del 50% y 100% que se obtuvo p<0,01.
Se concluyé que la concentracion del 100% presenta mayor actividad antimicética

en comparacion al 20% y 50% in vitro en cepas de Trichophyton rubrum ¢,

Lopez et al, (2016-Pert), evaluacién antimicética de extracto de mosquera (Croton
elegans.) frente a: Trichophyton methagrophytes ATCC 9533, Trichophyton
rubrum ATCC 28188, Microsporum canis ATCC 36299, Candida albicans ATCC
10231, patdgenos de dermatomicosis. A través del método de extracto fluido se
obtuvo las concentraciones del grupo del 25% y 50%, el grupo control positivo
(Clotrimazol) y el control negativo (etanol 90°), mediante el método de Kirby
Bauer se determind la actividad antimicotica. Obteniéndose como resultado para
la concentracion del 25% (32.78mm Trichophyton rubrum ATCC 28188,
29.12mm Microsporum canis ATCC 36299, 20.99mm Candida albicans ATCC

10231, 33.42mm Trichophyton methagrophytes ATCC 9533) y el 50% (38,41mm



Trichophyton rubrum ATCC 28188, 40.26mm Microsporum canis ATCC 36299,
20,99mm Candida albicans ATCC 10231, 44.90mm Trichophyton
methagrophytes ATCC 9533). No se observé halos de inhibicion antimicotica en
el grupo control negativo (etanol 90°). Los resultados obtenidos hacen referencia
a la diferencia significativa entre las concentraciones del 20% y 50%.
Concluyéndose que la concentracion del 50% presenta una mayor actividad

inhibitoria debido a que poseen una mayor concentracion de sus principios activos

),



2.2.Bases tedricas
Planta medicinal:

Las plantas medicinales, son especies vegetales que contienen sustancias que se
pueden emplear para propositos terapéuticos o principios activos que se pueden

utilizar como precursores para la sintesis de nuevos farmacos 2.,

Extracto vegetal:

El extracto vegetal es un compuesto obtenido de sustancias biol6gicamente activas
gue se encuentran presentes en los tejidos vegetales, utilizando solventes tales

como agua o alcohol y un adecuado proceso de extraccion 9,

Principio activo:

Los principios activos son los componentes de los medicamentos herbarios que
presentan una actividad terapéutica, cuyos compuestos fueron identificados por

métodos analiticos 4.

Solanum mammosum:

Descripcion Botanica

Arbol de 50-120 cm de alto, con ramas espinosas, hojas densamente pubescentes
en el haz y envés, simples, con bordes medianamente hendidos, con espinas
conspicuas y fuerte sobre las nervaduras, con &pice acuminado. Flores
pedunculadas dispuestas en racimos, caliz de color verde-amarillo, con 5 sépalos,
corola con 5 pétalos de color lila, con 5 estambres prominentes, con filamentos
cortos. Frutos tipo bayas de color verde amarillento, amarillo oro en la maduracion,

con l6bulos de tamario desuniformes, con longitud de 5-6 cm (516),



Distribucion Geografica

Se distribuye en la América tropical. En el Per(, se encuentra en los departamentos
de Loreto (Yurimaguas), Amazonas, Ucayali, Ayacucho, Huanuco (Panguana),

Junin y San Martin (5:6),

Habitat

Nativa del norte de Sudamérica y las Antillas, con frecuencia cultivada como

planta ornamental o para matar insectos (>6),
Taxonomia

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Solanales

Familia: Solanaceae

Tribu: Solaneae

Género: Solanum

Especie: Solanum mammosum %),

10



Usos tradicionales

Tiene como uso medicinal en problemas de acarosis, hongos de la piel, la cual
frotaban el fruto cortados en la parte afectada y en forma de emplastos de los frutos
macerados en agua caliente en problemas de llagas en los senos. Los frutos tambien

son usados como insecticidas % 1617,

Indicaciones terapéuticas

Solanum mammosum tiene actividad diurética, antimicrobiana, descongestionante

y antimicética, asi como también se le atribuye actividad sedativa y narcética >

17)

Toxicidad

El fruto de Solanum mammosum tiene propiedades sedativas y narcoticas, se
recomienda solo su uso exterior. Al ser consumidos produce excitacion, delirio,

locura, aceleracion de latidos, asfixia y muerte 6),

Composicién quimica de la planta

El principio activo de Solanum mammosum es la solanina también esta compuesta
por solanidina, solamargina, carbohidratos, compuestos fendlicos, flavonoides,

catequinas, taninos, fenoles simples, flavonas y saponinas 517,

Solanina

Es un glico-alcaloide toxico y amargo, particularmente se encuentra en las especies
del genero Solanum. Tiene propiedades insecticidas y fungicidas. Esta formado

por un alcaloide, la solanina y por una cadena lateral de un carbohidrato 8,

11



Micosis

La micosis son infecciones que afectan al hombre y a los animales, causadas por
hongos, estas micosis se clasifican de acuerdo al sitio de accion, como

superficiales, subcutaneas, sistémicas y oportunistas %,

Micosis superficial

Las micosis superficiales son patologias producidas por diversos tipos de hongos
patdgenos, los cuales van a invadir estructuras queratinizados como el cabello,
ufias, 0 mucosas. Dentro de ellos tenemos a las dermatofitosis, candidiasis,

afecciones causadas del género Malassezia, pitiriasis versicolor, tifia negra 9.,

Dermatofitosis

Es una infeccion micética de la piel ocasionada por hongos denominados
dermatofitos: Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton, estos afectan a
estructuras gque contienen queratina como la piel, pelo y ufias. Las dermatofitosis

mas comunes son las tifias y el principal agente causal es el Trichophyton rubrum

(19-22)

Dermatofitos:
Trichophyton rubrum

Posicion taxonémica:

Phylum Ascomycota

Clase Euascomycetes

Orden Onygenales

Familia Arthrodermataceae .

12



Caracteristicas

Microscopicamente tiene hifas largas y delgadas, con microconidios abundantes y
periformes, sésiles sobre las hifas formando racimos. Macroscopicamente las
colonias son algodonosas, con el tiempo toman un aspecto aterciopelado y

pulverulento, de color blanquecino a amarillento o rojo violeta ?®.
Etiologia

Es el agente causal mas frecuente en tifias de cuerpo, de la ingle, de los pies, asi

como de onicomicosis .
Tratamientos antimicoticos

Los tratamientos para las micosis superficiales se realizan principalmente con
agentes topicos, con propiedades fungicidas o fungistaticas. Los antimicoticos
topicos mas recomendados son los imidazdlicos y la Terbinafina. El tratamiento

antimicatico sistémico esta indicado en casos de resistencia o extensos 0 24),

13



I1.  HIPOTESIS

Hipotesis Nula (HO):

El extracto etanolico del fruto de Solanum mammosum “Tintona’ no presenta efecto

in vitro sobre Trichophyton rubrum.

Hipotesis alterna (H1):

El extracto etanolico del extracto del fruto de Solanum mammosum “Tintona” presenta

efecto in vitro sobre Trichophyton rubrum.
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IV. METODOLOGIA

4.1. Disefio de la investigacion

La presente investigacion es de tipo experimental cuantitativa y de nivel

explicativo, de disefio de solo post-test ¢,

Grupo Control Negativo

Estuvo conformado por 10 placas con agar Sabouraud dextrosa (Laboratorio BBL)
sembrado con la cepa de Trichophyton rubrum, utilizando discos de papel de filtro
embebidos en Solucion Salina Fisiolégica (SSF) estéril, incubados a temperatura

ambiente, entre 20 a 23 °C por 10 dias.

Grupo Control Positivo

Estuvo conformado por 10 placas con agar Sabouraud dextrosa (Laboratorio BBL)
sembrado con la cepa de Trichophyton rubrum, se realizé un pocillo al centro de
la placa donde se coloc6 30 uL de la crema de Terbinafina al 1% de Laboratorios

Genfar, se incubaron a temperatura ambiente entre 20 a 23 °C por 10 dias.

Grupos Experimentales

Grupo experimental 1:

Estuvo conformado por 10 placas con agar Sabouraud dextrosa (Laboratorio BBL)

sembrado con la cepa de Trichophyton rubrum, utilizando discos de papel de filtro
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embebidos a la concentracion de 15% del extracto etandlico de Solanum

mammosum “Tintona”.

Grupo experimental 2:

Estuvo conformado por 10 placas con agar Sabouraud dextrosa sembrado con la
cepa de Trichophyton rubrum, utilizando discos de papel de filtro embebidos a la
concentracion la concentracion de 30% del extracto etandlico de Solanum

mammosum “Tintona”.

Grupo experimental 3:

Estuvo conformado por 10 placas con agar Sabouraud dextrosa sembrado con la
cepa de Trichophyton rubrum, utilizando discos de papel de filtro embebidos a la

concentracion de 60% del extracto etandlico de Solanum mammosum “Tintona”.

4.2.Poblacién y muestra

Poblacion

Estuvo constituida por frutos de Solanum mammosum “Tintona” proveniente del
Distrito de Nuevo Cajamarca, Provincia de Rioja, Departamento de San Martin,
ubicada a 848 m.s.n.m. recolectados en los meses de abril y mayo del 2019 e
identificada en el Herbarium Truxillense de la Universidad Nacional de Trujillo

(Anexo N°1).

Muestra:

Conformada por los frutos de Solanum mammosum “Tintona”
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Criterios de inclusion:

Los frutos de Solanum mammosum “Tintona” maduros y frescos.

Criterios de exclusion:

Se excluyeron los frutos en mal estado y verdes

Material Biologico:

La cepa de Trichophyton rubrum, fue aislada de un paciente del Hospital Edgardo
Rebagliati Martins, e identificada por el Laboratorio TAGUMEDICA S.A. de la

ciudad de Lima, segun el informe remitido (Anexo N°2).

Criterios de inclusion:

Se utilizaron los cultivos jovenes de Trichophyton rubrum

Criterios de exclusion:

Se excluyeron los cultivos viejos y contaminados.
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4.3. Definicion y o

eracion de variables

Variable

Definicion conceptual

Definicion operacional

Indicadores

Escala de medicién

Independiente:
Extracto etandlico de
Solanum mammosum

“Tintona”

Variable
dependiente:
Efecto antimicotico
sobre Trichophyton

rubrum

Extraccion del principio
activo utilizando como

solvente etanol.

Es la inhibicion en el
crecimiento de
Trichophyton rubrum
frente a la presencia del
extracto etanolico del
fruto de Solanum

mammosum “Tintona”

Se utiliz6 concentraciones

del extracto etandlico.

Se determino por medio de

halos de inhibicion.

Concentraciones de:

15%, 30% y 60%.

Diametro de halos de
inhibicién en

milimetros.

Variable cualitativa

nominal

Variable cuantitativa de
razon
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4.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos:

Técnica: Obtencion del extracto etandlico de solanum mammosum

Para la preparacion del extracto de solanum manmosum, se seleccion6 el fruto por
su grado de madurez y por el color amarillo intenso que presentaron, se peso
aproximadamente 2,180gr, fueron lavados con agua corriente para luego
desinfectarlo con hipoclorito de sodio al 0,5% y finalmente se enjuago con agua
destilada estéril. Se partieron los frutos para retirar la semilla quedando con un
peso de 2.080 gr de pulpa, se cortaron en cubos pequefios y se colocaron en un
frasco de vidrio de color &mbar de boca ancha, se afiadi6 etanol de 96°, cantidad
suficiente hasta cubrir la muestra por sobre 2 cm de altura, teniendo en cuenta que
la mezcla debe ocupar como maximo las % partes del recipiente. Se tapo el

recipiente y se dejé macerar por 7 dias, agitandose 15 minutos, dos veces al dia.

Transcurrido el tiempo de maceracién, se filtrd el macerado, al vacio con papel de
filtro Whatman N° 1. La solucidn resultante se llevo a sequedad en un rotavapor
hasta obtener el extracto blando y luego se llevé a secar en una estufa a 40 °C hasta
extracto seco. A partir de este extracto seco, se tomo 1.5gr, 3gr, 6gr y se aforo a
10 ml de etanol de 70° para las concentraciones de 15%, 30%, 60%,

respectivamente.

Finalmente, los extractos etanolicos se guardaron en frascos de vidrio de color

ambar estériles y en refrigeracion (4-8 °C) hasta su utilizacion.
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Preparacion del cultivo para Trichophyton rubrum

Se cultivo la cepa de Trichophyton rubrum en tubos de ensayo con agar Sabouraud
dextrosa (Laboratorio BBL) para activar al hongo. Se incubaron a temperatura
ambiente con el fin de obtener colonias jOvenes, caracterizadas
macroscopicamente las colonias de Trichophyton rubrum por el color y aspecto
del haz blanco algodonoso y el envés con el rojo vinoso. A partir de este cultivo

reciente se realizaron los demas procedimientos.

Preparacion del inéculo para Trichophyton rubrum

Para lograr la esporulacion del hongo se sembro la cepa de Trichophyton rubrum
en Agar Harina de Avena ), dejandose por 21 dias. Al término de este periodo se
agregdé 10 ml de Solucion Salina Fisiologica estéril y se resuspendid las
microconidios del hongo. Se prepard el indculo a una turbidez del tubo ¥ del

Nefelémetro de Mac Farland.

Para la realizacion de las pruebas de susceptibilidad se prepard un inéculo donde
se produjeron los microconidios piriformes del hongo, los cuales se utilizaron para
enfrentar a las diferentes concentraciones del extracto etandlico de Solanum

mammosum “Tintona”

Siembra de la muestra para determinar el efecto del extracto etandlico de

Solanum mammosum “Tintona®”

Utilizando un hisopo esteéril, fue sumergido en el indculo de Trichophyton rubrum
y se extendio de manera uniforme en la superficie de la placa de agar Sabouraud

dextrosa (Laboratorio BBL).
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Prueba de susceptibilidad por el Método de Difusion en Agar segun Kirby —

Bauer (26.27.28)

En las placas inoculadas se colocaron los discos de papel filtro Whatman N°1
estériles embebidos por 2 horas en el extracto de Solanum mammosum “Tintona”
a las concentraciones 15%, 30% y 60% para los grupos experimentales, para el
grupo control positivo se colocé la crema de terbinafina al 1% en los pocillos, y
para el grupo control negativo se utilizé los discos de papel filtro Whatman N°1
estériles embebidos en la Solucion Salina Fisioldgica. Se incubaron a temperatura

ambiente de 20 a 23 °C por 10 dias.

Lectura de los resultados:

La lectura de Ilevd a cabo a los 10 dias de incubacion, mediante las medidas del
tamafo del diametro del halo de inhibicion del crecimiento del hongo, y se
compararon con las medidas que reporta la escala de Duraffourd (escala utilizada
para la determinacion cualitativa del efecto inhibitorio in vitro, segin diametro de
inhibicidn, que considera que la sensibilidad es determinada por un diametro

superior de 8mm), con las respectivas especificaciones ():

CONDICION Diametro en mm
Resistente o no sensible: (-) <8
Sensibilidad limite: (+) 8-14
Sensibilidad media: (++) 14 - 20
Sumamente sensible: (+++) > 20
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4.5.Plan de analisis

Fueron realizados recolectando la informacion en una ficha de recoleccion de
datos, para luego ser tabulados en MS Excel y ser procesados en el software
estadistico SPSS v 25 para lo cual se cont6 con la ayuda de un profesional
estadistico, por criterio de normalidad de los datos se utilizo la prueba ANOVA
para la comparacion inter e intragrupos y la prueba post-hoc de Tukey para la

comparacion entre grupos.
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4.6.Matriz de consistencia

Titulo Problema Objetivos Hipétesis Tipo de Variables Definicion Indicadores Plan de
investigacion- operacional y escala de analisis
disefio medicion
Objetivo general Hipotesis  Nula
Determinar  la  actividad | (HO): Fueron
antimicotica in vitro del | El extracto | Tipo: Independiente: Variable tabulados en
extracto etandlico del fruto de | etandlico del fruto | experimental Extracto cuantitativa MS Excel
oo i . S y ser
Solanum mammosum | de Solanum | cuantitativo etandlico del | Porcentaje del | de Razén.
“Tintona” sobre cultivos de | mammosum fruto de | extracto etandlico de procesados en
Efecto ¢Existe Trichophyton rubrum. “Tintona” no Solanum Solanum mammosum el software
antimicotico in | efecto Objetivos especificos presenta  efecto mammosum “Tintona” en estadistico
vitro del | antimicotico | Determinar el promedio del | antimic6tico in “Tintona” diferentes SPSSv 25 los
extracto in vitro del halo de inhibicion antimicética | vitro sobre concentraciones, datos se utilizd
etanolico del | extracto in vitro del extracto etan6lico | Trichophyton 15%,30% y 60%. la prueba
fruto de | etandlico del | del  fruto de  Solanum | rubrum.
Solanum fruto de mammosum  “Tintona” a ANOVA pa}r,a
manmosum Solanum concentraciones de 15%, 30% | Hipotesis alterna |la comparacion
“Tintona” mammosun |y 60% sobre cultivos de | (H1): Nivel: Dependiente: Variable inter e
sobre cultivos | “Tintona” Trichophyton rubrum. El extracto | explicativo Es la inhibicion en el | cualitativa intragrupos y
de sobre Comparar el efecto | etandlico del fruto Efecto crecimiento o del | Nominal la prueba post-
Trichophyton | cultivosde | antimicético in  vitro del | de Solanum antimicotico Trichophyton rubrum. hoc de Tukey
rubrum Trichophyto | extracto etandlico de fruto de | mammosum sobre para la
n rubrum? Solanum mammosum | “Tintona” Trichophyton .
“Tintona” a las | presenta  efecto rubrum. comparacion
concentraciones de 15%, 30% | antimicotico  in entre grupos.
y 60% sobre cultivos de | vitro en
Trichophyton rubrum. Trichophyton
Determinar el grado de | rubrum.
sensibilidad que presenta
Trichophyton  rubrum  al

extracto etanélico del fruto de
solanum mammosum segdn la
escala de Duraffourd..
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4.7.Principios éticos

El presente trabajo de tipo experimental, in vitro, se llevé a cabo con una cepa de
Trichophyton rubrum inoculado en medios de cultivo para evaluar el efecto que
produce el extracto etanolico del fruto de Solanum mammosum “Tintona” donde
se aplicaron las normas y principios de bioseguridad del cédigo de Etica de la

Universidad Catélica Los Angeles de Chimbote.

Cuidado del medio ambiente y la biodiversidad, segin este principio se
consider6 las medidas necesarias para evitar dafios al medio ambiente, realizando

la esterilizacion del material biol6gico contaminado antes de ser desechado.

Justicia, la investigacion se basd bajo juicio razonable, evitando las préacticas

injustas.

Integridad cientifica, segun este principio el investigador se rige bajo las normas
deontoldgicas, asi como también se debe mantener la integridad cientifica

mediante el estudio de una investigacion .
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V. RESULTADOS

5.1.Resultados:
Tabla 1: Determinacion del promedio del halo de inhibicion del efecto
antimicotico in vitro del extracto etanolico del fruto de Solanum mammosum

“Tintona” a concentraciones de 15%, 30% y 60% sobre cultivos de Trichophyton

rubrum
Grupos Diadmetro de halos Significancia
de inhibicion sobre p ANOVA
Trichophyton
rubrum
en mm X+DS
Control positivo (Terbinafina 1%) 44 £1.14
0.000*
Extracto etandlico de Solanum 12.4 +£1.578

mammosun 15%

Extracto etandlico de Solanum 15.9 + 1.595
mammosun 30%

Extracto etandlico de Solanum 18.6 + 3.239
mammosun 60%

*(p < 0.05) Son estadisticamente significativos, se acepta la hipotesis alterna y se
rechaza la hipétesis nula.

FUENTE: Paquete Estadistico SPSS 25.0, datos en la investigacion.
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Tabla 2 Comparacion del efecto antimicdtico in vitro del extracto etanolico de fruto
de Solanum mammosum “Tintona” a las concentraciones de 15%, 30% Yy 60% sobre

cultivos de Trichophyton rubrum.

Extracto etandlico  Didmetro de halos de inhibicion sobre Significancia
del fruto de
Solanum Trichophyton rubrum (valor P)
mammosum

en mm X+DS

15% vs 30% 12.4+1.578 15.9+£1.595 0,005

30% vs 60% 15.9+1.595 18.6 +£3.239 0,034

De acuerdo con la prueba post-hoc de Tukey, se observa que las diferencias
significativas se encuentran en todas las Concentraciones de Extracto Etanolico
(p<.05).
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Tabla 3: Grado de sensibilidad que presenta Trichophyton rubrum ante el extracto

etanolico del fruto de Solanum mammosum segun la escala de Duraffourd.

CONCENTRACIONES

ESCALA DURAFFOURD (mm)

DE Solanum mammosum Halos <8 8-14 14-20 >20
. ‘mm) Resistente Limite Media Sensible
“Tintona”
15% 13,88 X
30% 14,63 X
60% 18,20 X
Terbinafina 1% 44 X
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5.2.Andlisis de resultados

El presente trabajo de investigacion se evalud el efecto antimicotico in vitro del
extracto etanolico del fruto de Solanum mammosun “Tintona” sobre cultivos de

Trichophyton rubrum, los resultados obtenidos fueron los siguientes

En la tabla 1, se evidencia que el grupo control negativo no presentan los halos de
inhibicidn es decir no presenta efecto antimicotico sobre la cepa de Trichophyton

rubrum.

El grupo control positivo se observa que el farmaco de referencia Terbinafina
muestra un halo de inhibicion de 44 + 1.14mm valor que se encuentra dentro del
rango esperado como sensible para Trichophyton rubrum, los grupos
experimentales de los extractos etandlico del fruto de Solanum mammosum de las
concentraciones de 15%, 30% y 60%, muestran promedios de halos de inhibicion
de 12.4 £ 1.578, 15.9 + 1.595, 18.6 + 3.239, respectivamente, observandose que
el diametro aumenta a medida que la contraccion aumenta. En el analisis de
ANOVA unifactorial indica que hay diferencias en los diametros de halo de
acuerdo a las concentraciones de extracto etanolico (F: 18.676; p<0.05). Por lo
tanto, el extracto del fruto de Solanum manmosum si presenta efecto in vitro en
2Trichophyton rubrum, por lo tanto, se acepta la hipotesis alternativa, rechazando
la hip6tesis nula. Este efecto antimicético se deberia a la presencia de metabolitos
secundarios en el fruto de Solanum mammosum, como taninos, flavonoides,
quinonas, alcaloides y saponinas, tal como lo demuestra Benavides et al ) en un

analisis fitoquimico.
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Por lo tanto, asi como la terbinafina interfiere en la biosintesis del esterol al inhibir
la enzima esqualenomonooxigenasa, la cual genera acumulacion de esqualeno en
la membrana de la célula la cual debilita la membrana del hongo, ademas de ello
la inhibicion de la monooxigenasa ocasiona una deficiencia de ergosterol, un
componente de la membrana de los hongos necesario para su crecimiento ¢%.La
actividad antimicotica de los metabolitos secundarios como en el caso de la
solanina y la solanidina, se deberia a que estos glicoalcaloides esteroidales
anticolinesterasicos y citotoxicas provocan la lisis de la membrana celular del

microorganismo®Y,

En la tabla 2, se observa la comparacion del efecto antimicético del extracto
etandlico del fruto de Solanum mammosum con las concentraciones de 15 %, 30%
y 60%, en donde se logré demostrar mediante la prueba post-hoc de Tukey, que si
existen diferencias significativas de las concentraciones del extracto etandlico
(p<0.05); en donde la concentracion del 60 % presenta el mayor inhibicion de

halos, debido a que contiene en mas porcentaje los metabolitos secundarios.

El glicoalcaloide responsable de la actividad antimicotica se deberia a la solanina,
de acuerdo a la literatura afirma que tiene accion antifangica por ser de naturaleza
tetraciclica cuaternaria o terciaria, asi como tambien es un glucésido muy téxico
ya que interacttia con las membranas mitocondriales, abre los canales de potasio
de la mitocondria disminuyendo el potencial de la membrana, se considera que la
solanina la maxima dosis tolerada en humanos es de 1mg/kg de masa corporal y
la dosis agudas es de 2 a 5mg de peso corporal y la dosis letal es 3 a 6mg/kg de

peso corporal©®?).
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De acuerdo a los resultados obtenidos en el presente trabajo se puede afirmar que
Trichophyton rubrum es inhibido a las diferentes concentraciones del extracto
etandlico del fruto de Solanum mammosun “Tintona”, mostrando una sensibilidad
media segun la escala de duraffourd, debido a que un extracto vegetal no solo se
encuentra el principio activo como la solanina, si no tambien se encuentran otras

sustancias quimicas.
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VI.

CONCLUSIONES

v" El extracto etandlico del fruto de Solanum mammosun tiene efecto antimicético

sobre los cultivos de Trichophyton rubrum en sus diferentes concentraciones.

v Se logré determinar que la concentracién con mayor efecto antimicético contra
los cultivos de Trichophyton rubrum fue la de 60% del extracto etandlico del

fruto de Solanum mammosum.

v" Mediante la escala de Duraffourd se determin6 que Trichophyton rubrum tiene
un grado de sensibilidad limite con la concentracion del 15%, y una

sensibilidad media con las concentraciones de 30% y 60%.
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ASPECTOS COMPLEMENTARIOS

v Se recomienda realizar una investigacién de los metabolitos puros, la cual son
responsables de la actividad antimicotica del Solanum mammosum.

v’ Evaluar la estabilidad del extracto mediante la variable del tiempo.

v Realizar una investigacion para determinar el efecto antimicético de las
semillas del fruto de solanum mammosum.

v" Se debe realizar estudios de investigacion de extracto etandlico del fruto de

Solanum mammosum a concentraciones mayores del 60%.
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Anexo N°2

INFORME DE ENSAYO N° 201-19

EMPRESA/CLIENTE: Gaby Vargas Risco DHI: N® 45357453
N® de Ficha: 201-18

DATOS DE LA MUESTRA:

ldentificacién de la Cantidad da la
muestra Codigo Descripcién muestra.

Tubo de ansayo
contenienda cepa 1 tubo de ensayo
presuntiva

Trychophytum rubrurm
{prezuriva) 401-18

TIFO DE ENSAYO: Pruebas de identificacidn de microorganismos USP vigente <81» <8< 1113=

» FECHA DE RECEPCION: 1200718
* FECHA DE ANALISIS: 15/07/19
» FECHA DE EMISION: 220719

Eszpecificacionas:

ENSAYO MICROBIOLOGICO CRITERID DE ACEPTACION / LIMITE

Caragcterizacion, identificackn y tipicacidn de cepas microblanas Conforme | Mo confonmme

Nate: Expacificacianes Seqin USP VIGENTE <61> y <1113>
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TAGUMEDICA

RESULTADOS.
1. Identificacién.

1.1. En medio de cultivo: Agar glucosado Sabouraud Dextrosa.

Criterios de evaluacion Especificacion Resutado
Desarrolio de colonia Hifas laterales color blanco Conforme
Forma de colonia Claviforme o Fusiforme | Conforme
Degradacidn de glucosa Coloracién roja . Conforme
Supesficie de colonia | Vellosidades finas ' Conforme

1.2. Microscépica.

Aspectos Especificacion Resultado
Formacion de microconidias Identificacion de racimos Conforme
Tamafio de microconidias 23 um Conforme
Farma de microconidias | Esférica con bordes fusiformes . Conforme
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TAGUMEDICA

CONCLUSION.

Segun la muestra los resultados son conformes para la identificacion de:

e Trychophytum rubrum

Nota:
1. Elinforme de ensayo solo e utilizado para los items ensayados y la cantidad recibida
2.  Probebida la reproduccion total o parcial déd documento $in aulorizaciin de TAGUMEDICA SAC.
3. El resuitado de ensayo no debe sar usado como cerdificacion de Conformidad o como ceddificado de Sistema de
Cabdad de quien lo produce
4.  Toda muestra biolégica serd siminada posterior a su procesamiento.
5. Estos resultados son de uso exclusivo del chente y no pueden ser utilizados para controversias de tipo legal con
terceros
(Ll 1 &1/
TAGUMEDICA S.A. TAGUNEDIGA S/A/
| Y V ”
7 o
‘Pf) 'I .
QF JANE GAMPOS NAPAN Q.F. CORINA CANALES TORRES
JEFE OF CONMTROL DE CALIDAD OMECTOR TRONCD
COrF e COrp v
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Anexo N° 3
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Anexo N°4

UNIVERSIBAD

FROTOCOLO DE INVESTIGACION RELACTONADOS CON MICROORGANISMOS
(Ciencias Meédicas v de la Salud)

Tralo de la Imvestisacion- EFECTO ANTIMICOTICO IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
Solaeum mawmosum “Tintona™ S0BEE CULTIVOE DE Trichephyton mibrum
Investigador Fesponsable: Gaby Aracely Vargas Fisco.
Yo, come investizador principal, acepto la responsabilidad de conducir este estudio y de cumplir con los
principios da etica relacionados con microorganizmos.
Diescriba brevemente lo: procedimizntos 2 los que sevan expuestos los microorzanismos durante su eshadie:

+  Se cultive la cepa de Trichsphyion rubrim en wbos de emsavo con ager Sabparand dextrosa para

activar al hongo. Se incubaron 2 temperatora ambientz con el fin d2 obtener colomizz jovenss,
caracterizadas macroscopicaments las colomias de Trichophyton rubrum por el colory 2specto del haz
blanco alzodonose v &l emvés cor 2l rojo vinozo. A partir de este cultive recients 2 realizaron los
demas procedimisntos

+ Parz la realizacion da L2z prusbe: de susceptibilidad =2 prepard un irocule donde se produjeran los
microconidies pirifommes del hongo, loz cuales se wilizaron para  enfrentar a las difersntes
concentracionss del extracts etanolico de Solonwm mammoson ~Tintona”™

+ Parz lograr la esporulacion del horgo :e sembro b2 capa de Trichophyton rubrum en Agar Harina da
Avena *¥ dejandose por 21 dizz Al termino de este periode se zgrego 10 ml de zolucion salina

fizielogica esteril v 2e resuspendio las microcenidios del honge.

INFORMACTON ACERCA DEL MICROORGANISMO:
ESPECIE

Mombre clentifico: Solanum mammoswom
Tustifique [a camtidad de los microorganizmos:
Grupo experimental 1:

Estavo conformado por 10 placas con agar Sabourand dextrosa sembrado con la cepa de Trichapfyon rubrus,

utilizande L2 concentracien de 15% dal extracto etanalico de Solanuwm mascwosum “Tntona”

CIEl WERSION D01 Aprohada 24-07-2030
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UNIVEESIBAD CATOLE A LOS ANGELES
CHIMIHITE

Grupo experimental 2:

Estavo conformado por 10 placas con agar Sabourand dextrosa sembrado con 12 cepa de Trichopiyron rubrom,
utilizande [2 concentracien de 30% del extracto etandlico de Solanuws mammosum “Tntona”

Grupe experimental 3:

Estavo conformado por 10 placas con agar Sabourand degtrosa sembrado con 12 cepa de Trichopiyron rubrom,
utilizande l2 concentracion de §0% dal extracto etandlico de Solanum marcmosum “Tintona™
PROCEDIMIENTOS:

Descripcion de la Obtencion de material bioldsice (método a utilizar, muestr 2 tomar, maneje de l2 muestra
de zer el caso):

«  El cultive de Trichopiyron rubrum, fue aislada de un paciente de=]l Hospital Edgardoe Febagliati
Martins, e identificada par el Laberatorio TAGUMEDICA 5. A, é2 la ciudad de Lima, segin ol mforme
remitide

+  Se cultive la cepa de Trichophyton rubrioe en mwbos de emszyo con agar Sabouraud destrosz para
activar al hargo.

+ Para lograr la espornlacion del hongo s sembro la cepa de Trichophyton rubrus en Azar Harina de
Avena ", dejandose por 21 dizz.

Biozzpuridad (procedimientos para evitar impactos negatives en &l ambiente, en casos de trabajos de campo de
zer 2l caso):

Al finalizar el estudio las placas Petri con cultivos utilizados fueron esterilizadas como material contaminado
en autoclave expuesta 2 121 ° C v 15 libraz de presion, ants: de desechar el material biologice. zplicando las
normas de manejo de desechos hospitalarios

— e
GhlaetT €
Firma del Investigador Principal Fecha 26/09/20
CIEI VERSION D01 Aprohado 2a-07-2020
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Figura 1: Extracto etanolico del fruto de Solanum mammosum.
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Figura 3: Halos de inhibicion de la Terbinafina 1% sobre Trichophyton rubrum

Figura N°4: Halos de inhibicion de las concentraciones 15%, 30% y 60% del extracto

etanolico de Solanum mammosum “Tintona” sobre Trichophyton rubrum
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Anexo 4

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico
de Levene all gl Sig.
Lectura_mm  Se basaenla media 2,272 2 27 122
Se hasaenlamediana 21563 2 27 136
Se basaenlamedianay 2,153 2 17,127 47
con gl ajustado
Sebasaenlamedia 2,258 2 27 124

recortada

La prueba de Homogeneidad de Varianzas de Levene indica que se
cumple el supuesto (Estadistico: 2.272;

gll:2 y gl2:27;

p>.05).
Anexo 5
ANOVA
Lectura_mm
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sia.
Entre grupos 193,267 2 96,633 18,676 000
Dentro de grupos 138,700 27 5174
Total 332,867 29
Anexo 6

Comparaciones maltiples

Wariable dependiente:  Lectura_mm

HSD Tukey
0 0 Intervalo de confianza al 95%
Concentracion_Extracto_ Concentracion_Extracto_ Diferencia de o Limih_a
Etanolico Etanolico medias (-J) Desv. Error Sig. Lirmnite inferior superior
15% 30% -3,500° 1,017 005 -6,02 -,98
60% -6,200° 1,017 ,0oo -8,72 -3,68
30% 15% 3,500 1,017 o5 a8 6,02
60% -2,700° 1,017 034 -5,22 -18
60% 15% 6,200° 1,017 ;000 3,68 872
30% 2,700 1,017 034 18 522

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