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Resumen

Se elabord el actual estudio a fin de establecer el efecto antibacteriano del
extracto etandlico de Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus officinalis L.
(Romero) en cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, con una investigacion
tipo experimental, transversal, in vitro. La elaboracion del extracto se hizo
mediante el proceso de maceracion etandlica, se reconocieron los metabolitos
secundarios mediante la Marcha Fitoquimica y el efecto antimicrobiano se
determind a través del proceso microbioldgico de difusion en placa. Las
concentraciones de ambos extractos fueron de 100%, 75%, 50% y 25 %
administrados de forma comparativa sobre las placas inoculadas con la bacteria
mencionada. Como resultados se hallaron metabolitos secundarios de extracto
etanolico del Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus officinalis L.
(Romero) que probablemente generen actividad antibacteriana, in vitro, en cepas
de Streptococcus mutans ATCC 25175 tales como los flavonoides, alcaloides,
compuestos fendlicos, taninos y saponinas. Como resultados microbiologicos se
evidencio un efecto antibacteriano significativo del extracto etandlico de
Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus officinalis L. (Romero) al 75 % y
100 % en cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 usando como control al
Ciprofloxacino. Se concluyo que ambas plantas no tuvieron similar efecto

antibacteriano al Ciprofloxacino.

Palabras clave: Extracto, Romero, Ajenjo, antibacteriano
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Abstract

The current study was prepared in order to establish the antibacterial effect of the
ethanolic extract of Arthemisia absinthium L. (Wormwood) and Rosmarinus
officinalis L. (Romero) against the strains of Streptococcus mutans ATCC 25175.
With an experimental, transversal, in vitro type investigation. The preparation of
the extract was done through the process of ethanolic maceration, secondary
metabolites were established through Phytochemical March and the antimicrobial
effect through the microbiological plate diffusion process. The concentrations of
both extracts were 100%, 75%, 50% and 25% administered comparatively on the
plates inoculated with the bacteria mentioned. As results, secondary metabolites
of ethanolic extract of Arthemisia absinthium L. (Wormwood) and Rosmarinus
officinalis L. (Romero) that probably generate antibacterial activity, in vitro, in
strains of Streptococcus mutans ATCC 25175 such as flavonoids, alkaloids,
phenolic compounds, tannins and saponins. As  microbiological results a
significant antibacterial effect of the ethanolic extract of Arthemisia absinthium L.
(Wormwood) and Rosmarinus officinalis L. (Romero) of 75% and 100% against
the strains of Streptococcus mutans ATCC 25175 was demonstrated. In
conclusion, both plants had no similar effect Ciprofloxacin antibacterial.

Keywords: Extract, Romero, Wormwood, antibacterial

Xiii



Introduccién

El objetivo de la presente investigacion fue determinar el efecto antibacteriano del
extracto etandlico de Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus officinalis L.
(Romero) ante las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, Dicho estudio
esta orientado a dar a conocer y resaltar los atributos curativos de ambas plantas

como una buena alternativa para la salud.

Estudios realizados en nuestro pais han permitido establecer el efecto
antibacteriano in vitro de plantas en diversos microorganismos como Escherichia
coli y Streptococcus mutans causantes de diversas patologias infecciosas en

adultos, ancianos y nifios .

Es conocido que los metabolitos activos extraidos de las plantas poseen acciones
biol6gicas importantes y de cuantiosos beneficios saludables, por ejemplo, los
polifenoles son de gran aporte para su reconocimiento estos son componentes

fitoquimicos que abundan en los vegetales .

En la actualidad existen muchos datos de investigacion en general y del uso de la
medicina alternativa estan muy extendido y de mayor importancia representa una
biodiversidad teniendo el titulo de la mayor riqueza de la gran variedad en la flora
®)_ Las regiones de nuestro pais son zonas favorables para la biodiversidad de
plantas aun no estudiadas y otras que han demostrado efectos benéficos para la

salud solas o en sinergismo con otras especies.

Dada la presencia de diversas bacterias patdégenas que perjudican la salud del ser
humano y son causantes de infinitas enfermedades llega a ser muy importante
saber y reconocer cual es la especies causal y como actiua en cada uno del
organismo, pero mas significante es la respuesta inmunolégica y la activacion de

anticuerpos ante el ataque bacteriano ®.

Tomando en cuenta la problematica de las infecciones bacterianas se medira el
efecto antibacteriano de las especies planteando el siguiente problema: ¢Cual

sera el efecto antibacteriano que posee el extracto etandlico de Arthemisia



absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus officinalis L. (Romero) frente a las cepas de

Streptococcus mutans?

Esta acciébn es demostrada mediante la especificacion de las concentraciones
optimas del extracto etandlico del Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus
officinalis L. (Romero) que genere efecto antibacteriano, in vitro, en cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Por ello, el estudio posee esta distribucion: El Capitulo | se plantea y formula el
problema del estudio. El Capitulo Il se investigaron los antecedentes que
sustentorios de la investigacion, diversas investigaciones relacionadas al estudio
de las planta y especies con actividades terapeuticas similares y ademas se
definen los términos correspondientes a la investigacion asi como las bases
teoricas de acuerdo a las variables establecidas. El Capitulo 11l se detallo la
metodologia de la investigacion, se explicd la recoleccion de la planta, el tipo de
investigacion, instrumentos de recoleccion de datos, el procesamiento y analisis
de datos estadisticos, que ayudo a distribuir la tecnica e instrumentos usados para
realizar el estudio experiemal de ambas variables. El Capitulo IV se planteo el
analisis de los resultados, aprobando las hipétesis y definiendo los resultados que
ayudaron a definir y graficar los resultados encontrados. El Capitulo V las
conclusiones y recomendaciones segun el analisis estadistico realizado donde se

realizo la comprobacion de hipotesis planteada.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcién de larealidad problemética
El Ministerio de Salud manifiesta que las afecciones bacterianas son un
dilema a nivel de salud publica nacional y extranjero, ello debido al
aumento de la mortalidad y el incremento de los costos hospitalarios y
en medicamentos para los tratamientos respectivos . Las bacterias
son microorganismos vivos responsables de numerosas enfermedades
e infecciones que estan causando muchos problemas socioeconémicos

en la salud de la poblacién .

El consumo de antibidticos en las ultimas 5 décadas cred un clima
idoneo a las bacterias resistentes a los efectos toxicos de los

antimicrobianos ©.

La contaminacion microbiolégica es hoy en dia riesgosa para la salud.
El mundo se encuentra enfocado en una “era post-antibiéticos® en
donde diversas infecciones ordinarias y heridas leves regresaran se
convertirdn nuevamente en mortales © y a los conservantes sintéticos
usados en empresas de alimentos, que en mdiltiples informes se
consideran culpables de provocar cancer y ser teratogénicos por su
nivel de toxicidad. Debido a ello se incrementé el uso de preservantes
naturales, constituyendo una posibilidad de fuente de sustancias con

actividad antimicrobiana .

De las enfermedades infecciosas que perjudican al hombre, la caries
dental es posiblemente la de mayor prevalencia. Conceptos actuales
observan que muchos microorganismos estan incluidos en la
patogénesis de la caries dental (Streptococcus del grupo mutans,
Lactobacillus spp y Actinomyces spp) de los cuales Streptococcus
mutans (S. mutans) es el agente mayor importancia que se asocia a las

caries ®,



Debido a que ante un agente antimicrobiano los organismos oponen
resistencia bacteriana, los procesos microbioldégicos tienen que
redefinirse para obtener una mejor performance de los efectos que se
obtienen y serdn usados como tratamientos antibacterianos. La ciencia
y la droga cambian en forma constante, por ello estandares y métodos
sensatos se implementan juntamente con criterios clinico y examenes
similares que ayuden a dirigir los tratamientos que necesitan los

pacientes ©.

La exploracion de conocimientos nuevos acerca de la accion
antimicrobiana de las plantas en el area farmacéutica y alimentaria
despertd la atencion para evaluar las propiedades que posee la
Artemisia absinthium L. (Ajenjo) , planta nativa peruana del mundo
antiguo la cual se distribuye en las tres regiones (costa, sierra y selva)
y es usada en forma tradicional para combatir enfermedades gastricas
(colico, diarrea, disenteria, gases, gastritis, indigestion, parasitos); el
aceite del ajenjo es carminativo, espasmolitico, antibacteriana y
antifangico y del Rosmarinus officinalis L. (Romero) se usa dentro del

ambito Fitoterapéutico. ‘¥

De acuerdo con la realidad problematica planteada anteriormente nos
motiva a hallar nuevos tratamientos por medio del uso de métodos de
investigacion en las plantas y establecer sus alcances curativos para
combatir las enfermedades bacterianas que afectan a la humanidad las
cuales al no curarse a tiempo producen complicaciones en la salud

hasta llegar a morir.

El objetivo de la presente estudio es determinar el efecto
antimicrobiano del extracto etandlico del Arthemisia absinthium
L. (Ajenjo) y Rosmarinus officinalis L. (Romero) en cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175, y de esa forma dar una opcién
terapéutica a la poblacidon que no tiene llegada a la salud convencional
o utilizarlo como un tratamiento complementario al uso de antibiéticos

sintéticos para asi evitar la reaparicion de dichas infecciones con la

4



ventaja que los productos naturales no presentan ningun riesgo de

efectos adversos o reacciones medicamentosas.

1.2. Formulaciéon del problema

1.2.1 Problema general

¢ El extracto etandlico de Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y
Rosmarinus  officinalis L. (Romero) posee efecto
antibacteriano frente a las cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175?

1.2.2 Problemas especificos

¢, Existe metabolitos secundarios del extracto etandlico de
Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus officinalis L.
(Romero)?

¢ Existira una concentracion éptima del extracto etandlico de
Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus officinalis L.
(Romero) que genere efecto antibacteriano, in vitro, en
cepas de Streptococcus mutans ATCC 251757

¢ Existe efecto antimicrobiano del extracto etandlico del
Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus officinalis L.
(Romero) comparado con el Ciprofloxacino en cepas de
Streptococcus mutans ATCC 251757

1.3. Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de
Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus officinalis L.
(Romero) frente a las cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175.



1.3.2 Objetivos especificos

1. Determinar si existen metabolitos secundarios de extracto
etandlico del Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus
officinalis L. (Romero).

2. Comprobar si existe una concentracion Optima del extracto
etanolico del Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y
Rosmarinus officinalis L. (Romero) que genere efecto
antibacteriano, in vitro, en cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175.¢,

3. Determinar si existe el efecto antimicrobiano del extracto
etanolico del Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus
officinalis L. (Romero) comparado con el Ciprofloxacino en
cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

1.4 Justificacion e importancia del estudio
El estudio tiene valor tedrico y social, debido que brinda el
conocimiento cientifico acerca de la presencia de las plantas curativas
gue poseen cualidades antibacterianas, las mismas que pueden servir

de opcidn para prevenir y tratar diversas enfermedades.

Por ello pueden conseguirse farmacos naturales cuya composicion
poseen compuestos quimicos naturales de estas plantas, debido a las
virtudes de la medicina tradicional, ocasionando de esa forma una serie
de productos farmacéuticos naturales propios de la biodiversidad de
nuestro pais, los cuales poseen actividad antibacteriana. Al alcance de
las poblaciones de bajos recursos econdmicos, dando una opcién al
problema de resistencia bacteriana a diversas patologias entre ellas la

caries dental.

La OMS destaca el aumento de rechazo a los antibioticos
mundialmente en cantidades alarmantes, diariamente aparece en

forma gradual en todo el mundo, con nuevos mecanismos de



resistencia que impiden cada vez mas la capacidad de poder curar

enfermedades con infecciones simples ©.

La importancia de estar saludable es tomar en cuenta la buena
alimentacién e higiene personal asi se podrian prevenir muchas
enfermedades, causado por bacterias y diferentes tipos de
infecciones evitando asi el incremento de enfermedades patoldgicas
gue causan mucho dafio aumentando asi el nivel de porcentaje de

morbilidad y mortalidad .

Estudios realizados sobre los efectos antimicrobianos de extractos y
aceites esenciales de plantas oriundas fueron expuestos en varias
naciones, tales como Brasil, Cuba, India, México y Jordania, las
cuales poseen amplia gama floral y vasta costumbre en la utilizacion
de hierbas curativas. Ya que tienen una variedad de sustancias con
propiedades antimicrobianas. Sin embargo, estudios cientificos que
brindaron conocimiento acerca del potencial terapéutico de dichas
plantas tienen limitaciones y se cuenta con escasas investigaciones
cientificas que ratifican la experimentacion a probables propiedades
antibiéticas de varias de estas plantas .

En la actualidad, la aparicion de microorganismos patdégenos que
generan gran diversidad de patologias y en muchos casos crea
resistencia a farmacos antibacterianos indicados para el tipo de
infeccion y con el incremento de la dosis nos puede llevar a graves

problemas vinculados con los farmacos.

Ante este problema se realiz6 un estudio experimental demostrando
gue el extracto etandlico de Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) vy
Rosmarinus officinalis L. (Romero) presenta efecto antimicrobiano, in

vitro, en cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

La presente investigacién tiene justificacion teérica y experimental

puesto que la discusion de resultados contribuye en el conocimiento



actual sobre las reacciones medicinales de la mencionada planta.
Ademads, se compara en diversas concentraciones de extracto que
justifican su efecto antimicrobiano. Por lo tanto, es necesario saber las
propiedades curativas de las plantas y con escaso conocimiento de los
efectos antimicrobianos sobre microorganismos de Streptococcus
mutans causantes de diferentes enfermedades, se afirma la
importancia de realizar la presente investigacion a favor de la
ciudadania y la comunidad cientifica.



2.1

CAPITULO Il

MARCO TEORICO

Antecedentes del estudio

2.1.1 Nacionales

Taylor P. Purca P. (2013) realizaron el estudio del efecto
antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis
(Romero) sobre flora salival, en donde obtuvieron 3 concentraciones de
dicho extracto frente a microorganismos que habitan en la flora salival,
usaron clorhexidina 0,12 % para control positivo y para control negativo
agua destilada. Escogieron a 22 participantes que se atendieron en la
clinica de la Facultad de Odontologia de la UNMSM, en donde fueron
tomadas las muestras de saliva para su evaluacion microbiolégica. Se
sembro en medio de cultivo Agar Tripticasa soya, usandose el método
de difusion en pocillos incubandose por 24h y 48h a 37°C. Se obtuvo
halos de inhibicion en promedio de 12,47 mm para 25 mg/ml, 17 mm
para 50 mg/ml, 20,56 para 75 mg/ml, 15,56 para la clorhexidina 0,12 %
y 5 mm para el agua destilada. De los resultados se demostro que el
extracto etandlico de Rosmarinus officinalis L. posee resultado

antibacteriano sobre flora salival ®?.

Isabel de Maria San Roman S. (2013) realiz6 el estudio de la actividad
antimicrobiana in vitro del extracto etandlico de Rosmarinus officinalis
L. (Romero) sobre cultivos de bacterias anaerobias habituales en
enfermos con periodontitis crénica. Tomando como control positivo a la
clorhexidina 0,12 %. Se eligié a 24 participantes con diagndstico clinico
y radiografico de periodontitis cronica, quienes fueron atendidos en la
clinica de la Facultad de Odontologia de la UNMSM. Se tomo la prueba
con conos de papel numero colocandose en el saco periodontal
durante 30 segundos, para su evaluacion microbiologia. Se utilizé el

procedimiento de difusibn en pocillos con las soluciones



experimentales incubandose en situacion de anaerobiosis, por 48 h a
37 °C, después se realizo la lectura de los diametros del halo de
inhibicion. Como resultado se determinG existencia de efecto
antimicrobiano del extracto etandlico de R. officinalis a una
concentracion de 75mg/ml con la clorhexidina 0,12 % en cultivos de

bacterias anaerobias frecuentes en pacientes con periodontitis cronica
(13)

Dalguerre V. (2015) estudio la evaluacion de formulados naturales a
base de Ajenjo (Artemisia absinthium L.), para el control de Pulcon
Verde (Macrosiphum spp.) en lechuga (Lactuca sativa.) tuvieron como
objetivo determinar si el Ajenjo (Artemisia absinthium L), posee
cualidades insecticidas para eliminar al pulgon verde de la lechuga. Del
Ajenjo que se recolecto se obtuvieron las hojas y las flores que fueron
sometidas a desecacion hasta un 10% de humedad, elaborandose
cuatro tipos distintos de bioinsecticidas, las mezclas se usaron
individualmente con tres repeticiones, en condiciones hidropénicas a
los cultivos de lechuga infectadas con 10 pulgones verdes cada planta,
incrementando dos grupos control, uno positivo y otro negativo. Se hizo
el seguimiento en forma diaria por 15 dias de la aplicacion. Se concluyo
gue el ajenjo posee cualidades insecticidas y repelentes, con mejor
adecuacion a la mezcla de purin, extracto y aceite esencial, por su
celeridad, efectividad y duracién, el purin y el extracto hidro alcohdlico
solos tuvieron efectividad mas no rapidez y el aceite esencial tienen
rapidez, pero en forma breve por lo que al trascurrir unos dias los

pulgones volvieron a aumentar .

Melissa N. Gutiérrez M. (2013) en su tesis titulada efecto del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Rosmarinus officinalis L. (Romero), sobre
la viabilidad de Streptococcus B-hemolitico in vitro. Se emplearon
cuatro concentraciones de 250, 500, 750 y 1000 mg/ml de extracto

hidroalcoholico de hojas de Rosmarinus Officinalis L. recolectadas en el
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caserio de Jesus Maria del distrito de Simbal, Departamento de La
Libertad y cultivos apartados de secreciones faringeas de los
estudiantes de VII ciclo de microbiologia. Parasitologia de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de Trujillo y usaron
la penicilina como control de inhibicién. A fin de calcular la reaccion del
extracto en el microorganismo se uso el método de Kirby Bauer
variado, sembrando un inoculo estandarizado con el patron de
turbiedad 0.5 de Nefelometro de McFarland en placas de Agar Mueller
Hinton por la técnica de siembra de superficie. Concluyéndose
afirmando que el promedio de los halos de inhibicion de los cultivos de
Streptococcus  B-hemolitico  conseguidos en las diversas
concentraciones ensayadas, cambia de 22,3 a 37,3 mm. Cuanto mas
se concentra el extracto hidroalcohdlico de Rosmarinus Officinalis L.
‘Romero” en el rango de 250 a 1000 mg/ml, es mas el diametro de halo

de inhibicién de Streptococcus B-hemolitico .

Loja M. (2017), estudio el efecto antibacteriano in vitro de un colutorio
elaborado hecho con extracto alcohdlico de Rosmarinus officinalis L.
(romero) en Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis. La
investigacion se realiz6 en el laboratorio de microbiologia de la
Universidad Sefior de Sipan. Se usé como muestra 100 uL de colutorio
a base de extracto alcohdlico de Rosmarinus officinalis L. y una
suspension bacteriana de Streptococcus mutans y Enterococcus
faecalis concentrado de 1,5x108 UFC/ml. Se usaron dos métodos.
Primero el de difusion en placa comprobandose la capacidad
antibacteriana del colutorio y segundo el de microdilucion en
microplaca estableciendo la concentracién minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion minima bactericida (CMB). Resultd que el colutorio
hecho de extracto alcohdlico de R. officinalis posee efecto
antibacteriano in vitro ante el Streptococcus mutans y Enterococcus

faecalis imponiéndose al control positivo Gluconato de clorhexidina al
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0,12% con un 30% de inhibicion. Adem4s, se determind la CMI y la
CMB del colutorio hecho de extracto alcohdlico de Rosmarinus
officinalis sobre Streptococcus mutans que fue de 2 mg/mL y 5 mg/mL.
Para Enterococcus faecalis la CMI y la CMB del colutorio hecho a base
de extracto alcohdlico de Rosmarinus officinalis fue de 3 mg/mL y 6

mg/mL respectivamente 9.

Barrios F. Quispe P, (2017) en su tesis titulada “Efecto antimicrobiano
del aceite esencial de Artemisia absinthium L. sobre Staphylococcus
aureus” en la investigacion se determind el efecto antimicrobiano in
vitro del aceite esencial de las hojas de Artemisia absinthium L. “Ajenjo”
sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923. Como resultado en el
analisis fitoquimico se descubrio la existencia de taninos condensados
y de flavonas. Por otro lado, se determind un rendimiento promedio de
0.13 £ 0.01% de aceite esencial por el procedimiento de arrastre de
vapor. En cromatografia en capa fina se identificé la existencia de
taninos con Rf de 0.52 y 0.89. Resultdé que la concentracion minima
inhibitoria (CMI) del aceite esencial fue 6.25 pL/mL, equivalente a
0.63%; por otro lado, la concentracibn minima bactericida fue
determinada por el procedimiento de siembra en placa, siendo esta de
12.5 pyL/mL equivalente a 1.25% del aceite esencial. Finalmente se
determiné la sensibilidad bacteriana frente a Staphylococcus aureus en
diversas concentraciones que van desde 0.16 hasta el 100% de aceite
esencial de Artemisia absinthium L “ajenjo”, con halos de inhibicion de
3.1 a 19.5 mm excepto a la concentracion de 0.16%, asi mismo, no se
encontré halos de inhibicion en los discos con etanol absoluto , por otro
lado al comparar con eritromicina se encontré que ninguna
concentracion de aceite esencial se iguala a la potencia antibacteriana
de la eritromicina debido a que el halo maximo a 100% de aceite

esencial fue de 19.5 mm y el de eritromicina de 29.1 mm @,
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2.1.2 Internacionales

Marcela A et al (2016) Dentifrice Containing Extract of Rosmarinus
officinalis Linn: An Antimicrobial Evaluation. El objetivo fue evaluar el
efecto antimicrobiano de un dentifrico que contiene un extracto
alcohdlico de romero en bacterias orales, en comparacién con un
dentifrico a base de hierbas disponible en el mercado. Se usaron cepas
estandar de Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus oralis
(ATCC 9811) y Lactobacillus rhamnosus (ATCC 7469), también
distintas pastas de dientes basadas en romero (TR), propéleo (TH),
Triclosan (control positivo) (TPC) y dentifrico no fluorado (control
negativo) (TNC). Las bacterias se sembraron en placas de Petri y los
discos de papel empapados con diluciones de dentifrico se colocaron
en las placas. Se analizaron los halos de inhibicion. Se observo que la
TR no mostré una diferencia estadistica en relacion con la TH para
inhibir a S. mutans y S. oralis, mientras que la TH fue mas activa contra
L. rhamnosus. La pasta de dientes que contenia extracto de romero
tenia la capacidad de inhibir el crecimiento de S. mutans, S. oralis y L.
rhamnosus, revelando una actividad antimicrobiana similar a las pastas
dentales disponibles comercialmente para la inhibicion de S. mutans y
S. oralis 9,

Azuero A et al (2016) realizaron el estudio del efecto antimicrobiano de
doce plantas medicinales de utilizacion patrimonial en ecuador, el
objetivo de la investigacion fue evaluar la actividad antimicrobiana de
los extractos metabdlicos conseguidos, se realizo la técnica de difusidon
en agar, probandose ante cepas de bacteria Gram positiva
(Staphyloccocus aureus) y Gram negativa (Escherichia coli y P.
aeruginosa), y una cepa del hongo (Candida albicans). Todos los
extractos analizados, a exceptuado los L. citriodora y A. conyzoides,
mostraron una accion antiséptica frente al total de las cepas

bacterianas experimentadas, esto demuestra la significancia de esas
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especies en la elaboracion de fitofarmacos antibiéticos. T. officinale y
P. Carpunya mostraron un resultado antibacteriano alto frente a E. coli;
pero, S. aureus no mostro sensibilidad ante los extractos de L.
Citriodora y P. Carpunya. Concluyéndose que dichas plantas
conforman una gran fuente de compuestos quimicos antimicrobianos

muy valorados farmacolégicamente 9.

Lozada M. (2016) en su tesis titulada “Estudio fitoquimico y evaluacion
de actividad antibacteriana sobre Staphyloccocus aureus ATCC:
25923, Streptococcus mutans ATCC: 25175, Streptococcus
pneumoniae ATCC: 49619, Streptococcus pyrogenes ATCC: 19615 de
extractos apolares (Cloroformo —Hexano) de Croton elegans Kunth
(Mosquera)”. Evaluo los extractos cloroformicos y hexanicos de las
hojas de Mosquera, conseguidos bajo la técnica Soxhlet en
concentraciones de 25% y 50 %, mediante un analisis cualitativo de los
grupos fitoquimicos, en donde se hall6 metabolitos secundarios:
resinas, aminoacidos, quinonas, alcaloides, flavonoides, catequinas. Se
valoro el trabajo antibacteriano por la técnica de difusion Kirby —Bauer y
de dilucion en medio liquido. Concluyendo que no se evidencio
inhibicion en ninguna de las concentraciones aceptandose la hipétesis
nula al no evidenciar actividad antibacteriana de los extractos sobre los

microorganismos de estudio “?.

Lizcano A. et al. (2008) en su tesis titulada “Evaluacion de la actividad
antimicrobiana de los extractos etandlicos y/o aceites esenciales de las
especies vegetales Valeriana pilosa, Hesperomeles Ferruginea,
Myrcinthes  Rhopaloides 'y Passiflora  Manicata frente a
microorganismos Patdégenos y Fitopatégenos”. Para obtener los
extractos Etandlicos se us6 el material vegetal seco molido de forma
previa, macerandose en frio usando de solvente el etanol por dos dias,
se hizo reflujo con etanol-agua (9:1) para luego concentrarlo a presion

disminuida. Para conseguir el aceite esencial desde la hoja Myrcinthes
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Rhopaloides se trabajo con el método de hidrodestilacion. Después de
conseguir los extractos a evaluar la actividad antimicrobiana fue
medida usando la técnica de difusion de disco en agar de Kirby-Bauer,
este ensayo posibilito el medir la susceptibilidad in vitro de los
microorganismos patégenos y fitopatdgenos escogidos ante sustancias
naturales con viabilidad antimicrobiana, usando 300 ug de extracto
conseguido por espécimen vegetal, usando como control positivo 10 ug
de cloranfenicol y agua estéril como control negativo. Analizando la
respuesta de los diversos ensayos se percibi6 que el extracto
hidroalcohdlico de la Passiflora manicata tenia mas actividad
antimicrobiana ante el E. coli, Candida albicans y B. subtillis, por ellos
fue seleccionada para fragmentar el extracto crudo usando algunos
solventes Diclorometano, agua y alcohol isoamilico, manifestando que
la fase acuosa tuvo mas efecto inhibitorio ante todos los
microorganismos que se evaluaron. Los resultados afirmaron que el
aceite conseguido con las hojas de Myrcianthes rhopaloides se
inhibieron solamente ante la Candida albicans, concluyendo que
Passiflora manicata fue el extracto etandlico con mas respuesta ante el
total de los microorganismos, haciendo posible la separacion con los
diversos solventes dando como autor del principio activo con potencial

antimicrobiano a la fase acuosa @Y.
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2.2. Bases tedricas
2.2.1 Arthemisia Absinthium L. (Ajenjo)

2.2.1.1 Clasificacién taxonémica

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliophyta
Sub Clase: Asteridae
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Sub Familia: Esteroidea
Género: Artemisia
Especie: Artemisia absinthium L.

Nombre Comun: “Ajenjo”

2.2.1.2 Historia

Figura 1. Vista general de Arthemisia Absinthium L. “Ajenjo”
Fuente Linea y Salud, 1887 @)



Artemisia absinthium L. denominada también Ajenjo o artemisia
amarga, hierba santa, ajenjo mayor, alorma, encencio, asintié, ajea,
aluino, altamisa, incincos, es una hierba medicinal, del género
Artemisia, oriunda de Europa, Asia y norte de Africa, en este momento
se encuentra esparcida mundialmente, llamada "madre de todas las
hierbas" en el libro "Tesoro de los pobres” realizado por el Papa Juan
XXl en el afio 1277.

Tiene un olor caracteristico usado como pesticida. En tiempos lejanos
era usado como insecticida para matar a las polillas las cuales se
comian las prendas. Las segregaciones de sus raices tienden a inhibir
el crecimiento de plantas colindantes. También se usa para preparar
licor de ajenjo o absenta, bebida hoy en dia prohibida en muchos
territorios ya que es alucinégena, neurotoxico siendo en mucha

cantidad adictiva y hasta mortal.

2.2.1.3 Caracteristicas etnobotanicas

Artemisia absinthium L. dependiendo de sus caracteristicas contiene
del 0,2 al 0,5 % de una esencia verdosa o azulada, su sabor es amargo
y su componente primordial, la tuyona, es facil de disolver en alcohol,
mas no en agua. Esta planta también posee absintina, la cual es una
sustancia amorfa amarillenta, que no de facil solucion en alcohol, pero

si en agua.

Artemisia absinthium L. es una hierba, con un rizoma consistente y
duro, llena de finos pelos color plateado, tallo erecto y ramificado. Sus
hojas pinnadas alternas se dividen en segmentos en forma de
triangulo, con cada subdivision angosta y lobulada. Flores 4-6 mm de
diametro, en cabezuelas hemisféricas profusas, se distribuyen en todo

el tallo. Florece en temporada de verano y otofio (3.
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Su propagacion es por semillas o esqueje. Sus semillas son sembradas
en arena fina, germinando en 15 dias, en filas de 25x25cm y se riega
diariamente. Se recolectan en plena floracién, en el primer afio al inicio
del follaje; a partir del segundo afio se hace dos cortes por afio. Una

plantacion vive aproximadamente 6-8 afios ¥.

2.2.1.4 Composicion Quimica

Artemisia absinthium L. tiene como principios activos a las lactonas
sesquiterpénicas, las cuales la hacen amarga, contienen del 0.15% -
0.4%, son basicamente de tipo guayondlido, sobresaliendo la absintina,
el aceite esencial cambia segun proceda y alcanza mas de 40% de la

esencia.

El mono y sesquiterpeno encontrados en menor concentraciéon son la
tuyona, tuyano, tuyol, linalol, lineal. Otros principios activos de la droga
son: flavonoides, acidos fendlicos y taninos. Segun la Farmacopea
Europea contiene posiblemente un 0.2% de aceite esencial deducido

respecto a la droga desecada .

2.2.1.5 Propiedades farmacoldgicas

Entre sus propiedades la de mayor importancia es la estimulante y
digestiva innata por su caracteristico amargor, el aceite de ajenjo es
venenoso posee un efecto carminativo en las dosis correctas también
es expectorante, antihelmintico, antibiotico, antifangico y espasmolitico.

Si se aplica de forma adecuada posee propiedades medicinales como:

Efecto tonico gastrico el cual se desarrolla sobre el estdmago, dando
mas hambre y provocando la segregacion de jugo gastrico, lo cual esta
contraindicado para aquellos que tienen ulceras. El ajenjo no se debe

ingerir si no existe necesidad.
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Las hojas son empleadas en enfermedades nerviosas y hepaticas, flujo
vaginal, trastornos menstruales, afecciones gastrointestinales, como
desinfectante de laceraciones y (granos, como tratamiento

antiinflamatorio, tumores, artritis reumatica o gotosa y aliviar torceduras
(26) .

Colerético, pues aumenta la secrecion biliar, lo cual es bueno para el
higado ya que desinflama y estimula sus funciones. Es apropiada
cuando existe insuficiencia hepética, y en las hepatitis viricas, mas que

nada en la fase de recuperacion.

Emenagogo potente, procede como un regulador menstrual. Es
recomendable para jovenes de color palido y deébiles, que

generalmente sufren de menstruaciones con irregularidad y dolor.

2.2.2 Rosmarinus officinalis L. (Romero)

2.2.2.1 Clasificacion taxonémica

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida

Subclase: Asteridae
Orden: Lamiales

Familia: Lamiaceae
Género: Rosmarinus
Especie: Rosmarinus officinalis L.

Nombre Comun: “Romero”
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2.2.2.2 Historia

Figura 2. Vista general de Rosmarinus officinalis L “Romero”
Fuente Linea y Salud, 1887 @

Rosmarinus officinalis L. usado antiguamente como hierba curativa y
en la obtencion de aceites esenciales. Se comenta que los antiguos
egipcios (faraones) colocaban encima de sus sepulcros un ramo de
romero como aromatizante de su marcha espiritual. Su aceite esencial
se obtuvo primero en 1330 por Ramon Llull utilizandose en perfumeria

hasta hoy.

En el siglo XVI la reina Isabel de Hungria lo us6 como tratamiento del
reumatismo que tenia transformandose asi en , “el agua de la reina de
Hungria”, siendo un medicamento muy popular en la corte de Luis XIV.
Los boticarios usaban el romero en muchas medicinas, pero
actualmente solo el aceite esencial esta incluye en las farmacopeas. Su
calificativo genérico, Rosmarinus es proveniente de la fusion de dos
vocablos griegos, rhops, arbusto y myrinos, aromatico; coincidiendo
con las caracteristicas de la planta; el nombre especifico, officinalis,

expresa su uso curativo.
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El Romero se halla dispersa en el mediterraneo, mas que nada en el
sur de Europa, norte de Africa y suroeste de Asia, mayormente en la
Peninsula Ibérica en el medio sur y en el este. El género Rosmarinus
tiene muchas variedades, entre ellas; R. officinalis, R. eriocalyx y R.
tomentosus y otras diversidades de taxones, viene del griego “rhops y
myrinos” cuyo significado es arbusto marino por encontrarse muy

cerca de las costas.

2.2.2.3 Caracteristicas etnobotanicas
Rosmarinus officinalis L. corresponde a la familia Lamiaceae y al
género Rosmarinus, proveniente del latin rosmarinum (rocio marino),
posee escasas especies, pero con una alta tasa de hibridacion por
presentar mucha similitud morfolégica haciendo dificil la tarea de

identificacion ¢”-

Es una planta lefiosa, arbustiva y permanente. Posee hojas coriaceas
de 15 a 40 mm de longitud, contrarias, estrechas y lanceoladas, sus
bordes son enteros, el haz de una coloracién verde brillante y el dorso
blanquecino de textura suave. Sus flores provienen de las axilas de las
hojas creciendo agrupadamente en racimos chicos; el caliz es
caracterizado por tener dientes bordeados de coloracion blanca y
textura lefiosa. La corola es azul o lila palido tornandose a rosa, mide
de 10 a 12 mm. Los estambres son fijos dentro del tubo de la corola,
tienen en su base un diminuto diente el cual acaba en dos anteras con
un saco ®®. Florecen en primavera y otofio, crece en matorrales
mediterraneos, y se ubica en laderas soleadas y montafiosas junto del

mar y protegiéndose del viento.
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2.2.2.4 Composicion Quimica
El Romero es una planta que ha reportado diferentes compuestos
guimicos tales como: &cidos fendlicos, flavonoides, aceite esencial,
acidos triterpenicos y alcoholes triterpenicos, el aceite esencial es el
elemento con mayor estudio a nivel cualitativo, de forma global, la
composicion quimica del aceite esencial de romero es nombrada en
diversos estudios que sefialan la clase de moléculas activas actuales.
Cuenta con un buen porcentaje de &acido rosmarinico y su variante
rosmaricina, acido carndésico tiene la caracteristica de ser inestable, se
degrada al aumentar la temperatura y por exponerse a la luz; se oxida
ante el oxigeno formando carnosol, rosmanol, epirosmanol y 7- metil-

epirosmanol 9.

2.2.2.5 Composicion nutricional y farmacoldgica
Los beneficios nutricionales mas destacados son: el hierro (2% de las
IR en varones y 1% en féminas) y la vitamina B6 (1% de las IR en
varones y féminas). Por otro lado, es una planta con muchos principios

activos actuando sobre varios érganos.

Las hojas y sumidades floridas de romero poseen taninos, vitamina C,
acido rosmarinico, una saponina y el alcaloide rosmaricina las cuales
son de efecto estimulante. Posee asimismo propiedades aperitivas,
estomacales actuando como colerético y depurativo en el higado y la
secrecion de la vesicula biliar. Su contenido en aceite esencial sirve de
tonico y estimulante sobre los sistemas circulatorio y nervioso. Como
uso externo es desinfectante, calmante, balsamico y estimulante del

cabello G,

Por otro lado, las hojas cuando recién se cosechan se usan para
elaborar vinagres, también es usado como aromatizador de aceites y

mantequillas. Las hojas secas se usan como acompafiamiento de

22



carnes y para aromatizar salsas 0 guisos. Su comercializacion

generalmente es como especia y aromatizante de potajes ®%.

2.2.3 Extractos

Sustancia concentrada de consistencia solida, liguida o media. Son

procedentes de materia seca vegetal, conseguidas por evaporacion

parcial o total del disolvente en los liquidos.

2.2.3.1 Clasificacién de extractos
Los extractos fluidos: Con la concentracion adecuada de etanol,
se preparan de tal manera que una o dos partes de la droga
corresponden al extracto fluido. 85 partes de droga seca valen
como 100 de la planta fresca, su extracto se consigue por

percolacion.

Los extractos secos: Son de seca consistencia y se pulverizan de
forma facil consiguiéndose cuando se evapora el disolvente y
deseca el sobrante. Los extractos secos no presentan humedad de
mas del 5%. Por otra parte, como se trate de producto seco, poseen
mayor concentrado de principio activo que la droga inicial, como

fluido extractor se usa alcohol y agua.

Extractos Blandos: Tienen una concentracion alta de principio
activo en comparacion a la droga propia semisolida. El solvente
puede ser agua o mezcla hidroalcohdlica y no poseen estabilidad

por ello no son frecuentemente usados.

2.2.4 Streptococcus mutans ATCC 25175

2.2.4.1 Clasificacion Taxondmica

Dominio: Bacteria

Filo: Firmicutes
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Clase: Bacilli
Orden: Lactobacillales
Familia: Streptococcaceae
Género: Streptococcus

Especie: Streptococcus. mutans

2.2.4.2 Caracteristicas morfolégicas
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Figura 3. Vista general de la cepa de “Streptococcus mutans”
Fuente Sanchez G, 2003 @3

Streptococcus mutans es una bacteria Gram positiva, anaerobia
facultativa que se halla ordinariamente en la boca de los humanos,
siendo parte de la placa dental. Dicha bacteria se asocia al principio y
progreso de la caries dental. Es un neutréfilo porque subsiste en medio
con pH neutro, es acidogénico por metabolizar los azlUcares a acidos y
acidurico por reducir acidos, aunque se encuentre en esas condiciones.
Metaboliza la sacarosa para elaborar polisacaridos extracelulares
(sustancia laxa que hace sencilla la adhesion a las piezas dentarias

libres ) e intracelulares (metabolismo energético). En estado de salud,
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una cantidad normal de dichas bacterias en la boca es de menos de
100.000 UFC.

Su ambiente esencial es la superficie dentaria del hombre, sin
embargo, también se identifican en la boca. Un alto nivel de sacarosa
de la dieta motiva la aparicién en la placa 2.

Estructuralmente, no es diferencial de las generalidades de los
estreptococos, excepto por la falta de cépsula, polisacarido C,
complejos fibrilares y las fimbrias que al estar tienen poca prominencia.
Contrariamente, en la pared sobresalen proteinas proporcionadas de
diferentes funciones, y polisacaridos, distintos del C. Dichos
polisacaridos poseen diferentes especificidades antigénicas,
posibilitando que se diferencie los serotipos a, b, ¢, d, e, f, gy h 2.

Los Streptococcus del grupo mutans son genéticamente heterogéneos
pudiendo dividirse en diferentes tipos. Esto es factible a través del
estudio de estructuras antigénicas que posibilitan el conocer por lo

menos 8 serotipos, que se nombran por letras desde la A hasta la H.

2.2.4.3 Metabolismo de la Sacarosa
El sustrato de mayor importancia para dichos microorganismos como
agentes etioldgicos de la caries es la sacarosa. De su metabolizacion
nace la elaboracion de acidos y la sintesis de polisacaridos extra e
intracelulares. Con sacarosa presente el S. mutans elabora un glucano
extracelular, polimero de la glucosa, que posibilita instalarse encima de
las superficies dentarias formando una placa pegajosa muy

cariogénica.

El S. mutans es acidogénico y acidurico, siendo la propiedad de mayor
importancia de su potencial cariogénico. Solamente una minima

fraccion de la sacarosa se deriva formando polisacaridos extra e
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intracelulares; el resto es usado como fuente energética para

desarrollar los la Streptococcus ©2.

2.2.4.4 Cultivo
Son anaerobios facultativos. La temperatura ideal de preparacion es de
36 + 1° C. Aunque pueda reproducirse en el aire, una practica
aconsejable es incubar las placas inoculadas 24 horas en anaerobiosis
y luego, otras 24 horas en aerobiosis; favorecera a formar agua
oxigenada, que es un significativo caracter diferencial, ademas la
sintesis de polisacaridos extracelulares que, algunas veces facilitan

reconocer las colonias.

La transmision puede darse de forma directa por medio de la saliva de
quienes rodean al nifio y de forma indirecta, usando cosas infectadas
gue el nifio se mete a la boca como el cepillo de dientes, chupones,

mamaderas, tenedores y cucharas contagiadas con flora bacteriana ®*.

Los monitoreos microbiologicos referidos al S. mutans se asocian a

otros indicadores que reconocen el nivel de riesgo cariogénico ©°.

Los Streptococcus del grupo mutans son los patégenos primordiales
gue incrementan la caries dental. Una colonizacion anticipada predice
un riego mayor de padecer caries dental en la denticion decidua. Sin
embargo, los riesgos asociados a colonizar en la boca de los infantes
no estan completamente claros. Ademas, el inicio de esta colonizacion

aln es una controversia.
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2.3. Formulacién de la Hipotesis

2.3.1 Hipotesis general

° El

extracto etandlico de Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) vy

Rosmarinus officinalis L. (Romero) posee efecto antibacteriano in

vitro frente a las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

2.3.2 Hipotesis especifica

1. Existen metabolitos secundarios del extracto etandlico de
Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus officinalis L.
(Romero).

2. Existe una concentracion optima del extracto etanodlico de
Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus officinalis L.
(Romero) que genere efecto antibacteriano, in vitro, en cepas
Streptococcus mutans ATCC 25175.

3. Existe efecto antimicrobiano del extracto etandlico del
Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus officinalis L.
(Romero) comparado con el Ciprofloxacino en cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175.

2.4. Variables

2.4.1 Tabla de Operacionalizacion de Variables

TABLA 1. Operalizacion de Variables e Indicadores

Variable independiente Indicador Escala de medicion
Extracto Etanolico del - Metabolitos Diferentes
Arthemisia absinthium secundarios Concentraciones:
L. (Ajenjo) y Rosmarinus - Grado de 100%, 75%, 50%, 25%
officinalis L. (Romero). concentracion en Tiempo: 24 horas

mg/Kg
Variable dependiente Indicador Escala de medicion

Efecto Antibacteriano de -Halos de inhibicion | -Medida del diametro de
Streptococcus mutans (mm) Streptococcus | halos de inhibicion
ATCC 25175 mutans ATCC 25175

Fuente: Elaboracién propia, 2019.
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2.5.

Marco conceptual

Actividad antibacterial : Es la capacidad que posee un producto

para destruir o matar gérmenes o bacterias.

Antimicrobiano: Elemento que mata o elimina los microbios,

virus u hongos.

Antibidético: Elemento o sustancia que destruye microorganismos

gue generan infecciones o enfermedades (bacterias).

Antiséptico: Sustancia utilizada para combatir los gérmenes.
Puede usar en la piel.

Bacteriostatico: Puede frenar la propagaciéon, mas no elimina,

inhibidores de la sintesis de proteinas.

Bactericida: Es capaz de matar los microorganismos, aunque en
ocasionalmente funcionan sobre los que se multiplican(B-

lactamicos).

Cepas ATCC: Material biologico de referencia certificado por
American Type Culture Collection (coleccion de cultivos de tipo

americano).

Cultivo microbioldgico: Proporciona las condiciones fisicas,
guimicas y nutritivas recomendables para la multiplicacion

controlada de microorganismos
Desinfectante: Sustancia que sirve para desinfectar objetos.

Extracto etandlico Es una sustancia obtenida por sustraccion de

una materia prima utilizando al etanol como solvente.
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Extracto vegetal: Es una sustancia vegetal proveniente de
plantas o parte de ellas con distintos procesos y diversos

solventes.

Halo de inhibicién: Zona que rodea un disco el cual posee
extracto antibiético situados en un antibiograma donde no se crea

el desarrollo antibacteriano.

In vitro: Método con el fin de estudiar las reacciones ocurridas en
un espacio imitado fuera del organismo.

Maceracién: Cuando la droga mantiene contacto de forma
prolongada por un cierto tiempo con el menstruo formando un
conjunto uniformemente mezclado en el cual el menstruo opera

de forma simultanea sobre todas las proporciones de la droga.

Metabolitos: Son compuestos los cuales posibilitan en ejecutar a
las células sus diversas funciones. Se dividen en dos segun su
importancia para el metabolismo celular: metabolitos primarios y

metabolitos secundarios.

Prueba de solubilidad: Procedimiento que se realiza en
laboratorio, tiene la capacidad de disolver una sustancia con otra
llamada solvente y va a depender de la cantidad de soluto que se

va a disolver en una cantidad determinada de disolvente.
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3.1.

3.2.

CAPITULO Il

METODO

Tipo del estudio

Estudio de tipo aplicado ya que se distingue por tener propdsitos
proactivos, los investigadores realizaron un estudio con el propdsito de
actuar, transformar o modificar la realidad problematica descrita. Asi
mismo es aplicada por que se cont6 con bases teorias cientificas

Por su condicion es transversal ya que el periodo tomado para la
investigacion fue uno solo, no se considero intervalos, en este caso las
muestras se recolectaron en un periodo determinado y el proceso
microbiolégico usado para medir el efecto fue el Unico ensayo hecho

durante una semana en un solo periodo de tiempo

Disefio a utilizar

Su disefio es experimental, ya que los investigadores disefaron el
procedimiento experimental y la distribucidon de los grupos control
positivo, grupos experimentales para lograr una comparacion en el
efecto presentado por el extracto etandlico sobre las bacterias
estudiadas.

Se realizd6 la manipulacion de la variable independiente
deliberadamente, con el fin de ver que causa sobre la variable
dependiente. El disefio se basé en un grupo control y un experimental,
los cuales fueron medidos mediante fichas de observacion para

registrar los hallazgos.

El nivel fue el exploratorio, debido al uso de instrumentos de medicién
gue registraron todos los procesos generados en la manipulacion de
las variables, su principal propésito fue dar solucién y explicacién a un

problema comdn como son las infecciones bacterianas.
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Asi mismo la investigacion es una Investigacion Cuantitativa ya que se
busca dar respuestas objetivas y puntuales del objeto de estudio.

También es de nivel experimental puesto que la variable independiente
manipulada y se mide su efecto o reacciébn sobre la variable
dependiente, del mismo modo debido al escaso precedente de
referencia en investigacion, sobre los efectos in vitro de las plantas
estudiadas, durante la distribucién de los grupos experimental disefiado
por el investigador fue de vital importancia el control de las variables
intervinientes donde se produjo el efecto antibacteriano, ante todo lo
mencionado se utilizd6 un método analitico, experimental,

observacional, exploratorio y descriptivo

3.3. Poblacion
o Hojas de Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus
officinalis L. (Romero).

o Cepas de bacteria de Streptococcus mutans ATCC 25175

3.4. Muestras
o Extracto Etandlico del Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) vy
Rosmarinus officinalis L. (Romero) de 100 %, 75 %, 50 % y 25 %
o Placas Petri con cepas de bacteria de Streptococcus mutans
ATCC 25175 del laboratorio de Microbiologia de la Universidad

Nacional Mayor de San Marcos.

3.5. Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos
3.5.1 Técnica de recoleccion de datos

o Prueba de sensibilidad Método de Kirby-Bauer
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3.5.2 Instrumentos de recoleccion de datos

Los instrumentos fueron la ficha de recoleccién de datos de la marcha
fitoquimica y el analisis microbiolégico los cuales fue realizado por los
autores para recolectar la informacién y realizar la prueba de estudio y
su validacién se hizo mediante la técnica del juicio de expertos, en
bases a los indicadores y criterios tuvieron una minima y maxima
calificacion (Ver anexo N°1).

Los expertos fueron tres Quimicos Farmacéuticos especialistas en
farmacognosia, farmacologia, microbiologia y amplia experiencia.

TABLA 2. Resumen de resultados juicio de expertos

Vilches Caceda Héctor 75 Valido aplicar
Flores Lopez Oscar 100 Valido aplicar
Jacinto Hervias Pedro 90 Valido aplicar

Fuente: Elaboracién propia, 2019.

Después de la revision se llegd a la conclusion que el instrumento es
valido y aplicable el cual presento coherencia y viabilidad para la
realizacion del proceso experimental.

Los datos que permiten obtener la relaciéon de las dos variables de
investigacion han sido conseguidos eficientemente tanto en la
maceracion, las pruebas de identificacion y luego el tratamiento
microbiolégico en las placas Petri. Todo el disefio experimental fue
realizado con la guia y supervision del proceso validado lo cual permitio

obtener datos confiables para el andlisis estadistico.

3.5.3 Delimitacién de la muestra
e El presupuesto se limité al estudio de las especies en mencion
usando el método de maceracién etandlica, el cual demoro un

promedio de un mes aproximadamente.
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¢ El estudio se limité a informar aspectos tales como la evaluacion de
la actividad antimicrobiana del extracto para lo cual se midio el
efecto terapéutico frente a Streptococcus mutans.

e El estudio estuvo limitado a hacer un estudio experimental in vitro,
no fueron usados animales para experimentar.

e El desarrollo del proceso microbiolégico fue realizado en los
laboratorios de la facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos con coordinacion previa

con el area encomendada.

3.5.4 Equipos, reactivos y materiales
TABLA 3. Equipos

Bafio Maria EQ-CCA-009 Estufa EQ-CCA-001

Memmert WNE-10 S: Memmert UN55 S:

L307.0363 B215-2490
Balanza analitica

Mechero Bunsen EQ-CCA-037 AND
HR 250 AZ S:
GA7702480

Autoclave Vertical
Digital EQ-CCA-054
Reles AL/D 50L S:
476-15

Potenciometro EQ-CCA-
005 Inolab 730 S:
10380849

Incubadora 35°C EQ-CCA-
026 Labor LP-11 S: 69-
6315/4

Fuente: Elaboracién propia, 2019.
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TABLA 4. Reactivos

Hidroxido de amonio Cloruro Férrico

Fehling A Fehling B

Reactivo de Dragendorff | Agar nutritivo (Agar Mueller
Hinton4 marca Scharlau)

Etanol 96° Staphylococcus aureus
ATCC 6538

Reactivo de Kedde Suero fisiologico esteéril
(NaCl 0.9%)

NaOH 40% HCL 37%

H2S04 al 10% HNO3

Reactivo de Baljet Limaduras de magnesio

Agua destilada Reactivo de Liebermann

Burchard concentrado

Cloruro de sodio grado
bacteriol6égico marca
Oxoid

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

TABLA 5. Materiales

- Vernier digital Caliper Model: DC-515

- Placas Petri de vidrio 90mm de diametro x 15mm de
altura

- Asa de Drigalsky de vidrio

- Tubos 150mm con tapa rosca

- Viales de vidrio de 5mL de capacidad

- Puntas para micropipeta de 20-200 pL

- Puntas para micropipeta de 0.5-5mL

- Micropipeta calibrada de 20-200uL

- Micropipeta calibrada de 0.5-5mL

- Frascos de vidrio de 500mL de capacidad con tapa
rosca

- Frascos de vidrio de 200mL de capacidad con tapa
rosca

- Viales de vidrio de 10mL de capacidad.

- Gradilla

- Espétulas

- Sacabocado con diametro interno de 6mm

- Papel Kraft

- Asa bacteriologica

- Escala de Mac Farland

- Baguetas de vidrio

- Indicador multipardmetro de esterilizacion.

Fuente: Elaboracién propia, 2019.

34



TABLA 6. Medio de cultivo

- Caldo |Infusién Cerebro Corazoén | Streptococcus mutans ATCC

(BHI) marca Merck

- Agar Cerebro Corazén marca Merck 25175

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

3.5.5 Parte experimental

3.5.5.1 Técnica experimental
La obtencion del extracto etandlico fue obtenido a través del método de
maceracion y mediante marcha fitoquimica se identificaron los
metabolitos secundarios presentes en ambas plantas, dicho
procedimiento se realiz6 mediante el uso de los reactivos

correspondientes.

3.5.5.2 Método de maceracién
En este procedimiento se realiza una extraccion a temperatura
ambiente, donde se remoja los insumos que se desecaron antes en un
solvente de etanol, luego fueron colocados en un frasco de color ambar
de vidrio, tapandolo y dejando en reposo de 2 a 15 dias removiendo a
diario por toda direccion y sentidos, filtrando el liquido y exprimiendo el
residuo, recuperando el solvente en un evaporador giratorio y

obteniendo el extracto.

La droga seca y triturada con el disolvente que puede ser agua,
glicerina o mezclas hidroalcohdlicas, es capaz de solubilizar los

principios activos de manera que se obtiene un extracto liquido.

Para la realizacion de dicho proceso las drogas deben de estar

desecadas, con grado de division adecuada, el disolvente debe poseer
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una naturaleza apropiada, la temperatura de los principios activos, el
tiempo de contacto entre la droga y el disolvente y control de difusion
celular deben ser los adecuados.

También es conocido como extraccion solido-liquido, aqui la planta que
tiene una serie de componentes activos es expuesta a solventes
organicos o inorganicos dependiendo de qué exactamente se pretende
extraer ©©.

Usualmente en la industria quimica se realiza el proceso de extraccion,
sin embargo, al tratarse de plantas y alimentos se denomina
maceracion. Existen tipos de maceracion: maceracion en frio y

maceracion en calor, dependiendo a las propiedades de la planta ©®.

3.5.6 Marcha Fitoquimica

Los analisis fitoquimicos previos son prueban simples, rapidas y
sensibles, que por medio de una reaccidon quimica producen causan
una alteracion rapida en la estructura molecular del compuesto que
hace posible reconocer grupos quimicos con actividad biolégica de los
grupos vegetales acopiados. Dichas reacciones modifican un grupo
funcional, el inicio de un sistema anular, la formacion de un complejo
gue puede resultar en el cambio de color, la formacion de un
precipitado o desprender un gas, a través del uso de reactivos

especificos.

Mediante la marcha fitoquimica pueden identificarse diferentes tipos de
principios activos como son: alcaloides, flavonoides, esteroles, taninos,
sesquiterpenos, lactonas, quinonas, cumarinas, saponinas, glucdésidos,

grupos carbonilo, aceites esenciales, aceites fijos, resinas, etc.

En los residuos secos de muestras se han ensayado una serie de
reacciones analiticas, con el objetivo de evidenciar de forma cualitativa

la presencia de diferentes grupos fitoquimicos que caracterizan a cada
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extracto. Estos ensayos se realizan sobre el extracto seco una vez re

disuelto en su respectivo disolvente ©7.

Los principios activos que usualmente se hallan endrogas vegetales
estan en concentraciones limitadas por lo mismo se debe realizar una
perfecta extraccion de estos. Ya que si esta es deficiente puede

confundirse los resultados®”.

3.5.7 Método de difusién en placa o método de Kirby Bauer
Técnica de eficacia antimicrobiana que precisa la actividad in vitro de
un determinado antibiético ante un microorganismo y muestra su
cabida para impedir que una bacteria crezca. Dicho método es util para
evaluar eficazmente una muestra vegetal con cualidades

antimicrobianas ante microorganismos definidos.

El antibiograma por el proceso de propagacion en agar es una de las
pruebas usadas para hallar que tan sensible es un microorganismo
ante un antibidtico. Se fundamenta en la difusion radial de un
compuesto de extracto o de antibiético desde un reservorio mediante
una capa de agar que fue transmitida por un microorganismo sensible
al antibiético. Se comparan diversas medidas de la sustancia a
examinar en placas con medios de cultivo solido transmitido por
microorganismos convenientes ®®. Las placas se gestan para posibilitar
gue el microorganismo se desarrolle. En la incubacion, el antibidtico
propaga desde su reservorio (con un disco de papel filtro, un pozo
excavado en el mismo medio de cultivo con inéculo bacteriano, o
diminutos cilindros situados en la superficie del medio) mientras la

poblacién microbiana se incrementa por division celular.

La respuesta lograda es una zona clara o halo de inhibicion del
aumento bacteriano en torno a los reservorios. El limite de la regién de

inhibicion es formado al alcanzar una concentracion riesgosa del
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antibidtico, es decir, la pequefia concentracion que priva el aumento de

la poblacién microbiana actual ©®.

Los halos de inhibicion son medidas con la maxima precision posible,

se usa regla o vernier. La base cuantitativa del ensayo relaciona el

didmetro de la zona de inhibicidn con la concentracién del antibiético

(38)

3.6. Procedimiento experimental

3.6.1 Recoleccion de las plantas e identificacion botanica

La recoleccion de las plantas se realizé en el distrito de San
Mateo de Huanchor localidad peruana que se ubica en la region
Lima, provincia de Huarochiri a una altitud de 3149 msnm, en el
mes de octubre del 2018.

Las plantas fueron transportadas para su conservacion en papel
Kraft y en una bandeja, cumpliendo las Buenas Practicas de
Transporte.

Se identifico la taxonomia de la planta que fue elaborada por el

Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional de San

Marcos. ( Ver anexo N° 2).

Figura 4. Distrito de San Mateo de Huanchor
Fuente: Elaboracion propia, 2019.
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Figura 5. Recoleccion de las plantas
Fuente: Elaboracion propia, 2019.

3.6.2 Preparacion del material vegetal
. Se empled 700 g de hojas Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y
Rosmarinus officinalis L. (Romero) se procede a lavar a chorro de
agua corriente, con hipoclorito de sodio y agua destilada para

eliminar la suciedad

Figura 6. Seleccion y limpieza
Fuente: Elaboraci6n propia, 2019.
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o Las hojas seleccionadas en buen estado se secaron a
temperatura ambiente con optima ventilacion, bajo sombra por un
periodo de 10 dias,

o En seguida se procedi6 al secado de las muestras en estufa a 40

°C, por un tiempo prolongado de 48 horas.

Figura 7. Secado de las plantas
Fuente: Elaboracion propia, 2019.

3.6.3 Obtencion del extracto etandlico

o Se realizé la molienda de las muestras con un mortero hasta
reducir su tamafo en fragmentos pequefios con el cual se obtuvo
400 g.

. Se agregaron las muestras a un frasco de vidrio color ambar de 1
L mas 700 mL de Etanol a 96° como disolvente, se agito y mezclo
hasta que se cubri6 toda la muestra propiamente rotulada con la
solucion.

. Se tap6 el envase y se almaceno por 12 dias sacudiendo
diariamente en todas las direcciones y sentidos.

. Después de la maceracién se sacudio las muestras, luego se filtrd
separando la masa solida de liquido, se decanté por 20 minutos

filtrandose por segunda vez utilizando papel filtro.
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o Se empled el uso del rotavapor mediante destilacion al vacio para

una evaporacion rapida del disolvente y asi recuperar el soluto a

70 °C y 90 revoluciones por minuto durante 2 horas.

Figura 8. Filtrado de la maceracion
Fuente
: Elaboracién propia, 2019.

Figura 9. Destilacion al vacio de la maceracion
Fuente: Elaboracién propia, 2019.
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EL PRESENTE FLULOGRAMA SE MUESTRA EL TRATAMIENTO
REALIZADO A LA MUESTRA SOLIDS DEL EXTRACT O ETANOLICO
OE Artharisia absinthivny L. [0 jenjo] Y Rosvaing s offoinalis L.

[Romera)

Selawa las hojas de
Fomero w Aenjo FO03 3
chomo de agqua comiente,
con MaCl0 paa luega
selecciorar v secar en la
estufaa 40 °C

—

i

S0 reallao 1a mollenda, 1w
panaron 40n EEIJE ada
mual

% oo enmn foves Smbardo 1000
mlyen atadio: 0 mletanol 55"

Extraccidn de Romeroy
Ajenjo

Se sometio 3 maceracion
durante 12 dias sacudiendo
diaramente en diferantes

* direcciones
Se filtrd |3
: =t
Se utilizd el Rotawapor muesira
T0OC a0
Rewaluzioneas par -
minuto durante 2 horas
}
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Figura 10. Flujograma del tratamiento a las muestras solidas de Arthemisia absinthium L. “Ajenjo”
y Rosmarinus officinalis L."Romero”.
Fuente: Elaboracién propia, 2019.
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3.6.4 Marcha Fitoquimica de Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y

Rosmarinus officinalis L. (Romero)

o Identificacién de Carbohidratos Reductores:
Ensayo de Fehling: En un tubo de ensayo agregar 2 mL de
extracto etandlico, adicionar 3 gotas de solucion de Fehling Ay 3
gotas de solucion de Fehling B, calentar a fuego directo. Se
observa la presencia de precipitado rojo ladrillo.

o Identificacién de Azlcares: En un tubo de ensayo agregar 2 mL
de extracto etandlico, adicionar 2 gotas de a-naftol al 1%y
mezclar bien, con una pipeta se dejan deslizar por la pared del
tubo de ensayo 2 ml de acido sulfarico
concentrado cuidadosamente intentando no mezclarlo para que
no se mezcle y pueda formarse una capa bajo la disolucién de
azucar. En la superficie de separacion de las dos capas se
originaria la deshidratacion del azucar reaccionando con el a-

naftol para formar un anillo de color oscuro.

o Identificacion de alcaloides:

Ensayo de Dragendorff: En un tubo de ensayo se adiciona 2 mL
de extracto etandlico, se agrega 1 mL de HCI 10% y se calienta a
60°C por un lapso de 10 minutos; luego se agrega el reactivo de
Dragendorff. Se debera observar la presencia de precipitado
anaranjado - marron.

Ensayo de Mayer: En un tubo de ensayo agregar 2 mL de del
extracto etandlico, se adiciona 3 gotas de reactivo de Mayer. Se

observa un precipitado blanco.

o Identificacién de Compuestos Fendlicos Reactivo Fe CI3 al

5%: En un tubo de ensayo, se agregd 2 mL de extracto etandlico,
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3 gotas de reactivo y se agitdé lentamente. Se deberd observar la

coloracidon azul oscuro a verde oscuro.

Identificacién de taninos Precipitacion con gelatina 1%: En un
tubo de ensayo se agregd 2ml de extracto etandlico, afiada 3
gotas de solucién de gelatina al 1 % que contiene NaCl al 10 %,
agregandose luego 2 mL de &cido sulfirico concentrado
observandose un precipitado blanco lo cual manifiesta la

existencia de taninos.

Identificacidén de flavonoides Ensayo de Shinoda: En un tubo
de ensayo se adiciona 2mL de extracto etandlico, se agrega
varias cintas de magnesio y 3 gotas de HCI concentrado (37%)
dejando caer lentamente por la pared del tubo de ensayo y se
debera observar la presencia de los colores: naranja, rojo, violeta

0 rosado.

Identificaciobn de Triterpenos Ensayo de Liebermann-
Burchard: En un tubo de ensayo agregar 2mL de extracto
etandlico, adicionar 1 mL de cloroformo dejando caer por las
paredes del tubo, 1mL de anhidrido acético y dejar reposar en frio.
Se debera observar la coloracién roja, rosa, verde, purpura o azul

en la interfase cuando se afiade 1 6 2 gotas de H2S0O4.

Identificacién de Saponinas Ensayo de Espuma: En un tubo de
ensayo, agregar 2 mL de extracto etandlico, adicionar agua
caliente (40°C), dejar reposar por 15 minutos a 30 minutos y luego
agitar manualmente durante 2 minutos. Se debera observar la

presencia de espuma.

44



TABLA 7. Reactivos utilizados en la prueba de coloracion

Metabolito Reactivo de Reaccion Positiva
Reaccion
CARBOHIDRATOS Fehllr_lg Ay Precipitado anaranjado
Fehling B ladrillo
AZUCARES Mollish Anillo azulado
Mayer Precipitado blanco
Dragendorff Precipitado rojo o naranja
ALCALOIDES Sonneschein Precipitado naranja
Bertrand Coloracioén rosa
COMPUESTOS .
FENOLICOS FeCls; Coloracion verde
TANINOS Gelatina 1% Precipitado denso blanco
FLAVONOIDES Shinoda Flavanoles: Rojo a magenta
TRITERPENOS Lieberman — Coloracion Verde
Burchardt
SAPONINAS H,0 Formacion de espumas
2

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

Figura 11. Reactivos utilizados
Fuente: Elaboracion propia, 2019.



Se utilizé el extracto etandlico de ambas plantas Arthemisia absinthium
L. (Ajenjo) y Rosmarinus officinalis L. (Romero), lo cual tuvo como
objetivo identificar metabolitos secundarios que implican reacciones de
caracterizacion quimica, de coloracion y precipitado. Se pudieron
realizar la identificacién de grupos fitoquimicos presentes en las plantas

como se presenta en la figura siguiente.

Figura 12. Resultado de la marcha fitoquimica
Fuente: Elaboracion propia, 2019.

Leyenda:

Tubo 1. Carbohidratos: Fehling Ay Fehling B
Tubo 2. Azucares: Mollish

Tubo 3. Alcaloides: Mayer

Tubo 4. Alcaloides: Dragendorff

Tubo 5. Alcaloides: Sonneschein

Tubo 6. Alcaloides: Bertrand

Tubo 7. Compuestos Fendlicos: FeCl;

Tubo 8. Taninos: Gelatina 1%

Tubo 9. Flavonoides: Shinoda

Tubo 10. Triterpenos: Lieberman — Burchardt
Tubo 11. Saponinas: H,0
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3.6.5 Pruebade solubilidad del extracto etanélico del Arthemisia

absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus officinalis L. (Romero)

Figura 13. Prueba de solubilidad

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

Se afiadio a cada tubo de ensayo 1 ml de cada solvente a analizar y

se da movimientos circulares hasta observar un resultado.

Se realiz6 con los siguientes solventes: acetato de etilo, ciclohexano,

metanol, butanol, éter de petroleo, etanol y agua destilada.

Esta prueba realizada tuvo como objetivo determinar y observar la
polaridad o apolaridad de los metabolitos secundarios que se
encuentren en los extractos. De esta forma saber en cual puede

analizarse los metabolitos.

3.6.6 Procedimiento del Andlisis Microbioldgico

3.6.6.1 Obtencidén de las muestras bioldgicas

Las muestras biolégicas fueron obtenidas en el Laboratorio
Microbiolégico de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos el
cual consta de bacterias de Streptococcus mutans ATCC 25175 con

su respectivo certificado. (Ver anexo N°3).
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3.6.6.2 Fase Pre- analitica

1.

Preparacion de materiales

Las placas Petri fueron envueltas en papel Kraft esterilizandose
por calor seco en una estufa a 180°C por 2 horas.

Las puntas para las micropipetas, los viales de vidrio y los tubos
con tapa rosca se esterilizaron con calor humedo en autoclave a
121°Cy 15 Ib/pg2 durante 15 minutos.

. Preparacion de los Medios de Cultivo

Se preparé 10 mL de caldo BHI segun las instrucciones del
fabricante (37 gramos para 1 litro de agua destilada) en un tubo
de ensayo y se esterilizd en autoclave.

Se preparé 50mL de agar Cerebro Corazon para la fase de
activacion segun las instrucciones del fabricante (52 gramos para
1 litro de agua destilada) en un frasco de vidrio y se esterilizé en
autoclave. El agar ya esterilizado se enfrié en bafio maria a 45-
50°C y se vertio en placas petri estériles.

Se preparo 300mL de agar Cerebro Corazén para la fase analitica
en un frasco de vidrio segun las reglas del fabricante (52 gramos
para 1 litro de agua destilada). Se autoclavé a 121°C y 15 |b/pg2
por un periodo de 15 minutos, después se coloco a bafio maria a
45 - 50°C. Una vez llevado a temperatura ambiente se vertio la
mezcla fresca y tibia a placas petri de vidrio estériles, para brindar
un fondo simular de por lo menos 4 mm, correspondiendo a 25-
30 ml para placas de 90 mm de diametro. El agar ya plagueado se
solidifico a temperatura ambiente. EI pH de cada lote de agar
Cerebro Corazén debe poseer un pH entre 7,0-7,6. Esta medida
puede realizarse introduciendo el bulbo del electrodo del
potenciometro en el agar antes de autoclavar.

Se prepar6 50mL de suero fisiolégico estéril, para ello se peso
900mg de cloruro de sodio grado bacteriolégico y se complet6 con

agua destilada hasta un volumen de 10mL, se esterilizé en
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4.

autoclave. Luego se afadiéo volumenes de 10mL a 2 tubos
estériles.

. Activacion de la Cepa

La cepa se encontraba refrigerada entre 4-8°C en una placa con
agar Cerebro Corazon.

Se tomo una colonia con el asa bacteriolégica y se sembré en un
tubo con caldo BHI estéril llevandose a la incubadora a 37°C por
24 horas.

La turbidez demostr6 el crecimiento de las cepas. Se sembré el
caldo BHI a placas con agar Cerebro Corazon. Se llevo a la
incubadora a 37°C por 24 horas.

Preparacion de las Muestras

Los extractos se trabajaron a 4 concentraciones: 100%, 75%, 50% y

25%. Para las diluciones a partir de los extractos se utiliz6 agua

destilada y estas disoluciones fueron hechas de la siguiente manera:

100%: se coloco 2mL del extracto en un vial de vidrio.

75%: se coloc6 1.5mL del extracto en un vial de vidrio y se afiadio
0.5mL de agua destilada.

50%: se colocd 1mL del extracto en un vial de vidrio y se agrego
1mL de agua destilada.

25%: se coloco 0.5mL del extracto en un vial de vidrio y se agrego

1.5mL de agua destilada

3.6.6.3 Fase Analitica

1. Preparacién del In6culo

e Tomar una cantidad de colonias puras de Streptococcus mutans

ATCC 25175 y diluir en un tubo de ensayo con 10 mL de suero

fisiol6gico estéril de forma tal que la solucion que resulte tenga una

turbidez correspondiente al tubo N°1 de la escala de MacFarland

que tiene una concentracién de 3x10% UFC/mL.
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e A partir de la ultima soluciéon se hicieron diluciones de 1 en 3,
tomandose 3 mL y se diluyéndose a un volumen total de 9 mL con
suero fisiolégico en tubos con tapa rosca. Las soluciones resultantes

tuvieron una concentracion de 1x10% UFC/mL.

2. Inoculacion de las Placas

e Se afiadi6 100 uL del inéculo bacteriano preparado 1x10°
UFC/mL. A todas las placas con agar Cerebro Coraz6n y con
asistencia de una espatula de Drigalsky se esparcieron los inéculos
en todas las placas de tal forma que se obtenga un crecimiento
homogéneo, para ello se deslizo el asa en la placa paralelamente y
bien compacta alcanzando toda la superficie de esta.

e Repetir el proceso rotando la placa a 60° dos veces.

e Sembrar las placas de borde de forma cuidadosa para no tener
contratiempo a la hora de realizar las lecturas.

e Secar de 3 a 5 minutos antes de hacer los pocillos.

3. Formacién de los pocillos

e Se esterilizé el sacabocados con alcohol y se flamed en el
mechero, luego con mucho cuidado se hizo los pocillos, se
realizaron tres por placa.

e Los pocillos tienen que hallarse a mas de 15 mm del borde de la
placa y repartirse de manera que no haya superposicion de los halos

de inhibicion.

4. Sembrado de las muestras y controles

e Se utilizaron 36 placas para las diluciones de los extractos, 3
placas por muestra de Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y
Rosmarinus officinalis (Romero).

e Cada dilucion se sembré por tres veces agregando 40uL en cada
pocillo.

e Se utilizo agua destilada estéril como control negativo o muestra

blanco sembrandose 40uL por triplicado.
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e Se utiliz6 una solucibn de Ciprofloxacino equivalente a
0.125mg/mL como control positivo sembrandose 40uL por tres

veces.

5. Incubacion
e Las 36 placas de las soluciones de las muestras y los controles

fueron llevados a una incubadora a 37°C durante 24 horas.

3.6.6.4 Fase Post analitica

1. Medicién de halos

Luego de 18 a 24 horas de incubacién, se examin6 placa por placa
para su lectura. Las zonas de inhibicion de respuesta fueron
igualitariamente circulares en una capa homogénea de incremento
bacteriano. Los diametros de la zona de inhibicion completa se
midieron en milimetros cruzando por el centro de cada pocillo. Se
midié por triplicado para cada pocillo con un vernier digital que mide
hasta centésima de milimetro. Los valores de las medidas por
triplicado se promediaron redondeandose para reportarlo como un

numero natural.
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Eficacia Antimicrobiana

/

[ Fase Pre analitica

Fase Analitica ]

TR

[ Fase Post analitica J

Fase Pre analitica

" 4

Activacion de la
cepa

Preparacion de
medios de
cultivo

Preparacion de

materiales

Preparacion de

las muestras

Traspasar la cepa almacenada a un caldo nutritivo

y luego volver a sembrarlo en una placa

Preparary esterilizar caldo cerebro-corazén y agar
cerebro-corazon

Esterilizar placas, tips, viales y tubos

Realizar las diluciones de la muestra al 100%, 75%,
50% y 25%

Figura 14. Fase Pre- analitica del tratamiento microbiol6gico en cepas de Streptococcus mutans

ATCC 25175.

Fuente: Elaboracion propia, 2019
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Figura 15. Fase Analitica del tratamiento micro

25175.

Fuente: elaboracion propia, 2019.

bioldgico en cepas de Streptococcus mutans ATCC
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Fase Post analitica

Figura 16. Fase Post analitica del tratamiento microbiolégico en cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175.

Fuente: elaboracion propia, 2019.

TABLA 8. Cronograma del tiempo de activacion de la cepa

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4
Activacion de la cepa Por la Por la tarde Por la tarde
mafiana
Del agar a Del caldo a un nuevo Preparacién Preparacién del Mediciéon de
un caldo agar de medios inoculo halos de
nutritivo de cultivo inhibicion
Preparacién Inoculacion de las Reporte de
de placas resultados
materiales
Preparacién Formacion de los
de las pocillos
muestras
Sembrado de las
muestras y controles
Incubacion

Fuente: Elaboracion propia, 2019.
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3.7. Técnicade Procesamiento de datos
El andlisis estadistico se realiz6 por medio del método de varianza ANOVA

mediante el Test de Dunnett.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1. Resultados de la investigacion

4.1.1. Marcha Fitoguimica

Para la identificar metabolitos secundarios se propuso un andlisis de indicadores

por aplicacion de reactivos de identificacion, donde el cambio de caracteristicas,

como cambio de color, incremento del didmetro de la muestra o presencias de

componentes como la oxidacion, cuyos resultados se midieron en base a cuatro

niveles de presencia o cambio, siendo el nivel (+++): la presencia de metabolitos

en un nivel alto, respectivamente.

TABLA 9. Resultados del Analisis fitoquimico Arthemisia absinthium L. “Ajenjo”.

Concentracién (mg/mL) del extracto:

Tubo Metabolito Reactivo de Reaccion Positiva Resultado
Reaccion
1 . . ipi i
CARBOHIDRATOS | Fehling Ay Fehling B Prec'p'ta}ggrﬁ%aramado ++
2 AZUCARES Mollish Anillo azulado -
3 Mayer Precipitado blanco +++
4 Dragendorff Precipitado rojo o naranja +++
5 ALCALOIDES Sonneschein Precipitado naranja -
6 Bertrand Coloracién rosa -
7 COMPUESTOS -
FENOLICOS FeCls Coloracion verde ++
8 TANINOS Gelatina 1% Precipitado denso blanco ++
. . +++
FLAVONOIDES Shinoda Flavanoles: Rojo a magenta
10 Lieberman — o
TRITERPENOS Burchardt Coloracion Verde +
11 _
SAPONINAS H-0 Formacion de espumas +
Leyenda:

(-) :Lacoloracion o precipitado no se evidencia.

moderada.

(+) :Lacoloracién o precipitado es leve.

(++) : La coloracion o precipitado es

(+++): La coloracién o precipitado es total

Fuente: Elaboracién propia, 2019.
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Los metabolitos secundarios con mayor presencia identificados en Arthemisia

absinthium L. “Ajenjo”, fueron: los flavonoides y alcaloides, los cuales presentaron

un nivel de presencia alto (+++).

TABLA 10. Resultados del Analisis fitoquimico de Rosmarinus officinalis L.

“‘Romero”.
‘ Concentracién (mg/mL) del extracto:
N° Metabolito Reactivo de Reaccion Positiva Resultado
Reaccidn
g'gRBOHlDRAT Fehling A'y Fehling B Precipitado anaranjado ladrillo +
AZUCARES Mollish Anillo azulado -
Mayer Precipitado blanco +
Dragendorff Precipitado rojo o naranja +
ALCALOIDES Sonneschein Precipitado naranja -
Bertrand Coloracién rosa -
COMPUESTOS -
FENOLICOS FeCls Coloracion verde +++
TANINOS Gelatina 1% Precipitado denso blanco +++
: . +++
FLAVONOIDES Shinoda Flavonoles: Rojo a magenta
TRITERPENOS Lieberman — Coloracion Verde ++
Burchardt
SAPONINAS H20 Formacion de espumas +++
Leyenda:

(-) : Lacoloracién o precipitado no se evidencia.

(+) :Lacoloracién o precipitado es leve.

(++) : La coloracion o precipitado es moderada.

(+++): La coloracion o precipitado es total

Fuente: Elaboracién propia, 2019.

En cuanto a los metabolitos secundarios encontrados en el

Romero estan:

compuestos fendlicos, taninos, flavonoides y saponinas, los cuales presentaron

un nivel de presencia alto (++ +).
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4.1.2. Prueba de Solubilidad

Se realiz6 a los extractos Etandlicos de Artemisia absinthium L. (ajenjo) y

Rosmarinus Officinalis L. (Romero) obteniendo como resultados positivos en

etanol y agua.

TABLA 11. Resultados de prueba de solubilidad de Artemisia absinthium L.

“‘Ajenjo”.

1. Cloroformo Insoluble -
2. Propanol Insoluble -
3. Etanol 96° Totalmente soluble +++
4 Etanol 70° Moderadamente .
Soluble
5 Adua Moderadamente s
’ 9 Soluble

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

TABLA 12. Resultados de prueba de solubilidad Rosmarinus Officinalis L.

“Romero”.

Fuente: Elaboraci6n propia, 2019.

1. Cloroformo Insoluble -
2. Propanol Insoluble -
3. Etanol 96° Totalmente soluble +++
Moderadamente
4, Etanol 70° ++
Soluble
Leyenda:
() :Insoluble. (++): Moderadamente Soluble.
(+) : Soluble. (+++): Totalmente Soluble.
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4.1.3 Resultados del Anélisis Microbioldgico
Mediante el método de Kirby-bauer por medio de difusién con pozos se demostrd
qgue los extractos etanolicos de Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus
officinalis L. (Romero) presentan efecto antibacteriano ante cepas Streptococcus
mutans ATCC 25175.

TABLA 13. Resultados del ensayo antibacteriano del extracto etandlico de

Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) frente a cepas Streptococcus mutans
ATCC 25175.

1 6,00 7,00 8,00 15,00 25,00 6,00
2 6,00 7,00 8,00 16,00 24,00 6,00
3 6,00 7,00 8,00 15,00 25,00 6,00
1 6,00 6,00 7,00 15,00 25,00 6,00
2 6,00 7,00 8,00 15,00 25,00 6,00
3 6,00 7,00 7,00 16,00 25,00 6,00
1 6,00 7,00 8,00 15,00 24,00 6,00
2 6,00 7,00 8,00 15,00 25,00 6,00
3 6,00 7,00 8,00 16,00 25,00 6,00

Fuente: Elaboracién propia, 2019.

*El tamafio de cada disco es de 6mm por ende el reporte de esa medida

manifiesta que no hubo halo de inhibicién.

Interpretacion: En la tabla N°13 esta descrito los valores en mm del grado de
inhibicion de cada placa con Streptococcus mutans ATCC 25175, donde se
evidencia que en el grupo control negativo (Agua destilada estéril) la medida
minima fue 6 mm como referencia el cual indica que no hubo halo de inhibicion,
en el grupo control positivo (Ciprofloxacino) la medida minima fue 24 mm vy la
maxima 25 mm de inhibicién, en el extracto etandlico de Ajenjo al 100 % la
medida minima fue 13 mm y la maxima 16 mm de inhibicion, al 75 % la medida

minima fue 7 mmy la maxima 8 mm de inhibicion, al 50 % la medida minima fue 6
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mm y la maxima 7 mm de inhibicion y al 25 % la medida fue de 6 mm de
inhibicion.

TABLA 14. Datos estadisticos descriptivos segun los grupos experimentales:

Arthemisia absinthium L. (Ajenjo)

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

a. Halo_inhibicion es constante cuando el Grupo = Ext 25%. Se ha omitido.
b. Halo_inhibicién es constante cuando el Grupo = Control. Se ha omitido.

Interpretacién: Segun los resultados estadisticos cada grupo experimental tuvo
una media de: 24,8000 mm para ciprofloxacino, 15,3000 mm para extracto de 100

%, 7,8000 mm para extracto de 75 %, y 6,9000 para 50 %.

TABLA 15. Pruebas de normalidad

Halo_inhibicion Ext 50% 524 10| ,000 ,366 10 ,000
Ext 75% ,482 10| ,000 ,509 10 ,000
Ext 100% ,433 10| ,000 ,594 10 ,000
Ciproflox
acino ,482 10| ,000 ,509 10 ,000

Fuente: Elaboracién propia, 2019.
a. Halo_inhibicion es constante cuando el Grupo = Ext 25%. Se ha omitido.
b. Correccién de significacion de Lilliefors
c. Halo_inhibicion es continua cuando el Grupo = Control. Se omite.
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TABLA 16. Estadisticos de prueba Ay B

Chi-cuadrado 57,378
Gl 5
Sig. Asintética ,000

a. Prueba de Kruskal Wallis
b. Variable de agrupacion:
Grupo

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

TABLA 17. Comparaciones multiples

Variable dependiente: Halo_inhibicién
T de Dunnett (bilateral)?

Ext 25% Control ,00000 ,15154( 1,000 -,3926 ,3926
Ext 50% Control ,90000 ,15154 ,000 ,5074| 1,2926
Ext 75% Control 1,80000" ,15154 ,000 1,4074| 2,1926
Ext 100% Control 9,30000° ,15154 ,000 8,9074( 9,6926
Ciprofloxacino Control 18,80000 ,15154 ,000( 18,4074 19,1926

Fuente: Elaboraci6n propia, 2019.

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como un control, y comparandolo con
los otros.
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TABLA 18. Comparaciones multiples

Variable dependiente: Halo_inhibicién
T de Dunnett (bilateral)®

S

Ext 25% Sci)pmﬂoxad -18,80000°| ,16600| ,000| -19,2202| -18,3798
Ext 50% ﬁci)pmﬂoxad -17,90000°'| ,16600| ,000| -18,3202| -17,4798
Ext 75% S;pmﬂoxad -17,00000°| ,16600| ,000| -17,4202| -16,5798
Egg% r?(i)pmﬂoxad -9,50000°| ,16600| ,000| -9,9202| -9,0798

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como un control, comparandolo con
los otros.

One-way ANOVA data

30
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c
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2 -
£
()
= 0 =
2 |- | (@
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25% 50% 75% 10C%rofloxa€Ciomtrol
Grupos

Figura 17.. Comparacion de los diferentes grupos experimentales: “Ajenjo”.
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De los resultados del ensayo antibacteriano del extracto etandlico de Arthemisia
absinthium L. (Ajenjo) frente a cepas Streptococcus mutans Atcc 25175, donde se
evidencia una medida en mm de 25 mm en ciprofloxacino, 16 mm en 100 %, 8

mm en 75 %, 7mm en 50 % y 6 mm en 25 % del extracto.

TABLA 19 Resultados del ensayo antibacteriano del extracto etandlico de

Rosmarinus officinalis L. (Romero) frente a cepas Streptococcus mutans
ATCC 25175.

1 9,00 13,00 11,00 13,00 25,00 6,00
2 9,00 12,00 11,00 14,00 25,00 6,00
3 8,00 12,00 10,00 14,00 24,00 6,00
1 9,00 12,00 11,00 14,00 23,00 6,00
2 9,00 13,00 11,00 14,00 24,00 6,00
3 9,00 12,00 11,00 13,00 25,00 6,00
1 9,00 12,00 11,00 13,00 25,00 6,00
2 9,00 12,00 10,00 14,00 25,00 6,00
3 8,00 12,00 11,00 14,00 25,00 6,00

Fuente: Elaboracién propia, 2019.

*Cada disco es de 6mm, esa medida significa que no existe halo de inhibicion.

Interpretacién: En la tabla N°14 se describe los valores en mm del grado de
inhibicion de cada placa con Streptococcus mutans ATCC 25175, donde se
evidencia que en el grupo control negativo (Agua destilada estéril) la medida
minima fue 6 mm como referencial, el cual indica que no hubo halo de inhibicion,
en el grupo control positivo (Ciprofloxacino) la medida minima fue 23 mm vy la
maxima 25 mm de inhibicion, en el extracto etandlico de Romero al 100 % la
medida minima fue de 13 mmy al maximo 14 mm de inhibicion, al 75 % la medida
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minima fue de 10 mm y méaximo 11 mm de inhibicion, al 50 % la medida minima

fue de 12 mm y maximo 13 mm de inhibicion y al 25 % la medida minima fue de 8

mm y maximo 9 mm de inhibicion.

TABLA 20. Datos estadisticos descriptivos segun los grupos experimentales:

Romero

Fuente, elaboracion propia, 2019.

a. Halo_inhibicién es constante cuando Grupo = Control. Se ha omitido.

Segun los resultados estadistico cada grupo experimental tuvo una media de:

24,5000 mm para ciprofloxacino, 13,7000 m para extracto de 100 %, 10,8000 mm

para extracto de 75 %, y 12,3000 para 50 % y 8.800 para 25 % de concentracion

de extracto respectivamente.

TABLA 21. Pruebas de normalidad

| ShapiroWilk |

Halo_inhibici Ext 25% ,482 10( ,000 ,509 10( ,000

on Ext 50% 433 10( ,000 594 10( ,000
Ext 75% ,482 10( ,000 ,509 10( ,000
Ext 100% ,433 10( ,000 ,594 10( ,000
ﬁ(')pmﬂoxac' 360| 10| 001 731| 10| ,002

Fuente: Elaboracién propia, 2019.
a. Correccion de significacion de Lilliefors
b. Halo_inhibicion es constante cuando el Grupo = Control. Se ha omite.
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TABLA 22. Estadisticas de prueba a b

Chi-cuadrado

Gl

Sig. Asintética

57,934

,000

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion: Grupo

TABLA 23.

Variable dependiente:

T de Dunnett (bilateral)®

Comparaciones multiples:

Halo_inhibicién

Ext25%  Control| 2,800001 ,20994] 000 22561|  3,3439
Ext50%  Control| 6,300001 ,20994] 000 57561| 6,8439
Ext75%  Control| 4,800001| ,20994] 000 42561| 53439
Ext 100%  Control| 7,700001| ,20994] ,000 7.1561| 8,439
S(')pmﬂoxac' Control 18’50009 20094| ,000| 17,9561| 19,0439

Fuente: Elaboracién propia, 2019

* La diferencia de medias es de significancia en el nivel 0.05.
a. Las pruebas t de Dunnett operan un grupo como un control,
comparandose con los otros.
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TABLA 24. Comparaciones multiples:

Variable dependiente:

Halo_inhibicion T de Dunnett (bilateral).

95% de intervalo de
Diferencia confianza
() de medias Error Limite Limite
Grupo (J) Grupo (1-J) estandar Sig. inferior superior
—= :
Ext 25% Sc')pmﬂoxac' -15,70000° 22008| 000| -16.2821| -15,1179
— :
Ext 50% Sc')pmﬂoxac' -12,20000° 22008 000| -12,7821| -11,6179
— : :
Ext 75% S(')pmfloxac' -13,70000 22008| .000| -14.2821| -13,1179
Ext Ciprofioxaci 14, 50000° 22998| ,000| -11,3821| -10,2179
100% no

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

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

a. Las pruebas t de Dunnett manejan un grupo como un control, y comparandolo con

los otros.
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Figura 18. Comparacién de los diferentes grupos experimentales: “Romero”.
Fuente: Elaboracion propia, 2019.
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De los resultados del ensayo antibacteriano del extracto etandélico de Rosmarinus
officinalis L. (Romero) frente a cepas Streptococcus mutans ATCC 25175 donde:
G: Extracto 25 %,

H: Extracto 50 %,

I: Extracto 75 %,

J: Extracto 100 %,

K: Ciprofloxacino y

L: Control.

En donde se evidencia una medida de 25 mm en ciprofloxacino, 14 mm en 100
%, 11 mmen 75 %, 13 mm en 50 % y 9 mm en 25 % de concentracion de

extracto de Rosmarinus officinalis L. (Romero) respectivamente.

4. Contrastacion de Hipotesis

e Hipdtesis general

TABLA 25. Comparaciones multiples por el test de Dunnett entre los extractos de
Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) frente a cepas Streptococcus mutans
ATCC 25175. Comparacion entre los grupos experimentales contra el

control negativo

Variable dependiente: Halo_inhibicion
T de Dunnett (bilateral)®

95% de intervalo de
Diferencia confianza
@)] de medias| Error Limite Limite
(1) Grupo Grupo (1-J) estandar Sig. inferior superior
Ext 25% Control ,00000| ,15154 1,000 -,3926 ,3926
Ext 50% Control ,90000 | ,15154 ,000 ,5074 1,2926
Ext 75% Control 1,80000 | ,15154 ,000 1,4074 2,1926
Ext 100%  Control 9,30000 | ,15154 ,000 8,9074 9,6926
ﬁ(‘)pmﬂoxac' Control | 15 80000"| 15154 ,000|  18,4074| 19,1926

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

a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como un control, y comparandolo

con los otros.
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Por medio de comparaciones multiples por el test de Dunnett (tabla 2) se
determind que los extractos de Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) al 50, 75 y 100
% presentaron halos de inhibicibn con una diferencia estadisticamente
significativa comparado con el control ante cepas Streptococcus mutans ATCC

25175.

TABLA 26. Comparaciones multiples por el test de Dunnett entre los extractos de
Rosmarinus officinalis L. (Romero) frente a cepas Streptococcus mutans
ATCC 25175. Comparaciéon entre los grupos experimentales contra el

control negativo.

Variable dependiente: Halo_inhibicién
T de Dunnett (bilateral)®

95% de intervalo
Diferencia ,
J) _ Error _ de confianza
() Grupo de medias ) Sig.
Grupo (-9) estandar Limite Limite
inferior | superior
Ext 25% Control 2,80000° ,20994 ,000( 2,2561( 3,3439
Ext 50% Control 6,30000° ,20994 ,000( b5,7561| 6,8439
Ext 75% Control 4,80000° ,20994 ,000( 4,2561| 5,3439
Ext 100%  Control 7,70000° ,20994 ,000( 7,1561| 8,2439
Ciprofloxaci Control .
18,50000 ,20994 ,000( 17,9561 19,0439
no

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

a. Las pruebas t de Dunnett operan un grupo como un control, comparandolo

con los otros.

Por medio de comparaciones multiples por el test de Dunnet (tabla 3) se hall6 que
los extractos de Rosmarinus officinalis L. (Romero) al 25, 50, 75 y 100 %
presentaron halos de inhibicion con una diferencia estadisticamente significativa

comparado con el control frente a cepas Streptococcus mutans ATCC 25175.
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Hi: El extracto etandlico de Arthemisia absinthium L (Ajenjo) y Rosmarinus
officinalis L. (Romero) posee efecto antibacteriano in vitro frente a las cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Ho: El extracto etandlico de Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus
officinalis L. (Romero) no posee efecto antibacteriano in vitro frente a las cepas
de Streptococcus mutans ATCC 25175.

La hipotesis general se contrasta en funcion de los resultados obtenidos para la

constatacion de las hipotesis especificas.

Decision: Obteniéndose resultados significativos con cada uno de los extractos
Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus officinalis L. (Romero), viendo que
los dos poseen actividad bacteriana in vitro frente a cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175, se rechaza la hipotesis nula de la hipotesis general de

estudio.

e Hipodtesis especifica 1l

Hi: Si existen metabolitos secundarios del extracto etandlico de Arthemisia

absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus officinalis L. (Romero).

e Hipodtesis especifica 2

Hi: Si existe una concentracion optima del extracto etanolico de Arthemisia
absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus officinalis L. (Romero) que genera
efecto antibacteriano, in vitro, en cepas Streptococcus mutans ATCC
25175.
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TABLA 27 Comparaciones multiples Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) con

Ciprofloxacino

Variable dependiente: Halo_inhibicion
T de Dunnett (bilateral)®

95% de intervalo
Diferencia de confianza
() de medias Error Limite Limite
Grupo (J) Grupo (1-J) estandar Sig. inferior | superior
Ext 25% Ciprofloxaci .
-18,80000 ,16600 ,000(-19,2202( -18,3798
no
Ext 50% Ciprofloxaci .
-17,90000 ,16600 ,000(-18,3202( -17,4798
no
Ext 75% Ciprofloxaci .
-17,00000 ,16600 ,000(-17,4202( -16,5798
no
Ext Ciprofloxaci .
-9,50000 ,16600 ,000| -9,9202| -9,0798
100% no

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

a. Las pruebas t de Dunnett operan un grupo como un control, y luego una

comparacion de los otros grupos con este.

Por medio de comparaciones mdultiples por el test de Dunnet (tabla 4) se

determind que los extractos de Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) al 25, 50, 75y

100 % presentaron halos de inhibicion con una diferencia estadisticamente

significativa comparado con ciprofloxacino frente a cepas Streptococcus mutans
ATCC 25175.
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TABLA 28. Comparaciones multiples Rosmarinus officinalis L. (Romero) con

Ciprofloxacino.

Variable dependiente: Halo_inhibicion
T de Dunnett (bilateral)®

95% de intervalo de

Diferencia confianza
() de medias Error Limite Limite
Grupo (J) Grupo (1-J) estandar | Sig. inferior superior
Ext 25% Ciprofloxaci .
-15,70000 ,22998 ,000( -16,2821| -15,1179
no
Ext 50% Ciprofloxaci .
-12,20000 ,22998 ,000( -12,7821| -11,6179
no
Ext 75% Ciprofloxaci .
-13,70000 ,22998 ,000( -14,2821| -13,1179
no
Ext Ciprofloxaci .
-10,80000 ,22998 ,000| -11,3821| -10,2179
100% no

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

a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como un control, y comparan todos

los demas grupos con este.

Por medio de comparaciones mdultiples por el test de Dunnet (tabla 5) se

establecié que los extractos de Rosmarinus officinalis L. (Romero) al 25, 50, 75 y

100 % presentaron halos de inhibicion con una diferencia estadisticamente

significativa comparado con ciprofloxacino frente a cepas Streptococcus mutans
ATCC 25175.

e Hipodtesis especifica 3

His: Si existe efecto antimicrobiano del extracto etandlico del Arthemisia

absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus officinalis L. (Romero) comparado con

el Ciprofloxacino en cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Decisién: Por consiguiente, se rechaza la hipétesis alternativa.
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4.2 Discusion de resultados

Los metabolitos secundarios con mayor presencia identificados en el presente
estudio con respecto al Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) fueron: los flavonoides y
alcaloides, los cuales presentaron un nivel de presencia alto (+++). En cuanto a
los metabolitos secundarios encontrados en el Rosmarinus officinalis L. (Romero):
compuestos fendlicos, taninos, flavonoides y saponinas, los cuales presentaron
un nivel de presencia alto (+++). En la prueba de solubilidad realizada a ambas
plantas se obtuvieron los resultados positivos en etanol y agua.

Barrios F. Quispe P, (2017) ®”, en su estudio se determiné el efecto
antimicrobiano in vitro del aceite esencial de las hojas de Artemisia absinthium L.

“Ajenjo” sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Contrario de los metabolitos encontrados en la investigacion, Barrios F. Quispe
P revelaron la presencia de taninos condensados, asi como la presencia de
flavonas El analisis por cromatografia en capa fina identifico la existencia de
taninos con Rf de 0.52 y 0.89.

Por otro lado, en cuanto al andlisis microbiologico del Ajenjo resulto que la
concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial fue de 6.25 pL/mL,
equivalente a 0.63%, la concentracibn minima bactericida fue determinada bajo el
proceso de siembra en placa, siendo esta de 12.5 uL/mL equivalente a 1.25% del
aceite esencial. Finalmente se determind la sensibilidad bacteriana frente a
Staphylococcus aureus en diversas concentraciones que van desde 0.16 hasta el
100% de aceite esencial de Artemisia absinthium L “ajenjo”, con halos de
inhibicién de 3.1 a 19.5 mm a excepcién de la concentracion de 0.16%, asi
mismo, no se encontrd halos de inhibicion en los discos con etanol absoluto , por
otro lado al comparar con eritromicina se encontré que ninguna concentracion de
aceite esencial se iguala a la potencia antibacteriana de la eritromicina debido a
gue el halo maximo a 100% de aceite esencial fue de 19.5 mmy el de eritromicina
de 29.1 mm @7,

72



En la tabla N°13 del presente estudio se describe los valores en mm del grado de
inhibicion de cada placa con Streptococcus mutans, donde se evidencia que en el
grupo experimental extracto etandlico de ajenjo 100 % la medida minima fue 13
mm y la maxima 16 mm de inhibicién, al 75 % la medida minima fue 7 mmy la
maxima 8 mm de inhibicién, al 50 % la medida minima fue 6 mm y la maxima 7

mm de inhibicién y al 25 % la medida fue de 6 mm de inhibicion.

Segun los resultados estadistico cada grupo experimental tuvo una media de:
24,8000 mm para ciprofloxacino, 15,3000 m para extracto de 100 %, 7,8000 mm
para extracto de 75 %, y 6,9000 para 50 %. En los resultados del extracto
etandlico de Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) frente a cepas Streptococcus
mutans ATCC 25175 evidencia una medida en mm de 25 en ciprofloxacino, 16 en
100 %, 8 en 75 %, 7 en 50 % y 6 mm en 25 %.

Taylor P. Purca P. (2013) ™ en su estudio determinaron la efectividad
antibacteriana in vitro del extracto etanolico de Rosmarinus officinalis (romero) en
concentrados de: 25 mg/ml, 50 mg/ml y 75 mg/ml sobre la flora salival y se hizo la
comparacion con el control positivo la clorhexidina 0,12 % y el negativo con el

agua destilada.

Escogieron a 22 personas atendidas en la clinica de la Facultad de Odontologia
de la UNMSM, en donde fueron tomadas las muestras de saliva para su
evaluacion microbiologica. Se planto en medio de cultivo Agar Tripticasa soya,
utilizando el método de difusion en vasijas incubandose en 24h y 48h a 37° C.
Obteniéndose halos de inhibicion de 12,47 mm en promedio para 25 mg/ml, 17
mm para 50 mg/ml, 20,56 para 75 mg/ml, 15,56 para la clorhexidina 0,12 % y 5
mm para el agua destilada. De los resultados se demostré que el extracto
etanolico de Rosmarinus officinalis, tiene consecuencias antibacterianas en flora

salival 2,
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En el presente estudio sobre el romero se usaron otras concentraciones de
extracto etandlico y el grupo control positivo ha sido ciprofloxacino, en la tabla
N°13 se describe los valores en mm del grado de inhibicion de cada placa con
Streptococcus mutans en el presente estudio invitro, donde se evidencia que en el
grupo experimental extracto etandélico de romero 50 % la medida fue de 12 mmy

méaximo 13 mm de inhibicion.

Por medio de comparaciones multiples por el test de Dunnet se determiné que los
extractos de Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) Rosmarinus oficinales (Romero) al
25, 50, 75 y 100 % presentaron halos de inhibicion con una diferencia
estadisticamente significativa comparado con ciprofloxacino frente a cepas

Streptococcus mutans.

Por otro lado, Melissa N. Gutiérrez M. (2013) *® en su estudio emplearon cuatro
concentraciones de 250: 500: 750 y 1000 mg/ml de extracto hidroalcohdlico de
hojas de Rosmarinus Officinalis L. y como control de inhibicion: penicilina. A fin de
calcular la reaccion del extracto en el microorganismo se uso el método de Kirby
Bauer variado, plantando un inoculo generalizado con el patron de turbiedad 0.5
de Nefelémetro de McFarland en placas de Agar Mueller Hinton por la técnica de
siembra de superficie. Obteniendo como resultado que el promedio de los halos
de inhibiciéon de los cultivos de Streptococcus B-hemolitico conseguido en
diversas  concentraciones ensayadas, aumenta de 22,3 a 37,3 mm. Cuanto
mayor es la concentracion de la esencia hidroalcohdlico de Rosmarinus officinalis
L. “romero” en el rango de 250 a 1000 mg/ml, se incrementa el diametro de halo
de inhibicion de Streptococcus B-hemolitico estos resultados muestran indices
muy distintos al presente estudio realizado ya que se utilizo diferentes
concentraciones y la procedencia del Romero fue de otra regién, o el

Streptococcus B-hemolitico es mas sensible a los metabolitos expuestos 9.

Sin embargo, Loja M. (2017) ® en su investigacion la cual hizo en el laboratorio
de microbiologia de la Universidad Sefior de Sipan. La cantidad de muestra a

utilizar fue de 100 uL de colutorio a base de extracto alcohdlico de Rosmarinus
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officinalis L. y una solucién bacteriana de Streptococcus mutans y Enterococcus
faecalis en concentrado de 1,5x108 UFC/ml. Se utilizo 2 métodos, el de difusion
en placa que comprobé la medida antibacteriana del colutorio y el de
microdiluciébn en microplaca que estableci6é la concentracién minima inhibitoria
(CMI) y la concentracién minima bactericida (CMB). Teniendo como resultado que
el colutorio realizado a base de extracto alcohdlico de R. officinalis posee un
resultado antibacteriano in vitro en comparacion a Streptococcus mutans y
Enterococcus faecalis sobrepasando al control positivo Gluconato de clorhexidina
al 0,12% con un 30% de inhibicién. Ademas, se determiné la CMI y la CMB del
colutorio realizado a base de extracto alcohdlico de Rosmarinus officinalis sobre

Streptococcus mutans de 2 mg/mL y 5 mg/mL al respecto 9.

Segun los resultados estadistico del presente estudio cada grupo experimental
tuvo una media de: 24,5000 mm para ciprofloxacino, 13,7000 m para extracto de
100 %, 10,8000 mm para extracto de 75 %, y 12,3000 para 50 % y 8.800 para 25
% de concentracion de extracto respectivamente. Se evidencié una medida de 25
mm en ciprofloxacino, 14 mm en 100 %, 11 mm en 75 %, 13 mm en 50 % y 9 mm
en 25 % de concentracion de extracto de Romero respectivamente 1o que indica
gue tiene efecto antibacteriano considerable pero no es similar al grupo control
positivo Ciprofloxacino ya que este medicamento presento un grado mayor de

inhibicidon en dicha bacteria.
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5.1.

1.

CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Existen metabolitos secundarios de extracto etandlico del Arthemisia
absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus officinalis L. (Romero) como los

flavonoides, alcaloides, compuestos fendlicos, taninos y saponinas.

Se comprobd que la concentracién 6ptima del extracto etandlico del
Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus officinalis L. (Romero) que
genere efecto antibacteriano, in vitro, en cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175 es de 75 % y 100 % ya que se demostro que al 50 y 25 % los
halos de inhibicion son inferiores a 10 mm por lo que no se considera

efecto antibacteriano a esas concentraciones.

Se establecio el efecto antimicrobiano del extracto etanolico del Arthemisia
absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus officinalis L. (Romero) comparado con
el ciprofloxacino en cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175. Los
extractos presentaron halos de inhibicion inferiores en 75% y 100% a las
del medicamento con una diferencia considerable en forma estadistica. Por
lo que se concluye que el efecto del Ciprofloxacino es mayor al de los

extractos.
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5.2.

1.

Recomendaciones

Se recomienda realizar nuevos estudios de ambas plantas con distintos
métodos microbioldgicos para confirmar los resultados de la investigacion
encontrados y asi contribuir a una alternativa de tratamiento para las
infecciones causadas por Streptococcus mutans ATCC 25175 en la

poblacion.

Se recomienda cuantificar los metabolitos secundarios de extracto
etanolico del Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus officinalis L.
(Romero que generen efecto antibacteriano tales como los flavonoides,
alcaloides, compuestos fendlicos, taninos y saponinas para tener mayor

sustento cientifico en base a las dos plantas estudiadas.
Se recomienda utilizar diferentes concentraciones en el estudio de las dos

plantas, asi mismo evidenciar su efecto antibacteriano sinérgico in vitro,

frente a las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.
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Anexo 1. Matriz de Consistencia

TITULO

“Efecto antibacteriano, in vitro, del extracto etandélico del Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus officinalis (Romero) en cepas de Streptococcus mutans”

PROBLEMA GENERAL

OBJETIVO GENERAL

HIPOTESIS GENERAL

OPERACIONALIZACION DE LAS
VARIABLES

METODOLOGIA

Observacional

INSTRUMENTOS

¢El extracto etandlico de Arthemisia
absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus

Determinar el efecto antibacteriano
del extracto etandlico de Arthemisia

El extracto etandlico de Arthemisia
absinthium L. (Ajenjo) y

VARIABLE
INDEPENDIENTE

INDICADORES

TIPO

officinalis L. (Romero) posee efecto | absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus | Rosmarinus officinalis L. (Romero) [ Extracto Etandlico | -Metabolitos Experimental
antibacteriano frente a las cepas de | officinalis L. (Romero) frente a las | posee efecto antibacteriano in vitro | de Arthemisia | secundarios Transversal
Streptococcus mutans? cepas de Streptococcus mutans. frente a las cepas de | absinthium R Grado de
Streptococcus mutans. L. (Ajenjo) y | concentracién en
Rosmarinus mg/Kg
officinalis - Frecuencia de
L. (Romero) aplicacién
- Tiempo de aplicacion
PROBLEMAS ESPECIFICOS OBJETIVOS ESPECIFICOS HIPOTESIS ESPECIFICAS VARIABLE INDICADORES NIVEL
DEPENDIENTE
¢ Existe metabolitos secundarios del | Determinar si existen metabolitos | Existen metabolitos secundarios Cuantitativo -
extracto etandlico de Arthemisia | secundarios de extracto etandlico de | del extracto etandlico de | Efecto Halos de inhibiciéon de | Aplicado
absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus | Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y | Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y | Antibacteriano Streptococcus mutans
officinalis L. (Romero) Rosmarinus officinalis L. (Romero) Rosmarinus officinalis L. (Romero) ATCC 25175
que generan efecto antibacteriano,
in vitro, en cepas de Streptococcus
mutans.
¢Existira una concentracion 6ptima | Comprobar Si existe una | Existe una concentracién O6ptima
del extracto etandlico de Arthemisia | concentracion o6ptima del extracto | del extracto etandlico de
absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus | etandlico de Arthemisia absinthium | Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) y
officinalis L. (Romero) que genere | L. (Ajenjo) y Rosmarinus officinalis | Rosmarinus officinalis L. (Romero)
efecto antibacteriano, in vitro, en | L. (Romero) que genere efecto | ) que genera efecto antibacteriano,
cepas de Streptococcus mutans | antibacteriano, in vitro, en cepas de | in vitro, en cepas Streptococcus
ATCC 251757 Streptococcus mutans ATCC 25175. | mutans ATCC 25175.
¢;Existe efecto antimicrobiano del | Determinar si existe el efecto | Existe efecto antimicrobiano del DISENO

extracto etandlico de Arthemisia
absinthium L. (Ajenjo) y Rosmarinus
officinalis L. (Romero) comparado
con el Ciprofloxacino en cepas de
Streptococcus mutans ATCC
251757

antimicrobiano del extracto etanélico
de Arthemisia absinthium L. (Ajenjo)
y Rosmarinus officinalis
L. (Romero) comparado con el
Ciprofloxacino en cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175.

extracto etandlico de Arthemisia
absinthium L. (Ajenjo) y
Rosmarinus officinalis L. (Romero)
comparado con el Ciprofloxacino
en cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175.

EXPERIMENTAL

POBLACION
Arthemisia absinthium

L. (Ajenjo) y Rosmarinus
officinalis L. (Romero)

Cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175

Muestra:

Extracto etandlico de
Arthemisia absinthium

L. (Ajenjo) y Rosmarinus
officinalis L. (Romero

60 placas con cepas de
Streptococcus mutans
ATCC 25175

-Técnica:

Maceracién
Marcha fitoquimica
Método de Difusion en Placa

-Instrumento:

Ficha validada de recoleccién
de datos
Para medicion
variables

de ambas
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Anexo 1. Constancia de participacion en el proceso microbioldgico.

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Perti, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

EL DIRECTOR DEL CENTRO DE CONTROL ANALITICO DE LA
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA:

CONSTANCIA DE PARTICIPACION EN
PROCESO DE ANALISIS

A las Srtas. DEYSI VICTORIA RAMIREZ ILLESCA Y RUTH
ROXANA CACERES VICENCIO, quienes fueron participes' de la
realizacién del andlisis de Efecto Antimicrobiano frente a la cepa
Streptococcus Mutans en sus muestras “Extracto Etandlico del
Arthemisia Absinthium L. (Ajenjo) y Extracto Etandlico de
Rosamarinus Officinalis (Romero)” , para la implementacion de su tesis,
en nuestro Laboratorio del Centro de Control Analitico -
CENPROFARMA

Se expide el presente documento a solicitud de las interesadas, para

los fines que estimen por conveniente.

Lima, 25 de Enero del 2019

dac &
e IRECCY &S
Uef-'aﬂ“ﬂ"'\"s

ROFESION DEL MEDICAMENTO, DEL ALIMENTO Y DEL TOXICO”

ico Lima 1 - Pertt BUREAU VERITAS
‘DX Ap. Postal 4559 - Lima 1 Certification
v

[farmacia.unmsm.edu.pe
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Anexo 2. Constancia de clasificacion taxonédmica de Rosmarinus officinalis

L. (Romero).

P U A A S A 3000,
M Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA £ %
Po's'a ¥ VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO {\ Ruteris 9
VICERRECTORADO DE
§ westorconvroscuaoo MUSEO DE HISTORIA NATURAL B

“Afio del Didlogo y la Reconciliacién Nacional”

CONSTANCIA N°456-USM-2018

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (planta completa), recibida de Deysi Victoria Ramirez Illesca y Ruth
Roxana Caceres Vicencio; estudiantes de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas vy
Bioquimica de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega; ha sido estudiada y clasificada como:
Rosmarinus officinalis L.; y tiene la siguiente posicién taxondmica, y tiene la siguiente posicién
taxonémica, segun el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988):
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA

CLASE: MAGNOLIOPSIDA

SUB-CLASE: ASTERIDAE
ORDEN: LAMIALES
FAMILIA: LAMIACEAE
GENERO: Rosmarinus
ESPECIE: Rosmarinus officinalis L.;

Nombre vulgar: “Romero”.

Determinado por: Mg. Asuncién Cano Echevarria

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que
estimen conveniente.

Lima, 11 de diciembre de 2018

7S e
.//é' ¢ uncién A. Cano Echevarria
i \ EL HERBARIO SAN MARCOS (USM)
ACE/ ddb \\.',‘?;‘,, Q'Q
: f: AR ‘(p?/_, -
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Anexo 4. Constancia de clasificacion taxonémica de Arthemisia absinthium

L. (Ajenjo)

¢ UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS 100
,\'/\‘/‘« Universidad del Perti, DECANA DE AMERICA %
m VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO

VICERRECTORADO DE

IESTGAGONYP0SGRAC0 MUSEO DE HISTORIA NATURAL

"Afio del Didlogo y la Reconciliacién Nacional”

CONSTANCIA N°457-USM-2018

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL,
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA
QUE:

La muestra vegetal (tallo, hojas), recibida de Deysi Victoria Ramirez Illesca y Ruth
Roxana Caceres Vicencio; estudiantes de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y
Bioquimica de la Universidad Inca Garcilaso de la Vega; ha sido estudiada y clasificada
como: Artemisia absinthium L.; y tiene la siguiente posicidn taxondmica, segln el
Sistema de Clasificacién de Cronquist (1981):
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: ASTERIDAE
ORDEN: ASTERALES
FAMILIA: ASTERACEAE
GENERO: Artemisia
ESPECIE: Artemisia absinthium L

Nombre vulgar: “Ajenjo”
Determinado por: Mag. Hamilton Beltrdn Santiago

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que
estime conveniente.

Lima, 10 diciembre de 2018

ACE/ddb
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Anexo 5. Marcha Fitoquimica

Fotografia 1. Recoleccion de la muestra
Fuente: Elaboracion propia, 2019.

Fotografia 2 y 3. Limpieza y seleccidon de las muestras
Fuente: Elaboraci6n propia, 2019.
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Fotografia 4 y 5. Secado de muestras
Fuente: Elaboracion propia, 2019.

Fotografia 6 y 7. Filtrado y destilacion de las muestras
Fuente: Elaboracién propia, 2019.
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Fotografia 8 y 9. Reactivos y marcha

fitoquimica realizada a ambas plantas.
Fuente: Elaboracion propia, 2019.

Fotografia 10y 11. Prueba de solubilidad realizada a ambas plantas.
Fuente: Elaboracién propia, 2019.
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Anexo 6. Procedimiento microbiolégico

Fotografia 12 y 13. Activacion de la cepa y preparacion del medio de cultivo.

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

Fotografia 14 y 15. Preparacion de las muestras en diferentes disoluciones
100%, 75%, 50% y 25%

Fuente: Elaboracién propia, 2019.
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Fotografia 16 y 17. Preparacién del inoculo e inoculacién de las placas
Fuente: Elaboracion propia, 2019.

Fotografia 18 y 19. Formacion de pocillos y sembrado de las muestras y
controles
Fuente: Elaboracion propia, 2019.
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Fotografia 20 y 21. Medicion de halos de inhibicién con un vernier

debidamente calibrado.
Fuente: Elaboracion propia, 2019.
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Anexo 7. Resultados microbiolégicos obtenidos de anélisis de Arthemisia
absinthium L. (Ajenjo) en cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175

Fotografia 22 y 23. Andlisis de
Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) en cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175 al 25%.

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

Fotografia 24 y 25. Andlisis de Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) en cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175 al 50%.

Fuente: Elaboracién propia, 2019.
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Fotografia 26 y 27. Andlisis de Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) en cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175 al 75%.

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

Fotografia 28 y 29. Analisis de Arthemisia absinthium L. (Ajenjo) en cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175 al 100%.

Fuente: Elaboracién propia, 2019.
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Anexo 3 Resultados microbiolégicos obtenidos de anélisis de Rosmarinus

officinalis L. (Romero) en cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175

Fotografia 30 y 31. Analisis de Rosmarinus officinalis L. (Romero) en cepas
de Streptococcus mutans ATCC 25175 al 25%.

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

Fotografia 32 y 33. Analisis de Rosmarinus officinalis L. (Romero) en cepas
de Streptococcus mutans ATCC 25175 al 50%.

Fuente: Elaboracién propia, 2019.
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Fotografia 34 y 35. Andlisis de Rosmarinus officinalis L. (Romero) en cepas
de Streptococcus mutans ATCC 25175 al 75%.

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

Fotografia 36 y 37. Analisis de Rosmarinus officinalis L. (Romero) en cepas
de Streptococcus mutans ATCC 25175 al 100%.

Fuente: Elaboracién propia, 2019.
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Anexo 8. Resultados microbiol6gicos obtenidos de anélisis de Rosmarinus
officinalis L. (Romero) en cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175

Fotografia 38 y 39. Analisis del grupo control blanco en cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Fuente: Elaboracion propia, 2019.

Fotografia 40y 41. Analisis del grupo control positivo(Ciprofloxacino) en
cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Fuente: Elaboracién propia, 2019.
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FICHA DE RECOLECCIONDE DATOS
FROCEDIMIENTO MICROEIOLAGICO
"EFECTOANTIEBACTERI MO, INWVITRO, DEL EATRACTO ETANOLICO DE

Arthenisia absinthivnr L. [Ajenpo]y Resaaring s afficirais L. [Romero )
EM CEFAS DE Streptocoooy s mddns

Anexo 4. Ficha de recoleccién de datos, procedimiento microbioldgico



FICHA DE RECOLECCION DE DATOS
MARCHA FITORUIMICA

“EFECTO ANTIBACTERIAND, IN VITRO, DEL EXTRACTC ETANOLICO DE

Arthemisia absinihivn L. [Ajenjo] ¥ Rosmanines efficinglis L. [Romera)
EN CEPAS DE Sfrepfococcys mufans"

1| S COMORAT | Faylng ay Feilhg | Prechtias aiarmifads Bl
Nayer Precipitad b
0 27e ydont Precipiado rjoo 3|3
2. | &LCALOIDES = el |
Soppeschely Fl'ECl:lrEj:l EIE]E
Be riand Coloracin nFa
T | COMPUESTOR
4 | TANINDS Geltia 1% Precipitad: deiso b
5. | FLAVONDIDES Sihod Fruaioks: Rojoamageis
" | -TRERPENOS Lieberman Cobracii Rk
7. | S PONINAS Hzid Fom 3c¥i dé eepim
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Anexo 11. Ficha de prueba de solubilidad

H® Solvertes

Ideritificacian

“EFECTO ANTIBACTERIAND, INYITRD, DEL EXTRACTO ETANOLICO DE

Arthertisid 2bsinfhivr L. [Ajenjo] ¥ Rosararinus officinalis L. [Romera)
EM CEFAS DE Sfrepfococous nufans"

Resultado

1. Claraformo

Soluble, insoluble,
moderadamente
soluble, totalmente
soluble

2. Propanal

Soluble, inzoluble,
moderadamente
soluble, totalmente
soluble

2 Banol 96°

soluble, insoluble,
moderadamente
soluble, totalmente
soluble

i, Banol 70°

soluble, insoluble,
moderadamente
zoluble, totalmente
soluble

soluble, insoluble,
moderadamente
zoluble, totalmente
soluble

Lirye bifE:
(-] : izalib, [++ T Mok radam ek Solbk.

[+]:PocoSolblk,  [+++); Tolime e Sobk.
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Anexo 12. Validacién de instrumento de investigacion

INDICADORES

L

Universidad -
Inca arcilaso de fa Vega
v M

o

FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA
FICHA DE VALIDACION POR JUICIO DE EXPERTOS

YEFECTO ANTISACTERIANO, N VITRO, DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL ARTHEMISIA
ABSINTHIM L. (AJENJD) ¥ ROSMARINUS OFFICINALIS (ROMERO) EN CEPAS DE
STREFTOCOCCUS MUTANS"

1 DATOS GENERALES

1.1~ Apeilido y nombres del expertor. L hez

(J'{Cs'c!c\ Lk(’ o

1.2.- Cargo # institucion donge b ... CE 00 ()
1.3~ Geado scadémmico: . IO Sler

A&'_f\{' LAl e

registro colegio profesional Q8279

1.4~ Nombre de instrumento y motivo de evaluacién: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS
1.5~ Autor dw instrumenta: Caceres YVicencio Roxana y Ramicez flesca Deysi

1.6, atructionss: Luego de analaar of instramanto y cotejar ia investigacion con ta matriz
de consistenca de a preseste, le solcitamaos gue, on Sase » w oritenc v spenenc
peofesional, valde dicha instrumento paes su aphcacin

Ncta: Pars £ada criterio considere b oscia de 1 # 10 dorde:

|13 Muypoco [35.Poco | 57.-Regular

CRITERICS

T7 8 -Aceptable | 10, Mhuy aceptabie |

PUNTUACKN

.- Claridad
2.- Objetividad

Extd formuiado o Ingtrumenta com wn lengiaje
aprepisdo,

d[a[sef7]e

El instrumesto evidencia recope de datca
_| thsarvables

£ inatrurmmeto w acdecaa 3 ot crhenos
chatificor y tecnoligicos

£l IsTrumeeto Cene e emuuoés—ﬁfn

Fm sutciarzas a0 cactisad y calidaa los
slarmmrtca gow confoeman sl mtrumenia

&-Coharancia

Es 3decunto pars recclectar 05 22005 de
maeche TRoQuinia y proceso microlioligios
delestudie.

7. Consistenca | 5 tows an aspecios 1#0rkos cestifions de Iy

_| Foquimica, Farmacogaosia y microbicleghe

Existe cobeencn y ralads de kos Rerm,
indcadores, les dimensicoes y kes vartabl

5.« Metodologla

Ly esiratagiy resgonde o proposto de B
_ problemdtica de b iovestigaciin

10.- Purtinescia

£ iratrarmentc musstts s relaciin emtre los
companmrbes dw ls (rvartipacidn v s
adecuscidn ol métod tifco

Total parchl

| -
Towd

11, OPRNION DE APLICABSUDAD:
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1. PROMEDIO DE VALORACION. .7~/ Puntuacidn

Farma del Dxperto
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i : " Universidad
I Gancilaso de Lla Vepa

Mwvme T o Aues e e wee

FACULTAD DE CIENCIAS FARNACEUTICAS Y BIOQUIMICA
FICHA DE VALIDACION POR JUICIO DE EXPERTOS

"UFECTO ANTIBACTERIANG, IN VITRO, DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL ARTHEMWSIA
ABSINTHUM L. (AJENJO) Y ROSMARINUS OFFICINALIS (ROMERD) EN CEPAS DI
STREFTOCOCCUS MUTANS"

1. DATOS GENERALES
11 Apuauoymuuup«m_j;\"“" \i‘z‘l e TR

1.2 Cargo @ matituckie donde labgra: RS Rl

1.3~ Grado académico: SONEIE  registro colegio profesional . Sy
L4 Nombre de instrumento y motivo de evaluacion: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS
1.5~ Autor de Instrumento: Ciceres Vicencio Roxana y Ramives Mlesca Deys!

1.6 - metrucciones: Lusgo de analaar of Instremento y cotejar fa investigacion con la masriz
de consilencia de la presents, (o solicitamos que, en base » s oriteno v sxpernienciy
profescnal, vakde dicha instrumento pars su aplcacion

Nota: Para cada criter'o considere b escale de 1 4 10 dond

|13 Muypoto |35-Poco | S7-Regular | 7.9.-Aceptable | 10.Muy sceptable |

PUNTUACKON
AR T~ 1[2]3| 4[5 6 [ 7] ul
L Caridad Esth formulado of Instrumento con un umm ‘ ¢
aproplado. ‘ )
2.~ Objetividad Hl iratrumento svidenca recoo de catce 3(
chsarvathe = .
3.« Acwalidad £l instrumento se adecia 3 05 erhenos
Contificos y secnokigioos. )‘ﬁ
4. -Ovganizacion E iratrummnto tiese e organicacan Bgks. <
5.« Suficiente smwr«mmammuumm v
| demartcs que conforman ol nstnumanto
.- Intemcionalidad | £s sdecuads para recolectis 03 dates de
marchs floquimica y proceso microsiciégico ‘(
| delsatutlo, o T vl
7.-Consistendia | Se basa en xspectos tedvices cheneTioos de ]
| Fiioquiimice, Farmacognosis y microbiclogie
B.- Coberencla Existe coburence y relecion de boa flems, \A
Indicadzras, b dimensonms y las vanab e | =
0-Metodologia | Ls estranessa responde ol peepdsha de b Tl >
profembtics de la imestigasidn
10 Pertinendla B inatruments musstra s relacidn ectss s
componarees de ls masstigacidn y tu X
adecuscion sl matndo clentdico == | | S 6
Teta! garcal
Tota!
— A
1L OPINION DE APLICABILIDAD:

B e it e e L L P R e

104



P .
11, PROMEDIO DE VALORACION ey Puntuadidén
; No wikdo, refermular
R = Sovi
Ry = ‘ ilda, majers
’ 300 Vildo, asicar

Hrma de Experto

105



: Universidad
| Inco Carcilaso de la Vega
. Sororen T e e b

FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS ¥ BIOQUIMICA
FICHA DE VALIDACION POR JUICXO DE EXPERTOS

"EFECTO ANTIBACTERMNO, IN VITRO, DEL EXTRACTO ETANOUCO DEL ARTHEMISIA

ABSINTHILM (. (AJENJO) Y ROSMARINUS OFFICINALIS (ROMERO) EN CEPAS DE

STREPTOCOCCUS MUTANS™
L DATOS GENERALES - \ T
L1~ Agelide y rombres del experto:........ h\‘...\.&}‘ Al Yﬂ TN \\\\ n

1.2.- Cargo e institurion a*a e T, 75 N

1.3.- Grado scademico. ...} .&N"‘ﬁf\ﬁe... repistro colagio profesional ...
1.4.- Nombre de instruments y motive de eviluaciin: FICHA DE RECOLECCION Of paTOS
1.5+ Autor de instrumento: Céeeres Vicencio Rowana y Ramires Wescy Deysi

L6~ nstrucciones: Lusgo de anakaar of Instremento ¥ cotejar b investigacion cen ls matriz
de comsstencia de la prmsente, le soficitamos que, on Base # U criteno v esperiencl
profesional, valide dicho instremento Para su aphcackin,
m:vanggammyg_n_hogahdo 13 10 doade;

|13 Muypoco [35Poco | 5.7, Regular | 78.acepuable | 10-Muy aceptatie |

PUNTUACION

bicesnad ’ﬁzﬂa's}s7|9w
| st formmulado o Instrumerto con un eguaie | | | =kt
”llmtmm::ndmm.opdom | i | J =
churvabies = = =l o I
llhﬂvmumu-umm |
SemMocytocnobigkes | - Y . 10 e
&mhmnmo!hmummbuihm.
Som suficharnes en canticd y colidad lon I Nl ] \ ’ J ‘* l
tementon gee confoeman el nstruments. ol [ = = it |
£3 adeciando pare recolectar of detce de *
marcha ftoguimica y process mirobioldgen o b
K J AR AN bt L § ] —
| S by e aspecton tedricos chertoos de b ’ ‘ ‘ ' t 1
L Thequimica, Farmacogrosia y microtélogie | —tk | By hae
hm(w«mvnmamm ‘ ' | | |
ndicagores, lax dimensiones y s variables. S S N A O B K
Lo mtratega responde ol progdaito de s |
protlemétcn de ls ivestigesdn = = | | , , 4"_‘_
| B instramente musstrs ks reiscién satre fos =l i '
composesta 2o b irvevtgecdn v o | J — i
sdeciackin o métods cemifeo. . = | ) ) j 1 :
Toral parcet —1 | )
 — L N
e R X L1 | 5=

106



L FROSADND DE VALDRACIOM_

‘qﬁd__l e
3% Bolnn | HM".'I.IH

Flrm,.:h?ﬁw

Murduacid,
1035 Pz vl Bz, rbewrm il ar
551 Fii i, modificar
EL-7E

Yiakds, mespor
fe=L00 | Vi Rk, spkoar

107



Anexo 13. Certificado de la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175
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