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RESUMEN

La investigacion se centrd en evaluar la actividad antibacteriana de los extractos
etandlico y acuoso de las hojas de Tropaeolum majus “mastuerzo” frente a
Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305, realizado de mayo a octubre del
2023 en el Laboratorio de Microbiologia Ambiental de la Escuela Profesional de
Biologia. El screening fitoquimico se ejecutd en el Laboratorio de Bioquimica de
la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica. La investigacién fue de tipo
bésica-experimental. Para evaluar la actividad antibacteriana se utilizé el Método
de Difusién de Pozos en Agar y para estimar la Concentracion Inhibitoria Minima
(CMI) y la Concentracién Minima Bactericida (CMB) se empled el Método de
Dilucién en Caldo. Se empleo concentraciones de 100, 200, 300, 400 y 500
mg/mL; agua destilada como control negativo y gentamicina de 10 pug como control
positivo. Los extractos contienen flavonoides, taninos y compuestos fendlicos.
Para el extracto etandlico la concentracion de 500 mg/mL presenté mayor
actividad antibacteriana con un halo inhibidor promedio de 12,16 mm y un
porcentaje de inhibicién de 46,20 %; tuvo una CMI de 18,75 mg/mL y una CMB de
37,5 mg/mL. Del mismo modo, el extracto acuoso a una concentracién de 500
mg/mL mostré6 mayor actividad antibacteriana con un halo inhibidor promedio de
10,78 mm y un porcentaje de inhibicion de 40,68 %; la CMI fue de 37,5 mg/mLy
tuvo una CMB de 75 mg/mL; a diferencia de la gentamicina (10 yg) que mostrd
100 % de porcentaje de inhibicion. Aunque ninguno de los extractos obtuvo
mejores resultados que el control positivo, el extracto etandlico fue
estadisticamente superior al extracto acuoso. Se concluye que los extractos
etanodlico y acuoso de las hojas de Tropaeolum majus “mastuerzo” tienen actividad
antibacteriana frente a Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305, el cual va
aumentando en funcion de su concentracion.

Palabras clave: Tropaeolum majus “mastuerzo”, actividad antibacteriana,
extracto etandlico.



l. INTRODUCCION

La investigacion se centra en la actividad antibacteriana de la planta Tropaeolum
majus “mastuerzo” contra Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305, en la que
se describe y analiza la importancia de esta planta medicinal, mediante sus
extractos etandlico y acuoso se enfrenta ante una bacteria uropatégena.

Desde la antigliedad, las plantas medicinales han sido aprovechadas a razén de
su uso medicinal y preventivo; en la actualidad, algunas especies vegetales son
prometedoras en etnofarmacologia y para reducir la resistencia bacteriana (Frias
et al.,, 2016). La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) sostiene que dichas
plantas son alternativas seguras y eficaces frente a los farmacos, ya sean solas o
en combinacion con ellos. Son apreciadas por ser asequibles, menos dafiinas que
los productos sintéticos y Utiles de diversas maneras para ayudar a las personas
a estar mas sanas mediante sus extractos (Gallegos, 2016). Ademas, siguen
siendo una alternativa antibacteriana natural, ya que los extractos obtenidos de
plantas poseen principios activos y a concentraciones adecuadas se les hace
frente a microorganismos asociados con enfermedades infecciosas (Daza, 2020);
por ello, son una opcién principal de combatir y resolver el control de
enfermedades que afecta a la poblacién rural y urbano.

Una de las plantas de uso medicinal poco conocida en trabajos de investigacion
en la regién de Ayacucho es Tropaeolum majus L. “mastuerzo”; nativo del Peru,
utilizado tradicionalmente para aliviar y tratar infecciones urinarias de forma
empirica, y numerosos estudios han demostrado que tiene propiedades
antibacterianas, antiinflamatorias, antifingicas y antisépticas.

Su consumo se realiza mediante infusibn de sus hojas y ramas secas o0
fragmentadas. El “mastuerzo” seco se filtra diez minutos después de afadirlo a
una cucharada de postre con agua hervida. Se recomienda consumir dos o tres

vasos al dia (Nanzi, 1999).



Los tallos y las flores del "mastuerzo” tienen propiedades antifingicas, digestivas
y aperitivas, mientras que los extractos de las hojas inhiben el aumento de
bacterias dafiinas como Staphylococcus aureus y Escherichia coli actuando como
antibiotico bacteriostético en la terapia de infecciones en el sistema urinario (cistitis
y pielonefritis) (Vasquez et al., 2010).
Las infecciones urinarias (ITU) estan dentro de las enfermedades mas prevalentes
gque aquejan a pacientes de todas las edades, principalmente mujeres jovenes, y
gue surgen ya sea en la comunidad o en el entorno hospitalario después de una
enfermedad respiratoria (Mortazavi et al., 2019). Staphylococcus saprophyticus
(5-10 %) es uno de los agentes causales mas frecuentemente aislados de
urocultivos, con variaciones segun la poblacion de estudio (Chavez et al., 2018).
Esta bacteria tiene importancia clinica porque afecta a mujeres embarazadas o
sexualmente activas; adicionalmente, es la segunda causa mas comun de cistitis
después de Escherichia coli (Gil, 2018); ademas, puede ocasionar complicaciones
como uretritis, epididimitis y prostatitis (Rodriguez, 2022).
En consecuencia, se evalu6 en este estudio el efecto antibacteriano contra
Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305 utilizando los extractos etandlico y
acuoso de Tropaeolum majus "mastuerzo" de las hojas a diversas
concentraciones; presentando las siguientes finalidades:
Objetivo general
Evaluar la actividad antibacteriana de los extractos etandlico y acuoso de las hojas
de Tropaeolum majus “mastuerzo” frente a Staphylococcus saprophyticus ATTC
15305.
Objetivos especificos
1. Determinar el porcentaje de inhibicidn de los extractos etanélico y acuoso de
las hojas de Tropaeolum majus “mastuerzo” frente al estandar de
gentamicina.
2. Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracién
Minima Bactericida (CMB) para Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305,

usando los extractos de las hojas de Tropaeolum majus “mastuerzo”.



II.  MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1. Internacionales

Chamorro et al. (2018) en México, emplearon la prueba de sensibilidad
antibacteriana, evaluaron los efectos de los extractos de Tropaeolum majus en
carne de cerdo. Sus hallazgos mostraron halos inhibitorios a concentraciones de
80 L sobre cepas de Salmonella 6017, Staphylococcus 35984 y Pseudomona
9027. Para Staphylococcus 35984, el extracto metandlico acuoso la CMI resultd
ser de 0,25 mg/mL, en cambio el extracto metandlico etandlico fue de 0,03125
mg/mL. El extracto metandlico acuoso para Pseudomona 9027 la CMI fue de 0,215
mg/mL, pero la CMI del extracto metandlico etandlico fue de 0,03125 mg/mL. Del
mismo modo, la CMI del extracto metandlico acuoso y del extracto metandlico
etandlico para Salmonella 6017 fue de 0,25 mg/mL y 0,125 mg/mL,
respectivamente. Concluyeron que los extractos tienen actividad inhibidora.
Duran et al. (2018) en Ecuador, analizaron ciento dieciséis urocultivos en mujeres
no gestacionales de todas las edades; en el que determinaron la sensibilidad,
prevalencia y resistencia antimicrobiana. Staphylococcus saprophyticus (8,6 %),
Proteus spp. (6,9 %) y Escherichia coli (84,5 %) fueron los uropatégenos aislados.
Donde E. coli presentd una sensibilidad del 70 % a la ceftriaxona, 62 % a la
fosfomicina y del 60 % a la gentamicina, y en el caso de Proteus spp., 75 % a la
cefuroxina y del 50 % a las quinolonas y para Staphylococcus saprophyticus
mostré una sensibilidad del 50 % a la gentamicina, nitrofurantoina, quinolonas y a
la amplicilina sulbactam.

Mira (2017) en Ecuador, evalué el poder antimicrobiano del mastuerzo
(Tropaeolum majus L.) y tomillo (Thymus vulgaris) frente Staphylococcus aureus
con un solvente de etanol al 96,8 % a concentraciones de 1 %, 5 %, 10 %, 30 %,

50 %, 70 % y 90 %; asimismo, evalud la CMI por microdilucion en caldo con un



in6culo bacteriano en la escala de 0.5 McFarland. El tubo al 1 % no presenté
crecimiento de colonias, concluyendo que el extracto no presenta actividad
antimicrobiana; ademas, no hubo significativas diferencias entre los tratamientos
5 % y 10 % mediante el andlisis de varianza.

Chikezie (2017) en Nigeria, determind la CMB y CMI para Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, mediante el método de tubo de
dilucién (DTM), siendo una modificacion del método de dilucién (DM). Demostrd
mediante doble dilucion que los caldos que contenian concentraciones de
gentamicina inhiben el crecimiento bacteriano, incubados a 37 °C durante 18 a 24
horas, el tubo de CMI mostr6 crecimiento y se volvio turbio después de la
incubacién; mientras que la CMB permanecio transparente.

2.1.2. Nacionales

Mezay Tolentino (2023) en Huancayo, emplearon el método de Kirby Bauer para
examinar la capacidad antibacteriana del extracto de Tropaeolum majus, conocido
como "mastuerzo”, frente a Pseudomona aeruginosa, Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. Se utilizaron niveles de concentracion del 25 %, 50 %, 75
% y 100 %, y se incluyeron como referencia positiva la Amikacina, Penicilina,
Ciprofloxacino, Sulfametoxazol y Trimetoprima. La bacteria Staphylococcus
aureus mostré sensibilidad ante una concentracion del 100 %. Se determind que
las propiedades antibacterianas del extracto etandlico tienen efecto en las cepas
utilizadas.

Romero y Baldedn (2019) en Lima, evaluaron el efecto antibacteriano del extracto
etandlico de la planta mastuerzo (Tropaeolum majus L.) contra Staphylococcus
epidermidis, en el que obtuvieron el extracto por maceracién en etanol al 40 % en
un periodo de una semana utilizando el método de difusion, usaron
concentraciones de 100 %, 75 %, 50 % y 25 % partiendo de una solucién principal
(500 mg/mL). Al cabo de 24 horas, los halos crecian en proporcion directa a las
concentraciones utilizadas, cada dia, evidenciando un halo inhibidor superior al 40
% del extracto con un diametro de 16 mm. La CMI resulté ser del 8,75 % (v/v) y la
CMB del 17,5 % (v/v) utilizando la técnica de macrodilucion. Concluyeron que el
extracto etandlico del mastuerzo posee efecto antibacteriano ante Staphylococcus
epidermidis.

Chirinos y Chota (2018b) en Truijillo, determinaron que el extracto del mastuerzo
“Tropaeolum majus” tiene propiedades antibacterianas contra Streptococcus

mutans ATCC 25175 in vitro. Tras una semana de maceracién con etanol a 40°,



extrajeron el extracto y elaboraron una solucion madre al 70 % (v/v), que luego
diluyeron para obtener concentraciones de 10 %, 20 %, 30 % y 40 % (v/v). Al 40
% las medidas de los halos de inhibicién (16 mm) fue mayor, y en todas las placas
el tamafio de los halos aumentaba en proporcion directa a las concentraciones
aplicadas. Calcularon la CMI utilizando el método de macrodilucion, que arrojoé un
8,75 % (v/v), y obtuvieron la CMB del 17,5 % (v/v) utilizando la técnica de siembra
en superficie. Concluyeron que el extracto hidroalcohdlico del “mastuerzo”
muestra propiedades que combate a la bacteria.

Aguirre en Trujillo, utilizando el método Kirby Bauer, evalud in vitro la actividad
antibacteriana del extracto etandlico de Tropaeolum majus, conocida como
"mastuerzo”, contra la bacteria Escherichia coli causante de infecciones urinarias.
Se cred una solucién base al 100 % (concentracion de 1000 pg/mL) y luego se
redujo a un 25 % (250 ug/mL), un 50 % (500 ug/mL) y un 75 % (750 ug/mL)
mediante dilucién. El extracto etandlico mediante los resultados mostraron que
tenia accion antibacteriana contra la Escherichia coli uropatégena, presentando
una CMI del 75 % (750 ug/mL) y una alta sensibilidad a la concentracion del 75 %.
Tenorio y Estrada (2016) en Lambayeque, ensayaron el extracto etandlico del
mastuerzo (Tropaeolum majus) in vitro contra Escherichia coli a través del método
de Kirby Bauer. A partir de una solucién madre (50 % v/v), pudieron obtener
concentraciones del 30 %, 40 % y 50 % (v/v). Tras determinar el promedio de los
halos inhibidores para Escherichia coli, que fueron 30 % v/v (20,11 mm), 40 % v/v
(23,57 mm) y 50 % v/v (26,55 mm) infirieron que el extracto etanélico presenta
actividad inhibitoria.

Huanquis y Ledn (2015) examinaron la capacidad antibacteriana de los extractos
metandlicos obtenidos de las hojas y las flores de Tropaeolum majus L.
"mastuerzo"” frente a las cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus en
Huancayo. Se descubri6 que los extractos metandlicos de las hojas en
concentraciones del 10 %, 30 % y 60 % (v/v) tienen una actividad antibacteriana
limitada contra Staphylococcus aureus; por el contrario, estas mismas
concentraciones para Escherichia coli mostraron halos inhibitorios significativos;
mientras que el extracto metandlico de las flores para Staphylococcus aureus a
concentraciones del 10 %, 30 % y 60 % (v/v) en comparacion con Escherichia coli
fue menor. Concluyeron que el tamafio de los halos inhibitorios incrementa de
forma directamente proporcional a la concentraciéon de extracto metandlico.
Aspauza (2015) en Trujillo, analizé el extracto etandlico de las hojas y flores de

Tropaeolum majus "mastuerzo" contra Staphylococcus aureus ATCC 25923



resistente a meticilina (SARM) usando el método de propagacion en disco. Los
discos fueron embebidos con concentraciones de: 210,7 pg/mL, 158,02 ug/mL,
105,35 pg/mL, 52,675 ug/mL y 10,535 pg/mL; estos discos mostraron halos de
inhibicion que aumentaban proporcionalmente con la concentracion. Mediante el
método de macrodilucion (tubos) evalué el efecto inhibidor del crecimiento de
SARM; cuyo CMI fue de 210,7 ug/mL. Concluyé que el mastuerzo muestra
capacidad para inhibir cepas SARM ATCC 25923.

2.1.3. Locales

Llantoy (2013), empleé el método de Kirby Bauer para analizar la accion
antibacteriana de los extractos acuosos y etandlicos de las hojas y flores de la
planta piquipichana (Schkuhria pinnata) frente a Staphylococcus aureus ATCC
25923 y Streptococcus pyogenes ATCC 19615, en concentraciones que variaron
entre 50 y 500 mg/mL. Las flores al ser sometidas a un proceso de extraccién con
etanol, revelaron una mayor eficacia contra Staphylococcus aureus ATCC 25923,
con un halo de inhibicién de 24,3 mm a una concentracién de 500 mg/mL. Ademas,
se observd que el extracto logré inhibir en un 71,19 % a Streptococcus pyogenes
ATCC 19615, aunque en menor medida. Mediante la técnica de dilucién, se
determind que la CMI para Staphylococcus aureus ATCC 25923 a 500 mg/mL era
de 100 mg/mL, mientras que la CMB fue de 200 mg/mL.

2.2. Marco conceptual

2.2.1. Planta medicinal

Se refiere a todos los vegetales que tienen propiedades beneficiosas para la salud
y pueden usarse directamente, maceradas o en infusiones a fin de optimizar y
restaurar la salud de las personas con alguna patologia. Usada tradicionalmente
como alternativa medicinal, en la actualidad se emplea como sustituto de farmacos
0 junto con otras plantas medicinales mejoran las condiciones de salud mediante
la preparacion de sus extractos de diversas formas (Ortiz, 2023).

2.2.2. Actividad antibacteriana

Es cuando una sustancia tiene la capacidad de producir un efecto y se determina
midiendo su halo de inhibicion, que incluye su actividad para inhibir un
microorganismo especifico (Flores y Puente, 2016).

2.2.3. Halos de inhibicion

Zona donde se inhibe el crecimiento del microorganismo, es mayor cuando mas
sensible es el microorganismo al tratamiento. Impide el crecimiento de un
microorganismo a causa de la propagacion del principio activo en un medio soélido,
dando lugar a la formacién de un halo inhibidor (Najarro, 2014).



2.2.4. Principios activos

Parte de una planta medicinal que poseen efectos farmacoldgicos y se extraen a
base de drogas vegetales que provocan un efecto en el organismo; también son
conocidos como farmacos (Carrién y Garcia, 2010).

2.2.5. Drogas vegetales

Constituidos por las hojas, flores, tallos, raices, semillas y frutos de una planta
medicinal que contienen uno o0 MAs sustancias activas que se extraeran
posteriormente (Carrion y Garcia, 2010).

2.2.6. Antibiotico

Sustancias derivadas de organismos vivos, generalmente microorganismos, o
modificaciones quimicas de los mismos. Estan disefiados para tratar a pacientes
gue acuden con sintomas y signos de infeccién y se utilizan para tratar infecciones
bacterianas locales o sistémicas. Su funcién es eliminar o inhibir que otros
microorganismos infecciosos proliferen (Ramirez y Castafio, 2009).

2.2.7. Cepa bacteriana

Es un cultivo puro formado por una Unica bacteria aislada (Sacsaquispe y
Velasquez, 2002).

2.2.8. Cepas ATCC

Recomendadas por el CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) para el
control interno de calidad de los analisis de susceptibilidad antimicrobiana; estas
cepas se eligen en funcion de su fiabilidad en una serie de técnicas de referencia,
asi como de su sensibilidad o resistencia ante distintos agentes antimicrobianos
(Morocho, 2018).

2.2.9. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Nivel mas reducido de concentracién de un extracto vegetal o antibidtico que
puede impedir el crecimiento bacteriano evidente durante una incubacion de 24
horas; este método se utiliza para controlar, confirmar la actividad y resistencia de
los antimicrobianos (Ramirez y Castafio, 2009).

2.2.10. Concentracion Minima Bactericida (CMB)

Cuenta con la cantidad justa de un antibiético requerida para erradicar el 99,9%
de las bacterias o 10° bacterias (una muestra de microorganismo inyectada en
condiciones estandar) en 24 horas de incubacion tras subcultivo en un medio libre

del compuesto evaluado (Hernandez y Hernandez, 2018).



2.3. Bases tedricas
2.3.1. Tropaeolum majus (mastuerzo)
a. Taxonomia

Segun la clasificacion de Cronquist A. (1981), su categorizacion es:

Division : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida
Subclase : Rosidae

Orden : Geraniales

Familia : Tropaeolaceae
Género : Tropaeolum

Especie : Tropaeolum majus L.
Nombre vulgar : “mastuerzo”.

Fuente: Expedido por el Blog. Campos De La Cruz José Ricardo (2023), consultor botanico,especialista
en identificacion taxonémica de especimenes y productos de flora (Anexo 1).

Sinonimia

Mastuerzo del Perd, Texao, Capuchina, Chaguinha, Flor de amor, Espuela de

galan, Taco de reina, Mastuerzo de indias, Berro de México (Nanzi, 1999; Ventura,

2019) y en algunos lugares de Ayacucho como Mallao.

b. Distribucién geogréficay origen

Originario de los Andes peruanos, también se encuentra en Colombia, Brasil,

México y Argentina (Arellano et al., 2015). Actualmente distribuido por todo el

mundo (Brondani et al., 2016).

Cultivada desde el siglo XVII en toda Europa por sus propiedades medicinales y

decorativas (Bazylko et al., 2013); conocida como “ticsau” y “aparacay” en la

sierra, propagada por semillas y partes de los tallos en ambientes humedos.

Pueden ser invasoras y competir con las plantas locales. Crece en la sierra, costa

y selva de nuestro pais (Bezada et al., 2016).

c. Descripcion boténica

Hierba postrada ligeramente suculenta.

e Hojas alternas, simples, peltinervadas y peltadas (peciolo insertado cerca del
centro del limbo). El limbo nerviado orbicular de 4-15 cm.

e Tallos delicados, tendidos o erguidos con la ayuda de peciolos en forma de
zarcillos.

e Flores solitarias de 3-6 cm, zigomorfas, con extensos pedunculos, ubicadas En
las axilas de las hojas se encuentra un caliz pentdmero con un espolon de 2-4

cm que prolonga el sépalo dorsal. Corola pentdmera (2 superiores y 3



inferiores) con pétalos libres; rojizos, amarillos o0 anaranjados y 8 estambres en
la base. Ovario tricarpelado con triple estigma (cada I6culo contiene un 6vulo).
e EIl fruto es esquizocarpo con 3 aquenios globosos redondeados en 3 angulos
(Loja, 2002; Rzedowski y Calderdn, 2001).
Fenologia
Emergencia, dos hojas reales, boton floral, floracion, producciéon de frutos y
maduracion (Almidon, 2021).
Toxicidad
Las semillas son toxicas y no se deben consumir (Nanzi, 1999).
d. Composicion quimica
Desde una perspectiva quimica, la planta del mastuerzo contiene una alta
concentracion de vitamina C junto con glucosinalatos, terpenoides, carotenoides,
flavonoides (glucosidos de quercetina e isoquercetina, helenina), isotiocianatos,
antacianinas y compuestos fendlicos (Garzon et al., 2015).
e. Proceso de accion antibacteriano
Todas las partes de la planta contienen glucotropeolina; cuando este glucésido es
activado por la enzima propia de la planta, la mirosina, se producen diversos
compuestos, entre ellos el isotiocianato de bencilo (Nanzi, 1999).
Su efecto antibacteriano es a causa de este principio activo isotiocionato de
bencilo (producto de degradacion de la glucotropeolina), que inhibe las enzimas
clave en la disrupcién de la membrana celular (Bazylko et al., 2013). Por otro lado,
el tanino, libera antocianidina por hidrolisis acida, su funcién antimicrobiana es
privar a los microorganismos de su entorno ideal, evitando su proliferacion y
desarrollo (Acosta, 2006).
f. Metabolitos secundarios
Compuestos que no son indispensables para el crecimiento, reproduccion o
desarrollo de las plantas. Estos compuestos se encuentran actualmente en
estudio con vistas a su uso clinico tras demostrar su eficacia y seguridad
(Kuzhuppillymyal et al., 2023). Se distribuyen de manera diferente, muchas se
distinguen por sus diversos usos y aplicaciones (Avalos y Pérez, 2011).



Tabla 1. Metabolitos secundarios del mastuerzo Tropaeolum majus (Romero y Baldedn,
2019).
Metabolitos Efecto farmacoloégico

Antocianinas Las antocianinas destacan como antioxidantes y contribuyen a la buena salud
visual protegiendo los capilares de la retina, como la delfinidina, cianidina,
pelargonidina y pelargonidina 3-soforosa.

Alcaloides Sustancias organicas que se hallan en las hojas, raices e incluso en la
corteza, aunque no faltan estas sustancias repartidas por toda la planta.
Estas son sustancias basicas (alcalinas).

Lactonas Presentan actividad antibacteriana y antifingica.

Flavonoides Se encuentran flavanonas, flavonoles, flavonas y entre otros, con diversas
actividades farmacoldgicas, como ser: antibacteriano, antioxidante,
antiinflamatorio, analgésico, antiespasmaddico. Quercetina, kaempferol,
isoquercitina (hoja).

Aminoécidos Productos del metabolismo primario (procesos quimicos directamente
implicados en la resistencia y crecimiento).

Cardendlidos Usado en la prevencion de insuficiencia cardiaca.

Taninos Metabolitos que estan en las hojas, corteza y raiz de la planta. Con accién
antibacteriana, astringente y antisépticos.

Azlcares Existen otros principios activos en las plantas conocidos como nutrientes

reductores esenciales.

Fenoles Efectos farmacoldgicos y utilidades son diversos, como antioxidante,

analgésico, colerético, etc.

g. Usos medicinales

Sus propiedades antibacterianas, antioxidantes, antiinflamatorias, antifingicas y
antihipertensivas proceden de varios compuestos fitoquimicos que se ubican en
las hojas y flores, como el isotiocianato de bencilo. Estos compuestos también
confieren a los extractos y fracciones de la planta sus cualidades terapéuticas
(Calil et al., 2016). Tradicionalmente la decoccién de ramas y flores son empleadas
en el tratamiento de enfermedades cutaneas, lavado de heridas y compresas. El
mismo preparado se puede tomar via oral para tratar afecciones en el sistema
urinario (cistitis y pielonefritis) y afecciones bronquiales (amigdalitis y bronquitis)
(Bastidas y Llacua, 2016; Nanzi, 1999). Ademas, se aplica las hojas frescas
machacadas en forma de cataplasma sobre contusiones y hematomas (Ministerio
de Salud, 2013).

Estos glucosinolatos son compuestos liposolubles que se asimilan en el intestino

delgado, se eliminan por la via respiratoria y urinaria sin dafar al cuerpo, siendo
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efectivo en la inflamacién de la vejiga urinaria sin alterar la microbiota bacteriana,
ni provocar respuestas alérgicas o sensibilizaciones (Gamarra y Ramos, 2017).
Asimismo, el mastuerzo estimula la diuresis; este proceso facilita la eliminacion de
las infecciones y limpieza del sistema urinario.

2.3.2. Extractos vegetales

Consisten en conjuntar sustancias activas y elementos inertes preparadas a partir
de las partes de las plantas o de forma entera (secas o frescas); estas
preparaciones concentradas se obtienen tratando productos vegetales con
disolventes adecuados. Los extractos de plantas se obtienen por métodos fisicos,
gquimicos y/o microbiolégicos y pueden ser sélidos (polvo), semisélidos o liquidos;
una vez que el disolvente entra en contacto con material vegetal seco o fresco, las
células recuperan su estado original (Rodriguez, 2018).

2.3.3. Tamizaje fitoquimico

También se denomina marcha fitoquimica o escreening fitoquimico, se
fundamenta en el andlisis y la identificacion de metabolitos secundarios
importantes que puedan estar presentes en el extracto, llevandose a cabo una
serie de aislamientos y purificaciones de los compuestos que se encuentran en la
droga vegetal (Cancho y Remdn, 2019). Esto hace posible que las moléculas
interactlien con reactivos especificos para confirmar o negar su presencia
(Brousett, 2021).

2.3.4. Métodos de extraccion

a. Maceracion

Consiste en someter al material vegetal, en trozos o en polvo, a una solucion de
alcohol o agua durante siete o mas dias, agitando constantemente, esta sera
almacenada en un envase ambar; una vez extraida la materia vegetal, se separan
las partes liquidas y sélidas utilizando papel de filtro. Los liquidos, o0 macerantes,
utilizados en este procedimiento pueden ser agua, alcohol o cualquier otra
sustancia organica liquida. Se hace a temperatura ambiente y el tipo de materia
vegetal a extraer o una parte de esta (flores, hojas, semillas, tallos y frutos)
depende del tiempo de maceracién y de la solucién organica (Miranda y Cuéllar,
2000). Dado que los compuestos extraidos no se agotan como resultado de este
procedimiento (Bastidas y Llacua, 2016).

b. Cocimiento (decoccién)

Este preparado consiste en extraer las propiedades terapéuticas de una planta

con agua hirviendo. Las hojas, flores o raices tiernas requieren entre 15 y 20
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minutos de ebullicion (Villar y Villavicencio, 2001). Después, se enfria y se filtra;
este proceso funciona bien para extraer los componentes termoestables y solubles
en agua (Suckdev et al., 2008).

2.3.5. Procedimiento de evaluacion para la actividad antibacteriana

a. Método modificado de pozos en agar

Se basa en determinar cualitativamente el efecto de una serie de sustancias
examinadas por separado sobre cepas bacterianas aisladas de procesos
infecciosos. Ademas, crea una relacion entre la concentracion de la sustancia que
actlia como inhibidor sobre la cepa bacteriana con el halo inhibidor en una placa
de agar que contiene un medio de cultivo idéneo, en la que se siembran las
bacterias que se van a analizar. En cada placa, se afiade una dosis de sustancia
(extracto vegetal) a un pocillo de 6 mm de didmetro; estos pocillos se deben de
realizar equidistantemente cuando se evallen varias sustancias, y deben
incubarse durante 24 horas a una temperatura apropiada. Finalmente, la
evaluacion de los halos de inhibicion indica la actividad antibacteriana de los
extractos; ademas, compara los efectos de los distintos compuestos sobre los
microorganismos ensayados con un control positivo de un antibiético (Ramirez y
Castafio, 2009).

b. Método de dilucion

Utilizado para establecer la CMI y la CMB tras un proceso de evaluar la actividad
de un antimicrobiano en un entorno "in vitro", se evalla de manera cuantitativa y
se enfrenta el antimicrobiano (extracto vegetal) contra un in6culo bacteriano
estandarizado en un medio de cultivo, ya sea en caldo o agar (Herrera, 1999).
Para ello se puede utilizar el proceso de macrodilucién en tubo o microdilucién en
placa; el propdésito es establecer la concentraciéon del agente antimicrobiano que
ha provocado la muerte e inhibicion del aislado bacteriano ensayado en los tubos
o pocillos sin crecimiento (Garcia et al., 2000). EI método de macrodilucién es una
prueba cuantitativa en la que el microorganismo investigado se inocula en tubos
que contienen diluciones decrecientes del antibiético (extracto vegetal) para
comprobar su sensibilidad; posteriormente, los tubos se incuban y se observan
para determinar la CMI del antibiético necesaria para detener el crecimiento de la

bacteria (Granados y Villaverde, 2000).
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2.3.6. Gentamicina

Es un antibiético de tipo aminoglucésido, producido por el actinomiceto
Micromonospora purpurea (Rodriguez, 2012). Tiene la capacidad de matar e
inhibir tanto bacterias Gram positivas como Gram negativas (Cervantes, 2020).

a. Propiedad farmacologica

Se utiliza para combatir diversas infecciones dérmicas, pulmonares y del tracto
urinario, asi como enfermedades sanguineas (Tintaya, 2015). Se adhiere de forma
permanente a la subunidad 30S del ribosoma, dificultando al c6digo genético su
lectura, especialmente en el caso de los cocos Gram positivos (Castillo, 2021).

b. Mecanismo de accién

Actlia impidiendo la sintesis de proteinas, lo que deja a los microorganismos
susceptibles con proteinas no funcionales; una vez que ingrese a la célula
bacteriana por el mecanismo de transporte activo ejerce su accion. Por transporte
activo, la gentamicina atraviesa la membrana celular bacteriana susceptible, esta
se acopla a uno o varios receptores proteicos especificos de la subunidad 30S de
ribosomas bacterianas, también obstruye el proceso de inicializacion del ARNm,
lo que origina la produccion de proteinas no funcionales como resultado de la
lectura incorrecta del ADN y la incapacidad para sintetizar proteinas debido a que
los polirribosomas se separan, permitiendo un transporte acelerado, generando
rotura de la membrana citoplasmatica bacteriana, o que provoca muerte celular
(Tintaya, 2015).

2.3.7. Sthaphylococcus saprophyticus

Taxondmica (Murray et al., 2009)

Dominio : Bacteria

Phylum : Firmicutes

Clase : Cocci

Orden : Bacilales

Familia : Micrococaceae

Género : Staphylococcus

Especie : Staphylococcus saprophyticus

a. Caracteristicas
Bacterias cocos Gram positivos que varia en tamafo de 0,5 a 1,5 um de diametro.
Es anaerobia facultativa, coagulasa negativa, catalasa positiva, oxidasa negativa,

no esporulados (Murray et al., 2009).

13



No pigmentado, no hemolitico y se diferencian de otros estafilococos coagulasa
negativo en gque es resistente a la novobiocina y son causantes de infecciones
urinarias (Jawetz, 2014). Susceptible a los antibiéticos de gentamicina, ampicilina
sulbactam, quinolonas y nitrofurantoina (Duran et al., 2018).

b. Epidemiologia

Este uropatdgeno esta relacionado con infecciones simples del tracto urinario
(ITU), especialmente cistitis en mujeres jovenes (Jawetz, 2014). Se propaga por
contacto sexual; ademas, es el segundo patdégeno mas comun después de
Escherichia coli causando complicaciones como cistitis, pielonefritis y septicemia
nefrolitiasis (Gil, 2018; Orden et al., 2008). Aislado con frecuencia por urocultivos
(5-10 %) con diferencias segun la poblacion (Chavez et al., 2018).

c. Mecanismos de infeccion

Adherencia

Capacidad especifica para adherirse a las células uroteliales mediante la
liberacion de &cido lipoteicoico, un anfifilo de adhesién asociado a la superficie.
Una hemaglutinina (que se une a la fibronectina), una hemolisina y la produccién
de limo extracelular son responsables de las propiedades de resistencia de S.
saprophyticus (Orden et al., 2008).

Produccion de ureasa

S. saprophyticus posee enzimas llamadas ureasas; estas hidrolizan la urea
produciendo amoniaco, a esta actividad de la ureasa se le considera como el
principal factor de infeccion dentro de las infecciones del tracto urinario; ademas
que presenta diversos sistemas de transporte que se adaptan a los cambios que
se da en el pH, osmolaridad y concentracién de urea en la orina humana (Kuroda
et al., 2005; Trivedi et al., 2015) ; es decir que tanto la actividad de la ureasa como

el sistema de transporte son necesarios para su supervivencia.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucion

Durante el periodo comprendido entre mayo a octubre del 2023, se llevé el ensayo
en los laboratorios de Microbiologia Ambiental y Bioquimica de las Escuelas de
Biologia y Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional San Cristobal de
Huamanga.

3.1.1. Poblacién

Estuvo conformado por la especie Tropaeolum majus “mastuerzo” que crece en la
localidad de Huamanguilla, distrito de Huamanguilla, provincia de Huanta, region
de Ayacucho a 2 830 m.s.n.m.

3.1.2. Muestra vegetal

Se colect6 5 kilos de hojas de Tropaeolum majus “mastuerzo” en mayo de 2023 y
por conveniencia, fue el muestreo.

3.1.3. Microorganismo de ensayo

La cepa bacteriana fue Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305, adquirido del
GenLab del Pera S.A.C. (Anexo 2).

3.1.4. Controles

¢ Discos de gentamicina 10 pg (control positivo)

e Agua destilada estéril (control negativo)

3.2. Metodologiay recoleccién de datos

3.2.1. Disposicion de la muestra vegetal

e Recoleccion e identificacion

Por la mafiana, se tomé un ejemplar de Tropaeolum majus “mastuerzo” para su
identificacion taxondmica. Posteriormente se recolectaron las hojas y se pusieron
en la caja de cartdén y se llevd al Laboratorio de Microbiologia Ambiental y al

Laboratorio de Bioquimica (Anexos 1, 4y 5).
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o Desecacibén y estabilizacion

Las hojas se eligieron, limpiaron y desinfectaron cuidadosamente; luego, a
temperatura ambiente fueron secadas durante 5 semanas aproximadamente en
papel Kraft. Para evitar la degradacion, se volteo a las muestras vegetales y se
reanudé el proceso de secado utilizando papel Kraft nuevo; luego, se estabilizaron
en una estufa de 40 °C por 2 horas (Lock, 1994) (Anexo 5).

e Trituracion y almacenamiento

Se procedi6 a triturar las hojas de la planta en un mortero para obtener un polvo,
el cual se almacendé en un frasco de vidrio de color ambar con una boca ancha
(Anexo 5).

3.2.2. Preparacion de los extractos

a. Extracto etandlico

Se deposité 500 g de polvo de las hojas de Tropaeolum majus “mastuerzo” a un
recipiente de vidrio dmbar afiadiendo 2.5 L de alcohol etilico de 96° en una
proporcion de 1:5; a temperatura del lugar, se maceré durante una semana con
movimientos constantes con el fin de que el solvente se distribuya de manera
uniforme; tras el periodo de maceracion, la mezcla se filtré y se puso en una estufa
de 40 °C obteniéndose un extracto seco, el cual se conservé en un frasco de
vidrio ambar y se refrigeré (Look, 1994) (Anexo 6).

b. Extracto acuoso

En una cocina eléctrica se colocé un matraz el cual tenia 2.5 L de agua destilada
y se puso a ebullir. Posteriormente se afiadié 500 g de polvo de la muestra vegetal
dejandose hervir por 15 minutos con oscilaciones continuas, concluido el tiempo,
se dejo enfriar y se deposit6 en frascos de vidrio &mbar dejandolo macerar por 7
dias con agitaciones permanentes. Después se filtré a través del papel filtrante de
grado N° 40 y se concentré a 40 °C en la estufa para obtener un extracto seco,
fue almacenado en un recipiente de vidrio de color &mbar y se mantuvo refrigerado
(Alfaro y Ruiz, 2018; Lock, 1994) (Anexo 6).

3.2.3. Obtencidn de las concentraciones

e Extracto etandlico

En una fiola de 10 mL se deposit6é 5 g de extracto etandlico seco y se enrazo con
etanol de 70° hasta disolverse, obteniéndose la concentracion madre de 500
mg/mL. Tras esta concentracion inicial se llevaron a cabo las concentraciones
decrecientes de 400, 300, 200 y 100 mg/mL (Flores y Saavedra,2021; Huashuayo,
2016).
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e Extracto acuoso

En una fiola de 10 mL se depositdé 5 g de extracto acuoso seco y se enrazo con
agua destilada estéril hasta disolverse, consiguiéndose la concentracién madre de
500 mg/mL; a partir de esta concentracion inicial se realiz6 las concentraciones
decrecientes de 400, 300, 200 y 100 mg/mL (Huashuayo, 2016; Romero y
Baldeon, 2019).

3.2.4. Tamizaje fitoquimico

Para el extracto etandlico, se diluyé un gramo de la especie vegetal de las hojas
del “mastuerzo” con 10 mL de etanol a 70° y se dividié en secciones de 1mL en 9
tubos (previamente etiquetados). Se continto el mismo procedimiento para el
extracto acuoso, se utilizé6 un gramo de la especie vegetal diluyéndose en 10 mL
de agua destilada, se dividi6 en secciones de 1mL en 9 tubos (previamente
etiguetados). Se siguieron los procedimientos descritos por Miranda y Cuéllar
(2000) al realizar las pruebas de coloracién, precipitacion, liberacién de gases y
formacion de espuma (Anexo 12,13y 14).

3.2.5. Determinacion de la actividad antibacteriana

Se us6 el método de difusibn en pozos de agar y se determin6 la CMI y CMB
mediante diluciones sucesivas en tubos y subcultivo en placas (Valgas et al., 2007)
(Anexo 8).

3.2.5.1. Elaboracion de los medios de cultivos

e Agar sangre

Siguiendo las instrucciones del fabricante, se preparé base de agar sangre en un
matraz de vidrio, se esterilizé y se dejé enfriar entre 45 y 50 °C en bafio de agua.
Luego, se afadi6 sangre desfibrinada de carnero al 5 %, se homogenizé
suavemente y se plaque6 uniformemente en placas estériles de Petri de unos 4
mm de grosor, posteriormente se permitié su solidificacion.

¢ Agar Mueller Hinton enriguecido con 5 % de sangre

Siguiendo las indicaciones del fabricante, se preparé agar Mueller Hinton en un
matraz de vidrio, se esterilizé y se enfrié a 45 °C en bafio de agua, para después
afiadir sangre de carnero desfibrinada al 5 %. Se homogeniz6 cuidadosamente y
se plaque6é en placas de Petri estériles de unos 4 mm de grosor dejandolo
solidificar (Llantoy, 2013).

e Caldo Mueller Hinton enriquecido con 5 % de sangre

Siguiendo las instrucciones del fabricante, se prepar6 caldo Mueller Hinton en un
matraz de vidrio, se esterilizo y se enfrié a 45 °C en un bafio de agua para afadir

sangre de carnero desfibrinada al 5 % y se homogeniz6 suavemente.
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3.2.5.2. Activacién delacepa

Empleando Kwik-stik microbiologics®, posee la cepa liofilizada de Staphylococcus
saprophyticus ATCC 15305, se activo el indculo para obtener el cultivo joven. El
in6culo se reactivo en placas de agar sangre, la siembra se hizo por estrias y se
incubdé a 37 °C por 24 horas (Olortegui y Alvia, 2022), posteriormente para
preservarlo fue sembrada en viales que contenian agar Mueller Hinton enriquecido
(Anexo 7).

3.2.5.3. Preparacion del inéculo bacteriano

Se tomd dos colonias de la cepa joven de 24 horas y se introdujo en un tubo que
previamente contenia 5 mL de solucion fisiologica estéril (0.9 %) hasta adquirir
una turbidez, esta suspension se contrasté visualmente con la escala estandar de
0.5 de McFarland (Alfaro y Ruiz, 2018) (Anexo 8).

3.2.5.4. Preparacion de las placas

En placas de agar Mueller Hinton, se realiz6 6 pozos utilizando un sacabocado (6
mm de didmetro) esterilizado. Consecutivamente, empleando un hisopo estéril
impregnado del indculo bacteriano, eliminando el exceso en la parte interna del
tubo, se realizé una siembra en tres direcciones girando la placa para obtener una
distribucion uniforme (Llantoy, 2013) (Anexo 8).

3.2.5.5. Incorporacidn del extracto

A cada pozo que se realizd en el proceso anterior, se agrego 50 L de las distintas
concentraciones (500, 400, 300, 200 y 100 mg/mL) de los extractos (etandlico y
acuoso); al sexto pozo se depositd agua destilada estéril (control negativo). Se
realizaron 5 repeticiones de cada tratamiento y se les dio 30 minutos de difusion
a temperatura ambiente (Rojas et al., 2005) (Anexo 8 y 9).

3.2.5.6. Incubacion y lectura de las placas

Las placas fueron incubadas a 37 °C en un lapso de 24 horas; concluido el tiempo
se llevo a cabo la lectura de los halos de inhibicion mediante observacion si hay o
no presencia de halos alrededor del pozo empleando una regla milimetrada
(Rodriguez, 2018) (Anexo 8y 9).

3.2.5.7. Célculo del porcentaje de inhibicion

Se tomaron las medidas de los diametros de los halos de inhibicién y se determiné

el porcentaje de inhibicion mediante la presente ecuacién (Llantoy, 2013).

e ere e Diametro del halo de inhibicion del extracto
% de inhibicién = x 100

Diametro del halo de inhibicion del control positivo

18



3.2.6. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

En tubos de ensayo estériles rubricados del 1 al 15 se deposité 1 mL de caldo
Mueller Hinton enriquecido.

Después, se afiadid 1 mL de extracto al tubo 1 del que se hicieron diluciones.
A continuacion, se retir6 1 mL del tubo 1y se pas6 al tubo 2, consecutivamente
hasta el tubo 14, del que se retir6 1 mL y se desechd, ya que el tubo 15, el
control positivo, no contiene el extracto.

Posteriormente a todos los tubos (tubo 1 al tubo 15) se afiadié 1 mL de in6culo
bacteriano y fueron incubados a 37 °C por 18 horas (Anexo 10).

El tubo que no tenga crecimiento bacteriano se consider6 como la CMI, se

interpreté mediante la ausencia de turbidez (Huashuayo, 2016) (Anexo 11).

3.2.7. Determinacién de la Concentracion Minima Bactericida (CMB)

Partiendo de la CMI se determiné la CMB (Tovar et al., 2017).

Se eligieron 5 tubos sucesivos de CMI, 2 con caldo turbio y 3 con caldo claro,
y se sembré una muestra de cada uno de los 5 tubos en placas de agar Mueller
Hinton enrigquecidas con la sangre de cordero. al 5 %.

Posteriormente, cada placa se incub6 durante 24 horas a 37 °C.

Después se visualizé la presencia o ausencia de crecimiento bacteriano; las
placas que no mostraron crecimiento se consideraron como la CMB (Gémez,
2023; Huashuayo, 2016) (Anexos 10y 11).

3.3. Tipo deinvestigacion

Basica experimental.

3.4. Anadlisis estadistico

Las mediciones de los resultados de los halos inhibitorios (mm) se sometieron a

la prueba estadistica de ANOVA para determinar si los tratamientos son diferentes

en la variacién del efecto de cada extracto. Se realiz6 la prueba adicional de Tukey

con un nivel de confianza del 95 % empleando el programa estadistico SPSS

Statistics version 27.
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IV. RESULTADOS
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Prueba de Tukey (a=0.05). Letras iguales no difieren significativamente.

Figura 1. Promedio de los diametros de los halos de inhibicion a distintas concentraciones
de extracto etandlico de las hojas de Tropaeolum majus “mastuerzo” frente a
Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305, Ayacucho 2023.
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Figura 2. Promedio de los diametros de los halos de inhibicion a distintas concentraciones
de extracto acuoso de las hojas de Tropaeolum majus “mastuerzo” frente a
Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305, Ayacucho 2023.
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Figura 3. Porcentaje de inhibicion de los extractos etandlico y acuoso de las hojas de
Tropaeolum majus “mastuerzo” frente al estandar de gentamicina, Ayacucho 2023.
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Tabla 2. Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracién Minima Bactericida
(CMB) de los extractos etandlico y acuoso de las hojas Tropaeolum majus “mastuerzo”
frente a Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305, Ayacucho 2023.

N° Tubos Concentracion Extracto etanolico Extracto acuoso
(mg/mL) Crecimiento 24 horas
1 150 - -
2 75 - - (CmB)
3 37.50 - (CMB) + (CMI)
4 18.75 + (CMI) +
5 9.38 + +
6 4.69 + +
7 2.34 + +
8 1.17 + +
9 0.59 + +
10 0.29 + +
11 0.15 + +
12 0.07 + +
13 0.04 + +
14 0.02 + +
15 CONTROL + +
Leyenda
+ : Posee crecimiento bacteriano
- : No posee crecimiento bacteriano
CmB : Concentracion Minima Bactericida
CcMmI : Concentracion Minima Inhibitoria
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V. DISCUSION

La figura 1 representa la capacidad del efecto del extracto etandlico de las hojas
de Tropaeolum majus "mastuerzo" contra Staphylococcus saprophyticus ATCC
15305. Segun esta ilustracion, se demuestra que todas las concentraciones de
extracto etandlico (100, 200, 300, 400 y 500 mg/mL) presentan propiedades
antibacterianas, y que este efecto se incrementa conforme se aumenta la
concentracion del extracto. Ya que, después de la prueba con gentamicina (10
Hg), se observé que la concentracién de 500 mg/mL tenia un mayor efecto
antibacteriano con un halo de inhibicién promedio de 12,16 mm; mientras, que la
gentamicina destac6 con un halo inhibidor promedio de 26,32 mm, superando a
los demas. En contraste, la concentracion de 100 mg/mL mostré un efecto débil,
con un halo inhibidor promedio de 7,90 mm.

Se ha demostrado que el extracto etandlico del mastuerzo posee actividad
antibacteriana contra varias especies de bacterias, entre ellas el género
Staphylococcus, como la investigacién presentada por Romero y Baldeén (2019)
quienes estudiaron el efecto antimicrobiano del extracto etandlico de Tropaeolum
majus L. (mastuerzo) contra Staphylococcus epidermidis; concluyeron que el
extracto presenta actividad antibacteriana.

El colutorio segun la investigacion de Chirinos y Chota (2018a), del extracto de
mastuerzo en alcohol tiene propiedades medicinales y puede combatir bacterias
como Streptococcus mutans, comprobandose que resulta eficaz a
concentraciones de 1,5 mg/mL (15,6 mm), 1 mg/mL (14 mm) y 0,5 mg/mL (13
mm). No obstante, en su investigacién, Huanquis y Ledn (2015) exploraron el
potencial de los extractos de hojas y flores de la planta mastuerzo (Tropaeolum
majus L.) para inhibir el desarrollo de bacterias como Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. Los autores descubrieron que los componentes extraidos

del extracto metandlico de las hojas, en niveles de concentracion del 10 %, 30 %

25



y 60 %, presentan escasa actividad contra Staphylococcus aureus. No obstante,
se detectaron mayores halos frente a Escherichia coli en las tres dosis. De esta
manera, estos estudios confirman la capacidad del efecto del extracto etandlico
para combatir bacterias.

La actividad antimicrobiana del extracto etandlico contra la bacteria investigada se
debe a los compuestos activos presentes. Entre ellos se encuentran los
compuestos fendlicos, que dafian la estructura de la pared celular y la membrana
celular e inactivan los mecanismos enzimaticos, asi como los isotiocianatos, que
rompen la membrana inhibiendo las enzimas necesarias para el desarrollo
bacteriano; los taninos, por su parte, modifican la estructura de las proteinas
transportadoras y enzimaticas de la membrana celular, lo que frena el crecimiento
bacteriano, ademas que inactivan las adhesinas, lo que impide la propagacion de
las bacterias (Daza, 2020). Del mismo modo, Lock (1994) sefala que debido a
gue los anillos de los flavonoides incluyen hidroxilos, que impiden la sintesis de
ADN, tienen mas efecto antibacteriano contra las bacterias Gram positivas.

En este sentido, Alvarado y Calderon (2023) tras analizar la capacidad
antibacteriana del extracto de Tropaeolum majus, conocido como "mastuerzo”,
frente a Escherichia coli ATCC 25922, se determind que dicho extracto presenta
propiedades antibacterianas. Se observé que su efecto se vinculaba con la
existencia de diferentes metabolitos secundarios, tales como fenoles, flavonoides,
taninos, cumarinas, alcaloides y saponinas. Ademas, las hojas y flores del
mastuerzo contienen isotiocianato de bencilo y glucosinolatos (Lorenzi y Matos,
2002). Dichos metabolitos secundarios tienen propiedades antibacterianas; lo
hacen por separado o en conjunto utilizando diversos mecanismos (Cowan, 1999).
Es decir, que los componentes quimicos de extracto etanélico determina su
eficacia antibacteriana. Ademas, la estructura celular de la cepa bacteriana
investigada y los procesos que causan la propagacion de los compuestos
guimicos en la célula bacteriana explican la relacion de proporcionalidad directa
entre las concentraciones del producto y el principio activo; a medida que la
proporcion de extracto etandlico de mastuerzo se incrementa, mayor es la
concentracion de principios activos que causan dafio bacteriano (Tenorio y
Estrada, 2016). Estos datos corroboran la accion antibacteriana del presente
estudio, ya que, el halo inhibidor aumenta en proporcion directa a la concentracion
del extracto etandlico. Estos descubrimientos coinciden con los de Aspauza

(2015), cuya investigacion lleva por titulo "Efecto del extracto alcohdlico de
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Tropaeolum majus (mastuerzo) sobre Staphylococcus aureus resistente a
meticilina ATCC 25923, in vitro”.

De la misma manera que Llantoy (2013), quien evalué la capacidad antibacteriana
de los extractos acuosos y etandlicos de hojas y flores de Schkuhria pinnata
(piquipichana) contra Staphylococcus aureus ATCC 25923. Lleg6 a la conclusion
de que los extractos de hojas, tanto en forma etandlica como acuosa, muestran
una mayor actividad antibacteriana a una concentracion de 500 mg/mL.

Por ello, Ramirez y Castafio (2009) aluden que el tamafio del halo de inhibicion
estd relacionado con la capacidad antibacteriana. Esto sucede por diferentes
razones, como el lugar donde crece y se propaga la sustancia, la cantidad de
indculo, el tiempo de generacién de la bacteria, su sensibilidad al antibiético y el
tiempo de incubacién. No obstante, es posible obtener resultados precisos y
fiables siguiendo un procedimiento estandar; que debe complementarse con la
fase vital para la planta en la etapa de floracion, ya que en este periodo se
incrementa la produccién de compuestos activos, asi como en la formacion de
semillas (Lykkesfeldt y Moller, 1993).

Los mencionados resultados y bibliografia consultada concuerdan con nuestros
hallazgos ya que, al aplicar el Andlisis de Varianza (ANOVA) para examinar los
factores en investigacién, se descubrié que existen diferencias notables entre los
tratamientos utilizados (p < 0,05). Los resultados de la prueba de Tukey indican
que, a pesar de las variaciones en las cantidades de extracto etandlico aplicadas,
estas no logran superar la eficacia bactericida del control positivo (gentamicina 10
Mg). De esta manera, se deduce que el extracto etanolico de las hojas del
mastuerzo cuenta con propiedades antibacterianas contra Staphylococcus
saprophyticus ATCC 15305.

La figura 2, se exhibe el promedio de los didmetros de los halos de inhibicion a
diferentes concentraciones del extracto acuoso de las hojas de Tropaeolum majus,
"mastuerzo"”, frente a Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305. Se puede
apreciar que todas las concentraciones del extracto acuoso (100, 200, 300, 400 y
500 mg/mL) muestran propiedades antibacterianas, y este efecto se incrementa
en proporcion directa a la cantidad de extracto utilizado. La capacidad
antibacteriana de la concentracion de 500 mg/mL fue menor que la de la
gentamicina 10 pg (control positivo), pero mayor que las demas concentraciones,

mostrando un halo inhibidor de 10,78 mm. En cuanto a la gentamicina, logré un
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halo de inhibicion de 26,50 mm; en contraste, la concentracién de 100 mg/mL
mostro el efecto antibacteriano mas débil, con un halo de inhibicion de 7,12 mm.

Sin embargo, Mira (2017), evalud los extractos de Thymus vulgaris (tomillo) y
Tropaeolum majus (mastuerzo) frente a Staphylococcus aureus in vitro; concluyé
que en el extracto acuoso del mastuerzo no mostré aparicion de halos inhibidores
al enfrentarse a la cepa estudiada.

De modo similar, Bazylko et al. (2013) llevaron a cabo una comparacién de la
accion antimicrobiana, capacidad antioxidante, antiinflamatoria y composicion
guimica del extracto acuoso de Tropaeolum majus L., los resultados indicaron que
ninguna concentracion presentd propiedades antibacterianas. Se dedujo que la
limitada accién antimicrobiana de los extractos podria estar vinculada a la escasez
de isotiocianato de bencilo.

En este sentido, segun Acosta (2006), la actividad biologica de los metabolitos
secundarios de la planta al preparar extractos de mastuerzo se ve afectada por
diversos factores, tales como el pH, la presencia de otras sustancias como
proteinas, lipidos y minerales, y la temperatura utilizada durante la extraccion.
Estos elementos podrian explicar los resultados alcanzados y la diferencia con lo
reportado por esos autores. De acuerdo con E. Rodriguez (2011), diversos
factores como el patrén genético de la planta, los diferentes métodos de
extraccion, la localizacién geogréfica, las condiciones ambientales y agronémicas,
junto con la composicion quimica, influyen en la eficacia antibacteriana.

Por lo contrario, Daza (2020) menciona que los extractos acuosos son utilizados
por su extraccion de compuestos polares siendo una técnica econémica y no
requiere equipos avanzados. Asimismo, Cabezas (2014) tras analizar los
extractos de Tropaeolum majus "mastuerzo" en busca de compuestos
fitoquimicos, determind que el extracto hidroalcohdlico posee propiedades
curativas en heridas provocadas en ratones. Se identificaron diversos metabolitos
secundarios como taninos, compuestos fendlicos, flavonoides, azucares
reductores, quinonas, alcaloides, esteroides y triterpenos, destacando la
presencia de compuestos fendlicos y flavonoides en particular. Tal como Zanetti
et al. (2003), hicieron analizar el extracto de Tropaeolum majus frente a bacterias
Gram positivas y Gram negativas, confirmaron que los extractos exhiben
propiedades antibacterianas sin mostrar ningun indicio de toxicidad. Estos
hallazgos confirman la capacidad antibacteriana del extracto acuoso del

mastuerzo, lo cual se relaciona estrechamente con el presente estudio.

28



A su vez, Cancho y Remén (2019), via in vitro, descubrieron que el extracto
hidroalcohélico de las hojas de guinda (Prunus serotina Ehrh) tiene la capacidad
de combatir bacterias, especificamente la cepa de Staphylococcus aureus ATCC
25923. Con una concentracion del 75 %, los halos tenian un tamafio promedio de
14.6 mm, mientras que con una concentracion del 100 % se detect6 de 18 mm.
Igualmente, los halos generados con concentraciones del 50 %, 25 %, 10 %y 5 %
(v/v) mostraron un didametro promedio menor a 13 mm. Observaron que a medida
gue la concentracion del extracto aumenta, el tamafio del halo inhibidor también
crece.

De manera similar, Gomez (2023) encontré que el extracto presenta efecto
antibacteriano contra Streptococcus pyogenes ATCC 19615 en su estudio, “Efecto
antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de la raiz de Hypseocharis bilobata killip
(pacha tara)”. La conexion entre este efecto y la cantidad de extracto esta en que a
medida que la concentracion del extracto aumenta, también lo hace la cantidad de
principios activos presentes.

En este sentido, han sido realizados varios estudios para analizar la capacidad
antibacteriana de los extractos vegetales contra microorganismos perjudiciales
para la salud llegando a concluir que la actividad antibacteriana (porcentaje de
inhibicién y halo de inhibicion promedio) de extractos vegetales es proporcional a
su concentracion (Aspauza, 2015; Castro et al., 2011; Romero y Baldedn, 2019).
Resultados que son similares en el presente trabajo de investigacién, ya que, al
realizar la evaluacion de los factores en estudio a través del Andlisis de Varianza
(ANOVA) revel6 diferencias significativas (p < 0,05); ademas, la prueba de Tukey
muestra diferencias entre las concentraciones del extracto acuoso, pero éstas no
superaron la actividad antibacteriana del control positivo (gentamicina 10 ug). A
partir de estos hallazgos, se infiere que el extracto acuoso de las hojas de
“mastuerzo” contiene propiedades que combaten bacterias como Staphylococcus
saprophyticus ATCC 15305.

En la figura 3, los porcentajes de inhibicion del extracto etandlico y del extracto
acuoso de las hojas de Tropaeolum majus "mastuerzo”, se muestran en
comparacion con la gentamicina estandar. Se ve que la presencia de extracto
etandlico a una concentracion de 500 mg/mL generd una inhibicion mas elevada
(46,20 %) en comparacion con la concentracion de extracto acuoso a 500 mg/mL,
la cual alcanz6 un 40,68 %. Sin lugar a dudas, el control positivo (gentamicina 10

ug) fue el que logro la mayor inhibicién, superando a la concentracion de extracto
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etanodlico de 100 mg/mL (30,02 %) y a la concentracion de extracto acuoso de 100
mg/mL (26,87 %), la cual fue la mas baja de todas.

Estos resultados concuerdan con investigaciones previas, entre ellas la de
Huanquis y Ledn (2015), quienes encontraron gque los extractos metandlicos de
las hojas de "mastuerzo” tuvieron un efecto de inhibicién de 25,974 % vy las flores
de 32,79 % contra la cepa de Staphylococcus aureus; mientras que, para
Escherichia coli las hojas tuvieron un efecto de inhibicion de 33,069 % y las flores
de 17,822 %. En contraste, Cuadros (2019) reporta que a una concentracion del
15 %, los compuestos fendlicos extraidos de las hojas de Tropaeolum majus
"mastuerzo" demostraron una inhibicion del 99,25 % contra Staphylococcus
aureus y del 66,05 % contra Escherichia coli.

De manera similar, Alvarado y Calderén (2023) utilizaron concentraciones de 50
%, 75 % y 100 % (v/v) para evaluar la actividad antibacteriana de Tropaeolum
majus "mastuerzo" contra Escherichia coli ATCC 25922. Tomando como
referencia al ciprofloxacino, que alcanz6 una eficacia del 100 %. Las
concentraciones al 75 % de extracto del mastuerzo registré un efecto de inhibicién
del 21,91 % y al 100 % registr6 un efecto de inhibicion del 47,96 %; estos
resultados concuerdan con el control positivo de la gentamicina del presente
trabajo.

Se considera un extracto de alta accién antibacteriana si su porcentaje de
inhibicién es mayor al 70 %. Si esta entre el 50 % y el 70 %, se considera de accién
media. Si esta entre el 25 % y el 50 %, se considera de accion baja. Si es menor
al 25 %, se considera resistente, segin Cruz et al. (2010). Al examinar
detenidamente los hallazgos de esta investigacion, se puede apreciar que los
extractos etandlico y acuoso de las hojas tienen un menor efecto inhibidor que la
gentamicina 10 ug. Es importante mencionar que los componentes de las hojas
de mastuerzo tienen diferentes sustancias, y es posible que algunas no sean
efectivas contra Staphylococcus saprophyticus. Por lo tanto, los extractos de las
hojas de mastuerzo (Tropaeolum majus L.) muestran una actividad antibacteriana
de intensidad moderada.

Sin embargo, cuando se trabaja con muestras vegetales, la presencia de un halo
inhibidor por mindsculo que sea, determina la actividad antibacteriana de los
extractos (Palomino, 2000); ya que, una baja actividad, no implica resistencia,
ineficacia o fracaso como tratamiento (Fica, 2005). Por lo tanto, en esta

investigacion, el mastuerzo contiene principalmente metabolitos secundarios
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como flavonoides, taninos y fenoles, por ende, se deduce que tiene actividad
antibacteriana.

Asi mismo, se descubrié que el extracto etandlico tiene un mayor efecto de detener
el crecimiento de bacterias que el extracto acuoso cuando se compararon los
tamafios promedio de las zonas de inhibicién de las concentraciones de ambos
extractos; esto podria deberse a que los compuestos biolégicamente activos se
conservan mejor cuando se utiliza un solvente organico como el etanol (Vergara,
2011). Ademas, dado que las hojas son el principal depésito de metabolitos
secundarios con propiedades antibacterianas, seguidas por las flores y la corteza,
los compuestos fendlicos obtenidos de las hojas muestran una mayor capacidad
de inhibicion (Cuadros, 2019). Por otro lado, diferentes factores, entre ellos el
método elegido, el microorganismo estudiado, la metodologia de extraccion y la
solubilidad de cada compuesto a analizar pueden influir en las diferencias
observadas en los niveles de inhibicién en los extractos acuosos de Tropaeolum
majus (Hernandez y Hernandez, 2018; Pintéo et al., 2024).

En la tabla 2, se observa la cantidad minima de extractos de hojas de la planta
"mastuerzo" que se necesita para detener el crecimiento y matar bacterias contra
Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305. El extracto etandlico present6 37.50
mg/mL de CMB y 18.75 mg/mL de CMI; mientras que el extracto acuoso mostré
75 mg/mL de CMB y 37.50 mg/mL de CMI.

De acuerdo a investigaciones previas sobre extractos contra el género
Staphylococcus, el autor Cuadros (2019) menciona que la cantidad minima de
compuestos fendlicos extraidos de las hojas de tullma (Ligaria cuneifolia)
necesaria para inhibir el crecimiento de Staphylococcus aureus fue de 2,344
mg/mL, mientras que la cantidad minima para matar las bacterias fue de 4,688
mg/mL. lgualmente, en una investigacion llevada a cabo por LLantoy (2013),
descubri6 que las hojas de extracto etandlico de piquipichana (Schkuhria pinnata)
tenian una CMI de 50 mg/mL y una CMB de 100 mg/mL frente a Staphylococcus
aureus ATCC 25923 en cuanto al extracto acuoso, se observaron valores de 200
mg/mL y 300 mg/mL para la CMI y la CMB, respectivamente. Los resultados
mencionados son parecidos a los nuestros.

Al respecto, Alvarado y Calderon (2023) mencionan que la actividad
antimicrobiana puede eliminar o detener el crecimiento bacteriano; mediante
pruebas in vitro se puede cuantificar determinando la CMI y la CMB de un

antimicrobiano, lo que permite comparar mdultiples compuestos. Asi mismo,
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Avellaneda et al. (2005) refieren que una cepa bacteriana tiene una baja
sensibilidad cuando el producto quimico evaluado tiene una CMI entre 50 y 100
mg/mL, medianamente sensible cuando la CMI se sitla entre 12,5y 50 mg/mL y
sensible cuando posee una CMI menor a 12,5 mg/mL.

Sin embargo, Lépez y Domingo (2003) sefialan que es comun tener valores altos
de CMI y CMB cuando se trabaja con plantas medicinales; ademas, se observa
en numerosas investigaciones que la CMB es mayor y mas cercana a la CMI.
Inclusive los resultados obtenidos para la CMI y CMB varian de acuerdo al tipo de
solvente utilizado para el extracto (acuoso o etandlico), debido a que existen
factores como el método de extraccion, la fase de crecimiento, los medios de
cultivo, el pH de los medios, las condiciones de incubacion (tiempo y temperatura)
gue pueden influir a estos resultados (Chamorro et al., 2018).

Varios autores recomiendan al mastuerzo como terapia alternativa, ya que no
presenta signos de toxicidad en los diferentes tipos de extractos; aun asi, se
requieren investigaciones toxicologicas adicionales para verificar la seguridad
absoluta de Tropaeolum majus (Gomes et al., 2012; Zanetti et al., 2003).

Por lo consiguiente, mediante las evidencias mostradas se infiere que los extractos
etandlico y acuoso de las hojas de Tropaeolum majus “mastuerzo”, usada de
manera tradicional, poseen actividad antibacteriana frente Staphylococcus
saprophyticus ATCC 15305; ademas que dicha capacidad antibacteriana de cada
uno de los extractos aumenta en relacién directamente proporcional a las

concentraciones usadas.
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VI. CONCLUSIONES

Tanto el extracto etandlico como el extracto acuoso de las hojas de
Tropaeolum majus, conocido como “"mastuerzo”, presentan actividad
antibacteriana contra Staphylococcus saprophyticus ATTC 15305, la cual va
aumentando en funcion de su concentracion (500 mg/mL), pues se logra un
efecto més significativo.

Con una concentracion de 500 mg/mL, el extracto etandlico de las hojas de
Tropaeolum majus “mastuerzo” mostré mayor porcentaje de inhibicién con un
46,20 %, en comparacion con el extracto acuoso, que presentd un porcentaje
del 40,68 %; contra el estandar de gentamicina.

El extracto etandlico tiene una CMI de 18,75 mg/mL y una CMB de 37,50
mg/mL; mientras que el extracto acuoso tiene una CMI de 37,50 mg/mL y una
CMB de 75 mg/mL para la bacteria Staphylococcus saprophyticus ATCC
15305.
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VIl. RECOMENDACIONES

Colectar las hojas en la fase fenoldgica de botdn floral de la planta de
Tropaeolum majus “mastuerzo” en los meses de febrero a marzo.

Al momento de realizar el filtrado del extracto acuoso realizar con papel filtro
de grado N° 40.

Utilizar concentraciones superiores a la concentracion de 300 mg/mL.
Comprobar el efecto antibacteriano de las hojas de Tropaeolum majus
“mastuerzo” contra bacterias uropatégenas de mayor frecuencia en nuestra

region.
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Anexo 1. Constancia de identificacién taxonémica de Tropaeolum majus “mastuerzo”.
Ayacucho, 2023.

José R. Cal de laCruz
e Sy
C.B.P.379% = e "
el: 963689079 S
Emaii:('}::m‘de@mm @w

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

SOSE RICARDO CAMPOS DE 1A (RUZ. BX310GO COLEGIADO. (B8P 3796 — BNSCRITD EN L. REGISTRO DE PROFESIONALES QUE
REAUZAN CERTIRCACIONES DE IDENTIFICACION TAXONOMICA DE ESPECEMIENES Y PRODUCTOS DE FLORA — RESOLUGION
DERECTORAL H° 0311-2913-

Certifica:

Que, AGUIRRE ROJAS YANETH., Bachiller en Ciencias Biologicas, egresada de la
Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, Facultad de Ciencias Biolégicas,
Escuela Académico Profesional de Biologia, especialidad de Microbiologia, ha solicitado
1a identificacion ¥ certificacién botnica de una planta conocida con el nombre vulgar de
“mastuerzo”, {a muestra fértil con flores v frutos ha sido estudiada ¢ identificada como
Tropaeolum majus 1.. Segim el Sistema Integrado de Clasificacion de las Angiospermas
de Arthur Cronguist {1981) ocupa las siguientes categorias taxondémicas:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Orden: Geraniales
Familia: Tropaeolaceae
Género: Tropaeolum
Especie: Tropaeolum majus L.

Nombre vulgar: Mastuerzo
Se expide la presente certificacion para fines de investigacion cientifica.

L.ima, 08 de mayo del 2023

Jr. Sanchez Silva 136 — Piso 2-Urb. Santa Luzmila —Lima 97 -Lima
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Anexo 2. Certificado de andlisis de la cepa Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305
adquirido por GenLab del Peru, 2023.

N he
Microbiologics®

R

ance Upon Release

Expiration Date: 2024/10/31

Release Information:

Quality Control Technologist: Mariah H Smith
Release Date: 202211216

Specifications

Microorganism Name: Staphylococcus saprophyticus
Catalog Number: 0434

Lot Number; £4394-36™

Reference Number: ATCC® 15305™*

Passage from Reference: 3

Performance
Macroscopic Features: Medium;
Small to medium, smoath, raised to slightly convex, glistening, entire edge, SBAP
white 1o cream.
IMicroscopic Features: Method:
Gram posilive cacei singly, in pairs and occasionally in tetrads. Gram Stain (1)
1D System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Resuits
Sce atlached 1D System resulls document. (1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): positive

(1) Coagulase (rabbit plasma-tube); negalive

Lot A e

Amanda Kuperus
Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

**Discialmer: The last digi(s) of the kit number appearing on the preduet label and packing slip are mersly @ SRaGloy ST Rbar The ol A Geras =
cortficate is the actual bgso Iot number. Lok packing slip rely ging playo

|, Refer to the enzleses produet Inser for i i Intended use and h disafs

Individual prod are bleto s culturo

ACCREDITED

BETERENTE MATURIAL PRODUCER
CTRT #2455.02 2

ATCC Licemid )
Scative

an

|ACCREDITED|

TESTING CERT 22655,01

) The ATCC Licensed Denvative Emblem, the ATCC Licensed D 2
) Zﬂ:r:;gm of ATCL, Jvan%ng)'ogms, Inc.is l?nenm o nms’hau“mJJ o worda:\n‘a I’g ;glf the‘ATcgcmo ro’r'n“t'\l% '@.)

(1) Tnese tesis are accredied 1o ISONEC 17025,

2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved, 200 Cooper Avenue Nerth Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286
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Anexo 3. Carta de conformidad de co-asesora

CARTA DE CONFORMIDAD DE CO-ASESORA DE PROYECTO DE TESIS

Ayacucho, 12 de enero de 2024

Dr. Saturnino Martin Tenorio Bautista
Decano de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional San

Cristobal de Huamanga.

Previo un cordial saludo y mediante la presente, doy fe de haber participado en la
estructuracion del proyecto y en mi condicion de Co-asesora, hago saber mi
conformidad al proyecto de tesis titulado “Actividad antibacteriana del extracto
etandlico y acuoso de las hojas de Tropaeolum majus “mastuerzo” frente
Staphviococcus saprophyticus ATCC 153057, presentado por la Bach. AGUIRRE
ROJAS, Yaneth, por tanto, cuenta con mi aprobacion y asumo la responsabilidad

académica como Co-asesora.

Segura de contar con su atencion, hago propicia la oportunidad para expresar las

muestras de mi especial consideracion y estima personal.

Atentamente

ﬂf - Firmado
el : digitalmente por

Vivian Vilma
Falconi Oré
Fecha: 2024.01.12

Mtra. Vivian Vilma Falconi Oré
Quimico Farmacéutica

Mtra. Q.F. Vivian Vilma Falconi Oré

Docente Co-asesora
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Anexo 4. Fotografia de la planta de Tropaeolum majus “mastuerzo”. Ayacucho,2023.

2. Flores de Tropaeolum majus L. : a) vista frontal, b) vista lateral
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Anexo 5. Recoleccion, desecacion y trituracién de las hojas de Tropaeolum majus

“mastuerzo’.

AL & LT A e ] TS %

1.Recoleccién de las hojas del Tropaeolum majus “mastuerzo”.

3. Trituracién y pesado de la muestra vegetal.
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Anexo 6. Preparacion de los extractos etandlico y acuoso de las hojas de

Tropaeolum majus “mastuerzo”.

EXTRACTO ETANOLICO

3. Verter
1. Macerar

- = -
4. Concentrar a 40 °C 5. Raspado 6. Extracto almacenado

EXTRACTO ACUOSO

1. Hervir por 15 min. . Macerar
y se dejo enfriar

5. Concentrar a 7. Extracto
4. Verter 40 °C 6. Raspado almacenado
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Anexo 7. Reactivacion y cultivo joven de la cepa de Staphylococcus saprophyticus ATCC
15305. Ayacucho, 2023.

Reactivacion de la cepa liofilizada

::?('v'% {“' < %
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Anexo 8. Determinacion de la actividad antibacteriana de los extractos etanélico y acuoso
de las hojas de Tropaeolum majus “mastuerzo” frente a Staphylococcus saprophyticus
ATCC 15305.

1. Preparacion de las concentraciones 2. Preparacion y siembra del inéculo
bacteriano

4. Incorporacién de las concentraciones y el antibidtico 5. Incubacién
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Anexo 9. Halos de inhibicién de los extractos etandlico y acuoso de las hojas de

Tropaeolum majus. Ayacucho, 2023.

Extracto etandlico

LEYENDA
1. Concentracion de 100 mg/mL
2. Concentracion de 200 mg/mL
3. Concentracion de 300 mg/mL
4. Concentracion de 400 mg/mL
5. Concentracion de 500 mg/mL
6. Control - : Agua destilada estéril
7. Control + : Gentamicina 10 ug

Extracto acuoso

LEYENDA
1. Concentracion de 100 mg/mL

2. Concentracion de 200 mg/mL
3. Concentracion de 300 mg/mL

4. Concentracion de 400 mg/mL
5. Concentracion de 500 mg/mL
6. Control - : Agua destilada estéril
7. Control + : Gentamicina 10 ug
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Anexo 10. Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracién Minima Bactericida
(CMB) de los extractos etandlico de las hojas de Tropaeolum majus “mastuerzo’.
Ayacucho, 2023.

CMB

37,5 mg/mL

.4!&

P 20 ESadisyisin et N A

_ S
-W‘F‘ W-—‘wm-" w l ﬁlll- :lli-‘:=m

7
LA

18,75 mg/mL

CME cmi
37,5mg/mL 18,75 mg/mL
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Anexo 11. Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracién Minima Bactericida
(CMB), de los extractos acuoso de las hojas de Tropaeolum majus “mastuerzo”. Ayacucho,
2023.

b < lmg
“ll‘k-l\
_..__....;,:; ~~--.-.::mh=':“_

e .III!_m

s . wieur “m v um‘m

Tubo 3 Tubo 4
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Anexo 12. Esquema de identificacibn de metabolitos secundarios de los extractos

etandlico y acuoso de las hojas de Tropaeolum majus “mastuerzo”.

Extracto etanolico Extracto acuoso
Reconstituir
N
1g extracto etandlico 1g extracto acuoso +
+ 1 mL alcohol 70° ¢ > 1 mL Hz0q)
Wy,
Y
Fraccionar en grupos
1mL 1 mL
Ensayo de Baljet «—1 » | Ensayo de Dragendorff
(Lactonas y cumarinas) (Alcaloides)
1mL 1mL
Ensayo de Shinoda P o Ensayo de HCI
(Flavonoides) b " (Antocianina)
1mL 1 mL
Ensayo de Fehling Ensayo d.e Bortranger
(AzUcares reductores) (Quinonas)
1mL 1mL
Ensayo .de Cloruro férrico Ensayo de _Espuma
(Taninos y fenoles) (Saponinas)
b
1mL

Ensayo de Liebermann - Burchard
(Triterpenos-esteroides)
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Anexo 13. Protocolo de identificacion de metabolitos secundarios de los extractos

etandlico y acuoso de las hojas de Tropaeolum majus “mastuerzo”.

Metabolitos o y o
) Ensayo Procedimiento Reaccion positivo
secundarios
Lactonas y ) 1 mL de extracto + 3 gotas del .
) Baljet ) . Rojo claro a oscuro
cumarinas reactivo Baljet.
. . 1mL de extracto + limadura Mg .
Flavonoides Shinoda Rojos
+ gotas HCl)
Azlcares ) 1 mL de extracto + 1 mL Fehling o )
Fehling ) Precipitado rojo
reductores A + Fehling B
) Cloruro 1 mL del extracto + 2 mL H20() )
Taninos y fenoles o Colores verde intensos
férrico + 1 gota de FeClz 1%
) 1 mL extracto + 1 ml HCI 1 % + _ )
Alcaloides Dragendorff ) Rojo a naranja
gotas de reactivo de Dragendorff
1 mL de extracto + 1 mL HCl) + _ i
o Rojo a marrén en la
Antocianina HCI 1mL H20@ + 1 mL de alcohol .
. fase amilica
amilico
) 1 mL de extracto + 1 mL de i
Quinonas Bortranger Rojo en fase acuosa
cloroformo + NaOH 5 %
1 mL de extracto + 1 mL H2O(q) + L
. o . \pariciébn de espumi
Saponinas Espuma  agitacion vigorosa por i )
)or mas de 2 minutos.
segundos.
Triterpenos - Liebermann 1 mL de extracto + gotas HOAc Verde, azul verdoso
esteroides Burchard + 3 mL Ac20/H2S04 (50:1) (via rojo 0 azul)
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Anexo 14. Metabolitos secundarios presentes en los extractos etandélico y extracto acuoso

de las hojas Tropaeolum majus “mastuerzo”. Ayacucho, 2023.

_ _ Resultado

Metabolitos secundarios Ensayo _
Extracto etandlico  Extracto acuoso

Lactonas y cumarinas Baljet ++ +
Flavonoides Shinoda +++ ++
Azlcares reductores Fehling ++ +
Taninos y fenoles Cloruro férrico +++ ++
Alcaloides Dragendorff + -
Antocianina HCI + -
Quinonas Bortranger ++ +
Saponinas Espuma - -
Esteroides Lieberman + -
Leyenda
+ . Trazas
++ . Regular
+++ . Abundante

- : No detectable
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Anexo 15. Datos de la Actividad antibacteriana de los extractos etandlico y acuoso de las
hojas de Tropaeolum majus “mastuerzo” frente a Staphylococcus saprophyticusATCC
15305. Ayacucho 2023.

Concentracion (mg/mL) Actividad antibacteriana de las hojas de
o Tropaeolum majus “mastuerzo” frente
E Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305.
§ Diametro de halo de inhibicion Promedio Porcentaje
-§_ (mm) de halo de de
= Rl R2 R3 R4 R5 inhibicién inhibicion
(mm) (%)
100 80 80 82 75 78 7,90 30,02
% 200 90 85 100 95 90 9,20 34,95
8 300 11,0 10,7 11,0 11,2 10,0 10,78 40,96
g 400 115 11,0 11,4 12,0 11,0 11,38 43.24
j_.g 500 12,0 11,8 13,0 125 11,5 12,16 46,20
- Gentamicinade 10ug 26,0 27,0 25,8 26,0 26,8 26,32
100 70 68 75 73 7,0 7,12 26,87
@ 200 75 70 80 80 73 7,56 28,53
§ 300 80 7,7 80 85 90 8,24 31,09
g 400 85 100 98 90 90 9,26 34,94
L*% 500 114 11,0 10,0 10,5 11,0 10,78 40,68

Gentamicinade 10 yg 26,0 27,0 27,0 26,7 25,8 26,50
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Anexo 16. Prueba P de normalidad del diametro de los halos de inhibicién del extracto

etandlico de las hojas de Tropaeolum majus “mastuerzo”.

Concentracion Shapiro-Wilk

Estadistico al Sig.
100 mg/mL de extracto ,942 5 ,679
200 mg/mL de extracto ,961 5 ,814
300 mg/mL de extracto ,852 5 ,202
400 mg/mL de extracto ,896 5 ,390
500 mg/mL de extracto ,963 5 ,827
10 ug de gentamicina ,840 5 ,166

*Este es un limite inferior de la significacién verdadera.

a. Correccion de la significacion de Lilliefors

Anexo 17. Prueba P de normalidad del diametro de los halos de inhibicion del extracto

acuoso de las hojas de Tropaeolum majus “mastuerzo”.

Concentracion Shapiro-Wilk

Estadistico gl Sig.
100 mg/mL de extracto ,939 5 ,656
200 mg/mL de extracto ,900 5 410
300 mg/mL de extracto ,922 5 ,541
400 mg/mL de extracto ,913 5 ,483
500 mg/mL de extracto ,946 5 , 709
10 ug de gentamicina ,843 5 174

*Este es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccion de la significacion de Lilliefors

Anexo 18. Prueba de andlisis de varianza (ANOVA) del extracto etandlico de las hojas de

Tropaeolum majus “mastuerzo”.

Halo de inhibicion(mm) Suma de cuadrados gl Media cuadrética F Sig.
Entre grupos 1130,598 5 226,120 946,107 ,000
Dentro de grupos 5,736 24 ,239

Total 1136,334 29
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Anexo 19. Comparaciones de medias de Tukey de halos de inhibicién del extracto etandlico

de las hojas de Tropaeolum majus “mastuerzo” a distintas concentraciones.

Concentracién

Subconjunto para alfa = 0.05

100 mg/mL de extracto

200 mg/mL de extracto

300 mg/mL de extracto

400 mg/mL de extracto

500 mg/mL de extracto

10 ug de gentamicina
Sig.

o o o1 o oo Z

1 2 3 4 5
7,9000
9,2000
10,7800
11,3800 11,3800
12,0000
26,3200
1,000 1,000 ,403 ,157 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 5,000.

Anexo 20. Prueba de andlisis de varianza (ANOVA) del extracto acuoso de las hojas

de Tropaeolum majus “mastuerzo”.

o Sumade Media )
Halo de inhibicion(mm) gl . F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 1379,182 5 275,836 1079,594 ,000
Dentro de grupos 6,132 24 ,255

Total

1385,314 29

Anexo 21. Comparaciones de medias de Tukey de halos de inhibicion del extracto acuoso

de las hojas de Tropaeolum majus “mastuerzo” a distintas concentraciones.

Concentraciéon

Subconjunto para alfa = 0.05

100 mg/mL de extracto

200 mg/mL de extracto

300 mg/mL de extracto

400 mg/mL de extracto

500 mg/mL de extracto

10 ug de gentamicina
Sig.

o o1 o0 o0 oo g Z

1 2 3 4 5
7,1200
7,5600  7,5600
8,2400
9,2600
10,7800
26,5000
, 740 ,307 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 5,000.
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Anexo 22. Matriz de consistencia

: - VARIABLES E "
TITULO PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS INDICADORES METODOLOGIA
Actividad ¢cTendra actividad Objetivo general Los extractos Variable independiente Tipo de Investigacion
antibacteriana de los antibacteriana el Evaluar la actividad etandlico y acuoso Extracto etandlico y acuoso Basica
extractos etandlico y extracto etandlicoy antibacteriana de los de las hojas de de las hojas de Tropaeolum
acuoso de las hojas acuoso de las hojas extractos  etandlico y Tropaeolum majus majus “mastuerzo” Nivel de Investigacion
de Tropaeolum de Tropaeolum acuoso de las hojas de “mastuerzo” tienen Experimental
majus  “mastuerzo” majus “mastuerzo” Tropaeolum majus actividad Indicadores
frente a frente a “mastuerzo” frente  a antibacteriana frente Concentraciones de Muestrabiolégica
Staphylococcus Staphylococcus Staphylococcus a  Staphylococcus 500,400,300,200,100mg/mL. 5 kg de hojas sanas de Tropaeolum
saprophyticus saprophyticus saprophyticus ATCC saprophyticus ATCC majus “mastuerzo”.
ATTC15305. ATCC 153057 15305. 15305. Variable dependiente

Ayacucho-2021.

Objetivos especificos
e Determinar el porcentaje

de inhibicion de los
extractos etandlico y
acuoso de las hojas de
Tropaeolum majus
“‘mastuerzo” frente al
estandar de
gentamicina.

e Determinar la
Concentracion  Minima
inhibitoria y la
Concentracién Minima
Bactericida para
Staphylococcus
saprophyticus ATCC
15305, utilizando los
extractos de las hojas de
Tropaeolum majus
“mastuerzo”.

Actividad antibacteriana.

Indicadores

e Diametro de los halos de
inhibicion en mm.

e Porcentaje de inhibicién.

e Concentracion Minima
Inhibitoria en  mg/mL
(CMI).

e Concentracion Minima
Bactericida en mg/mL

(CMB).

Unidad experimental
Cepa de Staphylococcus saprophyticus
ATCC 15305.

Método

-Difusion de pozos en agar.

-Dilucién en caldo.

Disefio experimental

Cinco concentraciones de 500, 400,
300, 200 y 100 mg/mL del extracto
etandlico y acuoso de las hojas de
Tropaeolum majus “mastuerzo” con
cinco repeticiones cada uno, frente a
Staphylococcus saprophyticus ATCC
15305.

Andlisis estadistico

Se utiliz6 el andlisis estadistico de
ANOVA factorial al 95 % de confianzay
su prueba complementaria de Tukey
mediante el paquete estadistico SPSS
version 27.
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EIEREIASRIORAAHEA S

ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. Yaneth AGUIRRE ROJAS
RESOLUCION DECANAL N° 268-2024-UNSCH-FCB-D

En la ciudad de Ayacucho, siendo las diez de la mafiana del dieciséis de julio del aflo dos
mil veinticuatro; se reunieron los miembros del Jurado Evaluador en el Auditorio de la
Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga, participando como presidente encargado a su vez miembro de jurado el Dr.
Victor Luis CARDENAS LOPEZ, mediante Memorando N° 216-2024-UNSCH-FCB con
fecha 15 de julio del afio dos mil veinticuatro; Dr. José ALARCON GUERRERO (Miembro
— Jurado), Mg. Ruth Elsa HUAMAN DE LA CRUZ (Miembro — Asesora), Dr. Raul Ant6nio
MAMANI AYCACHI (Miembro - 4to Jurado); actuando como secretario docente el Mg. Luis
Uriel MOSCOSO GARCIA; para presenciar la sustentacion de tesis titulada: Actividad
antibacteriana de los extractos etandlico y acuoso de las hojas de Tropaeolum
majus “mastuerzo” frente a Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305. Ayacucho-
2021; presentado por la Bach. Yaneth AGUIRRE ROJAS; el presidente luego de verificar
la documentacién presentada, indicé al secretario docente dar lectura a la documentacion
generada que refrenda el presente acto académico, luego de ello dispuso el inicio al acto
de sustentacion, indicando a la sustentante que dispone de cuarenta y cinco minutos para
exponer su trabajo de investigacion tal como establece el Reglamento de Grados y Titulos
de la Escuela Profesional de Biologia. Culminada la exposicién, el presidente invit6é a cada
uno de los Miembros del Jurado a participar con sus observaciones, sugerencias y
preguntas a la sustentante. Culminada esta etapa, el presidente invit6 a la sustentante y
al publico asistente a abandonar momentaneamente el Auditorio para que los miembros
del jurado evaluador puedan realizar las deliberaciones y calificaciones; cuyos resultados
son los que se consignan a continuacion:

Miembros del Jurado Evaluador Exposicién Respuesta/preguntas Promedio
Dr. Victor Luis CARDENAS LOPEZ 18 16 17
Dr. José ALARCON GUERRERO 17 17 17
Dr. Raul Antonio MAMANI AYCACHI 17 17 17
PROMEDIO 17

La sustentante alcanzé el promedio de 17 aprobatorio. Acto seguido, el presidente
autorizé el ingreso de la sustentante y el publico al Auditorio dando a conocer los
resultados e indicando que de este modo se da por finalizado el presente acto académico,
siendo las seis y veinte de la tarde; firmando al pie del presente en sefial de conformidad.

e .

e
Mg. Ruth Elsa HUAMAN DE RUZ

Miembro — Asesora

ags GARCIA
etakjo Ddcente



FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

DECANATURA - ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE TESIS
N° 67-2024-FCB-D

Yo, VICTOR LUIS CARDENAS LOPEZ, Director Encargado de la Escuela Profesional de
Biologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristobal
de Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis titulada: Actividad antibacteriana
de los extractos etandlico y acuoso de las hojas de Tropaeolum majus “mastuerzo”
frente a Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305. Ayacucho-2021, por YANETH
AGUIRRE ROJAS; he constatado por medio del uso de la herramienta TURNITIN,
procesado CON DEPOSITO, una similitud de 8%, grado de coincidencia, menor a lo que
determina la ausencia de plagio definido por el Reglamento de Originalidad de Trabajos de
Investigacion de la UNSCH, aprobado con Resoluciéon del Consejo Universitario N° 039-
2021-UNSCH-CU.

En consecuencia, la tesis cumple con las normas para el uso de citas y referencias
establecidas por la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Se acomparia el
INFORME FINAL DE TURNITIN comrespondiente.

Ayacucho, 10 de octubre de 2024.
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