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Objetivo: Evaluar la actividad antibacteriana in vitro del extracto hidroalcohdlico
de Mashua negra (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon) frente a Escherichia coli
ATCC 25922.

Método: Se prepar6 un extracto hidroalcohdlico con los tubérculos de Mashua
negra (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon) y se realizaron las pruebas de
solubilidad, tamizaje fitoquimico y evaluacién de la actividad antibacteriana a
través del método de difusibn en disco, para lo cual se trabajé a las
concentraciones de 25%, 50% y 75% frente a Escherichia coli ATCC 25922,

empleando Amoxicilina como control positivo.

Resultado: El extracto hidroalcohdlico de Mashua negra presentd actividad
antibacteriana frente Escherichia coli ATCC 25922, revelando que a la
concentracion de 75%, se formo un halo de inhibicién de 13 mm, valor cercano al
de la amoxicilina que fue de 16,4 mm, que al ser comparado con los parametros
de la escala de Duraffourd indic6 que la cepa bacteriana posee una mayor
sensibilidad frente a este antibiético. El tamizaje fitoquimico identificd alcaloides,

flavonoides y antocianinas.

Conclusiones: El extracto hidroalcohélico de Mashua negra (Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pavon) presenta actividad antibacteriana frente a la cepa
Escherichia coli ATCC 25922.

Palabras claves: Tropaeolum tuberosum, extracto hidroalcohdlico, actividad

antibacteriana; Escherichia coli.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the in vitro antibacterial activity of the hydroalcoholic
extract of black Mashua (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon) against
Escherichia coli ATCC 25922.

Methods: A hydroalcoholic extract was prepared with the tubers of black Mashua
(Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon) and solubility tests, phytochemical
screening and evaluation of antibacterial activity were performed through the disc
diffusion method, for which we worked at concentrations of 25%, 50% and 75%

against Escherichia coli ATCC 25922, using Amoxicillin as a positive control.

Result: The hydroalcoholic extract of black Mashua showed antibacterial activity
against Escherichia coli ATCC 25922, revealing that at a concentration of 75%,
an inhibition halo of 13 mm was formed, a value close to that of amoxicillin which
was 16.4 mm, which when compared with the parameters of the Duraffourd scale,
indicated that the bacterial strain has a greater sensitivity to this antibiotic.
Phytochemical screening identified alkaloids, flavonoids, and anthocyanins.

Conclusions: The hydroalcoholic extract of black Mashua (Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pavon) presents antibacterial activity against the Escherichia
coli ATCC 25922 strain.

Key words: Tropaeolum tuberosum, hydroalcoholic extract, antibacterial activity,
Escherichia coli.



I. INTRODUCCION

Las infecciones bacterianas, siempre han representado un importante problema
salud para el hombre, puesto que son una de las causas mas importantes de
muertes. La terapéutica de las enfermedades causadas por estos
microorganismos encontrd; con el advenimiento de los antibioticos, un avance
notable en la historia de la humanidad, sin embargo, deben ser utilizados
adecuadamente con la finalidad de poder evitar que se produzca la resistencia
bacteriana, el cual es un fendmeno natural, pero el uso inadecuado de estos
productos acelera dicho proceso!. Lamentablemente en los Ultimos afios se ha
apreciado un notable incremento de infecciones causadas por bacterias
resistentes, que Unicamente se apreciaban en centros hospitalarios; por lo que se
denominan infecciones intrahospitalarias, pero hoy en dia no solo es frecuente
en los diferentes profesionales de salud que estan expuestos, con mayor riesgo,
sino también en la poblacién general. Esta situacién es alarmante, ya que la
gravedad del problema se irradia a nivel mundial, existiendo un mayor incremento
de casos en paises subdesarrollados debido a la poca inversion en el sector
salud, diagndsticos erroneos, imprecisos o tratamientos inadecuados, entre otros,
como la carencia econémica y de conocimiento por parte de la poblacion hace
gue recurra a la automedicacion, ya que se ve imposibilita a acuda a una atencién

médica?.

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), son producidas por el
consumo de alimentos y agua contaminada con diferentes microorganismos o
sustancias toxicas que producen, donde los cuadros diarreicos u otros sintomas
gastrointestinales son sus principales manifestaciones clinicas. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) refiere que su incidencia es de 1500 millones de
casos, de los cuales 3 millones de nifios menores de 5 afios mueren al afio®, estas
enfermedades suelen ser originadas en un 60% por bacterias tales como
Salmonella spp, Campylobacter spp y Escherichia coli, siendo esta ultima la que
presenta altos porcentajes de resistencia a diversos antibidticos, lo que lleva
grandes complicaciones en el tratamiento®. Estudios en Espafia en la década de
los 80 del siglo XX reporto que las cepas de E. coli eran sensible a las

cefalosporinas y fluoroquinolonas; sin embargo, actualmente es resistente en un
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13% frente a las cefalosporinas y un 34% frente a las fluoroquinolonas® ©. En
México se determiné que mas del 60% de aislamientos de E. coli fueron
resistentes a ciprofloxacino y el 82% a la ampicilina, siendo una de las causas el
nivel elevado de consumo de antibioticos en més del 70% de los hospitales cuyo
tratamiento frecuente es con cefalosporinas’®. Esta realidad es preocupante, no
solo en el campo de la salud, sino en el econdmico también, investigaciones
como la del Banco Mundial indican que la resistencia a los antimicrobianos
incrementaria la pobreza y de no controlarse, pueda perjudicar sobre todo a los
paises mas pobres, dejando en claro el por qué es necesario regular los
antimicrobianos e incluso la busqueda de nuevos farmacos °. La OMS se ha
manifestado ante esta problematica, anunciando que existe una gran brecha en
el descubrimiento de nuevos tratamientos antibacterianos, lo que plantea un gran
reto para superar la progresiva resistencia bacteriana frente a los farmacos
existentes y nos deja a todos cada vez mas vulnerable a las infecciones
bacterianas; situacién que se agudizo con la pandemia del COVID-19, pues se
retrasaron ensayos clinicos y se desvio la atencion, por lo que urge promover

investigaciones en busqueda de farmacos mas efectivos y eficaces 1°.

En el Peru los casos de ETA son frecuentes, debido a que unicamente el 38% de
los hogares tienen agua libre de patdgenos entre ellos la Escherichia coli.
Asimismo, entre los afios 2014 al 2018 se reportaron; a través del Sistema
SIEpIBROTES del Centro Nacional y control de enfermedades del MINSA, 47
brotes anuales, lo cual afecté a méas de 6 mil personas, 1300 fueron hospitalizados
y 29 fallecieron en todo el pais''*?2, Dentro de los departamentos mas afectados
se encuentran Lima con un 22%, Cusco con un 11%, Cajamarca con el 8.5% y
en la Libertad, Puno y Tacna solo se reportd un 0.4% de brotes. Cabe mencionar
gue desde el 2014 se implementd una Guia Técnica para la Investigacion y
Control de brotes de ETA, siendo de suma importancia ya que facilita la
identificacion e implementacion de acciones de control con la finalidad de
disminuir el riesgo que representa a nivel nacional. Ademas, se detecté que el
agente causal hasta el 2019 fue en un 9% la Escherichia coli y Salmonella spp, y
en el 59% de los casos no se determiné la causa''!3. Por esta razén es de interés
la realizacion de investigaciones cientificas que aporten conocimiento sobre las
propiedades de los diversos recursos vegetales de las diferentes zonas
geograficas de nuestro pais, como es el caso de Tropaeolum tuberosum Ruiz &
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Pavon (Mashua negra) a quien se le confiere propiedades nutritivas, cicatrizantes,
antiinflamatorios, entre otras; no obstante, es escasa la informacion a nivel
nacional sobre su propiedad antimicrobiana, Unicamente se tiene informaciéon de
este recurso proveniente de Huancayo el cual no demostr6 actividad
antibacteriana, sin embargo, considerando que el suelo y el clima influyen
significativamente en las propiedades de la especies vegetales es importante
determinar si el recurso en estudio procedente de la localidad de

Zepita del departamento de Puno presenta o no la actividad antimicrobiana 141°,

Por lo mencionado, se plante6 como pregunta general:

¢, Presenta actividad antibacteriana in vitro el extracto hidroalcohélico de Mashua
negra (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon) frente a la cepa Escherichia coli
ATCC 259227

Como preguntas especificas:
-¢A qué concentracion el extracto hidroalcoholico de Mashua negra
(Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon) presenta mayor actividad
antimicrobiana frente a la cepa Escherichia coli ATCC 259227

-¢,Cual es la susceptibilidad antibacteriana de la cepa Escherichia coli
ATCC 25922 frente al extracto hidroalcohdlico de Mashua negra
(Tropaeolum Tuberosum Ruiz & Pavon), a concentraciones de 25%, 50%

y 75% , comparado con la amoxicilina?

-¢,Cudles son los principales metabolitos secundarios presentes en el
extracto hidroalcohélico de Mashua negra (Tropaeolum tuberosum Ruiz &
Pavon) responsables de la actividad antimicrobiana?

La actividad de un agente antibacteriano estd definida por su espectro
antimicrobiano, dicho de otra manera, es el conjunto de bacterias patégenos que
se ven afectados por las concentraciones de un farmaco o antibiético los cuales
puede ser obtenido de forma natural o biosintética, dicha actividad presenta dos

tipos de acciones, el de matar o inhibir la multiplicaciéon bacterianal®’.
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El extracto hidroalcohdlico de Mashua negra (Tropaeolum tuberosum Ruiz &
Pavon) es una solucion obtenida por la técnica de maceracion, haciendo uso de
un solvente como el etanol a un determinado porcentaje, para solubilizar los
componentes presentes en la muestra estudiada!®. Este recurso natural es una
especie herbacea que crece en los Andes, su valor nutricional es alto, contiene
todos los aminoacidos esenciales, compuestos fendlicos y antocianinas por lo que
presenta actividad antioxidante, ademas de otros compuestos fitoquimicos que
les confiere resistencia a insectos, hongos, bacterias y otros microorganismos.
los cuales pueden tener aplicacion en la industria alimentaria y farmaceéutica 1s,19.

20.

Entre los antecedentes a nivel internacional tenemos:

Chica A., et al (2019) en su estudio presento como objetivo “determinar la
actividad antimicrobiana del extracto alcohdlico del tubérculo Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pavon en sus tres variedades (rosada, amarilla y negra) frente
a E. coli, S. aureus y Candida albicans”. Para lo cual realizaron dos ensayos
experimentales, el primero empleando un volumen de 10 ul del extracto para cada
variedad dando como resultado actividad antimicrobiana solo en la variedad
negra frente a E. coli e inhibicién limitada sobre S. aureus. En el segundo ensayo
se utilizaron volumenes de 20 y 40 ul, confirmando los resultados iniciales.
Concluyendo que unicamente Tropaeolum tuberosum, variedad negra presenta

actividad antimicrobiana®®.

Diaz L., et al (2019) buscaron determinar la capacidad antimicrobiana de los
extractos acuosos y etandlicos de la parte aérea de Tropaeolum tuberosum
(mashua)”. Segun sus resultados los extractos no ejercieron inhibiciéon alguna
frente a los microorganismos en estudio, los cuales fueron S. aureus, B. cereus,
E. coli y C. albicans. Concluyendo que ambos extractos de Tropaeolum

tuberosum (mashua) no presenta actividad antimicrobiana®®.

Mejia F., et al (2018) se plantearon dentro de sus objetivos "determinar la
capacidad antimicrobiana del extracto etandlico de los tubérculos Tropaeolum
tuberosum y Ullucus tuberosus frente a E. coli, Lactobacillus fermentum y

Céandida utilis, reportando que Tropaeolum tuberosum presento Unicamente un
11



efecto bacteriostatico sobre C. utilis, mientras que Ullucus tuberosus tuvo un
efecto sobre E. coli ?°. Concluyendo que Tropaeolum tuberosum (mashua)
presenta actividad antimicrobiana Gnicamente sobre C. utilis 2.

A nivel nacional, existen escasas publicaciones cientificas relacionadas a la
actividad antibacteriana de Mashua negra (Tropaeolum tuberosum Ruiz &
Pavon), es por ello que se estan considerando algunas investigaciones de
recursos vegetales que pertenecen al mismo género del recurso vegetal en
estudio.

Macha F., et al. (2021) buscaron determinar la actividad antibacteriana del
extracto hidroalcohélico de Tropaeolum tuberosum RUIZ & PAV (mashua negra)
procedente de Huancayo sobre el crecimiento de 5 cultivos de E. coli aislada de
orina y heces de pacientes, mediante la técnica de Kirby-Bauer. Sus resultados
evidenciaron, que al 50% se formaron halos de inhibicién de 6,33 mm y al 70%
halos de 6,55 mm frente a E. coli aislado de orina. Asi mismo para los cultivos
obtenidos de heces, al 50% se presentd halos de inhibicién frente a 2 cultivos
(7,112 y 7,22 mm) y dos al 70% (7,99 y 7,55 mm); para la concentracion del
extracto al 90%. no se obtuvo inhibicibn alguna. Los controles positivos
ciprofloxacina revelaron diametros entre 10,99 y 3466 mm vy
sulfametoxazol/trimetropim de 20,92 a 33,93 mm. Concluyendo que el extracto
en estudio no presenta efecto en el crecimiento bacteriano de E. coli*.

Tenorio A. et al. (2017) se plantearon como objetivo evaluar la actividad
inhibitoria del extracto etandlico de Tropaeolum majus (mastuerzo) a tres
concentraciones frente a cinco cepas de Escherichia coli aislada de pacientes con
infecciones del tracto urinario. Sus resultados revelaron que el extracto obtenido
a concentraciones de 50%, 40% y 30% produjo halos de inhibicién promedios de
26, 23 y 20 mm respectivamente. Concluyendo que el extracto etandlico de
Tropaeolum majus presenta efecto inhibitorio sobre E. coli?™.

Candia C. (2016) presento como objetivo evaluar el efecto antibacteriano in vitro
del extracto de Tropaeolum tuberosum procedente de Puno, a cuatro
concentraciones frente a cepas clinicas y ATCC de Escherichia coli y
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Pseudomonas aeruginosa”, asi como identificar sus principales metabolitos. Sus
resultados evidenciaron que los extractos a la concentracion de 50 y 75 g/mL
tuvieron actividad antibacteriana frente a E. coli ATCC 25922 mostrando halos de
22y 23 mmy con P. aeruginosa ATCC 27853, en ambas concentraciones, halos
de 16 mm, respectivamente. Respecto a las cepas clinicas solo se presenté
efecto en P. aeruginosa, formandose halos de 9 y 13 mm. Las concentraciones
de 10y 25 g/mL no presento actividad. Los controles con gentamicina dejaron ver
halos entre 18 y 25 mm. Asimismo, se revelo que, los principales metabolitos son
flavonoides, taninos, esteroides y alcaloides. Concluyendo que el extracto acuoso
de Tropaeolum tuberosum presenta efecto antibacteriano frente a las cepas
ATCC?%,

Por lo expuesto nuestro estudio presenta una justificacion tedrica y social, ya que
al comprobar la actividad antimicrobiana que se atribuye empiricamente a
Mashua negra (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon) aporta un valioso
conocimiento cientifico que valida su uso y genera bases solidas para
investigaciones futuras que estén direccionadas a elaborar fitofarmacos
antibacterianos, ademés de brindar informacion sobre los diferentes metabolitos
secundarios que posee y que podrian ser responsables de su efecto
antimicrobiano; todo esto ofrece una nueva alternativa terapéutica que permite
combatir algunas enfermedades infecciosas, lo que va en beneficio de la
poblacién sobre todo de escasos recursos; asi mismo posee una justificacion
econOmica, ya que fomenta su cultivo, para ser comercializada, a mayor escala,
generando un crecimiento econémico en el sector agricola.

La presente investigacion se planteé como por objetivo general:

Evaluar la actividad antibacteriana in vitro del extracto hidroalcohélico de Mashua negra

(Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon) frente a la cepa Escherichia coli

ATCC 25922

Como obijetivos especificos:
-Determinar a qué concentracion el extracto hidroalcohélico de Mashua
negra (Tropaeolum Tuberosum Ruiz & Pavon) presenta mayor actividad

antimicrobriana frente a la cepa Escherichia coli ATCC 25922.
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-Determinar la susceptibilidad antibacteriana de la cepa Escherichia coli
ATCC 25922 frente al extracto hidroalcohdlico de Mashua negra
(Tropaeolum Tuberosum Ruiz & Pavon), a concentraciones de 25%, 50%

y 75% , comparado con la amoxicilina.

-Determinar los principales metabolitos secundarios presentes en el
extracto hidroalcohdlico de Mashua negra (Tropaeolum Tuberosum Ruiz &
Pavon), responsables de la actividad antimicrobiana.

Como hipétesis general tenemos:

El extracto hidroalcohdlico de Mashua negra (Tropaeolum tuberosum Ruiz &
Pavon) presenta actividad antimicrobiana in vitro frente a la cepa Escherichia coli
ATCC 25922.

Como hipétesis especificas:
- El extracto hidroalcohodlico de Mashua negra (Tropaeolum
Tuberosum Ruiz & Pavon) a mayor concentracion presenta mejor actividad

antimicrobiana frente a la cepa Escherichia coli ATCC 25922.

- La cepa Escherichia coli ATCC 25922, es méas susceptible al
extracto hidroalcohélico de Mashua negra (Tropaeolum Tuberosum Ruiz &
Pavon), a concentraciones de 25%, 50% y 75%, comparado con la
amoxicilina. -El extracto hidroalcohdlico de Mashua negra (Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pavon) posee metabolitos secundarios responsables de

la actividad antimicrobiana.

Il. MATERIALES Y METODOS

Il.1. Enfoque y disefio de la investigacion

Enfoque: Cuantitativo ya que los resultados se basan en una secuencia de
procedimientos que permite obtener datos numéricos con la finalidad de
determinar la actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico de Mashua
negra (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon) frente a la cepa E. coli ATCC 25922.
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Experimental: Ya que se realizoé la manipulacion de la variable independiente
bajo condiciones muy controladas con la finalidad de poder establecer la causa
gue ocasiona el acontecimiento, estableciendo una posible causa y efecto sobre
la variable dependiente 232,

Explicativo: buscé la razén de los hechos mediante la relacion causa-efecto,
relacionando las concentraciones del extracto hidroalcohdlico de Mashua negra
(Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon) frente a la cepa Escherichia coli ATCC
2592223-26.

Transversal: Ya que la recoleccion de la informacion / datos se dio Gnicamente en

un momento dado?3-26,

[I.2. Poblacién, muestray muestreo

La poblacion de estudio estuvo conformada por el recurso Mashua negra
(Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon) procedente de la localidad de Zepita, del
departamento de Puno, recolectado a una altitud de 3831 m.s.n.m.

La muestra consistié en 1 kilo de los tubérculos de la especie vegetal mencionada
y se considerd los siguientes criterios de seleccion:
Criterios de inclusién: Tubérculos sanos, sin roturas o mal olor, libres de algin defecto

producido por envejecimiento.

Criterios de exclusion: Tubérculos que estén infectados por plagas o que procedan de

un lugar diferente a la localidad de Zepita - Puno.

La poblacién microbiolégica, estuvo conformada por la cepa bacteriana E. coli ATCC
25922,

El tipo de muestreo fue “no probabilistico”, debido a que la selecciéon de los
tubérculos de Mashua negra (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon) fue de forma
por conveniencia, considerandose los criterios de inclusion y exclusion antes
descritos.

[1.3. Variables de investigacion
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Variable independiente: Extracto hidroalcohdlico de Mashua negra (Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pavon)

Definicidbn _conceptual: Solucién obtenida de un recurso vegetal mediante la
técnica de maceracion, haciendo uso de un solvente que permite la solubilizacion
de componentes que se encuentran en la muestra de estudio 262,

Definicién operacional: Concentracion del extracto hidroalcohdlico de Mashua negra
(Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon).

Variable dependiente: Actividad antimicrobiana

Definicién conceptual: Capacidad de una sustancia obtenida de forma natural o

biosintética para interferir en el crecimiento y posterior propagacion de los
microorganismos1926-28

Definicidn operacional: Susceptibilidad que presenta una cepa bacteriana frente

a la accion inhibitoria del extracto hidroalcohdlico de Mashua negra (Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pavon), la cual se obtiene por medicion del didmetro de los
halos de inhibicion.

Il.4. Técnicas e instrumentos para la recoleccion de datos

La técnica de recoleccion de datos estuvo basada en la observacion. El
instrumento fue una ficha de recoleccion de datos donde se registré6 cada
resultado obtenido al realizar la prueba de solubilidad, marcha fitoquimica y
finalmente la actividad antibacteriana 26 del extracto hidroalcohdlico de Mashua
negra (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon) (Anexo C).

Il.5. Plan metodoldgico para la recoleccion de datos

El procedimiento para la realizacion del estudio consistié en:

a) Obtencion y Seleccion de la Muestra:

El recurso vegetal Mashua negra (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon) fue
obtenido de la localidad de Zepita, en la ciudad de Puno, en el periodo del mes
de diciembre del 2022, una vez recogidos, se procedié a seleccionar un kilo
de tubérculos en buenas condiciones, posteriormente se lavdé con agua
destilada eliminando las particulas de tierra?°.
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b) Identificacion taxondmica de la Muestra:

Se realizo la taxonomia del recurso en estudio en las instalaciones de la
Universidad Nacional San Agustin de Arequipa, obteniendo la constancia que
acredita que la planta pertenece a la especie Tropaeolum tuberosum Ruiz &

Pavon (Anexo D).

c) Obtencion del extracto hidroalcohélico:

Se realiz6 en las instalaciones de Industrias Médicas y Farmacéuticas SRL.
(Anexo E). La muestra fue situada en un recipiente de acero inoxidable y
llevada a una estufa a 37°C por un tiempo se 48 horas, luego, el producto fue
triturado en un molino y se tamizd obteniendo particulas de tamafo
homogéneo, para luego depositarlo en un frasco de vidrio ambar, el cual
contenia alcohol al 70%, dejandolo reposar durante 10 dias, en un lugar
oscuro y fresco. El producto obtenido fue filtrado y llevado a una estufa a
temperatura de 40°C, para obtener un extracto seco; a partir del cual se
prepararon las concentraciones de 25%, 50% y 75%, con el solvente que
presenté mejor solubilidad y conservados en frascos color ambar.

d) Prueba de solubilidad:

Se procedié a determinar la solubilidad empleando los siguientes solventes: n-
Hexano, Cloroformo, éter de petréleo, agua destilada, metanol y etanol, para lo cual
en diferentes tubos de ensayo se colocé 5 mg del extracto seco y agredo 1ml de

cada solvente?6. 30-32.

e) Marcha Fitoquimica:

Se realiz6 en las instalaciones de Industrias Médicas y Farmacéuticas SRL.
(Anexo E). Para la identificacion de los principales metabolitos secundarios de
Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon, se realizaron diferentes ensayosai,33.

- Identificacion de alcaloides: Se realizo mediante la reaccién de
Dragendorff, la cual implico que en un tubo de ensayo se colocé 1 ml del
extracto y luego se adiciono una gota de reactivo. La formacion de un
precipitado indica la presencia del metabolito.
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- Identificacion de flavonoides: Se realizo mediante la reaccion de
Shinoda, la cual implico que en un tubo de ensayo se coloc6 1 ml del
extracto y luego se afadioé “una pequefna limadura de magnesio y 3 gotas
de acido clorhidrico concentrado”. La presencia de burbujas y el cambio

de color indica la presencia del m etabolito.

- Identificacion de antocianinas: En un tubo de ensayo se coloco 1 ml
del extracto y se afiadié unas gotas de NaOH al 10%, el cambio de color
indica la presencia del metabolito.

- Identificacion de esteroles: Se realizo mediante la reaccion de
Libermann- Burchard, la cual implico que en un tubo de ensayo se coloco
1 ml del extracto y luego se afiadio 3 gotas de anhidrido acético y 2 gotas
de &cido sulfarico concentrado. El cambio de color indica la presencia del
metabolito.

- Identificacion de taninos: Se realizO mediante la prueba de la
gelatina y cloruro de sodio, la cual implico que en un tubo de ensayo se
coloc6 1 ml del extracto y luego se agregd unas gotas de gelatina- cloruro
de sodio, en un principio se forma una sustancia con apariencia de nube
en la solucion, luego de centrifugar se observa la formacion de un

precipitado de color blanco, indica la presencia del metabolito.

- Identificacion de fenoles: Se realizé6 mediante la reaccién de cloruro
férrico o de hierro (FeCl3), la cual implico que en un tubo de ensayo se
coloco 1 ml del extracto y luego se agregoé tres gotas del reactivo, si se

observa la aparicién de una coloracion, indica la presencia del metabolito.

- Identificacion de saponinas: Se realiz6 mediante la prueba de la
espuma, la cual implico que en un tubo de ensayo se colocé 1 ml del
extracto y luego se agito por 1 minuto. Si la espuma formada se mantiene

por mas de un minuto indica la presencia del metabolito.
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f)

Ensayo microbiolégico

Se realiz6 en las instalaciones de la institucion INDUSTRIAS MEDICAS Y
FARMACEUTICAS SRL, bajo la supervision del Q.F. Wilber Carlos Benito
Ichocan (Anexo F). Para medir la actividad antibacteriana se aplicé el
meétodo segun Kirby Bauer de difusion en agar, trabajando con el extracto
hidroalcoholico de Mashua negra (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon)
a diferentes concentraciones: 25%, 50% y 75%, enfrentandolo a la cepa
estandar American Type Culture Collection (ATCC) de Escherichia coli
ATCC 25922 (Anexo G) 26:31-35 Asimismo, se us6 como control positivo
los discos de sensibilidad del antibiético de amoxicilina y como control

negativo agua esteéril.

Para este proceso, se realizaron los siguientes pasos:
Primero se prepar6 el Agar Mueller Hinton, se consideré que el pH se
encuentre entre 7.2 a 7.4. Luego se procedio a verter en las placas Petri
15 ml del medio de cultivo; previamente esterilizadas, dando un fondo
uniforme de un espesor aproximado de 4mm, dejandose reposar en un
area plana a temperatura ambiente hasta que se enfrig, luego fue llevado
a refrigeracion a 5 — 8°C para que pueda conservarse y posteriormente

usarlo 31-37.

Para preparar los discos de sensibilidad, consistié6 en impregnar discos
de papel filtro de diametro de 6 mm con las tres concentraciones
(25%,50% y 75%) del extracto hidroalcohdlico, los cuales posteriormente
fueron colocados sobre la superficie agar sembrado con la cepa

bacteriana en estudio. 31-37.

Preparacion del indculo, la cepa bacteriana E. coli ATCC25922 fue
reconstituida cumpliendo las indicaciones del fabricante y luego fueron
sembradas en agar Mueller Hinton, siendo incubadas a 37°C por un
tiempo de 24 - 48 horas, consiguiendo favorecer el crecimiento y
formacion de colonias bacterianas. Utilizando un asa de kohle que tomo
de 4 - 5 colonias y se transfirieron a un tubo de ensayo, el cual,

previamente contenia 5 ml de caldo nutritivo, luego se homogenizé
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suavemente y se llevo a incubadora por aproximadamente 2-3 horas
hasta alcanzar una turbidez deseada la cual es equivalente a 1x108
UFC/ml (0.5 de la escala de Mc Farland )33/,

- Inoculacidon de las Placas
Luego de obtener la turbidez de la cepa bacteriana, en un periodo no
superior a los 15 min, con ayuda de un hisopo que fue embebecido con la
suspensién bacteriana y rotandolo con suave presion sobre las paredes
interiores del tubo logrando eliminar los excesos de la muestra, se procedio
a sembrar por agotamiento en toda la superficie de la placa petri que
previamente contenia el Agar Mueller Hinton, luego se llevo a estufa
durante unos 5 min, con la finalidad de conseguir que el exceso de
humedad de la superficie se absorba antes de aplicar los discos

impregnarlos con cada concentracion del extracto 3137,

- Aplicacion de los discos a las placas inoculadas
Fue necesario que, con la ayuda de una pinza estéril, los discos estériles
de papel filtro embebidos con 20ul de cada concentracion del extracto, se
colocaron sobre la superficie del agar y se presion6 para asegurar el
contacto firme. Estos se distribuyeron en forma equidistante con al menos
25 mm de distancia entre uno y otro 3" 3. Ademas, se aplicaron discos de
amoxicilina (control positivo) y de agua estéril (control negativo o blanco).

El ensayo se realizo por triplicado.

- Incubacién de las placas y lectura de los halos de inhibicion.
Después de aproximadamente 5 minutos de realizado el paso anterior, las
placas fueron llevadas a incubacion, por un periodo de 24 horas,
transcurrido ese tiempo, se observé la formaciéon de halos de inhibicién,
los cuales se midieron en milimetros utilizando un vernier calibrado. Los
tamafios de los halos fueron comparados con la escala de Duraffourd y
Lapraz (1983), pudiendo determinar el grado de sensibilidad bacteriana

26,31-38.
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I1.6. Procesamiento del analisis estadistico
El analisis estadistico de los datos obtenidos del presente estudio, se realizaron
mediante “Statistical Package for the Social Sciences” (SPSS) versién 23; el cual,

permitié obtener la media y el promedio de los valores de cada grupo de estudio,

Ademas se empleo la prueba de “Analysis Of Variance (ANOVA)” para

determinar si existe diferencia significativa entre los grupos de estudio 26:39-40,

[I.7. Aspectos éticos

Para desarrollar la presente investigacion, se considerd el cumplimiento de las
recomendaciones y directrices detalladas en el “Manual de las Buenas Practicas
de Laboratorio”, el cual consiste en prevenir riesgos que podria sufrir el
investigador al estar expuesto a agentes de distinta naturaleza, para efectos del
estudio se contemplé el contar con la vestimenta e indumentaria necesaria para
el adecuado manejo y el control de los reactivos y la cepa bacteriana Escherichia
coli ATCC25922; ademas una vez culminado los procedimientos en el laboratorio
se eliminaron todos los residuos cumpliendo los protocolos de seguridad al medio

ambiente4142,

lll. RESULTADOS PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

[11.1 Prueba de solubilidad:

Tabla N°1:

Solubilidad del extracto hidroalcohdélico de Mashua negra (Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pavon)

Solvente Solubilidad

Hexano -

Cloroformo -

Eter de petroleo -

Agua destilada ++
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Metano ++
Etanol +++
Leyenda:

(-) No soluble o insoluble

(+) Poco soluble

(++) Mediano o moderadamente soluble

(+++) Completamente soluble

En la tabla N°1 se aprecia los diversos solventes empleados, para determinar la
solubilidad del extracto; los cuales presentan diferentes polaridades. Se evidencia
una completa solubilidad (+++) con el etanol, seguido del metanol y agua
destilada que fue de moderada o mediana (++), esto debido a los grupos
funcionales hidrofilicos que presentan; asi mismo se observa nula solubilidad o
insoluble (-) para éter de petréleo, cloroformo y hexano.

[1l.2 Marcha fitoquimica

Presencia de metabolitos secundarios en extracto hidroalcohdlico de

Tabla N° 2:

Mashua negra (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon)

22

Metabolito secundario Ensayo Resultado
Alcaloides Reactivo de Dragendorff +++
Flavonoides Reaccion de Shinoda +++
Antocianinas Hidréxido de sodio al 10% +++
Esteroles Rvo. Libermann-Burchard ++
Taninos Gelatina-sal ++




Fenoles Tricloruro de hierro
Saponinas Prueba de la espuma
Leyenda:

(-) La coloracion o precipitado no se evidencia

(+) La coloracién o precipitado se evidencia poco

(++) La coloracion o precipitado se evidencia moderadamente

(+++) La coloracion o precipitado se evidencia notablemente

En la tabla N° 2, se muestra los diferentes ensayos empleados para identificar

los metabolitos secundarios, evidencidndose una notable presencia (+++) de

alcaloides, flavonoides y antocianinas; presencia moderada (++) de esteroides,

taninos y fenoles, compuestos fitoquimicos que le confiere a las especies

vegetales resistencia a insectos, hongos, bacterias y otros microorganismos;

asimismo ausencia de saponinas.

[11.3 Evaluacion de la Actividad antibacteriana in vitro.

Tabla N°3:

Halos de inhibicion (mm) del extracto hidroalcohdélico de Mashua negra

(Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon) a diferentes concentraciones

sobre el crecimiento de la cepa Escherichia coli ATCC 25922

No. Agua Concentracion del Amoxicilina

Repet | {estilada (Control

ACTIVIDAD Extracto positivo)
ANTIBACTERIANA esteéril
(control
negativo)

25% 50% 75%
Diametro de halos 1 6,01 6,18 7,10 12,50 16,96
de inhibicion
2 6,04 6,58 6.92 13,50 15.82
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Leyenda:

Escala de Duraffourd y Laprazi(1983)
(-} Nula: Diametro (= 8 mm)
(+) Sensible bajo: Didmetro (9 - 14 mm)

(++) Muy sensible: Didmetro (15 - 19 mm)
(+++) Sumamente sensible: Didmetro (= 20 mm)
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Figura N° 1. Comparacién del promedio de los halos de inhibicion (mm) del extracto
hidroalcohdlico de Mashua negra (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon) a diferentes

25% EMT. tuberosum

50% EMT. tuberosum

Tratamiento

75% EH T. tuberosum

concentraciones sobre el crecimiento de la E. coli ATCC 25922

En la Tabla N° 3 y Figura N° 1 se aprecian los resultados promedio de los halos
de inhibicion (mm), el cual representa el efecto antimicrobiano del extracto
hidroalcohdlico de Mashua negra (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon) frente al
microorganismo en estudio. Segun la escala de Duraffourd, la cepa de E. coli
ATCC 25922, tanto para el agua destilada estéril (control negativo) como para las
concentracion del 25% y 50% muestran valores < 8 mm lo que indica que no existe
actividad (nula), a diferencia de la concentracion de 75% , donde se revel6 efecto
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antibacteriano; aunque el microorganismo en estudio presenté baja sensibilidad
con 13 mm aproximadamente, siendo un didmetro inferior a la amoxicilina (control
positivo), cuyo valor promedio fue de 16 mm donde E. coli ATCC 25922 resulté

ser muy sensible.

l1l.4 Prueba de Normalidad y homogeneidad de varianza de la Actividad

antibacteriana in vitro.

Tabla 4
Prueba de Normalidad de la actividad antibacteriana del extracto
hidroalcohélico de Mashua negra (Tropaeolum Tuberosum Ruiz & Pavon)
al 25%, 50% y 75%, frente a la cepa de E. coli ATCC 25922

Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wil k
Estadisti gl Sig. Estadisti gl Sig.

co co
Blanco 175 3 . 1,000 3 1,000
25% ,289 3 . ,928 3 ,480
50% ,292 3 . ,923 3 463
75% 219 3 : ,987 3 ,780
Amoxicili ,280 3 . ,938 3 ,520
na
a. Correccion de significacion de Lilliefors

En la tabla 4 se aplico la prueba de normalidad para determinar si el conjunto de
datos proviene de una distribucion normal y debido que se tiene menos de 50
observaciones, se considero utilizar la prueba de Shapiro-Wilk. Asi mismo, se
aprecia que el valor p se encuentra por encima de a = 0.05, esto demuestra que
los datos provienen de una distribucion normal.
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Tabla 5
Prueba de Homogeneidad de varianzas de la actividad antibacteriana del
extracto hidroalcohdlico de Mashua negra (Tropaeolum Tuberosum Ruiz
& Pavon) al 25%, 50% y 75%, frente a la cepa de Escherichia coli ATCC

25922

Prueba de homogeneidad de varianza s

Estadistico gl1 gl2 Sig.
de Levene
Escherichia Se basa en la 1,359 4 10 , 315
coli mediana

En la tabla 5 para determinar si “las varianzas de cada tratamiento aplicado son
iguales o diferentes estadisticamente”. Se aplico la prueba estadistica de
Levenne donde se observa que el valor p es mayor a 0.05, concluyendo que las

varianzas de los tratamientos aplicados son homogéneas.

Por lo tanto, “al cumplir los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianza

aplicaremos pruebas paramétricas, en este caso la prueba de ANOVA”.

[1I.5 Contrastaciéon de las hipotesis

Para el desarrollo del experimento in vitro se evalué la actividad
antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico de Mashua negra (Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pavon) a concentraciones de 25%, 50% y 75%, frente a
E. coli ATCC 25922; ademas se emplearon controles de calidad con la
finalidad de evaluar el desempefio del trabajo, donde el agua destilada estéril
fue el blanco y la amoxicilina el control positivo; cada ensayo se realiz6 por
triplicado y los datos obtenidos fueron interpretados mediante la escala de
Duraffourd y Lapraz.

Para contrastar las hipotesis planteadas por los investigadores del presente estudio

(H1), se utilizaron pruebas estadisticas paramétricas.
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[11.5.1 Contrastacion de la hipétesis general

- HO: EIl extracto hidroalcohdlico de Mashua negra (Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pavon) no presenta actividad antimicrobiana frente a la
cepa E. coli ATCC 25922.

- H1: El extracto hidroalcohdlico de Mashua negra (Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pavon) presenta actividad antimicrobiana frente a la
cepa E. coli ATCC 25922.

Tabla N° 6
Estadisticos descriptivos de la actividad antimicrobiana del extracto
hidroalcohélico de Mashua negra (Tropaeolum Tuberosum Ruiz &
Pavon) frente a la cepa de E. coli ATCC 25922

Descriptivos

Tratamiento | N} Media Desv. | 959 de intervalo | Minimo | Maximo
. Error :
Desviac de conflanz_a para
ion la media
estanda

r
Limite Limite
inferior | superior

Blanco 3| 6,0400 | 0,0300 | 0,0173 | 5,9655 6,1145 6,01 6,07

Concentracién | 3| 6.5800 | 0,1609 | 0,0929 | 6,1802 | 6,9798 | 6,18 | 6,98
25%

Concentracion | 3| 72667 | 0,2082 | 0,1202 | 6,7496 7,7838 7,10 7,78
50%

Concentracién | 3 | 13,0333 | 0,5033 | 0,2906 | 11,7830 | 14,2837 | 12,50 | 13,50
75%

Amoxicilina | 3| 16,4667 | 0,1858 | 0,1073 | 16,0050 | 16,9283 | 16,26 16,62
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En la tabla 6 se registran la media de los halos de inhibicion obtenidos (mm)
correspondientes a las tres concentraciones del extracto hidroalcohodlico de
Mashua negra (T. tuberosum), un control negativo (Blanco) y control positivo
(Amoxicilina) sobre la cepa E. coli ATCC 25922, con una confiabilidad del 95%,
en donde se visualiza que el blanco no presenta actividad microbiana, el valor
registrado pertenece al didmetro del disco (6.00 mm). Segun la escala de
Duraffourd y Lapraz, las concentraciones del extracto al 25% y 50% no ejerce
efecto inhibitorio sobre el crecimiento del organismo en estudio, con una media
de 6.58 £ 0.1609 mmy 7.27 + 0.2082 mm respectivamente, a diferencia del 75%
gue muestra actividad (13.03 £ 0.5033 mm), cercana a la de Amoxicilina (16.47
0.1858 mm); lo que refleja que E. coli ATCC 25922 presenta una baja y muy
sensible sensibilidad, respectivamente. Por lo tanto, se rechaza la hipétesis nula
(HO) y se acepta la hipétesis alterna (H1), concluyendo que el extracto
hidroalcohdlico de Mashua negra (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon)

presenta actividad antimicrobiana frente a la cepa Escherichia coli ATCC 25922.

[11.5.2. Contrastacion de hipétesis especificas:

Hipotesis especifica 1

- HO: El extracto hidroalcohdlico de Mashua negra (Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pavon) a mayor concentracibn no presenta mejor
actividad antimicrobiana frente a la cepa E. coli ATCC 25922.

- H1: El extracto hidroalcohdlico de Mashua negra (Tropaeolum
Tuberosum Ruiz & Pavon) a mayor concentracion presenta mejor

actividad antimicrobiana frente a la cepa E. coli ATCC 25922.
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Tabla 7

Prueba de ANOVA de los halos de inhibicién obtenidos sobre el
crecimiento de la cepa E. coli ATCC 25922

ANOVA
Suma de Gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 257,378 4 64,345 898.6 000
67
Dentro de grupos J16 10 072
Total 258,094 14

La prueba ANOVA nos permite verificar si existen diferencias significativas entre
las concentraciones aplicadas, comparando la medida de cada uno de ellos. En
la tabla N° 7, se visualiza que el valor p=0,000 (sig) es menor a 0.05, por lo que
se afirma que existe diferencias significativas; para determinar qué medidas son
estadisticamente diferentes se debe aplicar pruebas POST HOC, en este caso se

aplicara la prueba de Tukey.

Tabla N° 8
Comparaciones multiples de los halos de inhibicion obtenidos sobre el
crecimiento de la cepa E. coli ATCC 25922 - Prueba de HSD TUKEY

Comparaciones multiples
Variable dependiente: E. coli ATCC 25922

HSD Tukey
() J) Diferencia | Desv. Sig. Intervalo de
Concentraciones| Concentraciones | de medias Error confianza al 95%
(-J)
Limite Limite
inferior superior
Blanco Concentracién -,54000 | ,21848 | ,173 -1,2590 , 1790

25%

Concentracion -1,22667" | ,21848 | ,002 -1,9457 -,5076
50%
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Concentracién -6,99333" | ,21848 | ,000 -7,7124 -6,2743

75%

Amoxicilina -10,42667" | ,21848 ,000 | -11,1457 -9,7076
Concentracion Blanco ,54000( ,21848 | ,173 -,1790 1,2590
25% Concentracion -68667| 21848 | ,063 | -1,4057 0324

50%

Concentracién -6,45333"| ,21848 | ,000 -7,1724 -5,7343

75%

Amoxicilina -9,88667"| ,21848 | ,000 | -10,6057 -9,1676

Blanco 1,22667"| ,21848 ,002 ,5076 1,9457
Concentracién Concentracién ,68667| ,21848 | ,063 -,0324 1,4057
50% 25%

Concentracion -5,76667"| ,21848 | ,000 -6,4857 -5,0476

75%

Amoxicilina -9,20000"| ,21848 | ,000 -9,9190 -8,4810
Concentracién Blanco 6,99333"| ,21848 | ,000 6,2743 7,7124
0,
5% Concentracion 6.45333'| 21848 | ,000 | 57343 | 7.1724

25%

Concentracion 5,76667"| ,21848 ,000 5,0476 6,4857

50%

Amoxicilina -3,43333"| ,21848 ,000 -4,1524 -2,7143
Amoxicilina Blanco 10,42667"| ,21848 ,000 9,7076 11,1457

Concentracion 9,88667" ,21848 | ,000 9,1676 10,6057

25%

Concentracion 9,20000" ,21848 | ,000 8,4810 9,9190

50%

Concentracion 3,43333" , 21848 ,000 2,7143 4,1524

75%

* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05
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La prueba estadistica de Tukey permite realizar comparaciones multiples, asi
como también la identificacion de qué medias son estadisticamente homogéneas.

En la Tabla 8, evidencia que existen diferencias significativas entre las
concentraciones de: Blanco - Concentracion 50%, Blanco - Concentracion 75%,
Blanco - Amoxicilina, Concentracion 25% - Concentracion 75%, Concentracion
25% - Amoxicilina, Concentracion 50% - Concentracion 75%, Concentracion 50%
- Amoxicilina y Concentracion 75% - Amoxicilina, esto se demuestra porque los
valores p de Sig. es <0,05. Por ello se debe aplicar la prueba de subconjuntos de
Tukey para identificar las diferencias antes mencionadas.

Tabla N° 9

Prueba de subconjuntos de Tukey para E. coli ATCC 25922

HSD Tukey?
Concentraciones N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4
Blanco 3 6,0400
Concentracién 25% 3 6,5800 6,5800
Concentracién 50% 3 7,2667
Concentracién 75% 3 13,0333
Amoxicilina 3 16,4667
Sig. 73 ,063 1,000 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamano de la muestra de la media armonica = 3,000,

En la tabla N° 9 se observa que todas las medias de las diferentes
concentraciones empleadas son distintas, visualizandose que, a mayor
concentracion del extracto, se ejerce una mayor inhibicién.

Por lo tanto, se acepta la H1 y se rechaza la HO, concluyendo que el extracto
hidroalcohdlico de Mashua negra Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon) a mayor
concentracion posee mejor actividad antimicrobiana frente a la cepa Escherichia

coli ATCC 25922.
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Hipotesis especifica 2

- HO: La cepa Escherichia coli ATCC 25922, es menos susceptible al extracto
hidroalcoholico de Mashua negra (Tropaeolum Tuberosum Ruiz & Pavon), a
concentraciones de 25%, 50% y 75%, comparado con la amoxicilina.

- H1: La cepa Escherichia coli ATCC 25922, es mas susceptible al extracto
hidroalcoholico de Mashua negra (Tropaeolum Tuberosum Ruiz & Pavon), a

concentraciones de 25%, 50% y 75%, comparado con la amoxicilina.

En la Tablas N° 3, se muestra las medias de los didmetros de los halos de
inhibicion obtenidos de Escherichia coli ATCC 25922 frente a las diferentes
concentraciones del extracto en estudio, los cuales oscilan entre 6,5 mmy 13mm,
inferiores al del control positivo (Amoxicilina) el cual fue de 16,4mm. Esto indica
gue el antibidtico empleado exhibe una mayor zona en la que no se produce
crecimiento del microorganismo. Existe una relacion directa entre el diametro del
halo y la susceptibilidad de las bacterias, que en general se puede clasificar como
baja, media y alta. Por lo tanto, se acepta la HO y se rechaza la H1, concluyendo
qgue Escherichia coli ATCC 25922 es menos susceptible al extracto
hidroalcohdlico de Mashua negra (Tropaeolum Tuberosum Ruiz & Pavon) a las

concentraciones 25%, 50% y 75%, comparado con la amoxicilina.

Hipotesis especifica 3

- HO: El extracto hidroalcohdlico de Mashua negra (Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pavon) no posee metabolitos secundarios responsables de la
actividad antimicrobiana.

- H1: El extracto hidroalcohdlico de Mashua negra (Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pavon) posee metabolitos secundarios responsables de la actividad

antimicrobiana.

La contrastacion de esta hipoétesis, se hizo mediante la prueba de Marcha
Fitoquimica por el Método de Olga Lock, donde la determinacion se realizd
mediante pruebas de coloracion y precipitacion cualitativas, dependiendo de los
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grupos quimicos presentes en el extracto del recurso vegetal, identificAndose
metabolitos secundarios con actividad antibacteriana, tal como se muestra en la
Tabla N° 2, que indica una notable presencia (+++) de alcaloides, flavonoides y
antocianinas; moderada presencia (++) de esteroides, taninos, siendo estos los
metabolitos secundarios que estarian relacionados con la actividad
antimicrobiana. Por lo tanto, se rechaza la HO y se acepta la H1, concluyendo que
el extracto hidroalcohdlico de Mashua negra (Tropaeolum Tuberosum Ruiz &
Pavon) posee metabolitos secundarios responsables de la actividad
antimicrobiana.

IV. DISCUSION

V.1 Discusion de resultados

En las dltimas décadas, uno de los problemas mas alarmantes a nivel mundial,
son las infecciones producidas por cepas bacterianas que se agrava cada dia por
la acelerada velocidad para desarrollar mecanismos de evasion frente a la accion
de los farmacos; a diferencia del pausado descubrimiento o produccion de
nuevas moléculas bioactivas para combatirlas. Esta resistencia generada frente
a los antimicrobianos constituye una gran amenaza en salud publica, por ello la
necesidad urgente de estudiar nuevas alternativas de antimicrobianos eficaces
gue nos permita brindar mudltiples opciones de tratamientos que protejan tanto
al hombre como animales de infecciones o enfermedades que cada dia se hacen
mas dificiles de tratar e incluso pueden convertirse en potencialmente mortales.

Por consiguiente, la presente investigacion se planteé como objetivo general
evaluar la actividad antimicrobiana in vitro del extracto hidroalcohoélico de Mashua
negra (Tropaeolum Tuberosum Ruiz & Pavon) frente a la cepa Escherichia coli
ATCC 25922, para ello el extracto se preparo a las concentraciones de 25%, 50%
y 75%.

Los resultados demostraron que el extracto hidroalcoholico de Mashua negra
(Tropaeolum Tuberosum Ruiz & Pavon) presenta actividad antimicrobiana a la
concentracion de 75%, sobre Escherichia coli ATCC 25922, siendo esta la mayor
concentracion empleada y que ejercio un efecto inhibitorio con un diametro de 13
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mm; lo que ratifica nuestra hipotesis planteada (H1), traduciéndose en que, a
mayor concentracion, mayor es el diametro de los halos de inhibicién; esto debido
a que, agrupa una mayor cantidad de compuesto bioactivos, esta informacion es
similar a las investigaciones de Chica A., et al (2019) quienes reportaron
actividad antibacteriana de Tropaeolum tuberosum, variedad negra frente a
Escherichia coli e incluso a Staphylococcus aureus?®; igualmente Candia C.
(2016) evaluo el efecto antibacteriano in vitro del extracto acuoso de T. tuberosum
procedente de Puno frente a dos cepas tipificadas, reportando que a 50y 75 g/mL
se formaron halos de 22 y 23 mm para E. coli ATCC 25922 y de 16 mm para P.
aeruginosa ATCC 27853, respectivamente; pero concentraciones menores como
10y 25 g/mL, no presentd dicha propiedad?2. Ambos estudios reflejan que existe
una correlacion directa entre el diametro del halo de inhibicién y la concentracion
del extracto. Asi mismo, nuestros resultados son apoyados por la investigacion
de Tenorio A. et al. (2017) quienes evaluan la actividad inhibitoria del extracto
etandlico de Tropaeolum majus (mastuerzo) a tres concentraciones frente a
cepas de Escherichia coli aislada de pacientes con infecciones del tracto urinario,
revelando que al 30%, 40% y 50% se produjeron halos cuyo promedio fueron de
20.11, 23.57 y 26.55 mm respectivamente?!. Por otro lado nuestros datos se
oponen a los reportados por Diaz L., et al (2019)'°, Mejia F., et al (2018) *°y
Macha F., et al. (2021) '8, quienes no evidencian actividad alguna de los extractos
de Tropaeolum tuberosum sobre la especie bacteriana en estudio; esta diferencia
marcada se puede deber a diversos factores intrinsecos como, el lugar de
procedencia, genotipo del recurso vegetal, luz, temperatura, radiaciéon solar,
disponibilidad de agua, condicion nutricional del suelo, entre otros, las cuales al
no ser los adecuados u O6ptimos, puede influenciar negativamente en la
produccion de los compuestos quimicos en las especies vegetales 19 2%

Ademads, nuestros resultados fueron comparados con los parametros
establecidos en la escala de Duraffourd y Lapraz (1983), la cual confirma el efecto
inhibitorio de un extracto y categoriza el grado de sensibilidad de una cepa
bacteriana, indicando nula (diametro inferior a 8 mm); sensible (9 a 14 mm); muy
sensible (15 y 19 mm), y sumamente sensible (igual o superior a 20 mm)26. 35
Basados en estos valores; nos indica que Escherichia coli ATCC 25922, presento
baja sensibilidad a la concentracion de 75% (13mm) y nula al 25% y 50% (menor

a 8mm), a comparacion de la amoxicilina (control positivo), con halo de inhibiciéon
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de 16mm. Datos similares fue encontrados en la investigacion realizadas por
Candia C. (2016) quien trabaj6é con el mismo recurso, cepa y a concentraciones
muy parecidas, demostrando que a mayor concentracion (50 y 75 g/mL) tuvieron
mejor actividad antibacteriana y cercana al antibidtico control (gentamicina) a
diferencia de 10 y 25 g/mL que no registré 2. Igualmente, Chica A., et al (2019)
15 quienes trabajaron con voliumenes de 20y 40ul y Tenorio A. et al. (2017) %
con concentraciones de 30%, 40% y 50%, encontraron resultados similares,
aunque ambos no emplearon controles positivos. Los resultados obtenidos
respecto al extracto pueden asociarse a factores intrinsecos de la fisiologia
vegetal, como los antes mencionados, variedad de la cepa bacteriana empleada,
y/lo factores intrinsecos relacionados con el proceso de extraccion,
concentraciones empleadas, entre otros'®?!, lo que nos anima a replantear el
estudio, emplear nuevas concentraciones y considerar las variedades de la
especie vegetal e incluso la cepa bacteriana. Ademas, hay que considerar que
los antibidticos estan disefiados especificamente para atacar y eliminar bacterias,
mientras que los extractos vegetales pueden tener una accion mas general y no
tan especifica. La accidn que ejerce la amoxicilina es interrumpir la sintesis de la
pared bacteriana al inhibir a la enzima transpeptidasa, esta accién impide el
entrecruzamiento de las cadenas de peptidoglucano, las cuales juegan un papel
importante en la fuerza y rigidez a la pared celular, igualmente bloquea la division

y el crecimiento celular, lo que conlleva a un efecto bactericida*344.

También se identificaron los metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico de Mashua negra (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon)
destacando principalmente los alcaloides, flavonoides y antocianinas; seguido de
taninos, esteroles y fenoles ; estos resultados son similares a los obtenidos por
Candia C. (2016) quien revelé que los principales metabolitos en esta especie
vegetal son flavonoides, taninos, esteroides y alcaloides, los cuales podrian ser
los responsables de la actividad antimicrobiana??. Los tres grupos mas
importantes de compuestos fendlicos son: flavonoides, acidos fendlicos y
polifenoles; ellos en general forman complejos irreversibles con las proteinas
solubles y extracelulares de los microorganismos, por lo que pueden inhibir el
crecimiento de las bacterias debido a las propiedades oxidativas, alterando la
hidrofobicidad y la carga superficial de las células, dafiando la membrana celular
17 asi mismo los flavonoides producen inhibicién de la biosintesis de &cidos
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nucleicos y otros procesos metabolicos. Los taninos pueden prevenir la expresion
de las fimbrias de E. coli, y los esteroles pueden interferir con la sintesis de los

componentes de la membrana bacteriana, ocasionando

finalmente la muerte de los microorganismos 19 21.22

IV.2 Conclusiones

- El extracto hidroalcohdlico de Mashua negra (Tropaeolum tuberosum Ruiz
& Pavon) presenta actividad antibacteriana in vitro frente a la cepa
Escherichia coli ATCC 25922.

- El extracto hidroalcoholico de Mashua negra (Tropaeolum Tuberosum Ruiz
& Pavon) a la concentracion del 75% presenta mayor actividad
antibacteriana frente a la cepa Escherichia coli ATCC 25922.

- La cepa Escherichia coli ATCC 25922 presenta mayor sensibilidad a la
amoxicilina en comparacion con el extracto hidroalcohélico de Mashua
negra (Tropaeolum Tuberosum Ruiz & Pavon) a la concentracion de 75%,
y nula sensibilidad a la concentracion del 50% y 25%.

- El extracto hidroalcoholico de Mashua negra (Tropaeolum Tuberosum Ruiz
& Pavon) presenta metabolitos secundarios como alcaloides, flavonoides
y antocianinas, compuestos quimicos relacionados con la actividad

antimicrobiana.

V.3 Recomendaciones

- Realizar estudios de la actividad antibacteriana de diferentes extractos de
Mashua negra (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon) frente a otras cepas

bacterianas para determinar su espectro frente a otros microorganismos.

- Realizar estudios de comparacion de las diferentes variedades de Mashua
negra (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon), procedentes de diferentes
36



areas geograficas, debido a que existen estudios que indican que la
concentracion de los principios activos puede variar en cada una de ellas.

Investigar cada uno de los componentes fitoquimicos de Mashua negra

(Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon), para evaluar su actividad

antibacteriana de forma independiente.
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42. Chirogue M. Buenas Practicas de Laboratorio para control de calidad en
la industria farmacéutica. Ministerio de Salud. Lima Pert 2017.
http://www.digemid.minsa.gob.pe/UpLoad/UplLoaded/PDF/Establecimie
ntos

/Reuniones/Reunion Tecnica/lV ControlCalidad.pdf
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ANEXO A: Matriz de
consistencia

Formulacién del problema

Objetivos

Hipotesis

Problema General

Objetivo General

Hipotesis General

¢Presenta actividad antibacteriana in vitro el
extracto  hidroalcohdlico de Mashua negra
(Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon) frente a la
cepa Escherichia coli ATCC 259227

Problemas Especificos

Evaluar la actividad antibacteriana in vitro del extracto
hidroalcohdlico de Mashua negra (Tropaeolum tuberosum
Ruiz & Pavon) frente a la cepa Escherichia coli ATCC
25922,

Objetivos Especificos

El extracto hidroalcohélico de Mashua negra
(Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon) presenta
actividad antibacteriana in vitro frente a la cepa
Escherichia coli ATCC 25922.

Hipotesis Especificas

¢A gqué concentracion el extracto hidroalcohdlico de
Mashua negra (Tropaeolum tuberosum Ruiz &
Pavon) presenta mayor actividad antibacteriana
frente a la cepa Escherichia coli ATCC 259227

Determinar a qué concentracion el extracto hidroalcoholico
de Mashua negra (Tropaeolum Tuberosum Ruiz & Pavon)
presenta mayor actividad antibacteriana frente a la cepa
Escherichia coli ATCC 25922

El extracto hidroalcohdlico de Mashua negra
(Tropaeolum Tuberosum Ruiz & Pavon) a mayor
concentracién presenta mejor actividad antibacteriana
frente a la cepa Escherichia coli ATCC 25922

¢,Cudl es la susceptibilidad antibacteriana de la cepa]
Escherichia coli ATCC 25922 frente al extracto
hidroalcohdlico de Mashua negra (Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pavon) a concentraciones de
25%, 50% y 75%, comparado con la amoxicilina?

Determinar la susceptibilidad antibacteriana de la cepa
Escherichia coli ATCC 25922 frente al extracto
hidroalcohdlico de Mashua negra (Tropaeolum Tuberosum
Ruiz & Pavon) a concentraciones de 25%, 50% y 75%,
comparado con la amoxicilina.

La cepa Escherichia coli ATCC 25922 es mas
susceptible al extracto hidroalcohdlico de Mashua negra
(Tropaeolum  Tuberosum Ruiz & Pavon) a
concentraciones de 25%, 50% y 75%, comparado con la
amoxicilina.

¢, Cudles son los principales metabolitos secundarios
presentes en el extracto hidroalcohdlico de Mashua
negra (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon)?

Determinar los principales metabolitos secundarios
presentes en el extracto hidroalcohdlico de Mashua negra
(Tropaeolum Tuberosum Ruiz & Pavon)?

El extracto hidroalcohdlico de Mashua negra (Tropaeolum
tuberosum Ruiz & Pavon) posee
metabolitos secundarios con actividad antibacteriana

PROCEDIMIENTO PARA COLECTA DE DATOS USANDO EL CUESTIONARIO

1. Recoleccién de la muestra vegetal
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No oMo

Identificacion taxonémica

Obtencién del extracto

Prueba de solubilidad

Marcha fitoquimica

Determinacion de la actividad antibacteriana
Andlisis estadistico de los datos
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ANEXO B:

Operacionalizacion de las variables

VARIABLES DEFINICION DEFINICION OPERACIONAL DIMENSIONES INDICADORES ESCALA DE N@ DE VALOR
CONCEPTUAL MEDICION ITEMS
(V. Es una solucion | Es una solucién a base del Concentracion del 25% No Porcentaje
Extracto de obtenida de un | extracto hidroalcohélico de Ei)((jtrrgg;[gohélico de Razén aplica
Mashuanegra | recyrso vegetal | Mashua negra (Tropaeolum Tropaeolum 50%
(Tropaeolum | pediante la Tuberosum Ruiz & Pavon) a Tuberosum Ruiz &
tuperosum técnica de diferentes concentraciones Pavon (Mashua 75%
Ruiz & Pavon) | maceracion, obtenida mediante la técnica de | negra)
haciendo uso de | maceracién, a la cual se le aplica
un solvente para un solvente para solubilizar los Efecto fltquI'mICO Presencia de Nominal NO' Ausente (')
solubilizar los componentes presentes en la metabolitos aplica Leve (+)
componentes muestra estudiada secundarios Moderado (*+)
Abundante (++++)
presentes en la
muestra
estudiada.
(V.D) Es un Es un compuesto a base de Escalade
Actividad | compuesto | BE R i ‘Bmm: Nula 9
. . . L . . mm: Nula
antimicrobian | obtenido de gra 11rop Halo de inhibicion del | Diametro del No aplica -14 mm:
Tuberosum Ruiz & Pavon) cuya I , .
afrente alas forma natural o - N crecimiento Halo de Razén sensibilidad limite
S accion es matar e inhibir la . N :
cepas de biosintética que inlicacion de | bacteriano inhibicién (mm) 15-19mm:
Escherichia tiene la accion muftiplicacion de 1a cepa SenSlblll_dad media
coli 25922 In de inhibir la Escherichia coli, la cual es 2 20mm:
. Hiolicacis medida por difusion agar Sumamente
vitro multiplicacion sensible

bacteriana y

KirbyBauer mediante el diametro
de halos de inhibicién.
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matar a las
bacterias.

ANEXO C:

Instrumentos de recoleccién de datos

C.1. Prueba de solubilidad del extracto hidroalcohdélico de Mashua negra (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon)

SOLVENTE RESULTADOS

Hexano
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Cloroformo

Eter de petrdleo

Etanol

Metano

Agua destilada

Leyenda:

(-) No soluble o insoluble

(+) Poco soluble

(++) Mediana o moderadamente soluble

(+++) Completamente soluble

C.2: Marcha Fitoquimica del extracto hidroalcohdlico de Mashua negra (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon)
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METABOLITOS SECUNDARIOS | REACTIVO DE IDENTIFICACION RESULTADOS COMENTARIO

Alcaloides

Flavonoides

Esteroles

Saponinas

Taninos

Fenoles

Leyenda:
(-) La coloracion o precipitado no se evidencia
(+) La coloracién o precipitado se evidencia poco

(++) La coloracion o precipitado se evidencia moderadamente
(+++) La coloracion o precipitado se evidencia notablemente

C.3. Andlisis Microbioldgico del extracto hidroalcohélico de Mashua negra (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon)
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No. Agua destilada Concentracion del Amoxicilina
Repet i
ACTIVIDAD esterl Extracto (Control
positivo)
(control
ANTIBACTERIANA negativo)
25% 50% 75%
Diametro de halos 1
de inhibicion
2
3
Promedio

Leyenda:

Escala interpretativa Duraffourd y Lapraz (1983)
(-) Nula: Diametro (<8mm)

(+) Sensible bajo: Diametro (8-14mm)

(++) Medio (muy sensible): Diametro (14-20mm)
(+++) Sumamente sensible: Diametro (>20mm)

Control negativo: Agua destilada estéril
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Controles positivos: Amoxicilina
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ANEXO D:
Ficha taxondémica de la Mashua negra (Tropaeolum tuberosum Ruiz &
Pavon)

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN .

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS N \¢
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA =\ I
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA N

CONSTANCIA N"34-2022-HUSA
El director del Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de
San Agustin de Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que la muestra biologica presentada por Yesica Chaparro Quenta y Diego Cama
Arias, Bachilleres de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioguimica , Facultad
de Ciencias de la Salud de la Universidad Maria Auxiliadora, para la realizacion
de"ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO

DE MASHUA NEGRA (Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon) SOBRE
CEPAS DE Escherichia coli ATCC 25922" La muestra fue enviada al

laboratorio de Botanica al estado fenolégico seco, para su determinacion en el
Herbarium Areqvipense (HUSA) y corresponde a |a siguiente especie.

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsidae

Subclase Rosidae

Orden Brasicales

Familia Tropaeolaceae

Genero Tropaeolum

Especie Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavon
Var. Chi 'yar isafiu

Se |le expide la presente a solicitud del interesado

A Arequipa, 29 de noviembre del 2022

- —

Fwata

Mg. Leoncio Marifio Herrera
DIRECTOR
Herbarium Areqvipense (HUSA) avenida

Duniel Alcides Carnion 3/n cercado-Teltlono: (054) 237755 / 993659045
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ANEXO E:

Constancia de elaboracién el extracto y marcha fitoquimica

INDUSTRIAS MEDICAS Y FARMACEUTICAS S.R.L.
Urb. Jos¢ Santos Atahualpa Mz F lote 09 Cerro Colorado ~ Arequipa

"o del Fortalecimiento de la sobenania Hacional”

CONSTANCIA

El Gerente General de Industrias Médicas y Farmacéuticas S.R.L. hace constar
que los Bachilleres:

DIEGO ALEXANDER CAMA ARIAS Y
YESICA CHAPARRO QUENTR

Han realizado la ELABORACION DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO Y MARCHA
FITOQUIMICA DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE MASHUA NEGRA TROPAEOLUM TUBEROSUM RUIZ & PAVON"
SOBRE CEPAS DE ESCHERICHIA COLI ATCC 25922; como parte del desarrolio del
trabajo experimental de la tesis denominada:

“Actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico de Mashua negra
(Tropaeolum Tuberosum Ruiz & Payon) sobre cepas de escherichia coli ATCC
25922 en las Instalaciones del laboratorio de Industrias Médicas y
Farmacéutices S RL.. habiendo realizado obtencién del extracto
hidroalcohdlico y marcha fitoquimica, bajo supervision del profesional
responsable del area, durante el periodo comprendido del 12 febrero al 4 marzo
del afic 2023,

Se expide la presente a pedido de los interesados para los fines que viera por
conveniente.

Arequipa, 15 de marzo del 2023

55



ANEXO F:

Constancia del analisis microbiologico

INDUSTRIAS MEDICAS Y FARMACEUTICAS S.K.L.
LUrb. José Santos Atahualpa Mz F lote 09 Cerro Colorado - Arequipa

Ao del Fortalecimicnts de la soberania Hacional

CONSTANCIA

El Gerente General de Industnas Médicas y Farmacéuticas S R. L hace constar
que los Bachilleres:

DIEGO ALEXANDER CAMA ARIAS Y
YESICA CHAPARRO QUENTA

HmdoMbtﬂAMMMuuacmo
ANTIMICROBIANA EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE MASHUA NEGRA
Wmmmamwmecmumcou

ATCC 25922 en las instalaciones de Control de Calidad, area de Microbiologia
de Industnas Medicas y Farmacéuticas SR L, empleando las técnicas
aprobadas en Su proyecto, equipos y materiales proporcionados por la
?gm.mmmmmau«memMmow

Scenpﬂehmanaapedﬂodebsin&modoopemm&mquoviofapor
conveniente.

Arequipa, 15 de marzo del 2023
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ANEXO G:
Certificado de Escherichia coli ATCC 25922

Mocroscopic 5
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L \."\y‘ﬂ w T
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Fw attachad 10 Suatpm rmsets foe mnm 1) Ovidnns (Meemen ) aeoatim

Uets-ginronate (L. cob Ivoth WMUG) pouiive '
mmnnm mqmm 15. 7?1--—-'

sLagScinty ) |

MSXI (1.29/23.75 mog - Digk Suscepttiity): 23 - u‘
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2012 Microbiologics, Inc. Al Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1ol DOC.288
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ANEXO H:

Evidencias Fotogréficas

Anexo H-1: Preparacion de las placas para siembra del

inéculo bacteriano.

Anexo H-2: Rotulado de las placas Petri, para realizar el
ensayo microbiano
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Anexo H-3: Colocacion de los discos de sensibilidad.

Anexo H-4: Medicién de los halos de inhibicion.

A.- Extracto al 75%. B.- Control positivo (amoxicilina)
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Amoxicilina
(Control positivo)

Anexo H-5: Halos de inhibicion obtenidos en el ensayo

Control Negativo

Anexo H-6: Halos obtenidos por cada concentracion del extracto, control
negativo y control positivo
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