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RESUMEN

Se evalud la actividad antibacteriana de extractos etandlico y cloroférmico de
hojas y corteza de Spondias mombin L. frente a cepas bacterianas
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Salmonella typhimurium ATCC
14028. Se utilizo un disefio experimental-analitico descriptivo. Las muestras
vegetales fueron recolectadas en la Reserva Nacional Allpahuayo Mishana,
Iquitos - Peru; fueron secadas y maceradas en etanol y cloroformo para
obtener los extractos. Estos se sometieron a tamizaje fitoquimico y a pruebas
de sensibilidad antibacteriana mediante el método de Kirby-Bauer y
macrodilucion en caldo. Los resultados mostraron que el extracto etandlico de
la corteza presenté una mayor abundancia de flavonoides vy triterpenos,
mientras que el extracto cloroformico de las hojas mostr6 abundancia de
esteroides y triterpenos. Sin embargo, ambos extractos mostraron baja
actividad antibacteriana frente a las cepas estudiadas, con halos de inhibicién
menores a 15 mm, siendo S. aureus la cepa mas sensible al extracto etandlico
de hojas en la concentraciéon de 125 mg/mL. El estudio concluye que los
extractos de S. mombin L. presentan una actividad antibacteriana limitada,
sugiriendo la necesidad de investigaciones adicionales para explorar su
potencial terapéutico.

Palabras clave: Spondias mombin L., actividad antibacteriana, extracto

etanolico, extracto cloroférmico, Staphylococcus aureus, tamizaje fitoquimico.
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ABTRACT
The antibacterial activity of ethanolic and chloroformic extracts of leaves and
bark of Spondias mombin L. was evaluated against bacterial strains
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Salmonella typhimurium ATCC
14028. A descriptive experimental-analytical design was used. The plant
samples were collected in the Allpahuayo Mishana National Reserve, Iquitos -
Peru; they were dried and macerated in ethanol and chloroform to obtain the
extracts. These were subjected to phytochemical screening and antibacterial
sensitivity tests using the Kirby-Bauer method and macrodilution in broth. The
results showed that the ethanolic extract of the bark presented a higher
abundance of flavonoids and triterpenes, while the chloroplast extract of the
leaves showed abundance of steroids and triterpenes. However, both extracts
showed low antibacterial activity against the strains studied, with inhibition
halos of less than 15 mm, with S. aureus being the most sensitive strain to the
ethanolic extract of leaves at the concentration of 125 mg/mL. The study
concludes that S. mombin L. extracts present limited antibacterial activity,
suggesting the need for further research to explore their therapeutic potential.
Keywords: Spondias mombin L., antibacterial activity, ethanolic extract,

chloroplast extract, Staphylococcus aureus, phytochemical screening.
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INTRODUCCION

Desde su descubrimiento hasta la actualidad, los antibiéticos han sido un
elemento clave en el control y tratamiento de diversas enfermedades
provocadas por microorganismos patdégenos, desempefiando un papel
esencial en la lucha contra las infecciones; sin embargo, muchas veces son
usadas de manera innecesaria e inadecuada; generando un problema de
resistencia por parte de estos, y cada vez con menos alternativas para los
tratamientos infecciosos. De hecho, la resistencia a los antimicrobianos es un
problema sanitario mundial cada vez mas serio, segun lo reportado por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (1).

El incremento de la resistencia a los antimicrobianos tiene serias
repercusiones sobre la salud humana, animal, agricultura y medio ambiente.
Esta se puede generar bajo condiciones naturales o por el uso inadecuado y
excesivo de los antimicrobianos (2). Segun la Organizacién Panamericana de
Salud (OPS), los microorganismos patdégenos multirresistentes son
responsables del aumento de las cifras de morbimortalidad de los pacientes
ingresados en los hospitales, causando unas 700 000 muertes al afo (3).

La OMS, de acuerdo con el “Informe del Sistema Mundial de Vigilancia de la
Resistencia y el Uso de los Antimicrobianos (GLASS)” del 2020, cataloga la
magnitud de este problema, como una fantasia apocaliptica para el siglo XXI.
Reportaron un aumento significativo en la resistencia al ciprofloxacino en las
bacterias E. coli y Klebsiella pneumoniae, con un rango de variacion en la tasa
de resistencia del 8,4% al 92,9% para E. coli y del 4,1% al 79,4% para K.
pneumoniae en 33 y 34 paises, tanto para infecciones intrahospitalarias como

comunitarias (4).



En Perd, segun el "Plan Nacional para enfrentar la resistencia a los
antimicrobianos 2018-2021", se ha detectado un alto porcentaje de resistencia
a bacterias patdégenas hospitalarias en los ultimos afios, especificamente: S.
aureus muestra resistencia a la meticilina (84%), penicilina (99%), eritromicina
(80%) y clindamicina (75%). Para P. aeruginosa el porcentaje de resistencia
asciende al 30% en todas las familias de antimicrobianos. Para K.
pneumoniae cefalosporinas de 3ra y 4ta generacion cerca del 50% de
resistencia. Por lo general, la mas aislada a nivel hospitalario es E. coli, con
una resistencia considerable a la ampicilina mayor al 80%, y mayor al 60%
sobre el acido nalidixico y al ciprofloxacino (5).

La problematica mencionada ha llevado al surgimiento de recursos
alternativos provenientes de especies vegetales tal como es el caso de S.
mombin L., cuyas hojas, corteza y fruto poseen actividad terapéutica (6). Las
hojas son utilizadas para tratar diversas afecciones, incluyendo enfermedades
diarreicas, disenteria, cataplasmas atenuantes de inflamaciones; asimismo, la
goma se emplea como expectorante y antiparasitario; de ese modo, se
registra su utilidad como antimicrobiano (7).

Alrededor del 80% de los habitantes del planeta, cubren principalmente con
medicina tradicional sus necesidades de atencién primaria de salud (8). Una
gran parte de esta técnica de tratamiento incluye el uso de plantas medicinales
o productos herbarios para prevenir y tratar enfermedades. Por consiguiente,
con el estudio de S. mombin L., se identificO diferentes metabolitos
secundarios presentes y, en consecuencia, se validé el conocimiento de estos

metabolitos que actuan frente a microorganismos patogenos.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes

El 2022, se investigo corteza de S. mombin L., recolectadas en la localidad de
Planchon, Perd; donde se detectd la presencia de compuestos fendlicos y
flavonoides; y a diferentes concentraciones, especificamente de 5 %, 15 %,
30 % presentod actividad antibacteriana frente a Staphylococcus epidermidis
observando halos inhibitorios de 12,06 mm, 13,56 mm y 17,79 mm,
respectivamente. El estudio concluy6 que el extracto etandlico de S. mombin
L. tiene propiedades antibacterianas efectivas contra S. epidermidis (7).

El 2022, evaluaron el extracto hidroalcohdlico de hojas y corteza de S. mombin
L. recolectadas en el municipio de Crato, Brasil. Mediante un andlisis
cualitativo identificaron la presencia de fenoles y flavonoides en ambos
extractos; mientras que por HPLC identificaron quercetina, acido cafeico y
catequina como compuestos principales en el extracto acuoso de hojas; y
kaempferol y quercetina como compuestos principales del extracto de corteza.
El extracto de hojas presentd una actividad eficaz contra las cepas gram-
negativas; mientras que, el extracto de corteza inhibié significativamente el
crecimiento de la cepa multirresistente (MDR) de P. aeruginosa y la cepa
estandar de E. coli. La investigacién concluye que los extractos de hojas y
corteza estudiados de S. mombin presentan compuestos fendlicos que le
atribuyen su actividad antimicrobiana (9).

El 2020, se realiz6 el ensayo de sensibilidad, CMI y CMB, reportando que el
extracto acuoso de S. mombin L., recolectadas en el estado de Ogun, Nigera,
mostré actividad antimicrobiana significativa (p<0,05, p<0,01, p<0,001,

p<0,0001) en comparacion con el ciprofloxacino, siendo S. aureus y Bacillus



subtilis mas susceptibles al farmaco base, registrandose el mayor halo de
inhibicion. La investigacion concluyo que el extracto acuoso de las hojas de
S. mombin posee propiedades antibacterianas (10).

El 2018, se desarroll6 una investigacion que incluyé como muestra la corteza
de S. mombin L., recolectada en Fazenda Farinha, municipio de Pocinhos-PB.
La investigacion determind la presencia de polifenoles (34,60 %) y flavonoides
(0,2536 %) siendo eficaz contra S. aureus y E. coli. El estudio concluyo que la
corteza de S. mombin L. presenta un potencial antimicrobiano que es efectivo
contra las infecciones causadas por S. aureus y E. coli, asi como una toxicidad
moderada contra A. salina (11).

El 2017, se estudié muestras de hojas frescas de S. mombin L., recolectadas
en Obingwa del estado de Abia, Nigeria. Determinaron que los componentes
fitoquimicos presentes en extractos etandlico y cloroférmico incluyen
alcaloides (5,97+0,03 %), flavonoides (3,00+0,01 %), taninos (3,80+0,02 %),
saponinas (7,50%0,1 %) y fenoles (0,9+0,04 %). La investigacién concluye que
ambos extractos presentan actividad inhibitoria contra E. coli, S. aureus, P.

aeruginosa y Salmonella typhimurium (12).

1.2 Bases tedricas

1.2.1 Especie vegetal

Figura 1. Especie vegetal S. mombin L. en su habitat



La familia Anacardiaceae, con 60 a 75 géneros y 600 especies en regiones
tropicales, subtropicales y templadas, es econdémicamente importante y
farmacéuticamente activa. El género tropical Spondias abarca entre 14 y 20
especies distribuidas mundialmente, con un rango de 4 a 7 especies
presentes en el continente americano (13).

A) Clasificacion taxonémica (14).

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de la especie Spondias mombin L.

Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Orden Sapindales

Familia Anarcadiaceae
Género Spondias

Especie Spondias mombin L.
Nombre cientifico Spondias mombin L.

B) Descripcion boténica

Arbol caducifolio, con una altura promedio de 25 m. La copa es de ramificacion
abundante y densa. Posee un tronco voluminoso que va de 0,5 m a 2 m de
diametro, con una corteza aspera, agrietada, con numerosas proyecciones de
crestas duras similares a espinas y de color marrén oscuro. Las hojas se
muestran compuestas, alternas, imparipinnadas y sin estipulas, con una
longitud de 5 a 0 cm de largo y de color verde amarillento. El fruto es una
drupa ovoide, con cascara amarilla vitelino hasta anaranjado, pulpa escasa,

jugosa y agridulce (15).



C) Habitat y distribucion

Se encuentra en las areas tropicales de América. Posee una amplia
distribucion en Ila cuenca amazonica de los siguientes paises
latinoamericanos como: Brasil, Colombia, Ecuador, Pera y Venezuela. En la
Amazonia peruana es sembrada en departamentos tales como Loreto,
Ucayali, San Martin, Amazonas, Madre de Dios, Huanuco, Pasco, Junin,
Cuzco y Apurimac (16). Esta planta es muy comun en el suroeste de Nigeria

y se utiliza en la medicina popular (17).

D) Usos

Se usa en el tratamiento de infecciones de partes blandas de la piel e
hinchazones, antiespasmaodico, oftalmico; emético si se ingiere en dosis
elevadas. Las hojas se consideran antisépticas, con un amplio espectro
antimicrobiano, es utilizado para el tratamiento de enfermedades diarreicas,
infecciones vaginales, estomacales y problemas en la piel como la dermatitis.
La decoccion de la corteza es empleada como anticonceptivo y para aliviar los
sintomas causados por infecciones vaginales y estomacales (16,17). Se toma
un té elaborado con las flores y las hojas para aliviar el dolor de estdmago, la
bilis, la uretritis, la cistitis y las inflamaciones de ojos y garganta (17). La
cascara del fruto posee un gran valor nutricional, aporta 26 mg de calcio, 27
mg de fosforo, 2,2 mg de hierro, ademas de cantidades significativas de acido
ascorbico, vitamina A, tiamina, riboflavina y niacina. Presenta también
propiedades astringentes, heméticas, antidisentérico, antiblenorragico y

antihemorroidal (15).



1.2.2 Tamizaje fitoquimico

Es la identificacion cualitativa mediante pruebas fitoquimicas de los
principales grupos de componentes quimicos que se encuentran en las
especies vegetales. Estas pruebas fitoquimicas implican extraer los principios
activos de la planta con un disolvente apropiado y mediante la aplicacion de
reacciones de coloracion y precipitacion (18).

1.2.3 Caracteristicas de las cepas de estudio

1.2.3.1 Escherichia coli

A) Taxonomia (19)

Tabla 2. Clasificacién taxonémica de Escherichia coli

Reino Bacteria

Filo Proteobacteria

Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género Escherichia

Especie E. coli

B) Descripcion

Se considera la bacteria mas comudn del microbiota intestinal, gramnegativo
movil con flagelo peritricos, anaerobio y anaerobio facultativo, no crean
esporas, en cuanto a pruebas de identificacién, dan positivo a indol y la
descarboxilasa de lisina, produce manitol y gas fermentando azlcares. Son
positivos para catalasa, negativos para oxidasa y reducen nitratos a nitritos.

Miden de 2 a 3 um (20).



Figura 2. Escherichia coli (21)

C) Patogenia

La infeccion ocurre cuando se generan leves traumatismos o a causa del uso
de catéteres. La infeccion en las vias urinarias se produce por la unién de las
cepas bacterianas a las células epiteliales, mediante la entrada de la bacteria
a la vejiga, siendo la E. coli uropatica (UPEC) las de mayor capacidad
patogénica en casos de infeccion de las vias urinarias. La enterocolitis o
diarrea del viajero es causado por la bacteria, mediante diversos mecanismos
clasificandose en E. coli: enteropatogénica (EPEC), enterotoxigénica (ETEC),
enteroinvasiva (EIEC), enterocitotoxica o0 conocido también como
enterohemorragica (EHEC) enteroagregativa (EAEC), difusamente adherente
(DAEC) (20).

D) Resistencia

Debido al sobreuso de ampicilina, las bacterias desarrollaron resistencia a
esta, con la produccion de betalactamasas como su mecanismo de
resistencia, lo que a su vez esta ocasionando resistencia a sulfametoxazol con
trimetoprima y las fluoroquinolonas, siendo en parte otro responsable de esta

resistencia los plasmidos transmisibles (20).



1.2.3.2 Staphylococcus aureus
A) Taxonomia (22)

Tabla 3. Clasificacion taxondmica de Staphylococcus aureus

Reino: Bacteria

Filo: Firmicutes

Clase: Bacilli

Orden: Bacillales

Familia: Staphylococcaceae
Género: Staphylococcus
Especie: S. aureus

B) Descripcion

Es el Unico de su género que produce coagulasas, son grampositivos,
inmoviles, en medios de cultivos adecuados forman colonias redondas de 1 a
3 mm, esta especie se caracteriza de las demas por su tinte ligeramente
amarillento, da negativo para oxidasas y positivo para catalasas. Posee una
proteina especifica de ella, la proteina A que posee propiedades
quimiotacticas, anticomplementaria, antifagocitica y activa los linfocitos

naturales (NK) (20).

Figura 3. Staphylococcus aureus (23)



C) Patogenia

Posee un arsenal de elementos que le otorgan muchos métodos de ataque,
tales como: adhesina (permite el anclaje de las bacterias a las membranas
citoplasmaticas, coagulasas (forma fibrina a través del fibrindbgeno, formando
una capa que protege a la bacteria de la fagocitosis), lipasas (permiten a la
bacteria distribuirse en areas de la piel con altas concentraciones de aceites,
grasas, ceras), hialuronidasa (permite la difusion celular hacia los tejidos),
hemolisina alfa (actia lesionando las plaquetas), hemolisina delta (lesiona
linfocitos, plaquetas y neutrofilos), enterotoxinas (causan intoxicacion y
envenenamiento por consumo de alimentos contaminados con la cepa),
exfoliatina (provoca desprendimiento de piel en colgajos), exotoxinas
pirogénicas (capaces de generar fiebre de intensidad variable) (20).

D) Resistencia

El 50 % de las cepas son productoras de betalactamasa. Por lo que se usan
dicloxacilina, cefalosporinas de 1™ generacion, macrolidos. Actualmente se
conoce que también estan desarrollando resistencia a estos farmacos, por ello
para identificar una cepa resistente a varios antimicrobianos, un buen
indicador es la meticilina u oxacilina a los cuales, si son resistentes gracias a
la accion del peptidoglucano PBP2a, dejando solo como alternativa la
vancomicina (20).

1.2.3.3 Pseudomonas aeruginosa

A) Taxonomia (24).

Tabla 4. Clasificacion taxondmica de Pseudomonas aeruginosa

Reino: Bacteria
Filo: Pseudomonadota
Clase: Gammaproteobacteria
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Orden: Pseudomonadales
Familia: Pseudomonadaceae
Género: Pseudomonas
Especie: P. aeruginosa

B) Descripcion

Tiene forma de bastén, con una medida aproximada de 0,6 x 2 um,
gramnegativa (20). Es un bacilo aerobio con la versatilidad en cuanto a
necesidades energéticas suficientes y de crecimiento, por lo que no necesita
de medios enriquecidos para su cultivo y sobreviven a temperaturas entre 20
a 40°C. También es notable por ser productor de los pigmentos exclusivo de
esta especie, la piocianina de color azuloso y la fluoresceina de color
amarillento que bajo la luz ultravioleta adquiere color fluorescente siendo
producidas también por otras Pseudomonas. En medios de cultivo produce un
olor “afrutado”. Son microorganismos positivos para oxidasas debido a su

mecanismo productor de energia mediante oxidacién (25).

Figura 4. Pseudomonas aeruginosa (26)

C) Patogenia
Es patdgena cuando las membranas mucosas Yy la piel se ven afectadas por

el dafio directo al tejido. La bacteria se adhiere a las membranas mucosas o
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la piel colonizandolas, y posteriormente produciendo una enfermedad
sistémica (19). Las fimbrias y la capa mucosa son responsables del amarre
de la bacteria a las células de los tejidos. Las endotoxinas de la pared causan
necrosis focal en el sitio de contagio. Una vez unido en la célula secretan
sustancias extracelulares: dos hemolisinas, un glucolipido y el otro, una
fosfolipasa, ambos responsables de la destruccion total de los eritrocitos.
Ademas, se libera dos proteasas: exotoxina A, un polipéptido formado por una
fraccion A y B, siendo la B fijada a las células receptoras, esta exotoxina es
causante de necrosis tisular (20).

D) Resistencia

Posee mecanismos como: produccidon de betalactamasas, carbapenemasas,
enzimas modificadoras de aminoglucésidos, bombas de eflujo,
impermeabilidad, entre otros mecanismos de resistencia conocidos (20).
1.2.3.4 Salmonella typhimurium

A) Taxonomia (24)

Tabla 5. Clasificacion taxonémica de Salmonella typhimurium

Reino: Bacteria

Filo: Pseudomonadota
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacterales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Salmonella

Especie: S. typhimurium

B) Descripcion
Se clasifican por serotipos de acuerdo con la complejidad de sus antigenos

O, K e H, aquellos de interés para la microbiologia médica son: S. Thyphi, que
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infecta solamente a humanos y S. Thyphimurium, que infecta a humanos y
otros animales. Morfologicamente poseen mdltiples pilosidades, de los que
destaca uno estructuralmente similar a las de E. coli tipo 1 por su union a
receptores de D-mamnosa en las células eucariotas (25).

La movilidad de estas se debe a los flagelos peritricos. Produce muy poca
fermentacion de lactosa o sacarosa, generan acido H2S y gases empleando

glucosa y D-manosa (27).

Figura 5. Salmonella typhimurium (28)

C) Patogenia.

Gastroenteritis, causado principalmente por la S. thyphimurium, las células se
adhieren a la membrana celular M intestinales creando una “zona fruncida”,
por otro lado, en las islas de patogenicidad se halla genes pertenecientes al
sistema de excrecion. La zona fruncida induce endocitosis, y la bacteria para
asegurar la supervivencia produce apoptosis de macréfagos permitiendo
llegar a establecerse en la lamina propia. La diarrea ocurre debido a un
aumento en la permeabilidad de los vasos sanguineos y una respuesta

inflamatoria en el cuerpo (25).
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D) Resistencia

Para la gastroenteritis se limita el uso de antimicrobianos debido a que

prolongan los sintomas, a excepcion de recién nacidos. Se emplea ampicilina,

trimetoprim sulfametoxazol o cefalosporina de tercera generacion. Pero

pueden generar resistencia por la transmisién de genes mediante plasmidos

de las bacterias entéricas (27).

1.3

X/
L X4

X/
L X4

X/

L X4

X/
L X4

X/
L X4

Definicién de términos basicos

Extracto vegetal: Sustancia extraida de las distintas partes de una
planta por una operacion fisica o quimica y por la accion de un
determinado solvente (29).

Actividad antibacteriana: Capacidad de inhibir el crecimiento de las
bacterias o destruirlas (25).

Microorganismos patdégenos: Agentes infecciosos capaces de
ocasionar enfermedades a su huésped (27).

Resistencia  bacteriana: Capacidad especifica de los
microorganismos para resistir los efectos de los antibiéticos
destinados a eliminarlos o inhibirlos. (30).

Concentracion minima inhibitoria (CMI): Se refiera a la menor
cantidad de un agente antimicrobiano necesario para evitar el

crecimiento de un microorganismo (31).
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CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES
2.1 Formulacion de la hipotesis
Los extractos etandlico y cloroférmico de S. mombin L. presentan
actividad antibacteriana.
2.2 Variables y su operacionalizacién
2.2.1 Variable independiente
«» Extracto de hojas y corteza de S. Mombin L.
2.2.2 Variable dependiente

++ Actividad antibacteriana
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2.2.3 Operacionalizacién de variable

Tabla 6. Variable independiente

Variable Tipo por su Escala de Valores de las | Medio de
Definicidn Indicador Categorias
independiente naturaleza medicién categorias | verificaciéon
Extracto obtenido a
Extracto de partir de la
hojas y corteza | maceracién de hojas
Cuantitativa | Concentracién Razén Masa de los gomg Ficha de
de Spondias y corteza Spondias
(mg/mL) extractos registro
mombin L. mombin L. con

cloroformo y etanol.
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Tabla 7. Variable dependiente

Variable .. Tipo por su . Escala de i Valores de las Medio de
. Definicion Indicador . ., Categorias . e .
dependiente naturaleza medicion categorias verificacion
Halo de Resistente 12 mm
inhibicion . (R) ~ Ficha de
Razon . 12a14 mm .
(mm) Intermedio (I) registro
. =15 mm
Sensible (S)
Accic Ausencia de
celon que turbidez, inhibicién
presenta un del 100%
compuesto
?gtlv;da!d para |.nl'!|b|; el Cuantitativa Ligera turbidez,
antibacteriana creclmlen o} 3 inhibicion del 75%
bacteriano en Concentracion
ensayos in M!n!mg Razén Grac!o de Inhibicion aparente Flcl'!a de
vitro (29). Inhibitoria turbidez . registro
(CMI) del crecimiento,
inhibicion del 50%

Ligera inhibicion,
inhibicion del 25%

No inhibicion
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CAPITULO IlIl: METODOLOGIA

3.1 Disefio metodolégico
El estudio siguié un enfoque metodologico experimental-analitico, descriptivo,

prospectivo y transversal.

Experimental-analitico, dado que se manipularon variables independientes,
entre los grupos experimentales y de control para medir las actividades
bioldgicas realizando comparaciones entre las diferentes concentraciones de

los extractos, etandlico y cloroférmico de Spondias mombin L.

Descriptivo, se describio e interpret6é de forma clara y detallada las variables

de estudio.

Prospectivo, porque se desarrollé hacia adelante en el tiempo.

Transversal, dado que los datos fueron recolectados en un determinado
tiempo.

3.2 Disefio muestral

Kirby bauer

El disefio fue factorial completamente aleatorizada con tres factores, de los
cuales F1 (extracto etandlico de la corteza y hoja) = tiene 3 niveles, F2
(extracto cloroférmico de la corteza y hoja) = tiene 3 niveles, las cuales cada
nivel es una concentracion puesta a prueba. Y el factor F3 (actividad
antibacteriana) tiene 1 nivel (el método Kirby Bauer), realizando 3 repeticiones
por tratamiento. (Ver tabla 8)

Tabla 8. Disefio muestral de los experimentos del extracto etanodlico y
cloroférmico de la corteza y hoja de Spondias mombin L. por el método de

Kirby Bauer.
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Concentraciones (mg/mL)

Extractos
125 65,2 31,25
Extracto etandlico de la corteza T1 T2 T3
Extracto cloroférmico de la corteza T4 T5 T6
Extracto etandlico de la hoja T7 T8 T9
Extracto cloroférmico de la hoja T10 T11 T12

Macrodilucién

El disefio fue factorial completamente aleatorizada con tres factores, de los

cuales F1 (extracto etandlico de la corteza y hoja) = tiene 8 niveles, F2

(extracto cloroférmico de la corteza y hoja) = tiene 8 niveles, las cuales cada

nivel es una concentracion puesta a prueba. Y el factor F3 (actividad

antibacteriana) tiene 1 nivel (el método macrodilucién),

repeticiones por tratamiento. (Ver tabla 9)

realizando 3

Tabla 9. Disefio muestral de los experimentos del extracto etandlico y

cloroférmico de la corteza y hoja de Spondias mombin L. por el método de

macrodilucioén.

Concentraciones (mg/mL)

Extractos
125 62,5 31,25 15,63 7,81 3,91 1,95 0,98
Extracto etandlico de
T1 T2 T3 T4 5 T6 T7 T8
la corteza
Extracto cloroformico
T9 T10 T11 T12 T13 T14 T15 T16
de la corteza
Extracto etandlico de
T17 T18 T19 T20 T21 T22 T23 T24
la hoja
Extracto cloroférmico
T25 T26 T27 T28 T29 T30 T31 T32

de la hoja
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3.2.1 Poblacién vegetal
Se realizo la recoleccion de 4,5 kg de corteza y 2 kg de hojas de S. mombin
L. en la Reserva Nacional Allpahuayo Mishana, situada en el kilbmetro 23 de
la carretera que conecta lquitos con Nauta.
3.2.1.1 Criterios de seleccion
Criterios de inclusion
s  Especie vegetal que hayan alcanzado su desarrollo 6éptimo.
% Hojas y cortezas sanas y frescas, libres de hongos y moho.
% Hojas y corteza en un estado 6ptimo de preservacion.
Criterios de exclusion
% Plantas inmaduras

% Hojas y corteza infestadas de hongos y moho.

% Hojas y la corteza que presentan un deterioro significativo.

3.2.2 Poblacion bacteriana
La poblacion bacteriana fue establecida por cepas de S. aureus ATCC 25923,
E. coli ATCC 25922, P. aureginosa ATCC 27853 y S. typhimurium ATCC
14028.
3.2.2.1 Criterios de seleccion
Criterios de inclusion
% Cultivos bacterianos sin contaminantes.
<  Bacterias de colonias jovenes.
< Bacterias de colonias aisladas que posean las caracteristicas
morfolégicas del microorganismo.

Criterios de exclusion

% Cultivos bacterianos impuros, con contaminacion presente.
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% Bacterias de colonias adultas.
< Bacterias de colonias no aisladas que no posean las caracteristicas
morfoldégicas del microorganismo.
3.3 Técnicas, instrumentos y procedimientos de recoleccién de

datos.

3.3.1 Técnicas
Se utilizé la técnica de maceracion para obtener los extractos, empleando
etanol de 96° y cloroformo como solventes para extraer los compuestos

deseados.

3.3.2 Instrumentos

Estos fueron debidamente calibrados, tales como balanza analitica, rotavapor,
fiolas, embudos, matraz de Erlenmeyer, incubadoras, contadores de colonias,
gradillas, entre otras. Asimismo, los reactivos que se utilizaron fueron el &cido
clorhidrico (HCI), etanol (C,HO), cloroformo (CHCI3), sulfato de sodio anhidro
(Na2S0a), hidroxido de sodio (NaOH), hidréxido de amonio (NH4OH), reactivo
de Dragendorff, subnitrato de bismuto (BisHyN,O,,), Reactivo de Wagner,
Reactivo Mayer, &cido picrico (CeHsN3Ov7), hidroxido de sodio (NaOH),
reactivo sudan (Sudan lll), reactivo de Carr-Price, reactivo de Kedde, cloruro
de sodio (NacCl), cloruro férrico (FeCls), ninhidrina (CoHeOs4), hidroxido de
potasio (KOH), reactivo de Fehling, sulfato de sodio anhidrido (NazSOa) |,
sulfato de cobre hidratado (CuSOas-5H20), cloruro de bario (BaClz), acetato de
magnesio, agar Muller-Hinton, caldo Muller-Hinton, agar nutritivo, y discos de

antibiotico ciprofloxacino, gentamicina y amikacina.
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3.3.3 Procedimientos experimentales
La figura 6 muestra un flujograma de todo el proceso experimental

desarrollado en esta investigacion.

Muestra vegetal:

hoja y corteza de S. mombin L.

A4
Identificacion
taxonémica
Se seco hasta perder #L
gran parte de .
humedad. El secado se Secado de la hoja y
realizo a temperatura corteza
ambiente de 5 a 7 dias W
aproximadamente. Molienda y pesado
\l’ Se macero en
alcohol de 96° y
Extraccion por cloroformo
maceracion | durante 15 dias,
Se realizo la v con agitacion
concentracion y la constante cada 6
recuperacion de Recuperacion de horas
solvente utilizando solvente o
un rotavapor a 45 concentracion
°Cy 140 rpm
durante 2 horas A 4
Tamizaje fitoquimico
Actividad Actividad
antibacteriana antibacteriana
(Método de Kirby (Método de
Bauer) macrodilucién)

Figura 6. Flujograma del proceso experimental.
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A) Obtencion de los extractos

Recoleccién de la especie vegetal

Las hojas y corteza de S. mombin L., fueron recolectada a las 07:50 horas del
09 de septiembre del afio 2023, en la Reserva Nacional Allpahuayo Mishana,
ubicado en el Km 23 de la Carretera Iquitos-Nauta. Las coordenadas fueron:
Sur: 3°567°13.9” y Oeste: 73°25'17.0” (Anexo N° 2).

Identificacién de la especie vegetal

Se llevd a cabo en el herbarium de la UNAP, la planta fue identificada

taxonomicamente por un experto botanico (Anexo N°1).

Tratamiento de la especie vegetal

Los criterios de inclusion previos guiaron la seleccion de las muestras de hojas
y cortezas. Luego, se sometio la corteza a un lavado con agua corriente para
eliminar impurezas, seguido de un enjuague con agua destilada para asegurar
una limpieza exhaustiva. Por otro lado, las hojas se limpiaron con una toalla
seca para remover el polvo y cualquier residuo extrafio

La muestra vegetal (hojas) se secé a temperatura ambiente a la sombra
durante 15 dias, removiendo tres veces al dia.

La corteza se secO durante 20 dias a temperatura ambiente después de ser
picada en pequefas fracciones para facilitar la molienda.

Molienda

Las muestras secas de cada 6rgano se procesaron con un molino manual
para reducir el tamafio de la muestra y favorecer la interaccion con el solvente.

Por ultimo, se pesaron las muestras para establecer un peso inicial.
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Maceracion

Las hojas y corteza se pesaron en cantidades de 150 gramos cada 6rgano,
para su posterior maceracion.

Las muestras se maceraron 1:10. Para ello, se maceraron 150 g de hoja y
corteza en 1,5 L de etanol al 96 % y cloroformo en un recipiente de vidrio color
ambar, fueron etiquetadas y almacenadas en un ambiente seco y fresco por
15 dias bajo agitacion cada 6 horas (Anexo N°3).

Filtrado

Para obtener el producto final, las muestras se filtraron en un matraz con papel
de filtro sobre un embudo de vidrio tras 15 dias de maceracion. El residuo de
corteza y hojas se volvio a macerar en 1 L de etanol y cloroformo (Anexo N°3).
Concentracion y recuperaciéon de solvente

Los extractos etandlico y cloroférmico se obtuvieron utilizando un evaporador
rotatorio a 45 °C y 140 rpm durante 2 horas. Los extractos se separaron y
etiquetaron en placas Petri y se secaron a temperatura ambiente durante una
semana. Después del proceso de secado, las muestras fueron raspadas y
pesadas para obtener el porcentaje de rendimiento, luego se sellaron en
contenedores herméticos para preservar su calidad y estabilidad (Anexo N°4).
Obtencion del porcentaje de rendimiento

La formula siguiente se empled para calcular el rendimiento porcentual de

cada extracto:

Peso del extracto
100

% Rendimiento = X
o Peso de la muestra total

B) Tamizaje fitoquimico
La identificacion y analisis de metabolitos secundarios se ejecutaron en las

instalaciones del Laboratorio de Investigacion de Productos Antiparasitarios
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Naturales del CIRNA-UNAP. Se utilizaron extractos de etanol y cloroformo de
la corteza y hojas de S. mombin L., y se realiz6 mediante reacciones quimicas,
obteniéndose resultados de cambios de coloracién, formacion de precipitados,
formacion de gas, entre otras reacciones, para los cuales se emplearon 6
patrones: etandlico, metandlico, hexanico, cloroférmico, hidroalcohdlico

(etanol/agua) y HCI 1%. El tamizaje fitoquimico incluyo los siguientes ensayos

(32) (Anexo N°5, 6, 7, 8,y 10):

v Ensayo Drangendorff, Mayer, Warner, Hager, CCF Y Vitali-Morrin
(alcaloides): Se pesaron 20 mg de cada extracto, y se disolvié en 4 a 6
mL de HCl al 1 %, luego se filtré en Na2SOa4 anhidro, posterior al filtrado
se repartio equivalentemente en 4 tubos de ensayos, posteriormente se
afiadio al primer tubo 5 gotas del reactivo de Dragendorff, al segundo tubo
se adicion6 5 o 7 gotas del reactivo de Mayer, al tercer tubo se adicion6 5
0 7 gotas del reactivo de Hager, y al cuarto tubo se adicion6 5 o 7 gotas
del reactivo de Warner, todos los tubos fueron agitados y puestos en
reposo. Para interpretar los resultados para el tubo con el reactivo de
Drangendorff, un resultado positivo muestra un precipitado naranja o rojo-
ladrillo, el tubo con reactivo de Mayer se forma un precipitado crema, el
tubo con reactivo de Hager se forma un precipitado amarillo, y el tubo con
el reactivo de Warner se forma un precipitado flucolento de color café, que
pueden variar al rojo claro o pardo oscuro (32).

Con respecto a la reaccion de Vitali-Morin, se adicion6 a la solucién de los
extractos 10 gotas de acido nitrico fumante, y se evaporo, despueés se dejo
enfriar, y se adiciond 1 mL de etanol 96 °, 0,5 mL de acetona y una pastilla
de KOH, y se agitd. Una coloracion violeta alrededor de la pastilla de KOH

muestra un resultado positivo (32).
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Con respecto a la cromatografia de capa fina, se realizd la marcha
alcaloidal (solucion a un pH: 9 con hidroxido de amonio), se corto la placa
cromatografica, se tomo un capilar y se sembro la solucion basica en la
placa, luego se colocé una celda de elusion, el solvente subio hasta la linea
indicada en el sistema de acetato de etilo al 100%, posteriormente se retird
la placa de la celda y se sec0; se pulverizé con el reactivo de Dragendorff
(32).

Ensayo de Liebermann-Burchard (triterpenos y esteroides): Se pesoé
10 mg de cada extracto en un tubo de ensayo, y se disolvié con 4 mL de
cloroformo, luego se filtré. En otro tubo se afiadié 1 mL del filtrado mas 1
mL de anhidrido acético, y se dejé caer 3 a 4 gotas de acido sulfurico
concentrado. La deteccion de color verde-azul indica la presencia de
esteroides, mientras que una coloracion rosa o purpura revela la presencia
de saponinas y triterpenos (32).

Ensayo de Borntrager (quinonas): Se pes6 2 mg de cada extracto y se
disolvié en un 1 mL de cloroformo. Posteriormente se agité con 1 mL de
hidroxido de sodio al 5 %. Una coloracién rosa-rojo indica la presencia de
quinonas (32).

Ensayo de Baljet (lactonas y cumarinas): Se prepar6 una solucién
disolviendo 2 mg de cada extracto en 1 mL de etanol, luego se mezcl6 con
una solucién recién preparada de acido picrico al 1% en etanol e hidroxido
de sodio al 10% en agua. La formacion de un color o precipitado rojo-
naranja o violeta es indicativa de la presencia de estructuras lactonicas
(32).

Ensayo de Fehling (azUcares reductores): Se pes6 2 mg de extracto y

se diluy6é en 2 mL de agua destilada, luego se afiadid 2 mL de reactivo de
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fehling y se calent6é en bafio de maria de 5 a 10 minutos. Si se forma un
precipitado de color rojo se considera la presencia de azUcares reductores
(32).

Ensayo de Espuma (saponinas): En un tubo de ensayo, se midieron 10
mg de extracto y se disolvieron en etanol. Luego, se agitd vigorosamente
durante 3 minutos y se dejo en reposo. La formaciéon de espuma que
persiste por mas de 5 minutos indica un resultado positivo (32).

Ensayo de SUDAN Il (compuestos grasos): Se pes6 2 mg de cada
extracto y se diluy6é con el solvente de extraccién (hexano), se afiadio 1
mL de solucién del colorante de sudan Il (diluida en agua) y se calent6 en
bafio maria hasta evaporar el solvente. La formacién de pelicula de color
rojo en el liquido o paredes del tubo demuestran presencia de compuestos
grasos (32).

Ensayo de Ninhidrina (Aminoacidos y aminas): Se pes6 2 mg de
extracto y se diluy6é en 2 mL de etanol, se adicion6 1 mL de disolucién de
ninhidrina al 5 % en etanol, y se calentd en bafio maria de 5 a 10 minutos.
La aparicidon de una coloracion azul-violeta es indicativa de la presencia de
aminas y/o aminoacidos (32).

Ensayo de Borntrager-Kraus (naftoquinonas y antraguinonas): Se
realiz6 una solucion hidroalcohdlica (agua:etanol 7:1) con cada extracto, y
se adicion6 5 gotas de peréxido de hidrogeno, 2 gotas de acido sulfarico
concentrado y se calentd; se extrajo las naftoquinonas antraquinonas con
1 mL de tolueno y se agitd con 1 mL de solucion de hidroxido de sodio al
5 % e hidroxido de amonio al 2 % y se dejo reposar para separacion de
fases. Si la fase inferior se torna de color rosado a rojo intenso se asume

la presencia de naftoquinonas y antraquinonas (32).
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v' Ensayo de Shinoda (flavonoides): Se pesaron 10 mg de cada extracto,
y se disolvié en 4 mL de metanol, luego se filtré, y se afiadio al filtrado un
trozo de magnesio, y afiadié 6 a 8 gotas de acido clorhidricos, y se dej6
reaccionar. El color amarillo-roja, evidencia la presencia de flavonas, rojo-
magenta flavonoles, rojo-magenta-violeta-azul flavononas, y sin coloracion
isoflavonas, chalconas y auronas (32).

v' Ensayo de Carr-Price (carotenos): Se pesaron 5 mg de cada extracto y
se disolvid en 1 mL de solvente usado en la extraccion (hexano), y se
adiciono 1 mL de reactivo de Carr-Price. Una coloracion verde-azul, indica
la presencia de carotenos (32).

v' Ensayo de Rosenheim (leucoantocianidinas): Se pesaron 5 mg de cada
extracto y se disolvié con una solucion hidroalcohdlica (agua: etanol 7:1),
y se filtr, y el filtrado se pasé a un tubo de ensayo y se afiadié 10 gotas
de acido clorhidrico concentrado, se mezclé y se cometio a calentamiento
en bafio maria hirviendo durante 10 a 15 minutos, se enfrid y se paso a
otro tubo de ensayo, y se afiadié 0,4 mL de alcohol amilico, se mezclo y
dej6 reposar hasta la separacion de fases. Si la fase inferior presenta un
color carmesi oscuro al rosado débil se evidencia la presencia de
leucoantocianidinas (32).

v' Ensayo de Kedde (glicésidos y cardiotonicos): Se pesaron 5 mg de
cada extracto y se disolvié en 2 mL de etanol; se afiadi6é 0,5 mL de reactivo
de Kedde y se agitd. Si aparece una coloracion rosa o azul-violeta
demuestra la presencia de glicosidos y cardiotonicos (32).

v Ensayo de acetato de magnesio (Antraquinonas hidroxiladas): Se
mezclaron 2 mg de cada extracto con 1 mL de metanol, y se afiadio 1 gota

de solucién metandlica con ayuda de un capilar, la mezcla se afiadié sobre
28



una tira de papel filtro y se dejo evaporar el solvente, se pulverizo la
muestra con una solucion metandlica de acetato de magnesio al 0,5 %
dejando secar a 90 °C. La aparicion de un color violeta indica la presencia
de quinonas, antraquinonas hidroxiladas (32).

v Ensayo de catequinas: Fueron pesados 2 mg de cada extracto, y se
diluyé en 2 mL de etanol, con un capilar, se recogi¢ una gota de la dilucion
y se depositd en un papel filtro, luego se agregoé una solucion de carbonato
de sodio. La aparicion de una mancha de color verde carmelita bajo la luz
ultravioleta (UV) es indicativa de la presencia de catequinas (32).

v' Ensayo de cumarinas fijas: Se pesaron 2 mg de cada extracto y se diluy6
en 2 mL de etanol, se afiadio 2 gotas separadas en un papel filtro; a una
de las gotas se le afiade una gota de hidréxido de potasio y se llevo a la
luz UV. Si el punto donde se afiadié el hidroxido de potasio presenta
fluorescencia azul, amarilla, verde o purpura evidencia la presencia de
cumarinas fijas (32).

v' Ensayo de Cloruro férrico (fenoles y taninos): Se pesaron 2 mg de cada
extracto y se disolvieron en 2 mL de etanol, luego se agreg6 0,5 mL de una
solucién de cloruro férrico al 5% en solucion salina al 85%. La formacion
de un precipitado de color verde, rojo o pardo indica la presencia de
compuestos fendlicos, mientras que un precipitado azul sugiere la
presencia de taninos hidrolizables. Ademas, la aparicion de un color verde
oscuro o negro indica la presencia de taninos condensados (32).

C) Determinacion de la actividad antibacteriana

Método de difusién en agar Kirby Bauer. Es la prueba de sensibilidad

antimicrobiana que determina si un microorganismo es susceptible o

resistente a un antibidtico especifico (33).
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El procedimiento se llevo a cabo, teniendo en cuenta el manual de
procedimientos para pruebas de sensibilidad de antibidticos frente a cepas
bacterianas, utilizando el método de difusién en disco (34) (Anexo N°11y 12),
el cual se describe de la siguiente manera:

v" Activacion de las cepas bacterianas

Se emplearon cepas de referencia ATCC de S. aureus, E. coli, P. aeruginosa
y S. typhimurium frente a concentraciones de 125 mg/mL, 62,5 mg/mL y 31,25
mg/mL del extracto etandlico y cloroférmico de las hojas y corteza de S.
mombin L. Las cuales fueron activadas inoculando la muestra bacteriana en
tubos de ensayo con caldo TSA e incubadas a 37 °C por 24 horas, posterior
a ello, se inocul6 con ayuda de un asa bacteriolégica formando estrias
longitudinales en placas petri conteniendo agar TSA, las placas fueron
invertidas, y se incubaron en aerobiosis a 37 °C durante 24 horas. (34).

v Dilucion de extractos

Se pesaron 0,25 g de cada extracto en viales Ependorff estériles y se diluyeron
en 1 mL de DMSO hasta llegar a 250 mg/mL. Tras homogeneizar con un
vortex, los extractos que no se disolvieron fueron llevado a bafio maria a
temperatura de 40 °C durante varios minutos y se homogeneizaron de nuevo.
Las soluciones madre de cada extracto produjeron concentraciones de
ensayo de 125, 62,5y 31,25 mg/mL (34).

v" Preparacion de discos impregnados con los extractos

Con la ayuda de un perforador se formaron los discos de papel Whatman N°
5, los cuales fueron acomodados en placas petri en cantidad de 20 unidades
por cada placa, luego las placas con los discos fueron envueltos con papel de

Kraft, y llevados a la estufa a 180 °C por 2 horas para su esterilizacion (34).
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Posterior a la esterilizacion de los discos, estos fueron impregnados con 20
microlitros de cada extracto diluido, respectivamente (34).

v' Preparacién de controles

Con respecto a los controles positivos, el Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos de la FIA-UNAP, nos facilitd lo discos comerciales de antibioticos
gentamicina (10 ug), ciprofloxacino (5 pug) y amikacina (30 pg). Para el control
negativo se impregnaron discos estériles de papel Whatman N° 5, con la
solucion de DMSO (34).

v' Preparacién del inéculo

Colonias aisladas en agar TSA de las bacterias en estudio, fueron purificadas
en agar Muller Hinton, posteriormente se seleccionaron 3 a 4 colonias, y con
la ayuda de un asa bacteriolégica estas fueron transferidas a un tubo de
ensayo gue contenia en su interior aproximadamente 5 mL de una solucion
de cloruro de sodio al 0,9 %, el procedimiento se realiz6 hasta alcanzar la
turbidez de la escala 0,5 de McFarland, lo que indica que hay 1,5x108 UFC/mL,
la comparacion se realiz6 visualizando en un ambiente con luz clara (34).

v" Inoculacion de las placas de agar Muller Hinton

Una vez obtenido el inoculo y ajustado a la turbidez de la escala 0,5 de
McFarland, con la ayuda de un hisopo estéril, se sumergi6 el hisopo en la
suspensioén, y se procedié a inocular la placa con el agar Muller Hinton,
realizando estrias de izquierda a derecha, de arriba abajo, asegurando que el
inoculo bacteriano se distribuya por toda la placa; se dejé secar la placa a
temperatura ambiente por aproximadamente 5 minutos (34).

v' Aplicacién de los discos

Tras inocular placas de agar Muller Hinton con las cepas bacterianas, se

aplicaron discos conteniendo los extractos a evaluar. Utilizando pinzas
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estériles 0 una aguja, se coloc6 cuidadosamente cada disco en la superficie
de agar para garantizar un contacto perfecto.

Para la OMS, el diametro de los discos debe ser de 6 mm, y deben estar
distribuidos uniformemente a una distancia minima de 25 mm, evitando de
esta manera la superposicion de las zonas de inhibicion. ElI mismo
procedimiento se realizo para aplicar los discos de los controles (34).

v Incubacion

Aplicado los discos en las placas con el agar Muller Hinton, estas fueron
invertidas e incubadas a una temperatura de 35 °C por 18-24 horas (34).

v' Lectura e interpretaciéon de los resultados

Pasado el periodo de incubacion con la ayuda de una regla vernier se procedio
a medir los diametros de las zonas de inhibicion considerando el didmetro del
disco. La lectura se realizo utilizando un contador de colonias con fondo negro,
ubicando el equipo en una zona con buena iluminacion (34).

D) Concentracion minima inhibitoria

Se realiz6 mediante el método de macrodilucién en caldo propuesto por el
Instituto de Normas Clinicos y de Laboratorio (CLSI) (35) (Anexo N°13).

v' Preparacién del inéculo bacteriano

Se suspendié en cloruro de sodio al 0.9% el microorganismo hasta alcanzar
una turbidez de 0,5 McFarland. El in6culo de 0,5 de turbidez de McFarland se
diluyé en caldo para que cada pocillo o tubo contenga de 1,5x108 UFC/mL. La
inoculacion con la suspension normalizada en los 15 minutos siguientes a la
preparacion evito la duplicacion microbiana. Debe calcularse para cada
técnica de inoculacion y microorganismo, ya que la concentracion de indculo
ajustada varia. Se consiguié una dilucion 1:100 disolviendo 0,1 mL de in6culo

en 9,9 mL de medio Muller Hinton.
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v Dilucion del extracto

Se peso un total de 0,25 g de cada extracto vegetal y luego se mezclo con 1
mL de DMSO para crear una solucién con una concentracion de 250 mg/mL.
Posteriormente, las muestras se homogeneizaron utilizando un vortex, y los
extractos no disueltos se retuvieron y se sometieron a un bafio de agua a una
temperatura de 40°C durante unos minutos antes de homogeneizarlos de
nuevo. Se prepard una solucion de ensayo con una concentracion de 125
mg/mL utilizando la solucién madre.

Se adquirieron 0,1 mL de la solucion de ensayo y se combinaron con 0,9 mL
de caldo Mueller Hinton en el tubo N° 01.

A partir del tubo N° 01, se transfieren 0,5 mL y se combinan con el tubo N° 02,
gue ya contiene 0,5 mL de caldo Mueller Hinton. Este proceso se repite hasta
llegar al tubo N° 08. Se recupera un total de 0,5 mL del tubo N° 08, que
posteriormente se desecha.

v' Colocacion del inéculo bacteriano en los tubos con caldo

Siguiendo este procedimiento, se introdujo un volumen de 0,5 mL de la
solucién bacteriana en cada uno de los tubos. Cada tubo tendra una
capacidad final minima de 1 mL. Llegando a concentraciones entre 125

mg/mL y 0,98 mg/mL.

v Incubacion

Para la técnica de macrodilucion, el tiempo de incubacion fue de 24 horas a
37 °C.

v' Lectura e interpretaciéon de la CMI

La CIM se define como la concentracion mas baja de extracto que impide el

crecimiento de las bacterias, identificada por la falta de turbidez en la solucién
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y determinada mediante comparacién con un tubo de control de crecimiento
(Anexo N°14).

3.4 Procesamiento y andlisis de datos

Una vez recolectado los datos estos fueron tabulados y procesados en el
programa de Microsoft Excel, donde se aplic6 una estadistica descriptiva
mediante tablas.

3.5 Aspectos éticos

Este estudio, al tratarse de un ensayo in vitro sobre la actividad antibacteriana
de extractos vegetales de S. mombin L., los aspectos éticos involucrados son
minimos. Dado que los experimentos no se realizaron con seres humanos ni
animales, se redujo significativamente las consideraciones éticas. No
obstante, se asegur6 la obtencidén sostenible y responsable de las muestras
vegetales. Ademas, se siguié un manejo adecuado de los microorganismos
para minimizar riesgos de contaminacion o desarrollo de resistencia
bacteriana. Se prioriz6 la transparencia y la integridad cientifica de los datos

obtenidos en todas las fases de la investigacion.
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CAPITULO IV: RESULTADOS
4.1 Porcentaje de rendimiento de los extractos
Tabla 10. Rendimiento de los extractos etandlico y cloroférmico de hojas y

corteza de Spondias mombin L.

. Peso Peso o

Nombre Organo Rendimiento
_ _ Extracto seco extracto
cientifico vegetal %
(9) (9)

S. mombin L. Hojas Etandlico 150 5,63 3,75%
S. mombin L. Corteza Etandlico 150 14,25 9,5%
S. mombin L. Hojas Cloroférmico 150 4.88 3,25%
S. mombin L. Corteza Cloroférmico 150 2.62 1,75%

En la Tabla 10, se muestran los porcentajes de rendimiento del extracto
etandlico de hojas y corteza de S. mombin L., observandose que el mayor
porcentaje de rendimiento se encuentra en la corteza, con el 9,5%, las hojas
presentaron un rendimiento del 3,75%.

Asimismo, se muestran los porcentajes de rendimiento del extracto
cloroférmico de hojas y corteza de S. mombin L., observandose que el mayor
porcentaje de rendimiento se encuentra en las hojas, con el 3,25%, mientras
gue las hojas tienen un rendimiento del 1,75%.

4.1 Tamizaje fitoquimico

En la tabla 11, se muestra el tamizaje fitoquimico de los extractos etandlico y
cloroférmico de la hoja y corteza de S. mombin L. Se observa en el extracto
etandlico abundancia (+++) de triterpenos y esteroides, fenoles y taninos tanto
en el extracto de la hoja como en la corteza. Asimismo, en la corteza se tiene

abundante (+++) presencia de flavonoides, encontrandose ausente este
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metabolito en el extracto de la hoja. En una concentracion moderada (++) se

evidencia la presencia de saponinas, lactonas, carotenos.

Con respecto al extracto cloroférmico de la hoja se evidencio abundante (+++)

presencia de triterpenos y esteroides, y de forma moderada (++) carotenos.

En el extracto de la corteza solo se evidencio la presencia leve (+) de

triterpenos, esteroides, lactonas y cumarinas.

Tabla 11. Tamizaje fitoquimico de extractos etanolico y cloroférmico de hojas

y corteza de Spondias mombin L.

Metabolito secundario

Extracto etandlico

Extracto cloroférmico

Hojas Corteza Hojas Corteza
D - + No No
Alcaloides M - - No No
W - - No No
V- - + No No
CCF - + No No
Triterpenos y Esteroides (+++) (+++) (+++) (+)
Antraquinonas Hidroxiladas - (+) - -
Naftoquinonas y Antragquinona - (+) - -
Flavonoides - (+++) - -
Quinonas - - - -
Leucoantocianidina - (+) - -
Caroteno (++) - (++) -
Glicosidos y Cardiotonicos - - - -
Fenoles y Taninos (+++) (+++) (+) -
Compuestos Grasos - - - -
Aminoacidos y Aminas - - - -
Saponinas (++) (+) (+) -
Lactonas (++) - - (+)

Azucares Reductores
Cumarinas Fijas

Catequinas

Nota: (+++): Abundante; (++). Moderado; (+): Leve;

. Ausente; D: Dragendorff

Wagner, M: Maver. NO: No se realiza el ensayo para este tipo de extracto.



4.2 Actividad antibacteriana

4.2.1 Kirby Bauer

4.2.1.1 Extracto etanolico

De la evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto etandlico de hojas
de S. mombin L., frente a P. aeruginosa, S. aureus, E. coli y S. typhimurium.
En la tabla 12, se observa que en la concentracion “A” (125 mg/mL) para el
microorganismo S. aureus el extracto present6 una actividad intermedia con
halo de inhibicion de 12,5+0,4 mm. Con respecto a las concentraciones “B y
C”, se evidencio resistencia de los microorganismos evaluado al extracto.

El extracto etandlico de la corteza no evidencié alguna actividad
antibacteriana, siendo los microorganismos utilizados resistentes al extracto.

(Ver tabla 12 y 13).
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Tabla 12. Halos de inhibicibn (mm) del extracto etanolico de hojas de Spondias mombin L. frente a Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Salmonella typhimurium.

CONCENTRACION CONCENTRACION CONCENTRACION

npn ng" nen CIPROFLOXACINO GENTAMICINA AMIKACINA
BACTERIA 125 mg/mL 62,5 mg/mL 31,25 mg/mL 5 ug 10 pg 30 ug
mm Resultado mm Resultado mm Resultado mm Resultado mm Resultado mm Resultado

Pseudomonas aeruginosa ' . . ;
ATCC 27853 0,0+0,0 Resistente 0,0£0,0 Resistente 0,0£0,0 Resistente 34,704 Sensible -

Staphylococcus aureus

ATCC 25923 12,5204 Intermedio 9,504 Resistente 8,3+0,2 Resistente - 19,2+0,2 Sensible
Escherichia coli
0,0+0,0 Resistente 0,0¢0,0 Resistente 0,0+0,0 Resistente - -
ATCC 25922
Salmonella typhimurium 4. o Resistente 0,0:0,0 Resistente 0,0+00 Resistente 305+04 Sensible -
ATCC 14028 E M= MY 0%,

16,504 Sensible

* Esquema de los Diametros de la Zona de Inhibicidn:
Resistente: <12 mm
Intermedio: 12 a 14 mm

Sensible: =15 mm

Fuente: Instituto Nacional de Salud, Ministerio de Salud del Pera, 2002, “Manual de Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana por el método de

Disco Difusién®
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Tabla 13. Halos de inhibicion (mm) del extracto etandlico de corteza de Spondias mombin L. frente a Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Salmonella typhimurium.

BACTERIA CONCE!I\IJBACION CONCEII?II;I:IIQACION CONCEII?I(':I:BACIC')N CIPROFLOXACINO GENTAMICINA AMIKACINA
125 mg/mL 62,5 mg/mL 31,25 mg/mL 5 ug 10 g 30 pg
mm Resultado mm Resultado mm Resultado mm Resultado mm Resultado mm Resultado
Pseudomonas aeruginosa 00+00 Resistente 0,0+00 Resistente 0,000 Resistente 34,704 Sensible -

ATCC 27853
Staphylococcus aureus 11,1£0,7 Resistente 8,8+02 Resistente 6,602 Resistente - 19,2+40,2 Sensible

ATCC 25923

Escherichia coli 0.0+00 Resistente 0,0£0,0 Resistente 0,000 Resistente - 16,5+0,4  Sensible

ATCC 25922
Salmonella typhimurium 95+04 Resistente 8,504 Resistente 7,702 Resistente 30,5304 Sensible - -

ATCC 14028

* Esquema de los Didmetros de la Zona de Inhibicion:

Resistente: <12 mm
Intermedio: 12 a 14 mm
Sensible: =15 mm

Fuente: Instituto Nacional de Salud, Ministerio de Salud del Perd, 2002, "Manual de Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana por el método de Disco Difusion”™
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4.2.1.2 Extracto cloroférmico

De la evaluacion de la actividad antibacteriana del extracto cloroférmico de
hojas y corteza de S. mombin L. frente a P. aeruginosa, S. aureus, E. coliy S.
typhimurium, se evidencia que los microorganismos utilizados en el
experimento reportaron tener resistencia al extracto a concentraciones de 125

mg/mL, 31,25 mg/mL, 62,5 mg/mL. (Ver tabla 14 y 15).
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Tabla 14. Halos de inhibicion (mm) del extracto cloroformico de hojas de Spondias mombin L. frente a Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Salmonella typhimurium.

CONCE!:'IA.. CION CONCE.':‘IB.. CION CONCE.’:'IC.. CION CIPROFLOXACINO GENTAMICINA AMIKACINA
BACTERIA 125 mg/mL 62,5 mg/mL 31,25 mg/mL 5 ug 10 pg 30 ug
mm  Resultado mm  Resultado mm Resultado mm Resultado mm Resultado mm Resultado
Pseudomonas aeruginosa . . . .
ATCC 27853 0,0£0,0 Resistente 0,0+0,0 Resistente 0,0+0,0 Resistente 34,0+07 Sensible - -
Staphylococcus aureus ) ) . ;
ATCC 25923 97+04 Resistente 8,8+0,2 Resistente 75+0,4 Resistente - 203204 Sensible -
Escherichia coli
0,0£0,0 Resistente 0,0+0,0 Resistente 0,0+0,0 Resistente - - 17,2+02 Sensible
ATCC 25922
Salmonella typhimurium g g, 4 Registente 85:04 Resistente 77+02 Resistente 310:07 Sensible - -

ATCC 14028

* Esquema de los Diametros de la Zona de Inhibicion:

Resistente:
Intermedio:

Sensible:

<12 mm
12 a 14 mm

=15 mm

Fuente: Instituto Nacional de Salud, Ministerio de Salud del Perd, 2002, "Manual de Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana por el método de Disco Difusion”
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Tabla 15. Halos de inhibicion (mm) del extracto cloroférmico de corteza de Spondias mombin L. frente a Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Salmonella typhimurium.

BACTERIA

CONCENTRACION
npn

CONCENTRACION
ng"

CONCENTRACION

e CIPROFLOXACINO

GENTAMICINA AMIKACINA

125 mg/mL

62,5 mg/mL

31,25 mg/mL 5 ug

10 g 30 ug

mm Resultado

mm Resultado

mm Resultado mm Resultado

mm Resultado mm Resultado

Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853

Staphylococcus aureus

ATCC 25923

Escherichia coli

ATCC 25922

Salmonella typhimurium

ATCC 14028

0,0+0,0 Resistente
8.0+ 0.0 Resistente

0,0+0,0 Resistente

95+0,4 Resistente

0,0¢0,0 Resistente

7.3%¥0,2 Resistente

0,0¢0,0 Resistente

8,520,4 Resistente

0,0¢0,0 Resistente 343+04 Sensible
0,0+00 Resistente -
0,0+0,0 Resistente -
7,7+0,2 Resistente 31,020,0 Sensible

19,5204 Sensible -

- 16,8405 Sensible

* Esquema de los Diametros de la Zona de Inhibicidn:

Resistente: <12 mm
Intermedio: 12 a 14 mm
Sensible: =15 mm

Fuente: Instituto Nacional de Salud, Ministerio de Salud del Perd, 2002, "Manual de Procedimientos para la Prueba de Sensibilidad Antimicrobiana por el método de Disco Difusion”
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4.2.2 Macrodilucién

4.2.2.1 Extracto etandlico

En la Tabla 16, se presentan los resultados obtenidos de la evaluacién de la
concentracion minima inhibitoria del extracto etandlico de hoja de S. mombin
L. frente a S. aureus, donde se evidencia que la CMI del extracto evaluado fue
de 7,81 mg/mL (tubo 5), considerando al extracto “poco activo”. Con lo que
respecta a P. aeruginosa, E. coliy S. typhimurium se evidencié que la CMI fue
de 62,5 mg/mL (tubo 2) y 31, 25 mg/mL (tubo 3) respectivamente,
considerando al extracto inactivo a las cepas evaluadas.

Tabla 16. Concentracion minima inhibitoria del extracto etandlico de hojas de
Spondias mombin L. frente a Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

aureus, Escherichia coli y Salmonella typhimurium.

BACTERIA EN DILUCION

ESTUDIO porTuB0 <M RESULTADO (%)
Pseudomonas
aeruginosa ATCC C2 62,5 mg/mL Inactivo
27853
Staphylococcus aureus .
ATCC 25923 C5h5 7,81 mg/mL Poco activo
Escherichia coli ]
C3 31,25 mg/mL Inactivo
ATCC 25922
Salmonella typhimurium .
ATCC 14028 C3 31,25 mg/mL Inactivo

* Actividad antimicrobiana / Valor de CMI

Inactive: = 16 mg/ml

Poco Active: 6 - 15 mg/mi,

Moderadamente activo: 1- 5 mg/ml,

Buena Actividad: = 1 mg/ml,

Fuente: Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), M07, Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility

Tests for Bacteria That Grow Aerobically, 2018 (35).
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En la Tabla 17, se presentan los resultados obtenidos de la evaluacién de la
concentracion minima inhibitoria del extracto etandlico de corteza de S.
mombin L. frente a S. aureus y Salmonella typhimurium, donde se evidencia
qgue la CMI del extracto evaluado fue de 7,81 mg/mL (tubo 5) y 15,62 mg/mL
(tubo 4), considerando al extracto “poco activo”. Con lo que respecta a P.
aeruginosa y E. coli se evidenci6é que la CMI fue de 62,5 mg/mL (tubo 2) y 31,
25 mg/mL (tubo 3) respectivamente, considerando al extracto inactivo a las
cepas evaluadas.

Tabla 17. Concentracion minima inhibitoria del extracto etandlico de corteza
de Spondias mombin L. frente a Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

aureus, Escherichia coli y Salmonella typhimurium.

BACTERIA EN DILUCION "
ESTUDIO porTUBO  °MI RESULTADO (%)
Pseudomonas
aeruginosa ATCC Cc2 62,5 mg/mL Inactivo
27853
Staphylococcus aureus :
ATCC 25923 C5 7,81 mg/mL Poco activo
Escherichia coli ]
C3 31,25 mg/mL Inactivo
ATCC 25922
Salmonella typhimurium :
ATCC 14028 C4 15,62 mg/mL Poco activo

* Actividad antimicrobiana / Valor de CMI

Inactivo: = 16 mg/ml

Paoco Activo: 6 - 15 mg/ml,

Moderadamente activo: 1- 5 mg/ml,

Buena Actividad: < 1 mg/ml,

Fuente: Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), M0O7, Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility

Tests for Bacteria That Grow Aerobically, 2018 (35).
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4.2.2.2 Extracto cloroférmico

En la Tabla 18, se presentan los resultados obtenidos de la evaluacién de la
concentracion minima inhibitoria del extracto cloroférmico de hojas de S.
mombin L. frente a S. aureus, P. aeruginosa y S. typhimurium, donde se
evidencia que la CMI del extracto evaluado fue de 7,81 mg/mL (tubo 5) y 15,62
mg/mL (tubo 4) respectivamente, considerando al extracto “poco activo”. Con
lo que respecta a E. coli se evidencio que la CMI fue de 31,25 mg/mL (tubo
3), considerando al extracto inactivo a las cepas evaluadas.

Tabla 18. Concentracion minima inhibitoria del extracto cloroférmico de hojas
de Spondias mombin L. frente a Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus

aureus, Escherichia coli y Salmonella typhimurium.

BACTERIA EN DILUCION .
ESTUDIO POR TUBO cMmi RESULTADO (*)
Pseudomonas
aeruginosa ATCC C4 15,62 mg/mL Poco activo
27853
Staphylococcus aureus .
ATCC 25023 C5 7,81 mg/mL Poco activo
Escherichia coli ]
C3 31,25 mg/mL Inactivo
ATCC 25922
Salmonella typhimurium 4 45 62 ma/mL Poco activo
ATCC 14028 '

= Actividad antimicrobiana / Valor de CMI

Inactivo: = 16 mg/ml

Poco Activo: 6 - 15 mg/ml,

Moderadamente active: 1- 5 mg/ml,

Buena Actividad: < 1 mg/ml,

Fuente: Clinical and Laboratery Standards Institute (CLSI), MO7, Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility

Tests for Bacteria That Grow Aerobically, 2018 (35).
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En la Tabla 19, se presentan los resultados obtenidos de la evaluacién de la
concentracion minima inhibitoria del extracto cloroférmico de corteza de S.
mombin L. frente a S. aureus, donde se evidencia que la CMI del extracto
evaluado fue de 31,25 mg/mL (tubo 3), considerando al extracto “inactivo”.
Con lo que respecta a P. aeruginosa, E. coli y S. typhimurium se evidenci6
que la CMI fue de 62,5 mg/mL (tubo 2), considerando al extracto “inactivo” a
las cepas evaluadas.

Tabla 19. Concentracion minima inhibitoria del extracto cloroférmico de
corteza de Spondias mombin L. frente a Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Salmonella typhimurium.

BACTERIA EN DILUCION .
ESTUDIO porTUBO M RESULTADO ()
Pseudomonas .
aeruginosa ATCC 27853 2 62,5 mg/ml Inactivo
Staphylococcus aureus .
ATCC 25923 C3 31,25 mg/mL Inactivo
Escherichia coli .
C2 62,5 mg/mL Inactivo
ATCC 25922
Salmonella typhimurium .
ATCC 14028 C2 62,5 mg/mL Inactivo

* Actividad antimicrobiana / Valor de CMI

Inactivo: = 16 mg/ml

Poco Activo: 6 - 15 mg/ml,

Moderadamente activo: 1- 5 mg/ml,

Buena Actividad: < 1 mg/ml,

Fuente: Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), M07, Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility

Tests for Bacteria That Grow Aerobically, 2018 (35).
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CAPITULO V: DISCUSION

El presente estudio se centr6 en evaluar la actividad antibacteriana de
diferentes extractos de S. mombin L., una planta conocida por sus multiples
aplicaciones en la medicina tradicional. A lo largo de la investigacién, se
realiz6 un tamizaje fitoquimico para identificar los metabolitos secundarios
presentes en los extractos etandlicos y cloroférmicos de las hojas y corteza
de S. mombin L., asi como una serie de ensayos para determinar la eficacia
de estos extractos contra diversas cepas bacterianas.

Los resultados obtenidos proporcionan una visiébn sobre la composicién
quimica de los extractos y su relacidbn con la actividad antimicrobiana
observada. Sin embargo, es crucial analizar estos hallazgos en el contexto de
estudios previos y compararlos con la literatura existente para comprender
mejor el potencial terapéutico de S. mombin L. y sus limitaciones. A
continuacion, se presenta un analisis exhaustivo de los resultados,
contrastandolos con investigaciones similares y explorando las implicancias
de los hallazgos obtenidos.

El andlisis fitoquimico de los extractos etandlicos y cloroformicos de S.
mombin L., revela una rica diversidad de metabolitos secundarios, lo que
sugiere un considerable potencial bioactivo. La presencia abundante de
triterpenos y esteroides, fenoles y taninos en ambos extractos etandlicos,
tanto de hojas como de corteza, esta en linea con investigaciones previas que
han destacado el valor terapéutico de estos compuestos (7, 9). Los triterpenos
y esteroides son conocidos por sus propiedades antiinflamatorias y
antimicrobianas, mientras que los fenoles y taninos han sido ampliamente

documentados por su actividad antioxidante y antimicrobiana (36).
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La corteza mostr6 una notable abundancia de flavonoides, un hallazgo
consistente con estudios anteriores que han identificado flavonoides como
quercetina y kaempferol en S. mombin L. (9). Sin embargo, la ausencia de
flavonoides en el extracto etandlico de la hoja es intrigante y podria estar
relacionada con la variabilidad en la distribucion de estos metabolitos dentro
de diferentes partes de la planta o con la selectividad del proceso de
extraccion. Por otro lado, la presencia moderada de saponinas, lactonas y
carotenos en ambos extractos indica que estos compuestos podrian contribuir
a la actividad biolégica observada, aunque en menor grado que los
flavonoides y fenoles.

Los extractos cloroférmicos, por otro lado, mostraron una menor diversidad y
concentracion de metabolitos bioactivos, con una abundancia significativa
Gnicamente de triterpenos y esteroides en las hojas. Esto sugiere que el
cloroformo, debido a su menor polaridad comparando con el etanol, esta
limitado en la extraccion de bioactivos. A diferencia del etanol, que, al ser un
solvente con mas polaridad, tiene una mayor capacidad de disolver y extraer
compuestos bioactivos, siendo una de las mejores opciones cuando se quiere
extraer metabolitos secundarios. Estos resultados subrayan la importancia de
seleccionar adecuadamente el solvente de extraccion para maximizar la
obtencidén de metabolitos de interés.

Los ensayos revelaron que el extracto etandlico de las hojas de S. mombin L.,
presenta una actividad intermedia contra S. aureus a una concentracion de
125 mg/mL, con un halo de inhibicion de 12,5+0,4 mm, mientras que no se
observo actividad antibacteriana significativa en las concentraciones menores
probadas (31,25 mg/mLy 62,5 mg/mL). Estos resultados son consistentes con

la literatura previa que ha documentado la actividad de extractos de S. mombin
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frente a bacterias grampositivas (10). Sin embargo, la falta de actividad
antibacteriana en concentraciones menores sugiere que la eficacia del
extracto etandlico es dependiente de la dosis, o que podria limitar su
aplicabilidad clinica a dosis elevadas.

Por otro lado, el extracto etandlico de la corteza no mostré ninguna actividad
antibacteriana significativa frente a los microorganismos evaluados, lo que
contrasta con estudios anteriores que han reportado la actividad
antimicrobiana de la corteza de S. mombin L. (11). Esta discrepancia podria
deberse a diferencias en las condiciones de extraccion, concentracion de los
compuestos activos, o en las cepas bacterianas utilizadas. Es posible que la
corteza de S. mombin L. en este estudio no contenga una cantidad suficiente
de compuestos bioactivos para inhibir el crecimiento bacteriano, o que los
compuestos presentes no sean efectivos contra las cepas evaluadas.

En resumen, los resultados sugieren que, aunque S. mombin L., contiene una
variedad de compuestos fitoquimicos bioactivos, su potencial antibacteriano
es limitado y dependiente de la concentracidn del extracto y el tipo de bacteria.
Los extractos etandlicos, en particular, muestran mayor promesa que los
cloroférmicos, pero aun presentan una eficacia limitada que podria restringir

su aplicacion practica.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES
Los extractos etandlicos obtenidos a partir de las hojas y corteza de S.
mombin L. presentan una rica composicion quimica, caracterizada por una
abundante presencia de triterpenos y esteroides, fenoles y taninos.
El extracto cloroférmico de la hoja presenta una abundante presencia de
triterpenos y esteroides, y una moderada presencia de carotenos.
El extracto etandlico de hojas de S. mombin L., muestra una actividad
antibacteriana intermedia frente a S. aureus a una concentracion de 125
mg/mL, con un halo de inhibicién de 12,5+0,4 mm.
El extracto etandlico de la corteza no muestra ninguna actividad
antibacteriana frente a los microorganismos evaluados, indicando una
posible falta de compuestos bioactivos con capacidad antimicrobiana en la
corteza.
Los extractos cloroformicos de hojas y corteza de S. mombin L., no
presentaron ningun halo de inhibicion significativa a las concentraciones
evaluadas.
De la evaluacion de la concentracion minima inhibitoria, el extracto
etandlico de la hoja de S. mombin L., muestra una actividad antibacteriana
"poco activa" frente a S. aureus a una concentracion de 7,81 mg/mL. Del
mismo modo, el extracto etandlico de la corteza exhibe una actividad "poco
activa" frente a S. aureus y S. typhimurium a la misma concentracion.
La evaluacion de la CMI, el extracto cloroférmico de la hoja de S. mombin
L., muestra una actividad "poco activa" frente a S. aureus a una
concentracion de 7,81 mg/mL, y una actividad leve frente a P. aeruginosa

y S. typhimurium a concentraciones de 15,62 mg/mL.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES
Considerar la exploracion de otros métodos de extraccion o el uso de
diferentes solventes, ademas del etanol y cloroformo, para determinar si
otros extractos podrian tener una mayor actividad antibacteriana.
Realizar pruebas con un rango mas amplio de concentraciones,
especialmente concentraciones mas altas, para evaluar si los extractos
pueden mostrar una mayor eficacia antibacteriana. Esto podria ayudar a
identificar un umbral de concentracion a partir del cual los extractos
comienzan a ser efectivos.
Investigar posibles efectos sinérgicos combinando el extracto etandlico de
la hoja o corteza con otros extractos o compuestos antibacterianos
conocidos. Esto podria aumentar la efectividad del extracto contra
bacterias como S. aureus y S. typhimurium.
Ampliar el estudio para identificar y cuantificar los metabolitos bioactivos
presentes en los extractos etandlicos y cloroférmicos, utilizando técnicas
avanzadas como la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas (LC-MS), que permitirian obtener informacibn mas precisa y
detallada sobre los compuestos responsables de la actividad
antibacteriana.
Extender la evaluacién de la actividad antibacteriana a un rango mas
amplio de microorganismos patdgenos, incluyendo bacterias gram-
positivas y gram-negativas adicionales, para determinar si los extractos
muestran eficacia frente a un espectro mas amplio de patégenos.
Realizar estudios preliminares de toxicidad para evaluar la seguridad de
los extractos en aplicaciones potenciales. Esto es crucial si se consideran

usos farmacolégicos o como aditivos en la industria alimentaria.
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ANEXOS

ANEXO 1. Constancia de identificaci6on taxonémica

Centro de Investigacion de
Recursos Naturales
Herbarium Amazonense — AMAZ

INSTITUCION CIENTIFICA NACIONAL DEPOSITARIA DE MATERIAL BIOLOGICO
CODIGO DE AUTORIZACION AUT-ICND-2017-005

CONSTANCIA DE DETERMINACION BOTANICA
n.° 071-2024 AMAZ-UNAP

El Coordinador del Herbarium Amazonense (AMAZ) del Centro de Investigacién de Recursos Naturales
(CIRNA), de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana.

HACE CONSTAR:

Que, la muestra boténica presentada por ADRIANA DANIELA FLORES REATEGUI y CESAR WENJHAU
CHU WU, bachilleres de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Nacional de la Amazonfa Peruana pertenece al proyecto de tesis de pre
grado titulado “ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE DIFERENTES EXTRACTOS DE Spondias mombinlL.";
ha sido DETERMINADA en este centro de investigacién y ensefianza Herbarium Amazonense-AMAZ-
CIRNA-UNAP, como se indica a continuacién:

N° FAMILIA ESPECIE AUTOR NOMBRE COMUN

1 |ANACARDIACEAE | Spondias mombin L. “uvos”
Determinador: Ing. Juan Celidonio Ruiz Macedo

A los cinco dfas dfas del mes de agosto del afio dos mil veinticuatro, se expide la presente constancia a

los interesados para los fines que se estime conveniente.

Atentamente,

QL4 ‘
Richard %ﬂr cadcostupa
c .

T

UNIVERSIDAD
Direccién Pevas/Nanay — Iquitos Peri Pdginaldel CONSTANCIA n.2 0747024 ! IC E NC”'\ DA
Apdo, 496 = Emall: herbarlum.ama @ Iquitos.edu,pe RLLSLTIN P 01131 S

wnntt
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ANEXO 2. Recoleccion y secado de hojas y corteza de S. mombin L.

ANEXO 4. Concentrado de los extractos de hojas y corteza de S. mombin L.
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ANEXO 5. Diagrama de tamizaje fitoquimico

Extracto etanélico y cloroformico de hojas y corteza de Spondias mombin L.
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ANEXO 6. Patrones utilizados en el tamizaje fitoquimico de los extractos de

hojas y corteza de S. mombin L.

59




ANEXO 7. Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de hojas de S. mombin
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ANEXO 8. Tamizaje fitoquimico del extracto cloroférmico de hojas de S.

mombin L.
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ANEXO 9. Tamizaje fitoquimico del extracto etandlico de corteza de S.

mombin L.
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ANEXO 10. Tamizaje fitoquimico del extracto cloroférmico de corteza de S.

mombin L.
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ANEXO 11. Flujograma del método de Disco Difusion Kirby-Bauer.

Método de Kirby-Bauer

- Cepas ATCC: S. aureus,
E. coli, P. aeruginosa, S.
typhimurium
- Inoculacién en caldo
TSA, incubacién a 37 °C
por 24 horas

- Esterilizacion de

discos de papel
Whatman N° 5

- Impregnacién con
extractos diluidos (20
pL/disco)

- Discos con
antibiéticos (positivos) y

con DMSO (negativo)

- Distribucion del
in6culo bacteriano en
la placa.

- Colocacion de discos
en la superficie del
agar

- Medicion de zonas de
inhibicion alrededor de
los discos

y

Activacion de cepas
bacterianas

v

Dilucién de extractos

A

Preparacion de
discos con extractos
y controles

\ 4

Preparacion del
in6culo bacteriano

A\ 4

Inoculacién de placas
de agar y aplicacion
de discos Muller
Hinton

v

Incubacion

Vv

Interpretacion de
resultados

62

- Preparacion de
soluciones madre: 250
mg/mL en DMSO
- Diluciones de ensayo:
125, 62.5, 31.25
mg/mL

- Ajuste de turbidez a
escala McFarland 0.5
(1,5x10"8 UFC/mL)

- Inversion de las placas,
incubacion a 35 °C por
18-24 horas



ANEXO 12. Panel fotografico de experimentos desarrollados en la técnica de

Disco Difusion Kirby-Bauer.
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ANEXO 13. Flujograma del método de macrodilucion.

Método de Macrodilucion

- Cepas ATCC: S. aureus, A 4
E. CO", P. geruginosa, S. Activacidon de cepas
typhimurium bacterianas
- Inoculacién en caldo - Preparacion de
TSA, incubacion a 37 °C JL soluciones madre: 250
por 24 horas o mg/mL en DMSO
Dilucién de extractos b )
- Diluciones de ensayo:
125, 62.5, 31.25,
i 15.62, 7.81, 3.90, 1.95,
- Ajuste de turbidez a Preparacion del 0,98 mg/mL
escala McFarland 0.5 in6culo bacteriano
(1,5x1078 UFC/mL) _
A4 - Transferencia seriada del
Preparacion de extracto en microtubos con 0.5
diluciones seriadas mL de caldo Muller Hinton hasta
(caldo MH + extracto | —= obtener rango de 125 a 0.98
+ inoculo bacteriano) mg/mL.
- Adicion de 0.5 mL de in6culo a
\1, cada tubo
. —
- Inversion de las placas, Incubacion
incubacién a 37 °C por
18-24 horas
\ 4
Interpretacion de
resultados - Observacién de la turbidez;
la CIM es la concentracién

mas baja sin turbidez
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ANEXO 14. Técnica de macrodilucion de los extractos etanolico y cloroféormico

de S. mombin L.
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