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RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohdlico de
raiz de Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea) frente a la cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Materiales y métodos: Es de enfoque cuantitativo y disefio experimental. La
muestra estuvo compuesta por 5 kg de raiz de Acaulimalva engleriana (Ulbr.)
Krapov (Altea), proveniente del municipio de Sicuani en Cusco. Al extracto se le
realizo la prueba de solubilidad, analisis fitoquimico y la evaluacion antibacteriana.
Se realiz6 analisis de varianza de Kruskal-Wallis y la prueba de comparaciones

multiples de Dunn.

Resultado: Se evidencié que el extracto hidroalcohodlico de Acaulimalva engleriana
(Ulbr.) Krapov (Altea) al 20%, 40%, 80% y 100% obtuvieron halos de inhibicion
promedio de 11.7mm, 15.6mm, 21mm, 21.3mm respectivamente y del
ciprofloxacino fue de 31mm. La susceptibilidad del Staphylococcus aureus ATCC
25923 por el extracto hidroalcohdlico fue mayor en concentraciones del 100% y
80%. La marcha fitoquimica mostro una notable presencia de alcaloides, azucares

reductores y fenoles y poca presencia de taninos.

Conclusion: El extracto hidroalcohdlico de Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov

(Altea) presenta efecto antibacteriano frente a la cepa de Staphylococcus aureus
ATCC 25923.

Palabras claves: Acaulimalva engleriana, efecto antibacteriano, Staphylococcus

aureus.



ABSTRACT

Objective: To determine the in vitro antibacterial effect of the hydroalcoholic extract
of the Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea) root against the strains of
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Materials and methods: It have a quantitative approach and experimental design.
The sample was composed of 5 kg of Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea)
root, from the municipality of Sicuani in Cusco. The solubility test, phytochemical
analysis and antibacterial evaluation were carried out on the extract. Kruskal-Wallis

analysis of variance and Dunn multiple comparisons test were performed.

Result: Itis evident that the hydroalcoholic extract of Acaulimalva engleriana (Ulbr.)
Krapov (Altea) at 20%, 40%, 80% and 100% obtained average inhibition zones of
11.7mm, 15.6mm, 21mm, 21.3mm respectively and ciprofloxacin was 31mm. The
susceptibility of Staphylococcus aureus ATCC 25923 to the hydroalcoholic extract
was greater at concentrations of 100% and 80%. The phytochemical analysis
showed a notable presence of alkaloids, reducing sugars and phenols and little

presence of tannins.

Conclusion: The hydroalcoholic extract of Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov

(Altea) has an antibacterial effect against the strain of Staphylococcus aureus ATCC
25923.

Keywords: Acaulimalva engleriana, antibacterial effect, Staphylococcus aureus.



| INTRODUCCION

En 1880 en el mundo se produjo una alarmante preocupacion por parte de los
médicos cirujanos debido a la elevada mortalidad asociada a las operaciones, ya
que, el 82% de los post operados hacian septicemia, siendo una de sus principales
causas la infeccién por Staphylococcus aureus, en 1928 dichos valores de
mortandad pudieron ser revertidos significativamente, gracias a la aparicion de la
penicilina, sin embargo, luego de transcurridos doce anos se comenz6 a identificar
las primeras cepas resistentes al antibiético (1-3) A la fecha este patdgeno continua
siendo uno de los principales causantes de infecciones intrahospitalarias,
considerando que se encuentra colonizando hasta en un 80% el tracto respiratorio
superior y en un 30% en la microbiota cutanea (4), hace que este patdgeno sea mas
facil de transmitir, pudiendo ocasionar enfermedades de alto riesgo como:
endocarditis, bacteriemia, sindrome de shock toxico e infecciones de huesos y

articulaciones. (2)

Son consideradas infecciones intrahospitalarias cuando se presentan en el paciente
a las 48 horas de ser hospitalizado hasta tres dias después de su alta, estas
infecciones pueden adquirirse por contacto del personal de salud infectado,
microbiota exdgena o instrumentos contaminado. A nivel mundial se reportan que

1.4 millones de pacientes internados adquieren una infeccion, el registro anual en
Europa y Estados Unidos se acerca a los dos millones, en Canada son 220 mil
casos, en paises de Latinoamérica las cifras varian, Chile reporta mas de 70 mil
infecciones (5), Ecuador registra elevadas tazas de neumonia a causa de la
ventilacion mecanica en un 8.4 casos por cada 1000 pacientes, Colombia un 32%
de las infecciones estan asociadas a la atencién de salud, en Brasil en el Hospital
de Clinicas Universitarias un 7%, en Argentina la prevalencia es del 24%, de los

cuales el 40% ocasiono neumonia y el 20% infecciones primarias (6-7).
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Perd no escapa a esta realidad, sin embargo, los registros de infecciones
hospitalarias varian del centro de salud, oscilando desde el 0% al 37.5% de casos.
Asimismo, la mortalidad relacionada a estas infecciones es del 12% al 80%
dependiendo de la poblacién en estudio (8-9). Esta situacion se ve agravada por el
incremento de la resistencia bacteriana a los antibioticos, tal es el caso del
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA), requiriendo en mucho de
los casos el uso de antibidticos mas potentes y costosos (1). En la ciudad de Lima
la frecuencia de MRSA es del 43%, ademas, en el 75% de estos casos aislados
también eran altamente resistentes a la eritromicina, gentamicina, ciprofloxacino y
clindamicina (10-11). Esta problematica se ve influenciada por la utilizacion
inadecuada de medicamentos o a la falta de tratamiento farmacolégico, conllevando
a mayor morbilidad, mortalidad y sobre todo cargas financieras en el sistema de
salud (12). Siendo una alternativa de control de infecciones, el uso de las plantas
medicinales por su inherente eficacia comprobada en combatir una amplia gama de
enfermedades infecciosas (13). Tal es el caso de Acaulimalva engleriana (Altea) de
genero Acaulimalva, perteneciente a la familia Malvaceae, proveniente de zonas
andinas del Peru, especificamente en la ciudad de Cusco, donde es considerada
una planta nativa y es llamada popularmente como Altea, suele ser usada
empiricamente por los pobladores por considerar que posee propiedades

medicinales y como alimento para animales (14).

El problema principal de esta investigacién se centra en determinar si el extracto
hidroalcohdlico de la raiz de Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea) presenta
efecto antibacteriano frente a la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923. Para
abordar esta cuestion, se considera relevante identificar los principales metabolitos
secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico de dicha raiz, asi como evaluar
las concentraciones especificas en las que este extracto muestra actividad
antibacteriana in vitro frente a la mencionada cepa bacteriana. Ademas, se busca

analizar la susceptibilidad antibacteriana de Staphylococcus aureus ATCC 25923 al
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extracto hidroalcohdlico en concentraciones del 20%, 40%, 80% y 100%,

comparandola con la efectividad del antibiético ciprofloxacino como referencia.

Efecto antibacteriano

Se considera efecto antibacteriano a la accion inhibitoria o destructiva de una
sustancia frente a una bacteria considerada patégena, dicho de otra manera, es una
accién que se le atribuye a un gran numero de farmacos con caracteristicas
quimicas y farmacoldgicas diversas, asi como también a recursos vegetales que
contienen metabolitos secundarios que le confieren dicha propiedad, logrando en
ambos casos, la destruccion (bactericida) o el impedimento (bacteriostatico) del
crecimiento de las bacterias, esta ultima suele al ser momentaneo, se espera que
la inmunogénesis brinde los elementos necesario para que el organismo controle la

infeccion. (8-9)

Extracto hidroalcohdlico de la raiz Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov

Es una solucién que se obtiene mediante la técnica de maceracién de la raiz del
recurso vegetal Acaulimalva engleriana con la finalidad de solubilizar sus

componentes y posteriormente poder identificarlos o demostrar su actividad. (15-
16)

A continuacién se indican los antecedentes cientificos, cabe precisar que
Acaulimalva engleriana es un recurso vegetal de uso empirico y poco estudiado,
por lo cual, se estan considerando recursos que pertenezcan al mismo género o

familia Malvaceae.

Entre los antecedentes internacionales se encuentra el estudio de El-Saber G.,
Tambo S., et al. (2022) (Egipto) se plantearon conocer los perfiles bioquimicos y
actividad farmacologia de las hojas y flores de Malva sylvestris, mediante los

buscadores cientificos como: PubMed, Scopus y Web of Science. Obteniendo las
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partes mas utilizadas del recurso vegetal son las hojas y flores, conteniendo
principalmente flavonoides, mucilagos, terpenoides, derivados fendlicos,
cumarinas, esteroles, taninos, saponinas y alcaloides. Siendo los responsables de
otorgarle propiedades farmacoldgicas antiinflamatorias, antimicrobianas,

hepatoprotectoras, laxantes, antiproliferativas y antioxidantes (17).

Pinta C. (2022) (Ecuador) se planted realizar una revision cientifica sobre el uso
de la especie Malva sylvestris (Malvaceae) por comunidades Kichwass del Ecuador.
Obteniendo como resultado que el recurso vegetal, especialmente en hojas y las
partes aéreas, tiene alta presencia de flavonoides, compuestos fendlicos, taninos,
quinolonas y mucilagos, Dichos metabolitos le otorgan principalmente propiedades
cicatrizante, laxante, antiinflamatoria, antiulcerosa, analgésica, anestésica,

antibacteriana, antiviral, entre otras (18).

Radi V., Manrique L., et al (2022) (Colombia) Se plantearon identificar mediante
una revision cientifica de revistas indexadas sobre la especie Malva sylvestris
(Malvaceae) en Barranquilla. Obteniendo que la especie Malvaceae presenta
taninos, flavonoides y compuestos fendlicos, los cuales le otorgan actividad
antibacteriana, cicatrizante, antiinflamatoria entre otros, teniendo el potencial para

desarrollar mas investigaciones asociadas a tratamientos de otras patologias(19).

Asimismo, entre los antecedentes nacionales se encuentra el estudio de Cantaro
L., Pachas J. (2023) (Lima) busc6 determinar la actividad antimicrobiana del
extracto de Malva sylvestris “Malva” sobre bacterias uropatégenas. Obteniendo que
la Escherichia coli fue sensible a la concentracion de 100% del extracto con un halo
de inhibicién de 17mm y la cepa Pseudomonas aeruginosa, presento sensibilidad
intermedia a la concentracion de 100% con halo de inhibicién de 14.47mm, siendo
ambos resultados estadisticamente significativos. Ademas, tiene alto contenido de

flavonoides, metabolito que le otorga poder antimicrobiano (15).

Rodriguez M., Gamarra O., et al. (2020) (Amazonas) dentro de sus objetivos se

encuentra identificar cualitativamente los metabolitos secundarios y evaluar la
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actividad antibacterial del extracto acuoso y alcohodlico Malva silvestris (Malvaceae).
Los resultados mostraron la presencia de esteroides, flavonoides y taninos.
Respecto a la actividad antibacteriana se obtuvo un promedio de diametro de
inhibicion del extracto alcohdlico de 33 mm y con el extracto acuoso no hubo

actividad frente a Pseudomona aureginosa (20).

Baez A. Y Humpiri R. (2022) (Lima) Busco evaluar el efecto antimicrobiano del
aceite esencial de Theobroma grandiflorum (Willd. Ex Spreng) (Malvaceae) e
identificar sus metabolitos secundarios. Obtuvo que en el extracto al 100%, 75% y
50% obtuvo halos de inhibicion medio de 9.02mm, 8.24mm vy 7.32mm
respectivamente, frente a Staphylococcus aureus, demostrando tener propiedades

antimicrobianas, ademas, se detectd presencia abundante de alcaloides (16).

El objetivo principal de esta investigacién es evaluar el efecto antibacteriano del
extracto hidroalcohdlico de la raiz de Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea)
frente a la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923. Para alcanzar este
proposito, se plantea identificar los principales metabolitos secundarios presentes
en el extracto hidroalcohdlico de dicha raiz, determinar la concentracion en la que
este extracto muestra el mayor efecto antibacteriano in vitro frente a la cepa
seleccionada y analizar la susceptibilidad antibacteriana de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 ante el extracto hidroalcohodlico en concentraciones del 20%, 40%,
80% y 100%, comparandola con la actividad del antibiético ciprofloxacino como

referencia estandar.

La hipotesis principal plantea que el extracto hidroalcohdlico de la raiz de
Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea) exhibe un efecto antibacteriano frente
a la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923. Asimismo, se postula que este
extracto contiene metabolitos secundarios responsables de su actividad
antibacteriana; ademas, que el efecto antibacteriano mejora con el aumento de la

concentracion del extracto. Del mismo modo, se sugiere que la cepa de
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Staphylococcus aureus ATCC 25923 presenta una mayor susceptibilidad al extracto
hidroalcohdlico en concentraciones del 20%, 40%, 80% y 100% en comparacion

con el antibidtico ciprofloxacino.

I MATERIALES Y METODOS

II.L1 Enfoquey disefio de lainvestigacion

La metodologia empleada es en un marco cuantitativo, ya que se realizo la
recoleccion y posterior analisis de datos, con la finalidad de corroborar las
hipétesis. Dicho analisis de los resultados gird en torno a mediciones numéricas y

evaluaciones estadisticas (21).

Asimismo, el disefio empleado es de naturaleza experimental, ya que se trabajo
con diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico de la raiz de
Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea) manipulandose deliberadamente
para establecer una relacién causa-efecto. Ademas es prospectiva, ya que, la
recoleccion de la informacién fue una vez iniciado el estudio. Finalmente, es

transversal debido a que la medicion se realiza en una sola instancia (22).

II.2 Poblacidon, muestray muestreo
[.2.1 Poblacion

La poblacion estuvo conformada por 8 kg de raices de Acaulimalva engleriana
(Ulbr.) Krapov (Altea), procedente del distrito de Sicuani, dentro de la Provincia de
Canchis, ubicada en el departamento de Cuzco a una altitud de 3550 msnm, con
una geolocalizacion precisa de 14°16'12.14" S; 71°13'53.67" W.

15



.2.2 La muestra

La muestra estuvo conformada por 5 kg de raices de Acaulimalva engleriana (Ulbr.)

Krapov (Altea) que cumplan con los criterios de inclusion y exclusion.
Criterios de Inclusion de la muestra:

e Raices de Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov libres de cualquier defecto
producido por envejecimiento.
e Raices de Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov libres de contaminacion o

plagas.

Criterios de exclusiéon de la muestra:

e Raices de Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov que no sean originarias de

la localidad de Sicuani, Cusco.

El tipo de muestreo fue no probabilistico, debido a que la seleccién del recurso
vegetal en estudio fue intencional y por conveniencia considerando en todo
momento los criterios de inclusion antes sefalados.

1.3 Variables de investigacion

I1.3.1 Variable independiente

Extracto hidroalcohdlico de raiz de Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea)
Definicion Conceptual: Se refiere a una solucidén derivada de un vegetal utilizando
la técnica de maceracion en una solucion de alcohol al 70% durante un periodo de

10 hasta 14 dias, para luego ser transferida a un horno a una temperatura de 40°C

logrando la concentracién deseada (23)
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Definicién operacional: Es la obtencion de una solucién mediante la técnica de
maceracion, la cual consiste en sumergir la raiz de Acaulimalva engleriana (Ulbr.)
Krapov (Altea), previamente secadas pulverizada y pesadas, en alcohol al 70%,
dejandola reposar en un frasco estéril de color &mbar durante 10 dias a temperatura
ambiente, realizando movimientos rotatorios diarios, para posteriormente filtrar la
solucion y secarla en un horno a 40°C, obteniendo posteriormente las

concentraciones deseadas.

I1.3.2 Variable dependiente

Efecto antibacteriano

Definicion conceptual: El acto de disminuir o restringir la expansién de bacterias

a través de la introduccion de una sustancia particular(20).

Definicion operacional: Es la accion inhibitoria de la bacteria, la cual se realizd
mediante el método de difusidon de Kirby Bauer, el cual consiste en medir los halos
de inhibicion formados por los extractos frente a la cepa Staphylococcus aureus
ATCC 25923, permitiendo evaluar sus propiedades antibacterianas.

II.4 Técnicas e instrumentos para larecoleccion de datos

4.1 Técnica

La metodologia elegida para la recopilaciéon de datos implicé utilizar el método de
difusiéon de agar en disco de Kirby Bauer, la cual permitié evaluar la actividad

antibacteriana mediante la observacién de halos de inhibicion(23).

.4.2 Instrumento

Se utilizaron los siguientes instrumentos:
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e Ficha de recopilacién de datos de la prueba de solubilidad del extracto
hidroalcohdlico de la raiz de Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea),
donde el extracto fue sometié a varios disolventes, logrando identificar con
cual solucion es soluble (19,24).

e Se elaboro la ficha de recoleccidn de datos de la marcha fitoquimica del
extracto de la raiz de Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea), con el
objetivo de obtener hallazgos cualitativos de los compuestos secundarios
presentes en el mismo(19,24).

e Ficha de recoleccion de datos de medicion de halos de inhibicidbn (mm),
basada en la aplicada por Baez Alcida (24), en la cual, se registran el
diametro de halos de inhibicion en milimetros (medidas con el métrico digital
Vernier), de las concentraciones del extracto hidroalcohdlico la raiz de
Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea) de cada repeticion, asi como

también, las obtenidas en el control positivo y negativo.

II.5 Plan metodolégico paralarecoleccion de datos

El estudio se realiz6 siguiendo una serie de pasos:

a) Obtenciony Seleccidon de la muestra

La especie vegetal Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea), fue adquirida en
el mes de marzo, en el distrito de Sicuani, de la Provincia de Canchis del
departamento de Cusco, a una altura de 3550 metros sobre el nivel del mar, la
geolocalizacion precisa fue 14°16'12.14" S; 71°13'53.67" W. Las plantas completas (parte
aérea y raiz) recolectadas fueron envueltas cuidadosamente en papel artesanal y
colocadas en una caja con agujeros en los lados, para ser transportada al
Laboratorio de Control de Calidad de la Empresa de Industrias Médicas y
Farmacéuticas S.R.L. donde se llevo a cabo la seleccidon de las raices, descartando
las que mostraban signos de deterioro, descomposicion, dano por el transporte,
dafios producidos por insectos o que mostraran evidencia de contaminacion del

entorno circundante. Después se realiz6 el lavado con agua destilada, luego fueron

18



trozados y llevados a ser deshidratados a temperatura ambiente, con una adecuada

circulacidn de aire por 4 dias.

b) Identificacién taxondmica de la Muestra

La muestra de Acaulimalva engleriana fue llevada a la Universidad Nacional San
Agustin de Arequipa para su identificacion taxondmica. Una vez finalizado el
proceso de identificacion, la universidad emitid un certificado confirmando que

pertenece a la especie Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov .

c) Obtencion del extracto hidroalcohélico

La muestra deshidratada fue triturada en un molino hasta obtener 300 gr. los cuales
se usaron en la preparacion de la solucion hidroalcohdlica con una concentracién
del 70% peso/volumen (p/v), totalizando 600 mL. Se empleo un alcoholimetro para
medir con precision del contenido de alcohol. Luego, la mezcla fue transferida a una
botella de vidrio ambar de 1 litro, con una duracion media de 10 dias, haciendo
movimientos circulares cada 12 horas, con una duracion aproximada de 5 minutos

(15). Después la sustancia se someti6 al proceso de filtracion con papel Whatman.
El producto se recogié en un vaso de precipitados de vidrio de 500 ml antes de
transferirlo al rotavapor a una temperatura de 40 °C facilitando la extraccion del
extracto hidroalcohdlico con un nivel de pureza del 100% (15-16), Finalmente el
producto obtenido se coloco en un frasco ambar y se preservo en refrigeracién hasta

Su uso.

d) Pruebade solubilidad:

La prueba de solubilidad se baso en la metodologia establecida por Sanchez Edwin,
para lo cual se utilizaron cinco solventes distintos, cada uno se le agrego 1 ml del
respectivo solvente junto con 1 ml de la muestra. Observando visualmente los

resultados, determinamos la solubilidad de la muestra (16):

e Tubo 1. Cloroformo
e Tubo 2. Etanol
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Tubo 3. Metanol
Tubo 4. Agua destilada
Tubo 5. N-Hexano

e) Marcha Fitoquimica:

Aplicando la metodologia de Olga Lock, para determinar la presencia cualitativa de

metabolitos secundarios del extracto hidroalcohdlico mediante reacciones quimicas

gue resulten en coloracién o precipitacion. Las técnicas quimicas empleadas fueron

las siguientes (15-16) :

Reaccion con Dragendorff, se agregd con cuidado 10 gotas de la solucién
del extracto hidroalcohdlico de Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea),
a un tubo de ensayo. A continuacion, se agrego 5 gotas de acido clorhidrico
(HCI) al 10 %, seguidas de 3 gotas de reactivo de Dragendorff. Si se forma
un precipitado anaranjado, nos indica una reaccién positiva por la presencia

de alcaloides.

Reaccion de Tricloruro Férrico, Se combin6 un total de 10 gotas de la
solucion de Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea), luego se tom6 un
cilindro graduado y se agregd exactamente tres gotas de tricloruro férrico.
El objetivo es determinar la presencia de taninos siendo positivo por una

coloracion azul verdosa que se produce como resultado de la reaccion.

Reaccion de Gelatina, Se adiciond en un tubo de ensayo 10 gotas del
extracto hidroalcohdlico de Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea) y 3
gotas de gelatina, para obtener un precipitado blanco concentrado que

indique la presencia de taninos.

Reaccion con Shinoda, Para detectar la presencia de flavonoides se

mezclé una combinacién de limaduras de magnesio y HCI concentrado con
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un extracto hidroalcoholico de 1 mL. Si se desarrolla un tono rosado o rojo

el resultado es positivo.

e Reaccién de Ninhidrina, En una probeta se combind 10 gotas del extracto.
A continuacion, se afnadié a la mezcla 3 gotas de Ninhidrina. Luego, se puso
a calentar durante un periodo de 5 a 10 minutos. Si el color resultante es

un tono purpura indica la presencia de aminoacidos libres.

f) Actividad antibacteriana:

Para evaluar las propiedad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico derivado de
Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea) frente a las cepas ATCC de
Staphylococcus aureus 25923 se empled el método de difusion en agar siguiendo
la técnica de Kirby Bauer. Cada dilucién se sometio a cinco pruebas separadas para

garantizar la precision y la confiabilidad (16,20).

El proceso de reactivacion la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923 se transfirio
al medio de cultivo Mueller Hinton Agar a una temperatura de 35 2C con una
duracion de 2 a 8 horas, cumpliendo estrictamente los protocolos de bioseguridad
descritos en el manual de bioseguridad proporcionado por el proveedor y siguiendo
los protocolos de laboratorio establecidos por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), luego se realiz6é la inoculacion de la muestra en placas de agar que
contenian manitol y sal, cabe mencionar que este medio especifico tiene la
capacidad de cultivar selectivamente la bacteria Staphylococcus aureus ATCC
25923 (16,20).

Cifnéndonos a las instrucciones del fabricante, los caldos y medios de cultivo
(agares) se prepararon y posteriormente se esterilizaron en autoclave a una
temperatura de 121°C durante 15 minutos, para después ser transferidos
cuidadosamente a placas de Petri estériles manteniéndose en condiciones

estériles hasta ser necesitadas para el experimento.
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Para la preparacion del Caldo Peptonado, se tomaron 15 gr. del polvo y se disolvid
en 1 litro de agua purificada, se calentd la mezcla hasta que alcance el punto de
ebullicion manteniendo en esa temperatura durante 1 minuto. Luego, transferimos
la solucion a recipientes adecuados. Finalmente, se esterilizaron en autoclave los

envases a 121°C durante aproximadamente 15 minutos (16).

Para la preparacion de Agar Mueller Hinton se incorporé 37 gramos del polvo en
un litro de agua purificada, se espero de 10 a 15 minutos a que se absorba y se
aplicé calor mientras se revolvia constantemente, dejando que hierva durante un
minuto hasta que se disolvio por completo. Luego se procedié a esterilizar la
mezcla a una temperatura de 121°C por 15 minutos, se dejo, enfriar a una
temperatura de 45°-50°C para finalmente transferirla a las placas de Petri estériles,
asegurandose de que la cantidad sea la adecuada para que el espesor en una
superficie plana sea de aproximadamente 4 milimetros. Para platos con un

didmetro de 9 centimetros, se recomienda usar 25-30 mililitros de la solucion (15).

La preparacién de Agar Manitol Salado, se combin6é 111 gramos del polvo con 1
litro de agua purificada, se dejé reposar la mezcla durante 5 minutos, luego se
aplicd calor mientras se revolvia regularmente. Se llevo la solucion a ebullicién
durante 1 a 2 minutos para asegurar la disolucion completa. Se transfirid la
solucion a recipientes apropiados y fueron sometidos al autoclave a una
temperatura de 118-121°C durante 15 minutos. Una vez enfriado, se dividio la

solucion en las placas de Petri estériles (16).

La preparacion del inéculo se realizd siguiendo el protocolo establecido. Como
estandar, se utilizo el tubo etiquetado como 0,5 en la escala de Mc Farland. Cada
colonia individual de Staphylococcus aureus ATCC 25923 se toca suavemente con
un asa de inoculacion estéril, luego, las células de la colonia se transfirieron a un
tubo de ensayo que contenia de 3,5 a 5 ml de caldo de peptona, se ajusto la turbidez
del in6culo con el caldo peptonado considerando el patron de Mc Farland,

comparando visualmente las dos suspensiones y para lograr una preparacion
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optima, se realiz6 el proceso en un area bien iluminada, asegurandose de que los
tubos sean visibles contra un fondo blanco con marcas negras distintivas.
Idealmente, la suspensidn que se prepard contenia alrededor de 1 a 2 x 108
CFU/mL.

Los inéculos de la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923 se sembraron en
placas de agar Mueller Hinton, distribuyendo uniformemente el in6culo por la
superficie del medio con un hisopo estéril, el inéculo fue sembrado en tres
direcciones diferentes para asegurar una distribucién uniforme, es crucial evitar
tanto la sobre concentracion como la dilucion del mismo. Después de la siembra, el
medio sembrado se hace secar durante un periodo de 5 a 20 minutos,
asegurandose de que la placa de Petri permanezca cerrada. El siguiente paso
consiste en colocar los discos sobre la superficie de agar. Esto se puede hacer
usando un dispensador o férceps estériles. Para garantizar un contacto uniforme,

se presion6 suavemente los discos sobre el agar (16).

Para producir los discos de sensibilidad se utiliz6 un perforador estandar,
adquiriendo discos de papel Whatman con un diametro de 6 mm. A continuacion,
estos discos se esterilizaron a una temperatura de 121 °C durante 30 minutos,
posteriormente se incorporé a los discos cada concentracidn del extracto
hidroalcohdlico de Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea) (20%, 40%, 80%
y 100%). Finalmente, los discos se colocaron sobre la superficie del medio que fue

previamente inoculado con la cepa correspondiente (15,16).

Tabla 1. Discos embebidos con extracto hidroalcohélico de laraiz de

Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea)
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Grupo de Ensayo Discos Embebidos

Grupo | Discos con solvente elegido
Grupo |l Discos con 100% de extracto
Grupo lll Discos con 80% de extracto
Grupo IV Discos con 40% de extracto
Grupo V Discos con 20% de extracto
Grupo VI Discos de Ciprofloxacino 5 ug

Fuente: Elaboracion propia.

Para realizar el experimento se prepard un total de 24 placas de Petri. Cada placa
se llen6 con agar Mueller Hinton, elegido especificamente para la cepa en estudio.
A continuacion, estas placas se colocaron en una incubadora a una temperatura
de 37 °C durante 24 horas. Una vez finalizado el periodo de incubacion, las placas
se retiraron con cuidado de la incubadora. El siguiente paso consistié en medir los
halos de crecimiento inhibido presentes en cada plato. Esto se hara utilizando una
regla equipada con una escala vernier, que permite mediciones precisas en

milimetros.

[1.6 Procesamiento del analisis estadistico

Para la realizacion del analisis de datos se utilizo el software Statistical Package for

the Social Sciences (SPSS), version actualizada. Asimismo, se aplicé el analisis de
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varianza de Shapiro Wilk (usada en muestras con un tamafo > 50) el cual arrojo un
valor de 0.86626 cuyo valor p=0.001385 > 0.05 por lo cual, no se ajusta a una
distribucion normal, igualmente, la prueba de homogeneidad de varianza arrojé un
valor p=0.01364 >0.05, es por ello que se tuvo que aplicar la prueba no paramétrica

de Kruskal Wallis y la prueba de comparaciones multiples de Dunn.

1.7 Aspectos éticos

En el presente proyecto de investigacion, cumplié con los criterios bioéticos para
especimenes vegetales cuya base es la interaccién responsable entre humanos y
no humanos, con la finalidad de generar armonia, interrelacion y sobre mantener el
equilibrio dentro de un ecosistema, donde se convive con plantas medicinales,
reforzando su valor intrinseco. A demas, se cumplieron con las normas éticas
estipuladas por las buenas practicas de laboratorio y los protocolos de bioseguridad

como la vestimenta de proteccion adecuadas durante todo momento (25).

. RESULTADOS

I1l.1 Resultados de la Prueba de Solubilidad del extracto de raizde Acaulimalva

engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea)
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Tabla 2. Prueba de Solubilidad de extracto de raiz de Acaulimalva
engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea)

Solvente Resultado
Cloroformo -
Etanol +++
Metanol +++
Agua destilada +

N-Hexano =

Leyenda: (+++) Completamente soluble, (++) Moderadamente soluble, (+)poco
soluble, (-) No soluble
Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 2 se aprecia que la exposicién del extracto de raiz de Acaulimalva
engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea) frente a diferentes solventes presenta variadas
polaridades, evidenciando una reaccién completamente soluble (+++) con el etanol y
el metanol, poco soluble (+) con el agua destilada y no soluble con el cloroformo y N-

Hexano.

IIl.2 Resultados de la marcha fitoquimica del extracto de raiz de Acaulimalva

engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea)
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Tabla 3. Identificacion de los metabolitos secundarios presentes en el
extracto de la raiz de Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea)

Constituyentes Quimicos Ensayo Reaccion
Alcaloides Reaccién de Dragendorff +++
Fenoles Reaccion de Tricloruro Férrico +++
Flavonoides Reaccion con Shinoda -
Taninos Reaccion Gelatina +
Aminoéacidos Reaccion Ninhidrina -

LEYENDA: (+++) Notable presencia, (++) presencia moderada, (+) poca presencia, (-) No
presencia.

Fuente: Elaboracién propia.

En la Tabla 3, se observa diferentes reacciones de los ensayos utilizados para la
identificacion de los metabolitos secundarios, siendo notable (+++) la presencia
alcaloides y fenoles, poca (+) presencia de taninos y no se evidencio (-) presencia

de flavonoides y aminoacidos.

I1.3 Resultados del Analisis antibacteriano del extracto de raiz de Acaulimalva

engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea) comparado con el ciprofloxacino

TABLA N° 4: Analisis antibacteriano del extracto de la raiz de Acaulimalva

engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea) comparado con el ciprofloxacino
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CEPA CONC. CONC. | CONC. | CONC.
N° REPETIC. | BLANCO CIPROFLOXACINO

BACTERIANA 20% 40% 80% 100%
1 0 12 16 21 20 31
2 0 11.5 15 22| 205 31
S. aureus 3 0 115 155 21 225 31

ATCC

25923 4 0 12 15.5 19] 225 31
5 0 11.5 16 22 21 31
PROMEDIO 0 11.7 15.6 21 21.3 31

Fuente: Elaboracion propia.

Enla Tabla 3, se observa el efecto antibacteriano extracto hidroalcohdlico de la raiz
de Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea) mostrando halos de inhibicion
promedio para las siguientes concentraciones: 20% (11.7mm), 40% (15.6mm), 80%
(21mm) y 100% (21.3mm), para el antibiotico ciprofloxacino fue de 31mm y para el

blanco Omm.
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LEYENDA: Donde CN=Control Negativo, CIP=Ciprofloxacino (Suspensién de microorganismos igual a
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Cl195%=Intervalo de Confianza al 95%, a,b..n=letras de significancia que en orden alfabético sefnala el
efecto significativo del tratamiento mediante la prueba de comparaciones multiples Dunn.

Figura 1: Analisis de variabilidad de Kruskal Wallis y prueba de comparaciones multiples de Dunn de
la susceptibilidad del Staphylococcus aureus ATCC 25923 frente al extracto hidroalcohdlico de la raiz
de Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea) y ciprofloxacino.

Fuente: Elaboracion propia.

En la Figura 1, se ha encontrado que existen diferencias estadisticamente
significativas entre los diferentes tratamientos de extracto hidroalcohdlico de raiz de
Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea) frente a S. aureus a través de la
prueba de Kruskal Wallis (x24.,..ckat wanis =27-76; p=4.06 x 10-°) previa verificacion
de supuestos en la que el 96% (e?ordinal =0.96, 1Cos 0.96-1.00) del efecto del
tratamiento explica la inhibicién de crecimiento microbiano. Por lo tanto se puede
concluir a través de la prueba de Dunn que las concentraciones de 100% y 80% del
extracto hidroalcohdlico de la raiz de Altea presenta un efecto antibacteriano
significativo similar al del Ciprofloxacino en la inhibicién del crecimiento de S. aureus
ATCC 25923.
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IV. DISCUSION

IV.1 Discusioén de resultados

Los resultados obtenidos proporcionan pruebas solidas del efecto antibacteriano del
extracto hidroalcoholico de Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea) frente a la
cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923, obteniendo un halo de inhibicion
promedio para la concentraciéon del 20% de 11.7mm, para el 40% de 15.6mm, para
el 80% de 21mm y para el 100% de 21.3mm, y para el grupo de ciprofloxacino se
obtuvo una medida de 31mm. Evidenciandose que existen diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes tratamientos de extracto
hidroalcohdlico de raiz de Altea frente a S. aureus, donde las concentraciones de
100% y 80% del extracto presenta un efecto antibacteriano significativo similar al
Ciprofloxacino en la inhibicion del crecimiento de S. aureus ATCC 25923. De igual
modo el estudio de Rodriguez M., Gamarra O., et al. lograron determinar que el
extracto alcohdlico de la especie vegetal Malva silvestris (Malvaceae) presenta
actividad antibacteriana, ya que, obtuvo un promedio de diametro de inhibicion de
33 mm frente a Pseudomona aureginosa(20). Asimismo, el estudio de Cantaro L.,
Pachas J. quienes demostraron la actividad antimicrobiana del extracto de Malva
sylvestris “Malva”, donde la cepa E. coli fue sensible frente al extracto a una
concentracion del 100% con un halo de inhibicion de 17mm y para la cepa
Pseudomonas aeruginosa, presento sensibilidad intermedia frente al extracto a la
concentracion del 100% con un halo de inhibicion de 14.47mm, siendo ambos
resultados estadisticamente significativos(15). También con el estudio de Radi V.,
Manrique L., et al quienes obtuvieron que a nivel etnomedicinal la Malva sylvestris
(Malvaceae) presento una Concentracion Minima Inhibitoria altos contra S. aureus
de 21,9 mg/mL demostrando tener actividad antibacteriana(19). Estos valores
probablemente se deban a que los recursos vegetales pertenecen al mismo género
o familia, por lo cual deben poseer similares principios activos. Dichos resultados

son consistentes, ya que, demuestran el potencial antimicrobiano de Acaulimalva
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engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea) y resaltan la importancia de explorarlo como

agente terapéutico para infecciones bacterianas.

Se obtuvo mediante la Marcha fitoquimica que el extracto hidroalcohdlico de
Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea) cuenta con una notable presencia de
los metabolitos secundarios alcaloides, azucares reductores y fenoles y poca
presencia de taninos. Ademas, mediante la prueba de solubilidad se evidencio una
reaccion completamente soluble con el etanol y el metanol, siendo poco soluble con
el agua destilada. Dichos valores son corroborados con el estudio de Baez A. Y
Humpiri R. quien determino que Theobroma grandiflorum (Malvaceae) presenta
mejor actividad antimicrobiana a concentraciones de 100%, 75% con halos de
inhibicion medio de 9.02mm y 8.24mm respectivamente, frente a Staphylococcus
aureus (16). De igual modo coincide con el estudio de Cantaro L. y Pachas J.
quienes realizaron la marcha fitoquimica del extracto de Malva sylvestris “Malva”
demostrando que tiene alto contenido de flavonoides, siendo estos metabolitos los
que le otorgan poder antimicrobiano (15). Asi como también, el estudio de EI-Saber
G., Tambo S., et al que obtuvieron que las partes mas utilizadas del recurso Malva
sylvestris son las hojas y flores, las cuales contienen alta concentracion de
flavonoides, mucilagos, terpenoides, derivados fendlicos, cumarinas, esteroles,
taninos, saponinas y alcaloides, otorgandole la propiedad farmacoldgicas
antimicrobiana (17). De modo similar, el estudio de Pinta C. evidencio que la
especie Malva sylvestris (Malvaceae), tiene alta presencia de flavonoides,
compuestos fendlicos, taninos, quinolonas y mucilagos, especialmente las partes
aéreas de la planta, siendo estos los que le otorgan propiedades antiinflamatoria,
antibacteriana, entre otras (18). Igualmente el trabajo de Rodriguez M., Gamarra O.,
et al. Quienes demostraron que los principales metabolitos secundarios del extracto
acuoso Yy alcohdlico Malva silvestris (Malvaceae) fueron: esteroides, flavonoides y

taninos, siendo estos los que le brindan efecto antibacteriano (20).

Las similitudes encontradas avalan la eficacia del extracto hidroalcohélico de

Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea) como agente antibacteriano frente a
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Staphylococcus aureus ATCC 25923, ya que al contener los mismos metabolitos

segundarios, serian los responsables de conferirle dicha propiedad.

Estos hallazgos tienen implicaciones importantes para el desarrollo de nuevos

tratamientos antimicrobianos e indican que Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov

(Altea) es una potencial fuente prometedora de compuestos bioactivos con actividad

antibacteriana .

IV.2 Conclusiones

La marcha fitoquimica reveld que el extracto hidroalcohdlico de raiz de
Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea) contiene notable presencia
(+++) de alcaloides, azucares reductores y fenoles, poca presencia (+) de

taninos y no se evidencio presencia de flavonoides, aminoacidos y azucares.

El extracto hidroalcohélico de raiz de Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov
(Altea) presenta mayor efecto antibacteriano a concentraciones de 80% y
100%, mostrando halos de inhibicion de 21mm y 21.3 mm respectivamente,
demostrando una actividad dependiente de la dosis, a mayor concentracion
del extracto, mejor es el efecto antibacteriano frente a la cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

La cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 es susceptible a la accidon
del extracto hidroalcohdlico de la raiz de Acaulimalva engleriana (Ulbr.)
Krapov (Altea), cuyas concentraciones de 20%, 40%, 80% y 100%
evidenciaron halos de inhibicion promedio de 11.7mm, 15.6mm, 21mm y
21.3mm respectivamente, siendo las de mayor concentracién equiparables a

las obtenidas con el ciprofloxacino 31mm.
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Los resultados del estudio confirmaron que el extracto hidroalcohdlico de raiz
de Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea) presenta efecto

antibacteriano frente a la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923.

IV.3 Recomendaciones

Se recomiendan continuar con las investigaciones sobre la especie vegetal
Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea), ya que a la fecha se
desconoce muchas de sus propiedades, asi como también se debe ahondar
sobre los mecanismos de accidbn de los metabolitos secundarios

identificados.

Se sugiere realizar investigaciones sobre formulacion y dosificacion del
extracto hidroalcohdlico de la raiz de Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov
(Altea), haciendo uso de diferentes métodos de extraccion y concentraciones
para alcanzar la eficacia terapéutica.

Es importante realizar estudios de toxicidad del extracto hidroalcohdlicos de
la raiz de Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea), con la finalidad de

garantizar cientificamente su inocuidad.
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V. ANEXOS

ANEXO A: Instrumentos de recoleccion de datos

a) Ficha de Prueba de solubilidad de extracto de raiz de Acaulimalva engleriana

(Ulbr.) Krapov (Altea) en diferentes solventes

Solvente Resultado
Cloroformo
Etanol
Metanol
Agua destilada
N-Hexano
Leyenda: (+++) Completamente soluble, (++) Moderadamente soluble, (+)poco

soluble, (-) No soluble

Fuente: Elaboracién propia.
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b) Ficha de la Marcha fitoquimica del extracto de la raiz de Acaulimalva

engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea)

Constituyentes Quimicos

Alcaloides

Azucares reductores

Fenoles

Flavonoides

Taninos

Aminoacidos

Azucares

Ensayo Reaccion

Reaccién de Dragendorff

Reaccioén de Fehling

Reaccion de Tricloruro Férrico

Reaccion con Shinoda

Reaccién Gelatina

Reaccién Ninhidrina

Reaccion de Molish

LEYENDA: (+++) Notable presencia, (++) presencia moderada, (+) poca presencia, (-) No

presencia.
Fuente: Elaboracién propia.
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c) Ficha del Analisis antibacteriano del extracto de la raiz de Acaulimalva

engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea) comparado con el ciprofloxacino

CEPA CONC. | CONC. | CONC. | CONC.
N° REPETIC. | BLANCO CIPROFLOXACINO
BACTERIANA 20% 40% 80% 100%
1
2
S. aureus
3
ATCC
4
25923
5
PROMEDIO

Fuente: Elaboracion propia.
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ANEXO B: Matriz de consistencia

FORMULACION DEL PROBLEMA

OBJETIVOS

HIPOTESIS

Problema General

Objetivo General

Hipotesis General

¢ Presentara efecto antibacteriano el extracto

hidroalcohdlico de la raiz de Acaulimalva
engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea) frente a la cepa

de Staphylococcus aureus ATCC 25923

Determinar el efecto antibacteriano del extracto
hidroalcohdlico de raiz de Acaulimalva engleriana
(Ulbr.) Krapov (Altea) frente a la cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

El extracto hidroalcohdlico de raiz de
Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea)
presenta efecto antibacteriano frente a la cepa de

Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipotesis Especificas

¢;Cudles son los principales metabolitos

secundarios  presentes en el extracto

hidroalcohdlico de la raiz de Acaulimalva

engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea)?

Identificar los principales metabolitos

secundarios presentes en el extracto
hidroalcohdlico de la raiz de Acaulimalva

engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea).

El extracto hidroalcohdlico de la raiz de
Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea)
posee metabolitos secundarios que le confieren

la actividad antibacteriana.

LA
hidroalcohdlico de raiz de Acaulimalva engleriana
(Ulbr.) (Altea)
antibacteriano in vitro frente a

qué concentraciones el extracto

Krapov presenta  efecto
la cepa de

Staphylococcus aureus ATCC 259237

Determinar a qué concentracion el extracto
hidroalcohdlico de raiz de Acaulimalva engleriana
(Ulbr.) Krapov (Altea) presenta mayor efecto
antibacteriano in vitro frente a la cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

El extracto hidroalcohdlico de raiz de
Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea) a
mayor concentracion presenta mejor efecto
frente a la

antibacteriano cepa de

Staphylococcus aureus ATCC 25923.

¢ Cual sera la susceptibilidad antibacteriana de la
cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923
frente al extracto hidroalcohdlico de la raiz de
Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea) al
20%, 40%, 80% y 100% comparado con el

antibidtico ciprofloxacino?

Evaluar la susceptibilidad antibacteriana de la
cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923
frente al extracto hidroalcohdlico de la raiz de
Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea) al
20%, 40%, 80% y 100% comparado con el

antibidtico ciprofloxacino.

La cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923,
es mas susceptible al extracto hidroalcohélico de
la raiz de Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov
(Altea) a concentraciones de 20%, 40%, 80% y
100%

ciprofloxacino.

comparado con el antibiético
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ANEXO C: Operacionalizacion de las variables

permitiendo determinar su

propiedad antibacteriana.

DEFINICION DEFINICION -
VARIABLES CONCEPTUAL OPERACIONAL DIMENSIONES | INDICADORES ESCALA DE MEDICION
Variable Solucion derivada de | Se refiere a una solucién que | Concentracion del 20%
independiente: un recurso vegetal | deriva del extracto | extracto de 40%
Extracto aplicando la técnica | hidroalcoholico de la raiz de | Acaulimalva 80% Porcentajes
hidroalcohdlicodela | de maceracion | Acaulimalva engleriana | engleriana (Ulbr.) 100%
raiz de Acaulimalva | logrando la | (Ulbr.) Krapov (Altea) que | Krapov (Altea)
engleriana (Ulbr.) | concentracion pertenece a la familia
Krapov (Altea). deseada. (20) Malvaceae, la cual esta Componentes Presencia de | Ausente ()
disponible en varias fitoquimico metabolitos Leve (+)
concentraciones. secundarios Moderado (++)
Abundante (++++)
Variable El acto de disminuir | Se realizard mediante el | Formaciéndeuna | Diametro del | <8mm: Nula.
dependiente: o restringir la | método de difusion de Kirby | zona de inhibicién | halo de o o
Efecto expansion de | Bauer, el cual consiste en | que rodea el | inhibicion (en 9 - 14 mm: Sensibilidad limite.
antibacteriano. bacterias a través de | medir los halos de inhibicion | crecimiento milimetros) 15 - 19 Sensibilidad media.
la introduccion de | formados por el extracto | bacteriano.
una sustancia | frente a Sthaphylococcus = Sumamente sensible
particular (20) aureus ATCC 25923,
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ANEXO D: Carta de aprobacién de la Institucion

INDUSTRIAS NECAS Y FARMACEUTICAS S R.L
Urb, Joud Sartos Atabwanica Mz | lote 08 Carro Colorado

*ARO DE LA UNIDAD, LA PAZ Y EL DESARROLLO"

CARTA DE ACEFTACION

El que suscribe Sr. Wilber Carlos Benito Johocdn, Gerente General de Industrias Médicass v
Farmacéaticas S.R.L.

HACE CONSTAR

Que Colguchuanca Quispe Veronica y Huamani Calla Katerin Yudith, bachibleres de In
Escocls de Farmacia y Bioquimica han sido acepindos por nuesira Instituchon para realizar la
clecuckin practica de s trahado de Investigaeidn “EVALUACION DEL EFECTO
ANTIMICRORBIANO IN VITRO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LA
RAIZ DE Acowlimatva engleriana (MALVACEAE) FRENTE A CEPAS ATCC DE
Stafifococcns amreus ATCC 259237, en las instalaciones de comtrol de calidad.

Arequipa 30 de Octubre del 2023

Labocatonin de Contray de Lo
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INDUSTHIAS NEDXCAS Y FARMACEUTICAS SiLL
Utly, Jowd Santos Atahaalps M. F lote 03 Cerro Colorado

*ARO DE LA UNIDAD, LA PAZ Y EL DESARROLLO"

El goe suscribe Sr. Wilber Carlos Benito Ichocdn, Gerente General de Industrias Médicss y
Farmpcduticss S.R. 1L, hace constar que os sefloees;

Srta. Colguehuanca Quispe Verdnica
Srta. Huamani Calla Katerin Yudith

Bachilleres de la Escucla d¢ Farmacia y Bioquimics, culminaron su trabajo de investigacion
“EVALUACION DEL EFECTO ANTIMICROBIANO IN VITRO DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE LA RAIZ DE Acawlimalva engleriams (MALVACEAE)
FRENTE A CEPAS ATCC DE Swfifocaccas aurens ATCC 25923%, en las instalaciones
et laboratocio Indsstriss Modicas y farmacéaticas, o el periodo comprendido Octubee 2023
a las fecha del 20 de octubre del 2023, cumplicndo con los boearios ostablecidos v los
protocolos comrespondientes.

Se expide ls presente solicitod de los interesados pam los fines que consideren por
convenicnte.

Laboratone e Canfrol de Coldod,

43



ANEXO E: Certificado de clasificacién taxondmica

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

0

CONSTANCIA N2 26-2023-HUSA

El director del Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de San
Agustin de Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que la muestra bioldgica presentada por los Bachilleres Colquehuanca Quispe,
Verdnica y Huamani Calla, Katerin Yudith de la Facultad de Ciencias de la Salud,
Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Maria
Auxiliadora, para la realizacion de su tesis “EFECTO ANTIBACTERIANO DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LA RAIZ DE Acaulimalva engleriana
(Ulbr. ) Krapov (ALTEA) FRENTE A LA CEPA DE Staphylococcus aureus ATCC
25923". La muestra fue traida al Laboratorio de Botanica al estado fenolégico
fresco, para su determinacién en el Herbarium Areqvipense (HUSA) vy
corresponde a la siguiente especie.

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsidae

Subclase Dillenidae

Orden  Malvales

Familia Malvaceae

Subfamilia Malvoideae

Genero  Acaulimalva

Especie Acaulimalva engleriana (Ulbr.)Krapov
Se le expide la presente a solicitud del interesado

Arequipa, 20 de diciembre del 2023

y &

Mg. Leoncio Manfio Herrera
DIRECTOR
Herbarium Areqvipense (HUSA)

Avenida Daniel Alcides Carrién s/n cercado-Teléfono: (054) 237755 / 993659045

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN - ,i{

8 (ea
Ix] ?
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA ) \“’)

HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA ézp, 4

&‘ > fx_'fl.‘. 1.‘?/‘

¢
v
¥
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ANEXO F: Certificado de calidad de Staphylococcus aureus ATCC 25923
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ANEXO G: Evidencias fotogréficas del trabajo de campo

F1: Recoleccion de la especie vegetal Acaulimalva engleriana
(Ulbr.) Krapov (Altea)

F2: Especie vegetal Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea)
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F3: Extracto hidroalcohdlico de la raiz de Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov
(Altea)

F4: Prueba de solubilidad del extracto hidroalcohélico de la raiz de Acaulimalva
engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea)
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F5: Resultado de la prueba de solubilidad del extracto hidroalcohdlico de la raiz de
Acaulimalva engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea)

Fuente: Elaboracion propia.

F5: Marcha fitoquimica del extracto hidroalcohdlico de la raiz de Acaulimalva engleriana
(Ulbr.) Krapov (Altea)

Fuente: Elaboracion propia.
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F6: Preparacion de los medios de cultivo

Fuente: Elaboracion propia.
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F6: Actividad antibacteriana del extracto hidroalcoholico de la raiz de Acaulimalva

engleriana (Ulbr.) Krapov (Altea) frente a la cepa Stafilococcus aureus ATCC 25923

Fuente: Elaboracién propia.
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