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RESUMEN

La caries dental es una de las enfermedades més frecuentes a nivel mundial y
debido a su prevalecia se comenzo a utilizar la fitoterapia como tratamiento alternativo,
la Hibiscus sabdariffa L. posee gran variedad de propiedades terapéuticas de las cuales
en este estudio destaca su actividad antibacterial. Objetivo: El objetivo de esta
investigacion fue determinar el efecto antibacterial in vitro del extracto etandlico de
Hibiscus sabdariffa L. sobre cepas de Streptococcus mutans a las 24 y 48 horas.
Materiales y métodos: La investigacion fue aplicativa de disefio experimental y
medicién prospectiva. La muestra fue obtenida de pacientes que firmaron el
consentimiento informado para asi poder obtener las cepas de Streptococcus mutans. Se
cultivaron en 16 placas Petri y en cada placa se distribuyeron 7 discos de papel filtro N°4,
la técnica fue de difusién por disco de Kirby Bauer con pozos, con un total de 112 discos
y pozos; las placas Petri se dividieron en 4 grupos de acuerdo a las concentraciones del
extracto etandlico de Hibiscus sabdariffa L. que se obtuvo por maceracion con alcohol al
96% para obtener una muestra al 100% extracto etandlico de Hibiscus sabdariffa L. y
para obtener las concentraciones de 25%, 50% y 75% se utiliz6 alcohol para realizar las
diluciones. Se considerd la clorhexidina al 0.12% como control positivo y al agua
destilada como control negativo. Resultados: Sé demostr6 que la Hibiscus sabdariffa L.
tiene efecto inhibitorio. EI mejor efecto se registr6 a las 48 horas al 100% de
concentracion. Obteniendo un halo de inhibicién de 14.23mm. Conclusion: El extracto
etandlico de la Hibiscus sabdariffa L. si tiene efecto antibacterial in vitro sobre las cepas

de Streptococcus mutans.

Palabras Clave: Extracto etandlico, Hibiscus sabdariffa L, Streptococcus

mutans.
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ABSTRACT

Dental caries is one of the most frequent diseases worldwide and due to its
prevalence, phytotherapy began to be used as an alternative treatment. Hibiscus
sabdariffa L. has a wide variety of therapeutic properties, of which its antibacterial
activity stands out in this study. Objective: The objective of this research was to
determine the in vitro antibacterial effect of the ethanolic extract of Hibiscus sabdariffa
L. on strains of Streptococcus mutans at 24 and 48 hours. Materials and methods: The
research was applied to experimental design and prospective measurement. The sample
was obtained from patients who signed the informed consent in order to obtain the strains
of Streptococcus mutans. They were cultivated in 16 Petri dishes and 7 discs of filter
paper No. 4 were distributed in each plate, the technique was Kirby Bauer disc diffusion
with wells, with a total of 112 discs and wells; the Petri dishes were divided into 4 groups
according to the concentrations of the ethanolic extract of Hibiscus sabdariffa L. that was
obtained by maceration with 96% alcohol to obtain a sample of 100% ethanolic extract
of Hibiscus sabdariffa L. and to obtain the concentrations of 25 %, 50% and 75% alcohol
was used to make the dilutions. Chlorhexidine 0.12% was considered as positive control
and distilled water as negative control. Results: It was shown that Hibiscus sabdariffa L.
has an inhibitory effect. The best effect was recorded at 48 hours at 100% concentration.
Obtaining an inhibition halo of 14.23mm. Conclusion: The ethanolic extract of Hibiscus

sabdariffa L. does have an in vitro antibacterial effect on Streptococcus mutans strains.

Keywords: Ethanol extract, Hibiscus sabdariffa L, Streptococcus mutans.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Una estrategia cientifica moderna que despertd interés en todo el mundo es la
investigacion de plantas en beneficio de la salud, por lo que se estd acumulando
evidencias que demuestren la efectividad de las propiedades medicinales de las plantas
como agentes terapéuticos en la farmacologia (1), que sean utiles en diferentes patologias.

El Perd tiene una diversa variedad de plantas medicinales por el cual es importante
investigar los efectos terapéuticos, existen muchas especies con propiedades medicinales
aun por descubrir, variedades de plantas por analizar con posibles efectos farmacologicos
que son de gran importancia para la prevencion y el tratamiento en odontologia (2).

En nuestra region no se han encontrado estudios sobre el uso de extractos
etanolicos a base de Hibiscus sabdariffa L. y su actividad antibacteriana que comprueben
las propiedades medicinales y la actividad antibacterial sobre el Streptococcus mutans,
por lo que el presente estudio tiene como objetivo demostrar la efectividad antibacterial
y tiene por finalidad demostrar que los resultados puedan ser utilizados en la préactica
clinica para la prevencion de enfermedades orales en beneficio de nuestros pacientes.

El Streptococcus mutans es el microorganismo mas importante en la formacién
de caries dental. Es un coco Grampositivo, anaerobio facultativo. Se encuentra en forma
permanente en la cavidad oral después de la erupcién dentaria, debido a que requiere la
presencia del tejido duro para colonizar (3).

Todas las superficies de la cavidad bucal estan colonizadas por una microflora
residente que esta en equilibrio con los tejidos bucales conocido como homeostasis. La
microflora residente es beneficiosa para el hospedador y protege los tejidos contra la

colonizacion por microorganismos exdgenos que pueden ser patdgenos. Si se altera la
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homeostasis en la biopelicula dental, puede conducir al desarrollo de caries (4).

Aunque la caries dental es causada por disbiosis microbiana, el Streptococcus
mutans es la especie patdgena predominante. Se ha demostrado que una reduccion o
eliminacidn de esta bacteria previene o reduce la progresion de la caries (5).

La Hibiscus sabdariffa L. es rica en fitoquimicos como los polifenoles,
especialmente antocianinas, los polisacaridos, &cidos organicos, demostrando una enorme
posibilidad de un uso terapéutico moderno (6).

Cuenta con la presencia de compuestos biactivos, muestra actividad
antiinflamatoria, actividad antimicrobiana, actividad antidiabética, actividad anti-
obesidad y antihipertensiva (7). Ademas sus ingredientes naturales tienen bajos efectos
secundarios (8).

Esta hierba se comenzo a utilizar debido a sus beneficios para la salud, la porcién
que se toma para el consumo son los pétalos de las flores rojas. El té de flor de Jamaica
es una bebida agria que puede afectar la secrecion de las glandulas salivales, y asi
optimizar las funciones de la saliva en beneficio de las piezas dentarias (9).

Los estudios fitoquimicos y farmacoldgicos han validado muchos usos
tradicionales de la flor de Jamaica. Se ha demostrado que la posee compuestos bioactivos
que son eficaces para mejorar diversas enfermedades. Su consumo es seguro en dosis
bajas sin ningun efecto adverso en el higado o los rifiones. Por lo tanto, puede usarse
como como alimento (6).

Se realizé este estudio con un grupo experimental de extracto etandlico en
diferentes porcentajes de concentracion (25%, 50%, 75% y 100%) en comparacion con
un grupo control positivo con clorhexidina al 0,12% y un grupo control negativo con agua
destilada.

Por todo lo mencionado este proyecto es importante porque abarca el tema de la
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fitoterapia en el &mbito de la odontologia, considerando que el uso de plantas medicinales
hoy en dia tiene mayor relevancia por ser de mayor accesibilidad y bajo costo. Este
estudio fue realizado con la finalidad de evidenciar el efecto antibacterial del extracto
etandlico de Hibiscus sabdariffa L. sobre cepas de Streptococcus mutans ya que
actualmente no se encuentra muchas investigaciones a nivel nacional a fin de que estos
resultados puedan servir para formular nuevos proyectos que aporten mas conocimientos
sobre la flor de Jamaica; ya que esta planta es conocida, recomendada y muy consumida
en la regién por diferentes males que afronta la poblacién. Este proyecto también servira
para comparar con los antiguos y nuevos estudios que se realizan sobre el efecto
antibacterial de la flor de Jamaica no solo sobre la cepa mencionada en este estudio sino
sobre diferentes tipos de bacterias.
1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
- ¢Existira efecto antibacterial in vitro del extracto etandlico de Hibiscus
sabdariffa L. sobre cepas Streptococcus mutans?
1.2 HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION
1.2.1 Hipotesis general
1.2.1.1 Hipotesis de investigacion
- La Hibiscus sabdariffa L. posee efecto antibacterial sobre las cepas de
Streptococcus mutans.
1.2.1.2 Hipotesis nula
- La Hibiscus sabdariffa L. no posee efecto antibacterial sobre las cepas de
Streptococcus mutans.
1.2.2 Hipotesis especificas
- Existe diferencia del efecto antibacterial del extracto etanodlico de Hibiscus

sabdariffa L. al 25%, 50%, 75% y 100% sobre el Streptococcus mutans a las 24
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horas.

- Existe diferencia del efecto antibacterial del extracto etandlico de Hibiscus
sabdariffa L. al 25%, 50%, 75% y 100% sobre el Streptococcus mutans a las 48
horas.

- Existe diferencia del efecto antibacterial del extracto etanodlico de Hibiscus
sabdariffa L. al 25%, 50%, 75% y 100% sobre el Streptococcus mutans a las 24 y
48 horas.

- Existe diferencia del efecto antibacterial del extracto etanolico de Hibiscus
sabdariffa L. al 25%, 50%, 75%, y 100% sobre el Streptococcus mutans con el
control positivo y el control negativo a las 24 y 48 horas.

1.3 OBJETIVOS
1.3.1 OBJETIVO GENERAL
- Determinar el efecto antibacterial in vitro del extracto etandlico de Hibiscus
sabdariffa L. sobre cepas de Streptococcus mutans Puno 2020
1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el efecto antibacterial del extracto etandlico de Hibiscus sabdariffa L.

al 25%, 50%, 75% y 100% sobre el Streptococcus mutans a las 24 horas.

- Determinar el efecto antibacterial del extracto etandlico de Hibiscus sabdariffa L.
al 25%, 50%, 75% y 100% sobre el Streptococcus mutans a las 48 horas.

- Comparar la diferencia del efecto antibacterial del extracto etanélico de Hibiscus
sabdariffa L. al 25%, 50%, 75% y 100% sobre el Streptococcus mutans a las 24 y
48 horas.

- Comparar la diferencia del efecto antibacterial del extracto etandlico de Hibiscus
sabdariffa L. al 25%, 50%, 75%, y 100% sobre el Streptococcus mutans con el

control positivo y el control negativo a las 24 y 48 horas.
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CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES

2.1.1 Antecedentes Internacionales

Baena S, Piloni J, Santos E, Gobmez C, Rangel E, Castro J. (2019). Tulancingo
Hidalgo-México. Realizaron un estudio de disefio experimental en la que compararon la
efectividad de enjuagues comerciales, clorhexidina y extracto de Hibiscus Sabdariffa L.
con etanol, metanol y acetona, Se tuvo como muestra cepas de bacterias de Streptococcus
mutans, Streptococcus aerus, Streptococcus sanguinis y Capnocytophaga gingivalis en
la que sus resultados mostraron que los enjuagues bucales tienen un efecto antibacteriano
menor que Hibiscus sabdariffa L. extractos y clorhexidina. Concluyendo que Hibiscus
Sabdariffa L. extractos y la clorhexidina alteran la permeabilidad de la membrana
bacteriana mostrando un efecto antimicrobiano significativamente mayor(10).

Machmud E. (2018). Indonesia. Hizo un estudio de disefio experimental en la
que busco analizar la efectividad de las tabletas efervescentes de Hibiscus sabdariffa L.
inhibiendo el crecimiento de colonias de Streptococcus mutans y Candida albicans en
placas de resina acrilica. Se utilizd6 en total 90 planchas de resina acrilica con
Streptococcus mutans y Candida albicans. Las suspensiones se dividieron en tres grupos
de inmersién: el primer grupo se empapod en una solucion de tabletas efervescentes de
Hibiscus sabdariffa L. al 10%, el segundo grupo se empapo en una solucion de tabletas
efervescentes de perborato de sodio y el tercer grupo se empap6 en una solucién de
tabletas efervescentes puras cada una con un intervalo de 5, 10 y 15 minutos. EI nimero
de colonias de Streptococcus mutans y Candida albicans se calculé antes y después de la

inmersion para determinar la eficacia de las tabletas efervescentes. Los resultados que se
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obtuvieron demostraron que las tabletas efervescentes de Hibiscus sabdariffa L. al 10%
mostraron una diferencia significativa antes y después de la inmersién, inhibiendo asi el
crecimiento de colonias de Streptococcus mutans y Candida albicans (p < 0,05). Las
tabletas no mostraron diferencias significativas entre la efectividad de los tiempos de
inmersion de 5, 10 y 15 minutos en el grupo de inmersion de la tableta efervescente de
Hibiscus al 10% vy la tableta efervescente de perborato de sodio contra su efectividad en
la inhibicion de la Streptococcus mutans y Candida albicans colonias, mientras que el
grupo de inmersion con tableta efervescente pura mostré diferencias significativas en la
efectividad entre los tiempos de inmersion de 5, 10 y 15 minutos. Concluyendo que las
tabletas efervescentes de Hibiscus sabdariffa L. son efectivas en la prevencion de colonias
de Streptococcus mutans y Candida albicans como la efectividad con las tabletas
efervescentes de perborato de sodio (11).

Febriyanti I, Dewi I, Indriyani R, Christiono S. (2018). Banjarmasin-
Indonesia. Esta investigacion fue de disefio cuasi experimental donde buscaron conocer
el efecto de los pétalos de Jamaica como solucion reveladora alternativa para identificar
la placa dental. La muestra fue conformada por 45 personas que se dividieron en 3 grupos.
El grupo 1 fue de 15 personas a las que se les administré una concentracion de extracto
de pétalos de Jamaica al 50 %, el grupo 2 a 15 personas a las que se les administré una
concentracion de extracto de pétalos de Jamaica al 100 % vy el grupo 3 (control) a 15
personas a las que se les administrd la solucion reveladora Los resultados del estudio
mostraron que la media del indice de placa después de la aplicacién de la concentracion
de extracto de pétalos de Jamaica al 50 %, al 100 % y la solucidn reveladora fue de 1.720,
1.951, 2.140. Se concluye que hay un efecto significativo de la concentracion de extracto
de pétalos de Jamaica al 100% como una solucion reveladora alternativa para determinar

la placa dental (12).
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Riaz G, Chopra R. (2018). Nueva Delhi-India. Realizaron una revision
bibliografica de la fitoquimica y uso terapéutico de Hibiscus sabdariffa L. en la que se
demuestra que contiene polifenol, flavonoides y antocianinas los cuales aumentan el valor
nutritivo seguido de su propiedad antioxidante; las propiedades que presenta la flor
ejercen actividad antioxidante, antiinflamatoria, anti obesidad, antihipertensivo,
diurética, antimicrobiana, anticancerigena, hepatoprotectora y la inhibicion de la
agregacion de plaquetas sanguineas. Concluyendo que la mayoria de estudios que se
tomaron en esta revision apoyaron con sustento que la Hibiscus sabdariffa L. y sus
componentes son importantes en la prevencion de enfermedades crénicas y degenerativas
asociadas con el estrés oxidativo (6).

Indriani L, Dharmautama M. (2016). Indonesia. En su estudio de disefio
experimental en el que buscaron probar el extracto inhibitorio de la flor de Jamaica con
una concentracion de 2.5%, 5%, 7.5% y 10% contra Porphyromonas gingivalis (bacterias
Gram negativas) y Streptococcus sanguis (bacterias grampositivas) encontraron como
resultados que las concentraciones de extracto de flor de Jamaica, para la Porphyromonas
gingivalis la mayor zona de inhibicion se muestra a una concentracion del 10% con
11,013mm. Sin embargo, el Streptococcus sanguis muestra zona de mayor inhibicion a
una concentracion de 7.5% no a una concentracion de 10% con 13,586mm. Se puede
concluir que el extracto de etanol de las flores de Jamaica es eficaz para inhibir tanto las

bacterias grampositivas como las bacterias gramnegativas (13).

Sulistyani H, Fujita M, Miyakawa H, Nakasawa F. (2016). Hokkaida-Japon.
Realizaron un estudio de disefio experimental que busco el efecto del extracto de caliz de
Hibiscus Sabdariffa L. sobre la viabilidad in vitro y la capacidad de formacion de
biopeliculas de bacterias patdgenas orales, la muestra estuvo conformada por cepas de

Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis, Lactobacillus, Actinomycces,
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Aggregatibacter actinomycetacomitans, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas
gingivalis y Prevotella spp. en la que se tuvo como resultados un efecto inhibitorio sobre
la formacion de biopeliculas y la actividad antibacteriana contra las bacterias orales
utilizadas. En particular, contra Fusobacterium nucleatum, Prevotella spp. vy
Porphyromonas gingivalis. Concluyendo que el extracto de caliz de Hibiscus sabdariffa
L. puede usarse para prevenir enfermedades orales(14)

Singh E, Srivastava S, Singh A. (2016). Rayastan-India. Realizaron una
revision bibliogréfica en la que buscaron determinar las propiedades farmacologicas de
Hibiscus sabdariffa L. donde describen la morfologia, componentes bioquimicos en la
que los resultados demostraron un efecto antibacteriano contra Streptococcus mutans,
Streptococcus aerus, Bacillus stearothermophilus, Micrococcus luteus Serratia
mascencies, Clostridium sporogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Bacilo
cereus y Pseudomonas fluorescencia, pero no afect6 el crecimiento del hongo Candida
albicans; también se corroboro que la Hibiscus sabdariffa L. tiene propiedades
antidiabéticas, antioxidantes, anticancerigenas, antiparasitaria, antifngicas, antipiréticas,
antiinflamatorias, antihipertensivas y antianémica. Concluyendo en que Las hierbas son
la fuente natural de la medicacion y no tiene efectos secundarios y podria ayudar a la
prevencion de diversas enfermedades para el bienestar de la salud (7).

Hassan S, Berchova K, Sudomova M. (2016). Republica Checa. Hicieron una
revision bibliografica de las propiedades antimicrobianas, antiparasitarias y
anticancerigenas de la Hibiscus sabdariffa L. y sus fitoquimicos. Se encontrd que contiene
un rico perfil bioactivo responsable de su eficacia terapéutica, como antocianinas,
flavonoides, polisacaridos y acidos organicos que incluyen malico, ascérbico,
hidroxicitrico e Hibisco acido. Ademas, es rico en minerales como el hierro y el calcio

con un bajo contenido de glucosa. Se evidencio que tiene propiedades antimicrobianas,
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antiparasitarias, actividad antibacteriana sobre Streptococcus mutans, Clostridium
esporogenes, Staphylococcus aureus, Bacilo estearotermofilo, Micrococcus luteus,
Serratia mascencias, Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas fluorescens,
y Bacillus cereus. También tiene actividades antifingicas frente a seis patdgenos candidas
especies como Candida albicans, Candida glabrata, Candida guilliermondii, Candida
krusei, Candida parapsilosis y Candida tropicalis; tiene actividad antiparasitaria y
anticancerigena. Concluyendo que la Hibiscus sabdariffa L. es beneficiosa y no presenta
efectos genotoxicos destacables, asi como una gran tolerabilidad. sabdariffa de hibisco se
encontrd que era un gran objetivo como fuente de muchos agentes quimioterapéuticos

atiles en la industria alimentaria y el desarrollo de descubrimiento de farmacos (15).

Mohamed E. (2016). Arabia Saudita. Realizo un estudio de disefio experimental
en la que evalud la eficacia antibacteriana de la Roselle sudanesa (Hibiscus sabdariffa L.).
Se tuvo como muestra 8 tipos de cepas entre Gram positivas (Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis y Bacillus cereus) y Gram negativas (Escherichia
coli, Salmonella enteric, Klebsiella ~ pneumonia, Proteus  vulgaris y Pseudomonas
aeruginosa). Se logr6 como resultados que la mayor actividad antibacteriana la
registré Staphylococcus  aureus (18,5 =+ 0,5mm), seguido de Staphylococcus
epidermidis (17,5 £ 1,5mm), Salmonella enteric (17,5 <+ 1,5mm), Klebsiella

pneumonia (17,5

I+

1,5 mm). 0,5mm), Pseudomonas  aeruginosa (15,5
0,5mm), Escherichia coli (14,5 £ 0,5 mm), Proteus vulgaris (14,5 £ 0,5 mm) y Bacillus
cereus (13,5 = 1,5mm), respectivamente. Concluyendo que el extracto de metanol de
la Hibiscus sabdariffa L. contiene agentes antibacterianos eficaces que revelaron una
considerable zona de inhibicion contra todas las bacterias Gram positivas y Gram

negativas utilizadas en el estudio (16).
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Chandra B, Nagarajappa R, Suma S, Thakur R. (2015). India. Realizaron una
revision bibliografica de 10 tipos de extractos plantas sobre la caries dental y los
microorganismos de la placa en cuanto al uso actual y sus necesidades futuras. Los
extractos considerados en este estudio son: Azadirachta Indica, Ocimum sanctum,
Murraya koenigii |, Acacia nilotica, Eucalyptus camaldulensis, Hibiscus sabdariffa L.,
Mangifera indica, Psidium guajava, Rosa indica y Aloe barbadensis miller. Los
resultados evidenciaron que el extracto acuoso de Azadirachta Indica fue eficaz contra S.
mutans obteniendo una zona de inhibicion de 2,4mm, 3,4mm y 3,8mm. Para el extracto
etandlico de Ocimum sanctum contra Streptococcus mutans Se han evaluado quince
concentraciones diferentes del extracto que oscilan entre el 0,5 % y el 10 %. Cinco
voltmenes diferentes (10uL, 20pL, 30uL, 50puL, y 75uL) Inhibiendo la bacteria en todas
las concentraciones con volumenes maés altos. Con la revision del extracto etanolico y
acuoso de Murraya koenigii L. se evidencio su efectividad contra Streptococcus mutans.
Obteniendo como didmetro de la zona de inhibicion de 16mm y 13,05mm. El aceite de
Eucalyptus camaldulensis ejerce un efecto inhibidor sobre varias bacterias orales que
incluian Streptococcus mutans. El extracto acuoso y etanolico de Hibiscus sabdariffa L.
inhibieron significativamente el crecimiento de Lactobacillus acidophilus vy
Streptococcus mutans (P < 0.05) demostrando el potencial terapéutico del extracto de la
planta contra dos bacterias cariogénicas probadas. Los resultados para Mangifera indica
sobre Streptococcus mutans se encontraron zonas de inhibicion producidas por
concentraciones del 10% y 50% fueron de 1,5mm y 2,9mm. El extracto de Rosa indica
contra Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis y Streptococcus sorbinus. contra
estas bacterias fue > 8 mg/ml y para el extracto acuoso de Aloe barbadensis miller inhibio
al Streptococcus mutans con un halo de 13,05mm. Concluyendo que el uso de extractos

herbales para el control de enfermedades bucodentales se considera una alternativa
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interesante a los antimicrobianos sintéticos debido a su menor impacto negativo y para
superar la resistencia al farmaco durante la terapia. La evidencia actual sugiere que los 10

extractos de plantas tienen eficacia antimicrobiana contra la caries dental (17).

Riwandy A, Aspriyanto D, Budiarti L. (2014). Banjarmasin-Indonesia.
Realizaron un estudio de disefio experimental en la que determinaron la actividad
antimicrobiana del extracto de agua de Hibiscus sabdariffa L. con diferentes
concentraciones en Streptococcus mutans donde se tuvo como muestra las cepas de la
bacteria. Se logré como resultados que el extracto de agua de caliz Hibiscus sabdariffa
L. podria inhibir el crecimiento de Streptococcus mutans de una manera in vitro por lo
tanto se concluye en que las sustancias activas contenidas en los extractos de agua de la
flor en diversas concentraciones pueden producir efectos antibacterianos (18).

Chandrashekar B, Nagarajappa R, Singh Thakur R. (2014). Rajasthan-
India. Estudiaron la eficacia antimicrobiana de diez extractos de hierbas Azadiractha
indica, Psidium guajava, Eucalyptus canaldulensis, Eucalyptus ovate, Acacia nilotica,
Muraya koenigiiL. Sprengel, Rosa rubiginosa, Hibiscus sabdariffa L., Magnifera indica,
Ocimum santuario Linn, Aloe barbadensis en colonizadores primarios de placa. La
muestra estuvo conformada por Cepas bacterianas colonizadores de placa, Streptococcus
mutans, Streptococcus sanguis y Streptococcus salivarius en las que los resultados dieron
a conocer que el didmetro medio mas alto de la zona de inhibicion contra Streptococcus
mutans fue producido por Acacia nilotica seguido por Psidium guajava, Eucalipto ovate,
Muraya koenigiiL S y la Hibiscus sabdariffa L. La zona de inhibicién media mas alta
contra Streptococcus sanguis fue producido por clorhexidina seguido de Acacia nilética,
Eucalyptus ovate, Psidium guajava, Muraya koenigiiL. Sprengel La zona de inhibicion
media mas alta contra Streptococcus salivarius fue producido Psidium guajava seguido

de clorhexidina, Acacia nilotica, Eucalyptus ovate, Muraya koenigiiL. Sprengel y la
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Hibiscus sabdariffa L. Concluyendo que Psidium guajava, Eucalyptus, Acacia nilotica,
Muraya koenigiiL. Sprengel y la Hibiscus sabdariffa L., Magnifera indica, Ocimum
santuario Linn, Aloe barbadensis tienen potencial de inhibir los colonizadores de placa
primarios y podrian usarse como agentes anti placa (19).

Naa Agowa P. (2014). Acra— Ghana. Realizo un estudio de disefio experimental
en la que valoro la actividad antimicrobiana del extracto etandlico y acuoso en 6
concentraciones (0 mg/ml, 12.5 mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml, 100 mg/ml y 200 mg/ml)
de la Hibiscus Sabdariffa L. contra aislados clinicos de bacterias. En la que la muestra
fue conformada por Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis,
Klebsiella sp., Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus. Obteniendo como
resultados que al comparar la actividad antimicrobiana del extracto etanélico y acuoso no
hubo una diferencia significativa (P>0.05); al colocarse en diferentes concentraciones se
mostrd que el extracto etanolico tuvo una alta inhibicidn de crecimiento antimicrobiano
contra el Staphylococcus aureus de 18mm y el extracto acuoso produjo la zona de
inhibicion més alta de 12mm contra Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli de 9mm,
también la investigacion reveld que solo Proteus mirabilis es resistente a los dos tipos de
extractos; tanto el extracto etanolico y acuoso de la Hibiscus sabdariffa L. tienen efecto
sobre bacterias Gram positivas y Gram negativas. Concluyendo que los calices y las hojas
de la planta podrian utilizarse para la produccion de agentes antimicrobianos que
inhibirian significativamente el crecimiento de bacterias (20).

Morales M, Hernundez J, Leiva G, Salinas Y, Soto L y Elencoro J. (2013).
Meéxico. Hicieron un estudio de disefio experimental en la que investigaron la influencia
de la variedad y el solvente de extraccion en la actividad antibacteriana de la Hibiscus
sabdariffa L. calices. Se considero 5 tipos de variedades cultivadas en México: Tecoanapa

(Estado de Guerrero), Huajicori (Estado de Nayarit), Chiautla (Estado de Puebla), Criolla
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de Oaxaca (Estado de Oaxaca) y Alma blanca (Estado de Oaxaca) con estas se produjo 3
tipos de extractos (etandlico, metandlico y acuoso). Como muestra se tuvo las cepas
bacterianas de Salmonella typhimurium y Salmonella choleraesuis. Los resultados
mostraron que los extractos de etanol tuvieron el mayor efecto antimicrobiano contra
Salmonella spp, independiente de la variedad de la flor de Jamaica. La zona de inhibicion
de los extractos de etanol fue aproximadamente un 35% mas grande que la zona de
inhibicidn del extracto de metanol y un 65% mas grande que la de los extractos acuosos.
Los extractos etandlico, metandlico y acuoso de la variedad Alma blanca produjeron el
mayor didmetro de inhibicién mientras que los extractos acuosos de la variedad Chiautla
resultaron los menores diametros de inhibicién. Concluyendo que los extractos de etanol
tuvieron el mayor efecto antimicrobiano sobre la Salmonella choleraesuis siendo este méas
sensible al efecto antimicrobiano que la Salmonella typhimurium (21).

Maciel M, Pinto M, Chaves H, Wiest J. (2012). Séo Paulo -Brasil. Elaboraron
una investigacion de disefio experimental donde evaluaron el extracto alcohdlico de los
calices y de los frutos con semillas de la Hibiscus sabdariffa L. como factor de proteccion
antibacteriano y antioxidante, los anélisis se realizaron sobre cepas de Enterococo
faecalis, Escherichia coli, Salmonella enteritidis y Estafilococo aureus. Los resultados
demostraron que la actividad antimicrobiana del extracto alcohdlico de calices es mayor
que la del extracto alcoholico de frutos con semillas, se encontré también que en los dos
extractos en cuanto a la especie bacteriana hubo mayor actividad bacteriostatica que
bactericida; las bacterias mas sensibles fueron Salmonella enteriditis con un valor
arbitrario de 11.5 y Escherichia coli de 12, los extractos alcohdlicos de calices de hibisco
y frutos con semillas. Streptococcus aureus obtuvieron un valor arbitrario de 5.2. Donde
los valores arbitrarios de 12 a 1 representan la intensidad de la actividad antibacteriana.

Concluyendo que ambas partes de la planta tiene compuestos antimicrobianos que
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inhiben el crecimiento de microorganismos (22).

Afolabi O, Ogunsola F, Cocker A. (2008). Nigeria. Realizaron un estudio de
disefio experimental en la que determinaron la susceptibilidad de Streptococcus mutans
cariogenico a extractos de Garcinia kola, Hibiscus sabdariffa L. y Solanum americanum,
con una muestra de cepas de la bacteria en la que obtuvieron como resultados que el
extracto de Garcinia kola mostro mayor actividad inhibiendo el crecimiento de
Streptococcus mutans cariogénico comparado con Hibiscus sabdariffa L. mientras que
Solanum americanum no mostro ningun efecto directo. Concluyendo que Garnicia kola
y Hibiscus sabdariffa L. tienen efecto antibacteriano directo sobre Streptococcus mutans
(23).

2.1.2 Antecedentes Nacionales

Encarnacion M, Esquivel K. (2018) Hu&nuco-Peru. Llevaron a cabo un estudio
de disefio experimental, cuantitativo de corte longitudinal en el cual se presentaron de dos
grupos de series temporales y grupo control, se inicid con aplicar el tratamiento de las
soluciones del grupo experimental A (Hibiscus sabdariffa L. 70%) y el grupo
experimental B (clorhexidina 0,12%), una vez transcurrido el tiempo estipulado se
observo el crecimiento de las bacterias en Mueller Hilton y los halos de inhibicion
formados, se procedio a medir y registrar cada uno de los halos en el tiempo de 24,48 y
72 horas obteniendo como resultado un halo de inhibicion de 8,9% representado por una
categoria de 23 mm, a los que se aplico clorhexidina mostraron un halo de inhibicién de
11,1% representado por una categoria de 24 mm y a los que no se aplicé ninguno no
presentaron formacion de halo de inhibicion, concluyendo que la Hibiscus sabdariffa L.
tiene efecto antibacteriano similar en comparacién con la Clorhexidina 0.12% sobre el

Aggregatibacter actinomycetemcomitans.(1)
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2.1.3 Antecedentes Locales
No se encontraron antecedentes locales

2.2 MARCO TEORICO

2.2.1 Streptococcus mutans

El Streptococcus mutans fue aislado e identificado por Clarke, en 1924, a partir
de lesiones cariosas en humanos (3). Son bacterias Gram positivas, tienen forma de coco
que se distribuyen normalmente en cadenas o pares. Destacan por ser excelentes
fermentadores de azucares, productoras de &cido y la mayoria anaerobias facultativas
(24).

El género se divide en 8 grupos de los cuales los orales se encuentran en 6 de ellos.
Son el grupo de microorganismos mas extenso involucrados en la enfermedad,
precisamente en las lesiones del esmalte y dentina. Las comunidades recolectadas a partir
de lesiones caries de dentina contienen especies acidogenicas y acidofilas (25).

Los factores de virulencia cariogénicos del Streptococcus mutans incluyen la
capacidad de adherirse y formar biofilm en la superficie del diente, metabolizar
carbohidratos y generar acidos (acidogenicidad); y sobrevivir en medios con bajo pH
(aciduricidad) (26)(27).

Este género forma parte de los colonizadores primarios de la pieza dental. Esto es
debido a que poseen adhesinas especificas como los antigenos I/l que se unen a otras
glicoproteinas del huésped presente en el esmalte (24).

El Streptococcus mutans es altamente acidogénico, en un medio con
disponibilidad de azucares fermentables puede ser capaz de disminuir el pH oral de 7 a
4,2 en 24 horas aproximadamente (28).

La elevada produccién de &cidos es a causa de la capacidad de metabolizar

rapidamente azlcares fermentables. También es acidofilo, debido a que su desarrollo es
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mejor en un medio &cido debido a que produce mecanismos de tolerancia al acido (24).

La capacidad para formar biopeliculas de Streptococcus mutans se debe a que
posee dos grupos de mecanismos para producir glucanos extracelulares, uno dependiente
de la sacarosa y otro independiente. Dentro del grupo dependiente de la sacarosa, las
glucosiltransferasas desempefian un papel critico en el desarrollo virulento de la placa
dental y son encargados de la formacion de glucanos a partir de la biotransformacion de
la sacarosa (29).

Los glucanos sintetizados conceden la posibilidad de adhesion bacteriana al
esmalte dental y microorganismos entre si. Algunos glucanos sintetizados son insolubles
brindando a la biopelicula un lugar sélido de anclaje y proteccion extra frente a agentes
externos, incluidos antibacterianos (29).

Otro tipo de union es gracias a la proteina C de la superficie celular que se asocia
a la virulencia del organismo para el desarrollo de caries dental y participa en la
adherencia bacteriana. Existen también algunas proteinas de union al colageno, presente
en algunas cepas de Streptococcus mutans que favorecen su unién a este componente
organico que se encuentra en elevada proporcién en la dentina (30).

2.2.2 Ecologia oral

La ecologia incluye la relacién entre organismos y su ambiente, el papel y
contribuciones de estos en la naturaleza y en los ciclos bioldgicos y ecoldgicos que
mantienen en equilibrio los eventos que ocurren en un determinado ambiente (3).

La microbiota oral se caracteriza por ser compleja en géneros y especies. La
mayoria de investigadores coinciden en que existen mas de 600 especies bacterianas que
habitan en la cavidad oral (3).

La mayor parte de la flora oral tiene la caracteristica de ser transitoria. En

poblaciones minimas y en estado de equilibrio, casi todas las bacterias que habitan la
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cavidad oral son inocuas. Sin embargo, cuando la poblacién crece se rompe el equilibrio,
las bacterias se convierten en autores con potencial virulento que da inicio a la
enfermedad (3).

La caries dental es producto de un desequilibrio en el ecosistema oral que lleva al
predominio de una flora patdgena y uno de los principales es el Streptococcus mutans (3).
2.2.2.1 Caries dental

La caries dental ha sido considerada tradicionalmente como una enfermedad
infecciosa, causada por microorganismos especificos. Entonces era necesario remover el
tejido dafado y bacterias causantes (31).

De acuerdo con Black, era necesaria “la remocion de las bacterias cariogénicas
del tejido dental afectado y posterior a eso complementar con una restauracion”. Este
principio no es compatible con la concepcion actual de la caries dental: “enfermedad
producto de un desequilibrio ecoldgico (disbiosis) (32)(5)(33)(34), causado por el
aumento de la ingesta de carbohidratos fermentables que lleva a un desbalance en la
composicion y la actividad en el biofilm y la pérdida mineral causada por los acidos
bacterianos (31), es decir esta relacionado con el crecimiento de biopeliculas microbianas
en la superficie del diente causado por una dieta rica en sacarosa (35).

El proceso de la caries una secuencia dinamica interacciones diente/biofilm en una
superficie dentaria. Este proceso causa desbalance entre factores que protegen
(remineralizacion) y factores destructivos (que desmineralizan) a favor de la
desmineralizacion de la superficie dental dicho proceso puede ser detenido en cualquier
momento (31), si la lesion es aun reversible (32).

Una vez afectado el tejido dental se distinguen una lesion caries activa y una lesion
de caries detenida, si es activa, en un periodo especifico de tiempo se desmineraliza, es

decir, la lesion esta progresando (31).
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Nyvad y Ekstrand propusieron bases para distinguir la lesion de caries activa de
la lesion de caries detenida: apariencia visual, sensacion tactil y acumulacion de placa
(31).

Cuando la lesion de caries es activa, la superficie se torna amarillenta o
blanquecina, opaca, y se siente aspera a la exploracion y puede estar cubierta de placa
gruesa y posteriormente la dentina es blanda a la exploracion. La lesion se ubica en una
zona retentiva: surcos y fisuras, cerca del margen gingival, apicalmente al punto de
contacto (31).

Cuando la lesion de caries es detenida, la desmineralizacion no avanza, la
superficie del esmalte es de color oscuro pero tal superficie es brillosa, se siente dura y
lisa a la exploracion. En las caras libres, la lesion se localiza a una distancia del margen
gingival. La dentina es brillante, dura a la presion (31).
2.2.2.2 Biofilm

Es una entidad polimicrobiana que reside en las superficies biticas y abidticas de
la cavidad bucal (36); las células que lo habitan muestran niveles mucho mas altos de
resistencia antimicrobiana (37).

Estd formado por polimeros extracelulares que favorecen la adherencia y
envuelven a las agrupaciones bacterianas. Las bacterias que se adhieren a la pieza dentaria
mediante proteinas y glicoproteinas procedentes de la saliva y otras secreciones orales, se
denominan colonizadoras primarias. Existen también bacterias que se adhieren
posteriormente, a estas bacterias se llamadas colonizadoras secundarias (24).

El biofilm es un ecosistema dinamico debido que su composicion y actividad varia
en funcion de las condiciones fisioldgicas del individuo. Otro factor determinante del
biofilm es su actividad metabolica que se caracteriza por las enzimas extracelulares que

los microorganismos vierten al exterior y que tienen funciones especificas como por
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ejemplo degradar los azUcares, sustratos del metabolismo bacteriano, favoreciendo al
desarrollo y mantenimiento de dicha biopelicula (24).

Durante la erupcion dental, el biofilm se desarrolla en las superficies dentales
expuestas, las cuales estan cubiertas por una pelicula amorfa, casi invisible formada
principalmente por glicoproteinas presentes en la saliva. Si la higiene oral es deficiente,
las superficies dentales acumulan grandes masas microbianas, mientras tanto en las
superficies de la mucosa oral la descamacion de células epiteliales no permite
acumulacion (24).

El proceso de formacién del biofilm oral puede resumirse en 5 etapas principales:

- Formacion de la pelicula adquirida: tras la limpieza, el diente queda cubierto por
una capa de glicoproteinas salivales, por un fendmeno de adsorcion. Esta pelicula
adquirida es de espesor variable (0,1 y 3um) y presenta alto contenido de grupos
carboxilo y sulfatos, lo que incrementa la carga negativa del esmalte.

- Colonizacion bacteriana: fijacion de las bacterias.

- Co-agregacion de otras especies bacterianas.

- Multiplicacion y formacién de la biopelicula.

- Maduracion de la placa: creacion de una matriz extracelular compleja formada por
glucanos solubles e insolubles, fructanos y hetero polimeros que crean un
ambiente favorable para la biopelicula (24).

En los colonizadores primarios destacan las bacterias Gram positivas, que forman
enlaces idnicos especificos, de tipo hidrofobicos o lectinas; este ultimo es un enlace
molecular entre una proteina de la superficie de la bacteria y carbohidratos de la matriz.

Como ejemplo de primeros colonizadores tipicos tenemos el género Streptococcus
spp. que se une interactuando con sustratos de las superficies dentarias como restos de

albumina, proteinas ricas en prolina, mucinas o acido sialico. Otros colonizadores
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primarios podrian ser lactobacilos y el género Actinomyces spp., con posterior aparicion
de otras bacterias Gram negativas anaerobias (25).

A los colonizadores primarios se agregan otros microorganismos en forma de
estratos, dandose un fendmeno de coagregacion. El tipo de unién entre los
microorganismos es muy amplio destacando el uso de adhesinas, glicoproteinas
especificas y lectinas. Ademas, hay otro tipo de interacciones como el “quorum sensing”
que hace referencia a la autorregulacion de la expresion genética de los microorganismos
que forman la biopelicula en respuesta a la densidad de poblaciéon. Ejemplos de
colonizadores secundarios serian Fusobacterium nucleatum, Prevotella spp.,
Porphyromonas gingivalis, Veilonella atypica, y algunos lactobacilos. EI nimero de
especies que pueden llegar a estar implicadas en el biofilm cariogénico es muy variable
en funcion del individuo y la localizacion de la lesion. Asi pues, la diversidad bacteriana
media asciende a unas 177 especies en el caso de la caries de esmalte, 251 en la caries de
dentina expuesta al exterior y 201 en la caries de dentina oculta (25).

El pH bajo causado por la fermentacion de los carbohidratos, selecciona la
poblacion de cepas acidogenas y aciduricas tales como del grupo mutans (Streptococcus
mutans, Streptococcus sobrius y Lactobacilos spp. (31).

El Streptococcus mitis, Streptococcus oralis y Streptococcus sanguis los que presentan
adhesinas que tienen afinidad por la pelicula salival adquirida y proteasas las cuales no
son producidas por los Streptococcus mutans (31).

El metabolismo y propiedades de difusion de la biopelicula se debe a la calidad y
cantidad del flujo salival, los habitos dietéticos, la higiene y el contenido de fluoruros.
Una vez dentro de la biopelicula las bacterias son metabdlicamente activas y causan
fluctuaciones del pH los cuales causan una pérdida de minerales cuando el pH desciende

menos a 5,5 o ganancia de ellos cuando el pH aumenta. Los resultados de esta

33

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

desmineralizacion y remineralizacion pueden conducir a la disolucion de los tejidos duros
y a la formacion de la lesidn de caries (31).
2.2.3 Hibiscus sabdariffa L.

También conocida como Jamaica, es una planta perenne del género Hibiscus y
forma parte de la familia Malvaceae. Es originaria de India y Malasia pero gracias a que
puede crecer en suelos de baja fertilidad y escasa humedad su cultivo se realiz6 en China,
Tailandia, Indonesia, Arabia, Vietnam, Sudan, Egipto, Nigeria y México (38). Es una
planta herbéacea anual propia de climas secos subtropicales, montafiosos, de matorral
espinoso (39).

Es conocida como planta de siembra anual, erecta, arbustiva, envuelta de ramas,
por lo general sus tallos pueden llegar a medir hasta 2.4 m de altura. Sus hojas son de
color verde de tipo aserradas y agudas con venas rojizas y peciolos de 7.5 a 12.5 cm de
longitud; sus flores de color amarillo con centro de color rosa a rojo marrdn el cual va
cambiando a rosado a medida que pasa el tiempo hasta secarse (40).

La flor es una de las partes mas importantes de la planta, debido a que es la méas
utilizada por los consumidores, es considerable recalcar que son hermafroditas, solitarias
axiales, y muchas veces aumentan en racimos terminales, es muy notorio su resistencia
ya que se muestra muy carnosa. Su color blanco se muestra en su corola con un centro
rojizo en su columna estaminal, mediante su maduracion el céliz se prolonga y se muestra
roja con 4 o 5 sépalos y con una longitud apreciable de espinas que bordean la flor y el

tallo (41).

34

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

2.2.3.1 Posicién taxondmica
- Reino: Plantae
- Sub reino:  Tracheophyta

- Division: Anthophyta

- Clase: Magnoliopsida
- Subclase: Dilleniidae
- Orden: Malvales
- Familia: Malvaceae
- Género: Hibiscus

- Especie: Sabdariffa Linn

- Nombre comun: Rosa o flor de Jamaica

2.2.3.2 Uso tradicional

Los usos son culinarios, medicinales, cosméticos y boténicos. En el aspecto
culinario se utiliza para bebidas frias y calientes, bebidas fermentadas, vinos,
mermeladas, jaleas, helados, chocolates y tortas. En el aspecto medicinal se ha
demostrado efectos diuréticos, analgésicos, antitusivos, disminuye también la viscosidad
y disminuye el azucar en la sangre (42), estimula el peristaltismo intestinal, reduce la
temperatura corporal (38)(43), disminuye el colesterol, alivia el insomnio, enfermedades
de la piel (44). También se utiliz6 para tratar enfermedades nerviosas, cardiovasculares,

obesidad, trastornos hepaticos, control de la hipertension arterial (38).

2.2.3.3 Componentes

El componente principal de la roselle en el contexto de la importancia terapéutica
es un polisacarido, &cido organico y flavonoides principalmente antocianinas (6) tiamina,
niacina (8). El acido organico incluye el acido malico, acido citrico y acido ascorbico

(45).
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Los polifenoles y flavonoides aumentan el valor nutritivo de la roselle por su
propiedad antioxidante. El contenido fenolico en la planta consiste principalmente en
antocianinas y flavonoides como eugenol (6)(38).

El color tradicional que lo caracteriza se debe al contenido de antocianinas y el
acido de su sabor se debe al acido citrico, mélico, tartarico e hibisco.

La propiedad terapéutica se debe al contenido de compuestos biactivos como los
acidos fendlicos, flavonoides, antocianinas, acidos organicos y polisacaridos. En las
flores se encuentra principalmente antocianinas, flavonoides, &cidos orgénicos (acido
citrico, acido de hibisco y acido mélico), glucésidos y fibra y en cuanto a los célices posee
la misma proporcion de acidos orgénicos y antocianinas, pero hay baja cantidad de
flavonoides y glucosidos (38)(43).

Los beneficios terapéuticos se les atribuyen principalmente a las antocianinas,
acidos fenoles y flavonoides (43).
2.2.3.4 Toxicidad

En diversas investigaciones se ha descrito que Hibiscus sabdariffa L. tiene un bajo
grado de toxicidad aguda, identificando que su coadministracion con farmacos puede
provocar un ascenso de los efectos secundarios, conllevando al fracaso en cuanto a su
accion terapéutica (40).

También se demostré que su toxicidad depende de la dosis, entre 300 a 2000mg/kg

durante 3 meses (46).

2.2.3.5 Fitoterapia

La fitoterapia corresponde a una rama de la investigacion médica dedicada al
analisis de la efectividad de las plantas medicinales, medicamentos y preparados
vegetales para el tratamiento de enfermedades. A lo largo de la historia las plantas fueron

utilizadas como remedios naturales debido a la ausencia de farmacos sintéticos (47).
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En nuestra regién ya se han reportado el uso de plantas medicinales con efectos
antisépticos, antibacterianos y analgésicos con efectos positivos en la inhibicion del
crecimiento bacteriano y asi prevenir enfermedades orales.

2.2.4 Efecto antibacterial

Es la capacidad que tienen los antimicrobianos naturales o sintéticos de suprimir
el crecimiento o destruir microorganismos como el Streptococcus mutans teniendo en
cuenta que se necesita también de un control mecanico de la biopelicula por medios

fisicos para evitar enfermedades orales (48).

Debido al uso indiscriminado de antibidticos comerciales, la resistencia por parte
de los microorganismos esta aumentando, asi como la aparicion de efectos adversos de
ciertos antibioticos, ha llevado a investigar nuevas alternativas antimicrobianas a partir
de plantas consideradas medicinales, los estudios realizados hasta la actualidad
demuestran la efectividad que tienen las plantas frente a los agentes antimicrobianos (49).

En la actualidad contamos con diversos métodos para evaluar la actividad
antimicrobiana de sustancias sintéticas. Estos métodos aplicados en el ambito hospitalario
son el de difusion de discos KirbyBauer, el método de pozos en agar y método de dilucién
en tubos (turbidimétrico) para hallar no sélo la potencia sino también la resistencia de
algunos microorganismos a ciertos antibioticos (50).

Se demostré que las antocianinas tienen actividad antibacteriana debido a que
alteran la pared celular bacteriana, los flavonoides provocan la inhibicion de la sintesis
de &cidos nucleicos, la inhibicion de la biopelicula, inhibicion de ADN girasa y la
inhibicién de la funcion de la membrana. Se descubri6é también que el acido de hibisco
inhibe el crecimiento bacteriano, alterando la permeabilidad de la membrana (51).

Los extractos etanolicos de la Hibiscus sabdariffa L. tienen efecto antibacterial

contra Streptococcus mutans y ademas tienen actividad antifangica (51)(6).
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2.2.4.1 Clorhexidina

En la odontologia es el antiséptico de eleccion para el control de la placa por ser
un agente de amplio espectro con pocos efectos secundarios, como también es muy usado
en restauraciones con el fin de eliminar la formacion de bacterias provocando caries
secundaria, para lairrigacion y desinfeccién de los conductos radiculares. La clorhexidina
puede ayudar en muchas otras situaciones y areas de la salud como agente antiséptico
(52).

Quimicamente pertenece a las biguanidas, las cuales presentan un amplio espectro
antimicrobiano, es decir tiene accion antibacterial, antiviral y antifungica (53).
Descubierta en la década de los 50 en Inglaterra por cientificos accidentalmente durante
un estudio contra la malaria (54)(52), fue presentada en 1954 y esta reconocido por la
ADA como agente antimicrobiano (54).

Se report6 su baja toxicidad en mamiferos, afinidad con la piel, membranas y
mucosas. Esto llevo al desarrollo y aplicacién como antiséptico para piel y mucosas, en
heridas leves y para uso odontoldgico (55).

Mecanismo de accién

Su amplio espectro incluye varios tipos de bacterias: Gram positivas, Gram
negativas, anaerobias, aerobias y, en menor proporcién, contra hongos y levaduras.

Tiene efecto bacteriostatico cuando se encuentra en bajas concentraciones debido
a que solo llega adherirse a la membrana celular bacteriana y tiene efecto bactericida en
altas concentraciones debido a que es capaza de ingresar a la célula destruyendo su
membrana y provocando la precipitacion del citoplasma, causando asi la muerte celular
(52).

También tiene efecto anti placa, impidiendo la formacién de biofilm o

destruyendo la placa ya formada (54).
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Una de las mas importantes caracteristicas es la sustantividad, la cual provoca la
unién a superficies de la cavidad oral y posteriormente actia como una reserva de
liberacion lenta pudiendo tener actividad antimicrobiana luego de su absorcion (54).
Tiempo de accion

Su nivel de accion es intermedio, inicia a los 30 segundos y se recomienda tres
minutos previos al inicio del procedimiento segin los fabricantes. Sin embargo, su
actividad residual de hasta 6 horas (55).

Efectos adversos

Puede provocar la pigmentacion de las superficies dentarias, materiales
restauradores, y mucosas, altera el sentido del gusto, provoca la descamacién de la
mucosa, escasas reacciones alérgicas, reduccion de la flora bucal y puede provocar
resistencias si se utiliza durante largos periodos de tiempo (54)(52). Se ha descrito
también la tumefaccion de la glandula Pardtida (55).

2.2.5 Medios de cultivo

Es una solucion equilibrada de todos los nutrientes y factores de crecimiento
necesarios para el desarrollo y reproducciéon de microorganismos de laboratorio, en el
comercio profesional existe una variedad de medios de cultivo utilizados para cultivar
microorganismos en laboratorio (56).

Los medios de cultivo reproducen artificialmente el habitad y brindan las
condiciones adecuadas para el crecimiento de los microorganismos, no todas las bacterias
crecen con los mismos medios nutricionales (57).
2.2.5.1 Clasificacion de los medios de Cultivo
Liquidos

Denominados comunmente como “caldos”, estan constituidos por nutrientes en

una solucién acuosa, es utilizado con mayor importancia en la conservacion de los
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microorganismos. Por ejemplo: tripticasa de soja (56).
Sélidos

Denominados comunmente como “agar”, se obtienen al agregar una sustancia
gelificante como el agar al 2% a un medio liquido. Por ejemplo: agar Mitis Salivarius y
Agar Mueller Hinton (56).
Semisolidos

Son medios de cultivo liquidos con el agregado de agar al 0.3% 0 0.5% (56).
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1 UBICACION GEOGRAFICA DE LA INVESTIGACION

3.1.1 Ambito general
El departamento de Puno esta ubicado al extremo sur este del Peru a orillas del
Lago Titicaca, entre los 13°00'00" y 17°17'30" de latitud sur y los 71°06'57" y 68°48'46"
de longitud oeste del meridiano de Greenwich; cuenta con una extension territorial de 71
999,0 km2 siendo el guinto departamento mas grande en el ambito nacional. Limita por
el norte con la region Madre de Dios, por el este con el pais de Bolivia, por el sur con la
region Tacna y el pais de Bolivia y por el oeste con las regiones de Moquegua, Arequipa
y Cusco (58).
3.1.2 Ambito especifico
- Laboratorio de Operaciones y procesos unitarios de la Facultad de Ingenieria
Quimica de la Universidad Nacional del Altiplano — Puno.
- Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina Humana
de la Universidad Nacional del Altiplano — Puno.
3.2 PERIODO DE DURACION
Esta investigacion titulada “Efecto antibacterial in vitro de extracto etanélico
de Hibiscus sabdariffa L. sobre cepas de Streptococcus mutans Puno 20207, se realizo
desde el mes de mayo hasta el mes noviembre del afio 2021 haciendo un total de siete

meses como periodo de duracion.

3.3 TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION
- Segun el nivel de investigacion: Explicativo porque busco el porqué de los

hechos mediante la relacion de causa - efecto (59).
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- Segun el disefio de estudio: Experimental debido a que el manejo de la variable
independiente de forma intencional (60).
- Segun la cronologia de las observaciones: Longitudinal porque se realizé mas
de una medicion de la muestra (60).
- Segun el namero de mediciones: Prospectivo porque la recoleccion se realizd
una vez aceptado el proyecto (60).
3.4 POBLACION
- Cepas de Streptococcus mutans obtenidas de molares cariados de 5 pacientes que
acudieron a un consultorio particular llamado “Belladentis” ubicado en av.
Laykakota N° 147 2do piso de la ciudad de Puno.
3.5 MUESTRA
- Cepas de Streptococcus mutans sembradas en agar sangre para luego ser
incubadas a 37°C por 24 hora en caldo nutritivo de Tripticasa de soja, con la
finalidad de que los microorganismos recolectados se desarrollen en mayor
cantidad y puedan multiplicarse.
3.6 CRITERIOS DE SELECCION
3.6.1 Criterios de inclusion
- Placas con siembra correcta de Streptococcus mutans
3.6.2 Criterios de exclusion
- Placas contaminadas por otros microorganismos.

- Placas mal procesadas.

3.7 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
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Efecto antibacterial in vitro del extracto etandélico de Hibiscus sabdariffa L. sobre
cepas de Streptococcus mutans — Puno 2020
j SUB
VARIABLES | DEFINICION INDICADOR INDICADOR ESCALA
Variable independiente
25ml de extracto
etanolico y 75ml 25%
de alcohol
_Planta etanolico al 96%.
originaria del 50ml de extracto
Africa que se etanélico y 50ml 50%
cultiva por sus de alcohol
Hibi grandes etanolico al 96%.
ibiscus . .
. propiedades Concentraciones | 75ml de extracto
sabdariffa L. L L
medicinales y etandlico y 50ml
75%
se le conoce de alcohol
también con el etandlico al 96%.
nombre de flor 100ml de
de Jamaica (16) extracto etanolico
y 50ml de 100%
alcohol etanélico
al 96%.
Variable dependiente
Escala de
Duraffourd.
Todjesuiadné:la éTnurLa >0 - a Diametro
squ riFr)nir el -Sensible = a 9 — del halo de
Efecto crecipmiento de Kirby Bauer 14mm ) inhibicion
antibacterial : . y . _ | Milimetros
microrganismos -Muy sensible = a (mm)
o destruirlos 15—-19mm
(57) -Sumamente
sensible= >
20mm
Variable interviniente
Tiempo
transcurrido 24
Tiempo desde la Horas Horas
aplicacién del 48
tratamiento.
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3.8 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

3.8.1 Obtencion de Hibiscus sabdariffa
- Se obtuvieron los pétalos de la planta en el mercado Uniony Dignidad de la ciudad
de Puno.
- Se trasladaron los pétalos en bolsas no translucidas hacia el Laboratorio de
Operaciones y Procesos Unitarios (LOPU) de la Facultad de Ingenieria Quimica

de la Universidad Nacional del Altiplano Puno.

3.8.2 Preparacion del extracto etandlico de Hibiscus sabdariffa L.

Lo primero fue seleccionar los pétalos secos mas conservados, se descartd las
impurezas y pétalos dafiados. Se pesaron los pétalos ya seleccionados obteniendo
un total de 3Kg.

- Las hojas fueron colocadas en el horno de desecacion por 24 horas a 40°C para
eliminar microorganismos que pudieran contaminar la muestra seleccionada.

- Al retirar los pétalos del horno se colocaron en una caja de anaerobiosis para
impedir la contaminacion y rehidratacion durante el trasladado.

- Se pesaron 150mg de los pétalos en una balanza analitica para luego ser triturados
con ayuda de un mortero antes de calcular la masa requerida.

- En un pomo ambar con ayuda de un embudo de vidrio se deposité150mg de los
pétalos triturados y luego se agreg6 450 ml de alcohol etandlico al 96%. Se tapo
el envase de forma hermética y se envolvi6 con papel aluminio.

- Parauna mejor disolucion, el pomo &mbar que contenia el producto de maceracién
se mantuvo en refrigeracion constante agitandose el mismo por 5 min todos los
dias durante 15 dias.

- La maceracién tuvo que ser filtrada para obtener Gnicamente contenido liquido,

para lo cual, se utiliz6 papel filtro (1).

44

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

- El método de filtracion fue por gravedad obteniendo un extracto etandlico de

Hibiscus sabdariffa L. al 100% de pureza (57).
3.8.3 Elaboracion de extracto en concentraciones

- Para obtener una concentracion del 25% se utiliz6 25ml de extracto etandlico y
75ml de alcohol etandlico al 96%.

- Para obtener una concentracion del 50% se utiliz6 50ml de extracto etandlico y
50ml de alcohol etandlico al 96%.

- Para obtener una concentracion del 75% se utiliz6 75ml de extracto etanolico y
25ml de alcohol etandlico al 96%.

- Para obtener una concentracion del 100% solo se utiliz6 100ml de extracto
etandlico (61).

3.8.4 Preparacion del medio de cultivo para aislamiento de Streptococcus mutans
3.8.4.1 Obtencion de la muestra

- Se obtuvo la muestra de las piezas dentarias posteriores con caries de 5 pacientes.

- La muestra fue colocada en un tubo de ensayo previamente esterilizados a calor
seco, el mismo que fue sellado con papel aluminio y papel Kraft.

- En cada tubo de ensayo se agregd 5mL de suero fisioldgico al 0.9% como medio
de transporte de la muestra.

- Una vez obtenida las muestras se colocaron en tubos de ensayo y se volvieron a
tapar con papel aluminio para luego ser transportado directamente al laboratorio
de microbiologia de la Facultad de Medicina Humana.

- Para la obtencion de la muestra se selecciond a pacientes previa firma del
consentimiento informado, en un consultorio privado. Estos pacientes deberian
tener mas de 18 afios, no tener enfermedad sistémica y tener piezas dentarias con

caries.
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3.8.4.2 Preparacién del medio de cultivo Agar sangre

- Se seleccion6 agar nutritivo y agua destilada.

- La proporcién de los ingredientes fueron calculadas segun las indicaciones del
fabricante.

- Se mezclé el agar nutritivo con el agua destilada en un matraz y fue sellado con
papel aluminio y colocado a la autoclave.

- Se esterilizo en la autoclave a 121°C a 15 libras de presién/pulgada por 15
minutos.

- Luego de retirar el matraz se debe dejar enfriar hasta llegar a una temperatura de
45 — 50°C aproximadamente; llegando a esta temperatura se agrega sangre en la
cantidad de 5% del total del agar preparado.

- Una vez mezclada la solucion se vertié de forma homogénea en 5 placas Petri y
se dejé gelificar a temperatura ambiente el agar.

3.8.4.3 Siembra de las muestras

- Se destapd cuidadosamente el tubo de ensayo que contenia la muestra y se
sumergio un hisopo estéril dentro de la suspension del microorganismo en estudio.

- Secoloco el hisopo estéril por encima del nivel del contenido del tubo para rotarlo
contra las paredes del mismo con el fin de remover el exceso del inoculo.

- Se sembro6 el indculo sobre la superficie del agar sangre con el hisopo estéril en
tres diferentes direcciones evitando asi indculos muy concentrados o muy
diluidos.

- Se dejé reposar entre 5 a 20 minutos con las 5 placas Petri cerradas.

- Una vez realizada la siembra se incubo a 37°C por 24 horas en anaerobiosis y 24
horas en aerobiosis, pasado este tiempo se observaron los resultados y se

seleccionaron las placas que presentaban mayor desarrollo de colonias.
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3.8.4.4 Observacion y recoleccion de la cepa

- Se utiliz6 la tincion de GRAM con cristal violeta, Lugol, alcohol acetona y
safranina.

- Serealizo un frotis con la muestra en una lamina portaobjetos, se fij6 al calor y se
dejo enfriar.

- Se colocd la lamina portaobjeto en una bandeja de coloracion, se agreg6 en el area
del frotis gotas de cristal violeta y se mantuvo asi durante un minuto.

- Se lavd la ldmina con agua destilada y se agregd Lugol al frotis dejandolo reposar.

- Se enjuag6 con agua destilada y el siguiente paso fue la agregacion de alcohol
acetona para poder decolorar la muestra.

- Se enjuagd y agrego safranina durante un minuto para luego volver a lavar con
agua destilada.

- Se examin6 la lamina coloreada al microscopio con un objetivo de 100X de
inmersion.

- Al identificar los microrganismos se transportaron las cepas seleccionadas en
tubos de ensayo que contenian caldo de Tripticasa de soja para ser colocados en
una incubadora por 24 horas a 37°C.

- Transcurridas las 24 horas se realiz6 nuevamente la identificacién microscépica

con la tincion Gram con el fin de estar seguros que es la cepa bacteriana indicada.

3.8.4.5 Preparacion del caldo nutritivo para la replicacion
- Segun las indicaciones del fabricante se prepar6 el caldo nutritivo de Tripticasa
de soja para desarrollo y almacén de las cepas.
- Del Agar sangre se recolecto los microorganismos para colocarlas en tubos de
ensayo que contenian el caldo nutritivo.

- Luego se puso en la incubadora a 37°C por 24 horas con la finalidad de que los
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microorganismos recolectados se desarrollen en mayor cantidad y puedan

multiplicarse.

3.8.4.6 Preparacion del medio de cultivo selectivo Agar Mitis Salivarius

- Se prepar6 Agar Mitis Salivarius por ser un medio de cultivo selectivo para el
crecimiento del Streptococcus mutans (62).

- El preparado fue segun la proporcion indicada por el fabricante y la cantidad de
placas a utilizar.

- Se peso el agar y se procedid a diluir en agua destilada mientras calentaba sobre
una cocina eléctrica para ayudar a la dilucién.

- Al estar diluido completamente se sell6 la boca del matraz y se coloc6é en
autoclave durante 15 minutos luego de alcanzar la temperatura de 121°C.

- Se retird el medio selectivo de la autoclave, se dejé enfriar hasta alcanzar una
temperatura de 45-50°C aproximadamente y se distribuyo el agar en 5 placas Petri
esterilizadas.

- Cuando el medio de cultivo gelifico, se sembré la cepa que estaba en el caldo de
cultivo.

- Luego de realizar el sembrio se almacend las placas Petri en una caja de
anaerobiosis y se incubo la cepa durante 24 horas a 37°C en anaerobiosis y 24
horas en aerobiosis.

- Posterior al sembrio en el medio de cultivo selectivo se observé nuevamente
microscopicamente y se determind una cepa se Streptococcus mutans al 99% de
pureza.

3.8.4.7 Preparaciéon del agar Mueller Hinton sangre al 5%
- Se preparé agar Mueller Hinton con 5% de sangre segun las indicaciones del

fabricante.
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Se peso el Agar y se procedio a diluir en agua destilada en un matraz mientras

calentaba sobre una cocina eléctrica para llegar a la dilucion.

- Al estar diluido completamente se sell6 la boca del matraz y se colocé en
autoclave durante 15 minutos luego de alcanzar la temperatura de 121°C.

- Una vez autoclavado el medio de cultivo de dejo enfriar y se distribuy6 en 16
placas Petri.

- Se dej6 gelificar a temperatura ambiente.

- Luego del proceso de gelificacion se procedio a la siembra de las cepas por el
método de agotamiento, realizando lineas en forma de estrias en tres direcciones
diferentes para lograr una distribucién uniforme.

- Después de 10 minutos de haber realizado la siembra se aplicd el método de
difusion KirbyBauer con pozos.

- Se realizaron los pozos en agar con un sacabocado y se distribuyeron discos de
papel filtro estéril N°4 en cada uno de los pozos, haciendo un total de 7 discos por
cada placa Petri (Se colocé 6 discos en cada pozo en la periferia del agary 1 en el
centro de la placa), distribuidos con una distancia minima de 20 mm entre cada
pozo (el diametro de los discos segun las normas del INS fue de 6 mm).

- Las placas fueron agrupadas en grupos de 4 (25%, 50%, 75% y 100%).

- En cada una de las placas se distribuyé los discos de papel filtro y se inocul6 el
extracto etanodlico de la Hibiscus sabdariffa L. en los 6 pozos de la periferia de la
placa.

- Los controles positivo y negativo fueron inoculados en el centro de cada placa; en

cada grupo de 4 placas se colocaron: en 3 de ellas el control positivo y en la

restante el control negativo.

- Se hizo un total de 96 pozos que contenian 10 microlitros del extracto etandlico,
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3.8.4.8

12 pozos con 10 microlitros del control positivo (Clorhexidina al 0.12%) y 4 pozos
con 10 microlitros del control negativo (agua destilada) con ayuda de una pipeta
electrénica.

Terminado el proceso de inoculacion se colocaron las placas en una caja de
anaerobiosis y se almacend en la incubadora a una temperatura de 37°C durante
24 horas procediendo después a la recoleccion de datos.

Pasadas las 24 horas y luego de recolectar los datos se dej6 incubando 24 horas

mas para hacer el control de 48 horas.

Prueba de susceptibilidad microbiana por el método de discos de difusion

de Kirby Bauer pozos

385L

Las pruebas de resistencia o susceptibilidad antimicrobiana, se realizaron
mediante la técnica de difusion de disco en agar de Kirby Bauer con pozos (63).
Esta técnica permitié medir la susceptibilidad in vitro de Streptococcus mutans
frente al extracto etandlico de Hibiscus sabdariffa L. con potencial antibacterial.
Una cantidad especifica del extracto fue vertido a los discos (64).
El tratamiento se difundio desde el disco al medio de cultivo produciendo una
zona de inhibicién.
Posterior a ello se realiz6 la medicion de los halos y las medidas resultantes fueron
comparadas con los valores de sensibilidad sugeridos por la Escala de Duraffourd
segun los diferentes diametros de inhibicién estos valores se clasificacion en: no
sensibles o nula donde el didmetro es 8mm; sensibles donde el didmetro esta entre
el rango de 9 - 14mm; muy sensible, donde el didmetro esta entre el rango de 15

—19mm y sumamente sensible cuando el didmetro es mayor a 20mm (65).

ectura de placas y recoleccion de los resultados

Durante la recoleccién de datos, con ayuda de un Vernier de calibre manual y con
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iluminacion desde la parte posterior de la placa Petri, se realizd 3 veces la
medicién del halo inhibitorio por cada disco y cada una de las concentraciones del
extracto etandlico de Hibiscus sabdariffa L.
- De igual manera se registraron los datos del control positivo y negativo.
- Se registraron todos los datos a las 24 y 48 horas en la ficha de recoleccion de
datos.
3.8.6 Andlisis estadisticos
- Para el anélisis estadistico de los datos se utiliz6 estadistica descriptiva (tablas,
medias, gréficos) e inferencial (ANOVA y Tukey).
3.8.7 Instrumento

- Documental: ficha de recoleccion de datos

- Mecanico: Vernier calibre manual de escala dual 78-201 Stanley ®

3.8.8 Materiales
- 3kg de Hibiscus sabdariffa L.
- Mortero
- Balanza analitica
- Probeta
- Pipeta digital
- Embudo de vidrio
- Vaso de precipitado
- Botella &mbar de 500ml
- Papel aluminio
- Hisopos estériles
- Tubos de ensayo
- Pabilo
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- 5pliegos de papel Kraft
- Placas Petri
- Incubadora
- Cocina eléctrica
- Matraz Erlenmeyer
- Autoclave
- Mechero
- Papel filtro
- Sacabocado
- Caja de anaerobiosis
- Pinzas
- Algodon
- Hipoclorito de sodio al 4%
- Jabon carbdlico
- Esponja
- Vernier de calibre manual
- Velas
Equipo basico de bioseguridad
- Mandil blanco
- 01 caja de guantes descartables
- 01 caja de barbijos
- 01 caja de gorros descartables
- Protector facial
Medios de cultivo y soluciones

- Agar nutritivo
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- Agar Mitis Salivarius

- Agar Mueller Hinton sangre al 5%
- Caldo tripticasa de soja

- Clorhexidina al 0.12%

- Agua destilada

- Alcohol al 96%

3.9 CONSIDERACIONES ETICAS

Solicitud dirigida al Laboratorio de Operaciones y Procesos Unitarios de la

Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional del Altiplano-Puno

(Anexo C)

- Constancia de elaboracion del extracto etanolico de Hibiscus sabdariffa L. en el
Laboratorio de Operaciones y Procesos Unitarios (Anexo E)

- Solicitud dirigida al Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad
de Medicina Humana de la Universidad Nacional del Altiplano-Puno (Anexo G)

- Constancia de ejecucion de proyecto en el Laboratorio de Microbiologia y
Parasitologia de la Facultad de Medicina Humana de la Universidad Nacional del
Altiplano-Puno (Anexo I)

- Constancia de identificacion de especie de Hibiscus sabdariffa L. (Anexo B)

- Certificacion de la cepa bacteriana

- Consentimiento informado (Anexo F) el cual fue firmada voluntariamente por los

pacientes conociendo el propdsito del estudio y el uso de la muestra que se tomo.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RESULTADOS
Tabla 1. Efecto antibacterial del extracto etanélico de Hibiscus sabdariffa L. al 25%,

50%, 75% y 100% sobre el Streptococcus mutans a las 24 horas.

PRUEBA 25% 50% 75% 100%
ESTADISTICADE t

PROMEDIO 9.36 mm 10.42 mm 12.59 mm 13.77 mm
DESVIACION =0.13 +0.16 +0.31 +=0.20
ESTANDAR

LIMITE INFERIOR 931 mm 10.35 mm 12 46 mm 13.69 mm
LIMITE SUPERIOR 942 mm 10.48 mm 12.72 mm 13.85 mm
Tearcurapa 34094 317.72 19953 33924
PROBAEILIDAD = 0.0001 =0.0001 = (0.0001 < 0.0001
Prueba estadistica: ANOVA P =005

Fuente: Propio de los investigadores
INTERPRETACION

En la tabla 1 se observa que el extracto etandlico de Hibiscus sabdariffa L. al
100% a las 24 horas presenta un halo de inhibicion de mayor promedio (13.77 mm) en
comparacion con las concentraciones del 75%, 50% y 25%, siendo menor a medida que
disminuye la concentracion del extracto. En cuanto a la desviacion estandar se observa
un valor mayor en la concentracion al 75% (+ 0.31) debido a la dispersion de los datos
recolectados en comparacion de las otras concentraciones, siendo la de 25% la que

presenta menor valor en la DE (£0.13)

Al andlisis de la prueba t de Student, se encontré que los datos presentan una

distribucién normal de acuerdo con los limites inferior (LI) y superior (LS) y con un valor
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de p=0.0001, no existiendo dispersion de los promedios de los didmetros de los halos de
inhibicion.

Los datos también fueron sometidos a la prueba de Analisis de Varianza
(ANOVA) por lo que la aplicacion del extracto etandlico de Hibiscus sabdariffa L. (flor
de Jamaica) en concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% frente a la bacteria
Streptococcus mutans presentan una diferencia significativa con un C.V. = 1.83 y una
probabilidad de p< 0.0001, por lo que se sometio6 a la prueba estadistica de contraste de
Tukey que se observa en el diagrama de barras (alfa = 0.05, DMS = 0.15980 y gl = 92).
Segun la escala de Duraffourd y los promedios obtenidos a las 24 horas el Streptococcus

mutans es sensible al 25% (9.31mm), 50% (10.42mm), 75% (12.59) y 100% (13.77).

Figura 1. Efecto antibacterial del extracto etanélico de Hibiscus sabdariffa L. al 25%,

50%, 75% y 100% sobre el Streptococcus mutans a las 24 horas.
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APLICACION DE Hibiscus sabdariffa L. (flor de Jamaica)
B exracto aL100% [l exTRacTo AL 75% EXTRACTO AL 50% EXTRACTO AL 25%
Fuente: Propio de los investigadores
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Tabla 2. Efecto antibacterial del extracto etanélico de Hibiscus sabdariffa L. al 25%,

50%, 75% y 100% sobre el Streptococcus mutans a las 48 horas.

PRUEBA 25% 50% 75% 100%
ESTADISTICA DE' t

PROMEDIO 9.72 mm 10.76 mm 13.30 mm 14.23 mm
DESVIACION +0.19 +0.13 +0.26 +0.21
ESTANDAR

LIMITE INFERIOR 9.64 mm 10.71 mm 13.19 mm 14.14 mm
LIMITE SUPERIOR 9.80 mm 10.82 mm 13.41 mm 14.32 mm
TcaLcuLaba 256.31 412.23 250.18 339.51
PROBABILIDAD <0.0001 <0.0001 <0.0001 < 0.0001
Prueba estadistica: ANOVA P <0.05

Fuente: Propio de los investigadores

INTERPRETACION

En latabla 2 se observa que el extracto etandlico de Hibiscus sabdariffa L al 100%
a las 48 horas presenta un halo de inhibicion de mayor promedio (14.23mm) en
comparacion con las concentraciones del 75%, 50% y 25%, siendo menor a medida que

disminuye la concentracion del extracto.

En cuanto a la desviacion estandar se observa un valor mayor en la concentracion
al 75% (z 0.26) debido a la dispersion de los datos recolectados en comparacion de las

otras concentraciones, siendo la de 25% la que presenta menor valor en la de (£0.19)

Al analisis de la prueba t de Student, se encontré que los datos presentan una
distribucion normal de acuerdo con los limites inferior (LI) y superior (LS) y con un valor
de p=0.0001, no existiendo dispersion de los promedios de los didmetros de los halos de

inhibicién.
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Los datos también fueron sometidos a la prueba de Analisis de Varianza
(ANOVA) por lo que la aplicacion del extracto etandlico de Hibiscus sabdariffa L. (flor
de Jamaica) en concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% frente a la bacteria
Streptococcus mutans presentan una diferencia significativa con un C.V. = 1.67 y una
probabilidad de p< 0.0001, por lo que se someti6 a la prueba estadistica de contraste de

Tukey que se observa en el diagrama de barras (alfa = 0.05, DMS = 0.15146 y gl = 92).

Segun la escala de Duraffourd y los promedios obtenidos a las 24 horas el Streptococcus

mutans es sensible al 25% (9.72mm), 50% (10.76mm), 75% (13.59) y 100% (14.23).

Figura 2. Efecto antibacterial del extracto etanélico de Hibiscus sabdariffa L. al 25%,

50%, 75% y 100% sobre el Streptococcus mutans a las 48 horas.
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Fuente: Propio de los investigadores
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Tabla 3. Comparacion del efecto antibacterial del extracto etandlico de Hibiscus
sabdariffa L. en concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% sobre Streptococcus mutans

alas 24 y 48 horas.

CONCENTRACION 25% 50% 75% 100%
PROMEDIO A LAS 24 9.36 10.42 12.59 13.77
HORAS

PROMEDIO A LAS 48 9.72 10.76 13.30 14.23
HORAS

Prueba estadistica: ANOVA P <0.05

Fuente: Propio de los investigadores
INTERPRETACION:

En la tabla 3 se observa que los promedios a las 48 horas son mayores que a las
24 horas lo que demuestras que a mayor tiempo mayor es el efecto antibacterial del

extracto etanolico de Hibiscus sabdariffa L. sobre el Streptococcus mutans.

Los datos fueron sometidos a la prueba de Analisis de Varianza (ANOVA) por lo
que la aplicacion del extracto etandlico de Hibiscus sabdariffa L. (flor de Jamaica) en
concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% frente a la bacteria Streptococcus mutans a
las 24 y 48 horas, presentan una diferencia significativa con un C.V. = 1.75 y una
probabilidad de p< 0.0001, por lo que se sometio a la prueba estadistica de contraste de

Tukey que se observa en el diagrama de barras (alfa = 0.05, DMS = 0.18072 y gl = 184).
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Figura 3. Comparacion del efecto antibacterial del extracto etandlico de Hibiscus
sabdariffa L. en concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% sobre Streptococcus mutans

a las 24 y 48 horas.
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59

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Tabla 4. Comparacion del efecto antibacterial del extracto etandlico de Hibiscus
sabdariffa L. al 25%, 50%, 75% y 100% sobre el Streptococcus mutans con el control

positivo y el control negativo a las 24 y 48 horas.

Aplicaciones Control Control 25% 50% 75% 100%
(+) )

Promedio 24 18.03 0 9.36 10.42 12.59 13.77

horas

Promedio 18.25 0 9.72 10.76 13.30 14.23

48 horas

Porcentaje 100% 0 51.91% 57.79% 69.82% 76.37%

24 horas

Porcentaje 100% 0 53.26% 58.96% 72.87% 77.97%

48 horas

Prueba estadistica: ANOVA P <0.05

Fuente: Propio de los investigadores.
INTERPRETACION:

Los resultados del efecto de inhibicion del extracto etandlico de Hibiscus
sabdariffa L. al 25%, 50%, 75%, 100% Yy control positivos a las 24 y 48 horas, frente a
la bacteria Streptococcus mutans, teniendo el mayor halo de inhibicién con el control
positivo con un promedio de 18.25 mm a las 48 horas que representa el 100% de la
actividad antimicrobiana, en relacion de la aplicacién del extracto etanolico de Hibiscus
sabdariffa L. al 100% tiene mejor actividad antibacteriano siendo su halo de inhibicion
de 14.23 mm de promedio, con 77.97% de efectividad en relacion al control
positivo(clorhexidina 0.12%). EI menor efecto antibacteriano es en la concentracién de
25% a las 24 horas con un promedio de 9.33 mm y un 51.95% de efectividad en relacion

al control positivo a las 24 horas.
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Los datos también fueron sometidos a la prueba de Andlisis de Varianza
(ANOVA) por lo que la aplicacion del extracto etandlico de Hibiscus sabdariffa L. (flor
de Jamaica) en concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% frente a la bacteria
Streptococcus mutans presentan una diferencia significativa con un C.V. = 1.58 y una
probabilidad de p< 0.0001, por lo que se sometio6 a la prueba estadistica de contraste de

Tukey que se observa en el diagrama de barras (alfa = 0.05, DMS =0.18843 y gl = 230).

Segln la escala de Duraffourd y los promedios obtenidos a las 24 horas el
Streptococcus mutans es sensible al 25% (9.72mm), 50% (10.76mm), 75% (13.59), 100%
(14.23), muy sensible al control positivo (18.03 a las 24 horas y 18.25 a las 48 horas) y

presenta sensibilidad nula al control positivo (Omm)

Figura 4. Comparacion del efecto antibacterial del extracto etandlico de Hibiscus
sabdariffa L. al 25%, 50%, 75% y 100% sobre el Streptococcus mutans con el control
positivo y el control negativo a las 24 y 48 horas.
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4.2 DISCUSION

La Hibiscus sabdariffa L. mas conocida en el Per( como flor de Jamaica es una
planta anual, tipica de clima seco subtropical de montafa, se caracteriza por tener flores
rojas en la base y més claras en los extremos, contienen célices carnosos que suelen ser
de color rojo oscuro. Se utilizan principalmente por su efecto antimicrobiano, antifingico
en diferentes tipos de enfermedades, por su efecto hipotensor, a su accion como vaso-
relajante, también como colorante alimentario y jarabes. Los resultados evidenciados en
estudios realizados con el extracto de los calices son numerosos (55).

El propdsito de este estudio fue evaluar el efecto antibacterial in vitro del extracto
etandlico de Hibiscus sabdariffa L. sobre cepas de Streptococcus mutans, utilizando 4
concentraciones diferentes al 25%, 50%, 75% y 100% comparada con Clorhexidina al
0.12% como control positivo y agua destilada como control negativo, todos estos medidos
y evaluados en 24 y 48 horas.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que el efecto antibacterial del
extracto etanolico de Hibiscus Sabdariffa L. frente a Streptococcus mutans fue mayor a
las 48 horas en comparacion a las 24 horas obteniendo el mayor halo de inhibicion de la
clorhexidina al 0,12% como control positivo con un promedio de 18.25 mm (100% de
efectividad) a las 48 horas, seguido de la aplicacion del extracto etandlico de Hibiscus
sabdariffa L. al 100% que obtuvo un halo de inhibicion de 14.23 mm (77.97% de
efectividad) , al 75% sé obtuvo un halo de inhibicion de 13.30 mm (72.87% de
efectividad) y al 25% se obtuvo un halo de inhibicién de 9.72 mm (53.26% de
efectividad).

Por todo lo investigado y demostrado se acepta la hipétesis planteada que indica
que el extracto etandlico de Hibiscus sabdariffa L. tiene efecto antibacterial sobre el

Streptococcus mutans.
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En 2016 Mohamed (17) en su investigacién sobre la eficacia antibacteriana del
extracto de Hibiscus sabdariffa L. sobre 8 tipos de cepas, realiza el extracto coincidiendo
con la metodologia que utilizamos para su extraccion con la diferencia de utilizar metanol
al 80% y la maceracion solo por 3 dias. Los resultados se tomaron a las 24 horas donde
se obtuvieron los diametros de halos de inhibicion para Pseudomonas aeruginosa
15.5mm, para Escherichia coli 14,5mm, para Klebsiella pneumonia 17,5mm, para
Salmonella enteric 17,5mm, para Proteus vulgaris 14,5mm, para Staphylococcus
aureus 18,5mm, para Staphylococcus epidermidis 17,5mm y para Bacillus cereus 13,5
mm; ninguno de estos datos se pueden comparar a los datos obtenidos en este estudio
vistos en la (TABLA 1) sobre el Streptococcus mutans, pero se asemeja con 13.77 mm
de diametro de halo de inhibicién para la concentracion al 100% tomada a las 24 horas
con el Bacillus cereus. Si consideramos los valores de Mohamed comparados con los
datos de la (TABLA 2) de nuestra investigacion podemos valorar que también hay
similitud con 13.30mm de didmetro de halo de inhibicion para la concentracion al 75%
con el Bacillus cereus y 14.23mm de didmetro de halo de inhibicion para la concentracion
al 100% con Escherichia coli y Proteus vulgaris ambas tomadas a las 48 horas. También
Chandrashekar y col. en 2014 (23) Tomaron en cuenta 10 diferentes tipos de plantas para
realizar la investigacién donde el extracto etandlico de Hibiscus sabdariffa L. midi
7.42mm de diametro de halo de inhibicion para el Streptococcus mutans, 6.50mm de
diametro de halo de inhibicion para Streptococcus sanguis y 9.75mm de didmetro de halo
de inhibicion para Streptococcus salivarius; todos estos datos tomados una sola vez y en
una sola concentracion comparado con los resultados que se muestran en la (TABLA 1)
de nuestra investigacion tomadas a las 24 horas obteniendo 9.36mm de diametro de halo
de inhibicion, estos valores se aproximan al 25% de concentracion de nuestro estudio. De

igual forma Morales y col en 2013 (19) con su estudio de la influencia de la variedad y la
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actividad antibacteriana de la Hibiscus sabdariffa L. sobre las cepas bacterianas de
Salmonella typhimurium y Salmonella choleraesuis en la que considero 5 tipos de
variedades de la planta tomadas de diferentes partes de México, pero todas cosechadas a
la misma vez. Se obtuvo resultados diferentes en la que se encuentra una marcada
diferencia entre todas las variedades que se recolectaron obteniendo el mayor didmetro
del halo de inhibicién la variedad de Alma blanca con 24.5 mm y el menor didmetro del
halo de inhibicién la variedad de Tecoanapa con 13.2mm todos estos tomados sobre la
Salmonella typhimurium. Asi mismo para la Salmonella choleraesuis el mayor diametro
de halo de inhibicién lo tuvo la variedad de Alma blanca con 20.2mm y el menor didmetro
del halo de inhibicion la variedad de Tecoanapa con 14mm. Los datos de nuestro estudio
sobre Streptococcus mutans fueron de 14.23mm a las 48 horas como mayor didmetro de
halo de inhibicién no alcanzando los valores que genero la variedad de Alma blanca. Se
obtuvo también 13.30mm a la concentracion de 75% y 14mm a la concentracion de 100%
de extracto etanolico a las 48 horas este resultado se puede comparar con el didmetro de
halo de inhibicion que genero la variedad de Tecoanapa para Salmonella Typhimurium y
Salmonella choleraesuis.

Siguiendo estos principios en 2017 Encarnacién y col (1) compararon el efecto
antibacteriano entre el extracto de Hibiscus sabdariffa L. sobre el Aggregatibacter
actinomycetemcomitans medidos y evaluados en el tiempo de 24 ,48 y 72 horas. Los
resultados de la concentracion al 70% a las 24 horas tuvieron didmetro de halo de
inhibicién de 21.40mm, a las 48 horas de 23 mm que comparados con nuestros datos
sobre el Streptococcus mutans a la concentracién de 75% se obtuvo los didmetros de halo
de inhibicién de 12.59mm a las 24 horas y 13.30mm a las 48 horas. Estos resultados
pueden ser a causa de las caracteristicas de cada bacteria, ya que el Streptococcus mutans

es un colonizador primario, mientras que el Aggregatibacter actinomycetemcomitans un
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colonizador secundario (67). Pero a diferencia de Indriani y col en 2016 (21) que
realizaron un estudio del efecto inhibitorio sobre las Porphyromonas gingivalis que
también es un colonizador secundario se obtuvo un didmetro de halo de inhibicion fue de
11.013mm que se compara con nuestro resultado obtenido al 50% con un halo de
inhibicién de 10.42 a las 24 horas. Existen diferencia debido a que en estas
investigaciones se utilizaron diferentes tipos de metodologia, asi como diferentes
concentraciones de alcohol etandlico utilizado en la preparacién del extracto etanélico de
la Hibiscus sabdariffa L.

Naa Agowa en 2014 (18) valoro la actividad antimicrobiana del extracto etanélico
6 concentraciones (0 mg/ml, 12.5 mg/ml, 25 mg/ml, 50 mg/ml, 100 mg/ml y 200 mg/ml)
de la Hibiscus Sabdariffa L. contra aislados clinicos de bacterias, Los resultados para 200
mg/ml de extracto etanolico obtuvieron un didmetro de halo de inhibicion sobre
Staphylococcus aureus de 18.33mm. Nuestros resultados sobre Streptococcus mutans
medidas a las 24 horas y 48 horas no alcanzan los valores en ninguna de las
concentraciones que realizamos teniendo como didmetro de halo de inhibicion 13.77 mm
a la concentracion de 100% a las 24 horas y 14.23mm de didmetro de halo de inhibicién
a la concentracion de 100% a las 48 horas debido a que en nuestra investigacion solo
utilizamos los pétalos de la Hibiscus sabdariffa L. y etanol al 96% mientras que Agowa
utilizo célices, hojas y raices con un litro y medio de etanol al 70%.

Respaldando todos los estudios realizados en 2016 Singh y col (7). realizaron una
revision bibliogréfica en la que buscaron las propiedades farmacolégicas de la Hibiscus
sabdariffa L. donde demostraron que contiene efectos antibacterianos principalmente
contra Streptococcus mutans, Streptococcus aerus, Bacillus stearothermophilus,
Micrococcus luteus, Serratia mascencies, Clostridium sporogenes, Escherichia coli,

Klebsiella pneumonia, Bacilo aerus, y también efectos antiinflamatorios, actividad anti-
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obesidad y actividad antihipertensiva De igual manera en 2018 Riaz y col (6) en la
revision que realizaron en todos los articulos en los que aparecia la Hibiscus hasta el afio
2017 encontraron que sus propiedades fitoquimicas y usos terapéuticos que presenta la
flor ejerce actividad antioxidante, antiinflamatoria, anti obesidad, antihipertensiva,
diurética, antimicrobiana, anticancerigena y hepatoprotectora.

Debido al aumento de enfermedades infecciosas, la poblacion opta por el uso
indiscriminado de antibidticos, por lo cual los microorganismos responsables de las
enfermedades desarrollan resistencia a variedad de antibioticos comerciales. El uso de las
plantas medicinales ha sido siempre una alternativa de solucion, en un principio se
utilizaba por la falta de fA&rmacos sintéticos y en estos tiempos se utiliza como alternativa
debido a los efectos adversos que causan los microorganismos. Por lo tanto, el propésito
de este estudio es elaborar una sustancia que ayude a la prevencion de enfermedades
orales con remedios naturales al alcance de las personas y también para el uso
odontolégico como antisépticos para realizar distintos tratamientos en beneficio de
nuestros pacientes.

En nuestra region no se han encontrado estudios sobre el uso de extractos
etandlicos a base de Hibiscus sabdariffa L. y su actividad antibacteriana que comprueben
las propiedades medicinales y la actividad antibacterial sobre el Streptococcus mutans
utilizando solo los pétalos ya que en otros estudios les dan méas importancia a otras partes
de la flor.

La limitacion méas grande que tuvo el presente trabajo de investigacion fue la
pandemia que estamos atravesando, primero, porque estuvimos expuestos al covid-19,
segundo, porque debido al miedo muchos pacientes, optaron por no colaborar con nuestro
estudio y tercero porque no habia personal en el laboratorio para realizar la investigacion

por lo cual tuvimos que esperar meses para poder ejecutar este estudio, Sin embargo, a
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pesar de las dificultades se logro nuestro objetivo de demostrar la efectividad antibacterial
del extracto etanolico de la Hibiscus sabdariffa L. y asi contribuir con la odontologia con
el uso alternativo de plantas para la prevencion de la caries dental, beneficiando a los

pobladores de nuestra region.
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V. CONCLUSIONES

- Si existe efecto antibacterial in vitro del extracto etandlico de Hibiscus sabdariffa
L. al 25%, 50%, 75% y 100% de concentracion sobre el Streptococcus mutans.

- El extracto etanodlico de Hibiscus sabdariffa L. al 100% tiene mayor efecto
antibacterial sobre el Streptococcus mutans demostrando ser sensible segun la
escala de Duraffourd a las 24 horas. A mayor concentracion mayor efecto
antibacterial.

- El extracto etandlico de Hibiscus sabdariffa L. al 100% tiene mayor efecto
antibacterial sobre el Streptococcus mutans demostrando ser sensible segun la
escala de Duraffourd a las 48 horas

- El extracto etandlico de Hibiscus sabdariffa L. al 100% tiene mayor efecto
antibacterial sobre el Streptococcus mutans a las 48 horas en comparacion a las
24 horas demostrando que a mayor tiempo y concentracion mayor es el efecto
antibacterial.

- Si hay diferencia del efecto antibacterial del extracto etandlico de Hibiscus
sabdariffa L. al 25%, 50%, 75%, y 100% sobre el Streptococcus mutans mediante

halos con el control positivo y el control negativo a las 24 y 48 horas.
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V1. RECOMENDACIONES

En vista de los resultados obtenidos se recomienda los siguiente:

PRIMERO: Paralograr mayor eficacia de la Hibiscus sabdariffa L. sobre otros agentes
patdgenos se recomienda realizar més estudios experimentales in vitro de

la planta.

SEGUNDO: Habiendo obtenido resultados positivos en cuanto al extracto etanolico
de la planta. se recomienda elaborar estudios comparativos entre los
efectos del extracto etandlico, extracto acuoso y aceite esencial de la
Hibiscus sabdariffa L. sobre las cepas de Streptococcus mutans y otras

bacterias que habitan la cavidad oral.

TERCERO: Se recomienda realizar un estudio exhaustivo de cada componente de la
Hibiscus sabdariffa L. para determinar el componente exacto que tiene

el efecto inhibitorio en el Streptococcus mutans.

CUARTO: Del mismo modo se sugiere investigar las otras partes de la Hibiscus
sabdariffa L. como el céliz y las hojas para hacer un estudio mas

completo y no solo de los pétalos.
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ANEXOS

ANEXO A: FICHAS DE RECOLECCION DE DATOS

CONCENTRACIONES

MEDICION DE HALOS DE INHIBICION 24 HORAS

S PLACAS PLACA N°1 PLACA N°2 PLACA N°3 PLACA N°4
REPETICION
REPETICIONN®1 | 9.6 mm 9.3 mm 9.1 mm 9.5 mm
REPETICIONN2 | 9.3 mm 9.3 mm 9.4 mm 9.3 mm
o _ REPETICIONN®3 | 9.4 mm 9.4 mm 9.4 mm 9.4 mm
H|b|5Cl§LS€;kécci)2rlffa - REPET'C'(:)N N°4 | 9.5mm 9.4 mm 9.1 mm 9.5 mm
REPETICIONN®S | 95 mm 9.3 mm 9.3 mm 9.4 mm
REPETICIONN6 | 9.6 mm 9.2 mm 9.2 mm 9.3 mm
REPETICIONN’L | 101 mm | 10.3mm | 10.5mm | 10.4 mm
Hibiscus SabdariffaL. | REPETICIONN2 | 103 mm | 10.4mm | 10.6 mm 10.5 mm
AL 50% REPETICIONN' | 102 mm | 10.5mm | 10.4mm | 10.4mm
REPETICIONN®4 | 102 mm | 10.4mm | 10.7mm | 10.7 mm
REPETICIONNS | 103 mm | 10.6mm | 10.3mm | 10.5mm
REPETICIONNG | 102 mm | 10.5mm | 104mm | 10.6 mm
REPETICIONNL | 12 4mm | 12.9mm | 12.9mm | 12.6mm
Hibiscus SabdariffaL. [ REPETICIONN®2 | 12 2 mm 12.8 mm 12.8 mm 12.4 mm
AL 75% REPETICIONN3 | 12 1mm | 13mm | 12.7mm | 12.5mm
REPETICIONN4 | 12 3mm | 13.1mm | 12.6mm | 12.3mm
REPETICIONNS | 12 2mm | 12.9mm | 12.9mm | 12.2mm
REPETICIONN6 | 12 1mm | 12.8mm | 12.8mm | 12.7 mm
REPETICIONN’L | 135mm | 13.8mm | 13.9mm | 14.1mm
Hibiscus SabdariffaL. | REPETICIONN2 [ 137 mm | 13.9mm | 13.9 mm 14.2 mm
AL 100% REPETICIONN'3 | 13 6mm | 13.8mm | 13.7mm | 13.9mm
REPETICIONN4 | 135 mm | 13.8mm | 13.8mm | 13.8mm
REPETICIONNS | 134 mm | 13.8mm | 13.7mm | 13.7mm
REPETICIONN6 | 135mm | 13.8mm | 13.6mm | 14.1mm
REPETICION25% | 179 mm | 18.2mm | 17.8mm -
CLORHEXIDINAAL | 'REPETICIONS0% | 177 mm | 18.1mm | 18.1mm -
(CONTR%FZ;S,T,VO) REPETIC'?N 5% | 17.8mm | 18.3mm | 17.8 mm -
REPETICION100% | 179 mm | 18.2mm | 17.5mm -
REPETICION 25% - - - 0mm
AGUA DESTILADA REPETICION 50% - - - 0Omm
(CONTROL NEGATIVO) REPETICION 75% i} _ - 0mm
REPETICION100% - - - 0Omm
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CONCENTRACIONES

MEDICION DE HALOS DE INHIBICION 48 HORAS

! PLACAS | o) acaN‘t | PLACAN? | PLACANS | PLACA N°4
REPETICION
REPETICIONN1 | 9.9 mm 9.6 mm 9.5 mm 9.8 mm
REPETICIONN2 | 101 mm | 9.7 mm 9.6 mm 9.7 mm
REPETICION N°3
Hibiscus Sabdariffa L. REPETICION N°4 z; 22 zi 22 g; 22 23 2:
AL 25% _ : : - :
REPETICION N°5 10 mm 9.6 mm 9.6 mm 9.8 mm
REPETICIONN6 | 10.1mm | 9.5mm 9.6 mm 9.6 mm
REPETICIONNL | 105 mm | 10.7mm | 10.9mm | 10.9mm
REPETICIONN2 | 107 mm | 10.8mm | 10.9mm | 10.8mm
Hibiscus Sabdariffa L REPET'C'C?N N3 | 106mm | 109mm | 10.7mm | 10.8mm
AL 50% REPETICIONN®4 | 10.5mm | 10.7mm | 109mm | 10.9mm
REPETICIONN®S | 106 mm | 10.9mm | 10.7mm | 10.7 mm
REPETICIONN6 | 107 mm | 10.8mm | 10.8mm | 10.9mm
REPETICIONN’L | 135mm | 13.7mm | 13.4mm | 13.1mm
REPETICIONN2 | 13 1mm | 13.4mm | 13.5mm 13 mm
Hibiscus Sabdariffa L. REPET'C'?N N3 | 13.2mm | 13.6mm | 13.2mm 13.1 mm
AL 75% REPETICIONN®4 | 13 6mm | 13.8mm | 13.1mm | 12.8mm
REPETICIONNS | 13 4mm | 13.5mm | 13.5mm | 12.9mm
REPETICIONN6 | 13 mm 13.3mm | 13.3mm | 13.2mm
REPETICIONN’L | 139 mm | 14.2mm | 14.4mm | 14.5mm
Hibiscus SabdariffaL. | REPETICIONN2 | 142 mm | 14.3mm | 14.5mm 14.6 mm
AL 100% REPETICIONN | 14 mm 142mm | 14.2mm | 143 mm
REPETICIONN®4 | 141 mm | 14.4mm | 143mm | 14.2mm
REPETICIONN®S | 139mm | 14.3mm | 142mm | 14.1mm
REPETICIONN6 | 139 mm | 14.2mm | 14 mm 14.6 mm
REPETICION25% | 18 2mm | 18.2mm | 18.2mm -
CLORHEXIDINA AL | REPETICIONS0% | 183 mm | 183 mm | 18.3 mm -
(CONTR%FZ;S,T,VO) REPET'C'?N 5% | 18.1mm | 18.1mm | 18.1mm -
REPETICION100% | 18 2 mm | 18.2mm | 18.2mm -
REPETICION 25% - - - 0mm
AGUA DESTILADA REPETICION 50% - - - 0mm
(CONTROL NEGATIVO) REPETICION 75% i} _ _ 0mm
REPETICION100% - - - 0Omm
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ANEXO B: CONSTANCIA DE IDENTIFICACION DE ESPECIE

FACULTAD

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO
FACULTAD DE MEDICINA HUMANA
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

MEDICINA

CONSTANCIA DE IDENTIFICACION DE ESPECIE

El que suscribe coordinador del laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina
Humana de la Universidad Nacional del Altiplano Puno, hace constar que:

A solicitud presentada por el Sr. LUIS ALBERTO PADILLA VALENZUELA y la Srta. KAMYRE
HILLARY NEYRA VITULAS, cuyo asunto es la IDENTIFICACION TAXONOMICA A NIVEL DE
ESPECIE DE UNA PLANTA para futuro uso experimental.

RESULTADO DE ANALISIS
ASUNTO: IDENTIFICACION DE ESPECIE FLOR DE JAMAICA (Hibiscus sabdariffa L.)

REFERENCIAS GENERALES:

Hibiscus sabdariffa L. también conocida como rosa de Jamaica, rosa de Abisinia o flor de
Jamaica, pertenece a la familia de las Malvéceas y es originaria de Africa tropical, aunque su
cultivo se extiende por México, América Central y del Sur y sudeste asiatico.

Es una planta herbacea anual propia de climas secos subtropicales, montafiosos, de matorral
espinoso. Sus flores, de color rojo en la base y mas palido en los extremos, contienen un céliz
carnoso y generalmente de un color rojo intenso. Los célices son lo mas destacable de la
planta. Se recogen en el momento en que alcanzan un tono vinoso y se dejan secar para su uso
principalmente como colorante alimentario, fabricacion de jarabes.

PROCEDENCIA:
Mercado Unién y Dignidad - Puno
IDENTIFICACION TAXONOMICA:

REINO: Plantae
DIVISION: Magnoliophyta
CLASE: Magnoliopsida.
SUBCLASE: Dileniidae
ORDEN: Malvales
FAMILIA: Malvaceae
GENERO: Hibiscus
ESPECIE: Hibiscus sabdariffa L.

CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DE LA MUESTRA:

ASPECTO : Pétalos y flores secas
COLOR : Rojo azulado / morado oscuro
CANTIDAD : 1.5kg
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ANEXO C: SOLICITUD DE LABORATORIO FIQ

SOLICITO: USO DEL LABORATORIO DE OPERACIONES
Y PROCESOS SANITARIOS

SENOR DECANO DE LA FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA DE LA UNIVERSAD NACIONAL
DEL ALTIPLANO PUNO

Yo, Luis Alberto Padilla Valenzuela identificado con
D.N.I. N* 70000857, con cddigo de matricula N°
141534 y Kamyre Hillary Neyra Vitulas identificada con
D.N.I. N° 61802754, con cddigo de matricula N°
135663, estudiantes de la Escuela Profesional de
Odontologia UNA — Puno

Ante usted con el debido respeto nos presentamos y
exponemos.

Que habiendo recibido el acta de aprobacidn N° 2020 — 381 del proyecto de tesis titulado
“EFECTO ANTIBACTERIAL IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Hibiscus sabdariffa L
SOBRE Streptococcus mutans DE ESTUDIANTES DE LA CLINICA ODONTOLOGICA DE LA UNA
- PUNO 2020”, solicitamos a su digno despacho, se nos otorgue el permiso para el uso del
Laboratorio de Operaciones Y Procesos Sanitarios para el proceso del extracto etandlico al
25%, 50%, 75% y 100% de Hibiscus sabdariffa L, donde seran necesarios varios
instgumentos para su realizacion segin sea el caso, todo con previa coordinacién sobre
horarios e insumos con el fin de no perjudicar otras actividades.

POR LO EXPUESTO

Solicito a usted acceder a mi peticion por ser justa y legal.

Puno, 31 de mayo del 2021

°

Vo
/" By il?

Luis\mﬁo Padilla Valenzuela Kamyre Hillary Neyra Vitulas
DNI 70000857 DNI 61802754
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? Universidad Nacional del Altiplano - Puno

Facultad e Ingenieria Quimica

MEMORANDO. N° 034-2021-D-FIQ-UNA-P.

PARA . Ing. ML.Se. José Néstor Mamani Quispe
Jefe de Laboratorio de Operaciones y Procesos
Unitarios

ASUNTO : Solicita brindar facilidades

FECHA : Puno, C.U. 07 de Junio de 2021

Por intermedio del presente, comunico a usted, que en atencién a
la solicitud presentada por la egresados de la Escuela profesional
de Odontologia Sr. LUIS ALBERTO PADILLA VALENZUELA,
Srta. KAMIRE HILLARY NEYRA VITULAS, quienes solicita el uso
del Laboratorio de Operaciones y Procesos Unitarios, para el
desarrollo de su perfil de Tesis; "EFECTO ANTIBACTERIAL IN
VITRO DEL EXTRACTO DE ETANOLICO DE hibiscus sabdariffa
sobre streptococcus mutans, por lo que solicito brindarle las
facilidades que el caso requiera.

Atentamente,
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ANEXO E: CONSTANCIA DE ELABORACION DE EXTRACTO EN FIQ

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO - PUNO
FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA
Ciudad Universitaria - apartado 291 — Teléfono (051)366190 - Fax (051)366190

CONSTANCIA

EL QUE SUSCRIBE, EL COORDINADOR DEL LABORATORIO DE
OPERACIONES Y PROCESOS UNITARIOS DE LA FACULTAD DE INGENIERIA
QUIMICA DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO — PUNO

HACE CONSTAR.

Que, el Sr. LUIS ALBERTO PADILLA VALENZUELA identificado con DNI:
70000857 y la Srta. KAMYRE HILLARY NEYRA VITULAS identificada con DNI-
61802754 ambos Bachilleres de la Escuela Profesional de Odontologia UNA-
PUNO, con el proyecto de investigacion titulado “EFECTO ANTIBACTERIAL IN
VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Hibiscus sabdariffa L. SOBRE CEPAS
DE Streptococcus Mutans PUNO 2( 207, realizaron el proceso de elaboracién de
extracto etandlico de Hibiscus sabdariffa L. en el Laboratorio de Operaciones y
Procesos Unitarios de la Facultad de Ingenieria Quimica, a partir del 7 de junio hasta
28 de junio del 2021, habiendo realizado el Pago respectivo para el uso de equipos
de laboratorio.

Se expide la presente constancia a solicitud de los interesados para los fines
que vean por conveniente.

Puno, C.U 30 de junio del 2021
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ANEXO F: CONSENTIMIENTO INFORMADO

CONSENTIMIENTO INFORMADO
PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO DE INVESTIGACION

Instituciones: UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO PUNO
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA PROFESIONAL DE ODONTOLOGIA
V & D SERVICIOS DE SALUD E.I.R.L “BELLADENTIS”

Investigadores: Luis Alberto Padilla Valenzuela (Estudiante)
Kamyre Hillary Neyra Vitulas (Estudiante)
C.D. Vladimir Huacasi Supo (Asesor)

Titulo: “ EFECTO ANTIBACTERIAL IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
Hibiscus sabdariffa L SOBRE Streptococcus mutans PUNO 2020 ”

JUSTIFICACION DEL ESTUDIO:

Se trata de un estudio en laboratorio de la capacidad que posee la la Hibiscus
sabdariffa L (Flor de Jamaica) sobre el Streptococcus mutans (Bacteria de la cavidad
oral), con la finalidad de evaluar el efecto antibacterial para la prevencion de caries.

METODOLOGIA:

Si usted acepta participar se llevaran a cabo los siguientes procedimientos:
. Toma de temperatura y desinfeccion externa

Acondicionamiento en el sillon dental para la toma de muestra.

Asepsia de la cavidad oral con un potente agente antimicrobiano

. Hisopado de la superficie dental

Colocacion de la muestra en un tubo de ensayo con suero fisioldgico.
Almacenamiento del tubo de ensayo que contiene la muestra.

QAW e

CONFIDENCIALIDAD:

Los investigadores registraremos su informacion con cddigos y no con nombres. Si los
resultados de este seguimiento son publicados en una revista cientifica, no se mostrara
ningln dato que permita la identificacion de las personas que participan en este
estudio. Sus archivos no seran mostrados a ninguna persona ajena al estudio sin su
consentimiento.
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CONSENTIMIENTO:

He recibido y comprendido perfectamente la informacion que se me ha brindado sobre
los procedimientos si participo en el proyecto, Acepto voluntariamente participar en
este estudio y también entiendo que puedo decidir no participar y que puedo retirarme
del estudio en cualquier momento.

Firma del Participante Huella Digital Fecha
Nombre:
DNI:

Firma del Investigador Huella Digital Fecha
Nombre:
DNI:

Firma del Investigador Huella Digital Fecha
Nombre:
DNI:
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ANEXO G: SOLICITUD DE LABORATORIO FMH

SOLICITO: LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

SENOR DECANO DE LA FACULTAD DE MEDICINA HUMANA DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL
DEL ALTIPLANO PUNO

Yo, Luis Alberto Padilla Valenzuela identificado con
D.N.l. N° 70000857, con codigo de matricula N°
141534 y Kamyre Hillary Neyra Vitulas identificada con
D.N.Il. N° 61802754, con cédigo de matricula N°
135663, estudiantes de la Escuela Profesional de
Odontologia UNA — Puno

Ante usted con el debido respeto nos presentamos y
exponemos.

Que habiendo recibido el acta de aprobacién N° 2020 — 381 del proyecto de tesis titulado
“EFECTO ANTIBACTERIAL IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Hibiscus sabdariffa L
SOBRE Streptococcus mutans DE ESTUDIANTES DE LA CLINICA ODONTOLOGICA DE LA UNA
- PUNO 2020”, solicitamos a su digno despachao, se nos otorgue el uso del laboratorio de
Microbiologia para el proceso de cultivo de bacterias y medicién del halos inhibitorios
donde serdn necesarios varios instrumentos para su realizacién segun sea el caso, todo con
previa coordinacién sobre horarios e insumos con el fin de no perjudicar sesiones
académicas u otras actividades.

POR LO EXPUESTO

Solicito a usted acceder a mi peticidn por ser justa y legal.

Puno, 14 de junio del 2021 il
T I UNA

PUNO

Recibido 14-06-2021

- hora: 10 am, FMH
{ =
Luis Albé'rtgf’adilla Valenzuela Kamyre Hillary Neyra Vitulas
DNI 70000857 DNI 61802754
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ANEXO H: CERTIFICADO DE CEPA BACTERIANA

A\ ¥
frin,  Dhioidsd Niional ol lplene - Do
| FACULTAD DE MEDICINA HUMANA

NV 1LY

Vi
S

& a E
& UNIVERSIDAD
o ..
J;

CERTIFICADO DE LA CEPA BACTERIANA
EL QUE SUSCRIBE:

Certifica que la pureza de Streptococos mutans se ha obtenido tomando en
cuenta el siguiente procedimiento:

1. El medio de cultivo que se utilizé para el aislamiento es el agar sangre
para observar la actividad hemolitica, y los complejos antigeno
anticuerpo.

2. Caracteristicas ambientales.

a. Mesofilo, crece a temperaturas entre 18 a 40 °C.
b. Acidofilo, vive en medio de pH bajo.
c. Anaerobio facultativo.

3. Para la identificacion del Streptococos mutans, se tomoé en cuenta los
criterios fenotipicos.

a. Morfologia macroscépica, borde irregular, elevacion cdncava, color
blanquecino, forma irregular.

b. Morfologia microscdpica, bacteria coco gram positivo, dispuesta en
cadena

c. Resistencia o sensibilidad a los antibiéticos:
Resistente a la amoxicilina y bacitracina, Sensible a los betalactamicos

d. Propiedades bioquimicas, oxidasa y catalasa negativa, fermentacion
positiva de rafinosa, manitol, melobiosa, trehalosa e inulina; hidrélisis
negativa de la esculina en la presencia de bilis e hidrdlisis positiva de
la esculina en ausencia de bilis; ureasa negativa; hidrélisis negativa de
la arginina.
Nota: para la obtencién de la cepa pura de streptococos mutans se
siguid los métodos estandar propuesto por el Instituto Nacional de
Salud (INS)

/

LIC. BALBINO LORGIO PALACIOS FRISANCHO
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ANEXO I: CONSTANCIA DE EJECUCION DE PROYECTO FMH

‘*W'
UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO - PUNO
FACULTAD DE MEDICINA HUMANA
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA

CONSTANCIA

EL QUE SUSCRIBE RESPONSABLE DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA PARASITOLOGIA
Y DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE MEDICINA HUMANA.

HACE CONSTAR:

Que, los bachilleres LUIS ALBERTO PADILLA VALENZUELA cddigo de matricula 141534
KAMYRE HILLARY NEYRA VITULAS Codigo de matricula 135663, egresados de la Facultad
de Ciencias de la Salud, Escuela Profesional de Odontologia de la Universidad Nacional
del Altiplano — Puno, con cédigo de matricula N° 145485 DNI 70828953 ha ejecutado su
proyecto de investigacion titulado “EFECTO ANTIBACTERIAL IN VITRO DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE HIBISCUS SABDARIFFA L. SOBRE CEPAS DE STREPTOCOCCUS MUTANS
PUNO 2020” en el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la escuela profesional

de medicina humana, en los meses de abril, mayo y junio 2021

Se emite la presenta constancia a solicitud del interesado para fines que el interesando

considere conveniente.

Puno 20 de julio de 2021.

7
|

V72 4

Lic. BALBINO LORGIO PALACIOS FRISANCHO
CBP: 2125
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ANEXO J: ESTADISTICA DESCRIPTIVA

Prueba t para una media

Valor de la media bajo la hipdétesis nula: 0

Variable n Media DE LI(95) LS5(95) A ) p(Bilateral)

25% 24H 24 9.36 0.13 9.31 9.42 340.94 <0.0001
50% 24H 24 10.42 0.16 10.35 10.48 317.72 <0.0001
75% 24H 24 12.59 0.31 12.46 12.72 199.53 <0.0001
100% 24H 24 13.77 0.20 13.69 13.85 339.24 <0.0001

Analisis de la varianza

Variable N R* RBR* A C¥
HALO DE INHIBICION 96 0.99 0.99 1.83

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 290.06 3 96.69 2160.35 <0.0001
APLICACION 290.06 3 96.69 2160.35 <0.0001
Error 4.12 92 0.04
Total 294.18 95

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.15980
Error: 0.0448 gl: 92

APLICACION Medias n E.E.
100% 24 Horas 13.77 24 0.04 A

75% 24 Horas 12.59 24 0.04 B
50% 24 Horas 10.42 24 0.04 Cc
25% 24 Horas 9.36 24 0.04 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Prueba t para una media

Valor de la media bajo la hipdtesis nula: 0

Variable n Media DE LI(95) LS5(95) ¥ p(Bilateral)

25% 48 Horas 24 9.72 0.19 9.64 9.80 256.31 <0.0001

50% 48 Horas 24 10.76 0.13 10.71 10.82 412.23 <0.0001

75% 48 Horas 24 13.30 0.26 13.19 13.41 250.18 <0.0001

100% 48 Horas 24 14.23 0.21 14.14 14.32 339.51 <0.0001
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Analisis de la varianza

Variable N BR* R Aj CV
HALO DE INHIBICION 96 0.99 0.99 1.67

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

PV SC gl CM F p-valor
Modelo. 321.70 3 107.23 2666.95 <0.0001
APLICACION 321.70 3 107.23 2666.95 <0.0001
Error 3.70 92 0.04
Total 325.40 95

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.15146
Error: 0.0402 gl: 92

APLICACION Medias n E.E.

100% 48 H 14.23 24 0.04 A

75% 48 H 13.30 24 0.04 B

50% 48 H 10.76 24 0.04 c
25% 48 H 9.72 24 0.04 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Analisis de la varianza

Variable N R* R* A3 CV
HALO DE INHIBICION 192 0.99 ©0.89 1.75

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. S5C gl CM F p-valor
Modelo. 622.22 7 88.89 2092.37 <0.0001
APLICACION 622.22 7 88.89 2092.37 <0.0001
Error 7.82 184 0.04
Total 630.03 191

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.18072
Error: 0.0425 gl: 184

APLICACION Medias n E.E.

100% 48 H 14.23 24 0.04 A

100% 24 Horas 13.77 24 0.04 B

75% 48 H 13.30 24 0.04 c

75% 24 Horas 12.59 24 0.04 D

S0% 48 H 10.76 24 0.04 E

50% 24 Horas 10.42 24 0.04 ) 2

25% 48 H 9.72 24 0.04 G
25% 24 Horas 9.36 24 0.04 H

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Analisis de la varianza

Variable N R* R* A CV
HALO DE INHIBICION 240 1.00 1.00 1.58

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl cM F p-valor
Modelo. 2181.36 9 242.37 5719.73 <0.0001
APLICACION 2181.36 9 242.37 5719.73 <0.0001
Error 9.75 230 0.04
Total 2191.11 239

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.18843
Error: 0.0424 gl: 230

APLICACICN Medias n E.E.

G +'48 B 18.25 24 0.04 A

C+24 H 18.03 24 0.04 B

100% 48 H 14.23 24 0.04 o

100% 24 Horas 13.77 24 0.04 D

75% 48 H 13.30 24 0.04 E

75% 24 Horas 12.59 24 0.04 F

50% 48 H 10.76 24 0.04 G

50% 24 Horas 10.42 24 0.04 H
25% 48 H 9.72 24 0.04 : 8
25% 24 Horas 9.36 24 0.04 J

Medizas con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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T N
FACULTAD DE INGENIERIA LABORATORIO DE OPERACIONES Y
QUIMICA PROCESOS UNITARIOS

4

SEPARACION DE IMPUREZAS HORNO DE DESECACION
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n i - I i S - y
COLOCACION DE Hibiscus Sabdariffa COLOCACION DE Hibiscus Sabdariffa
L. EN HORNO DE DESECACION L. DESECADA EN CAJA DE
ANAEROBIOSIS

LABORATORIO DE CONTROL DE
CALIDAD FIQ

Hibiscus Sabdariffa L. TRITURADA BALANZA ANALITICA
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PESADO EN BALANZA ANALITICA SE UTILIZO POMO AMBAR, EMBUDO
DE Hibiscus sabdariffa L. TRITURADO DE VIDRIO, PROBETA DE VIDRIO Y
ALCOHOL AL 96%

COLOCACION DE EMBUDO EN COLOCACION DE Hibiscus sabdariffa
POMO AMBAR L. TRITURADA EN POMO AMBAR

e
(NN

MEDICION DE 450ML DE ALCOHOL SE ANADIO ALCOHOL MEDIANTE
AL 96% EN PROBETA DE VIDRIO EMBUDO DE VIDRIO
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TAPADO HERMETI’CO PARA MACERACION DURANTE 15 DIAS
MACERACION

by

COLOCACION DE EMBUDO DE COLOCACION PARA FILTRADO
PAPEL FILTRO

_—

FILTRADO DE EXTRACTO

EXTRACTO ETANOLICO FILTRADO
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CONCENTRACION DE EXTRACTO SE COMPLETO CON 75 ml DE
ETANOLICO 25 ml en PROBETA DE ALCOHOL AL 100% EN PROBETA
100ml1 DE 100 ml

ALMACENAMIENTO DE EXTRACTO ETANOLICO EN
EXTRACTO ETANOLICO AL 25% DIFERENTES CONCENTRACIONES

RING AoaTY "
ATHIMNN oy
: e

il o S

,,

SALA DE ESPERA AMBIENTE PARA TOMA DE 7
MUESTRA
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CUMPLIMIENTO DE PROTOCOLO CUMPLIMIENTO DE PROTOCOLO

DE ATENCION — TOMA DE DE ATENCION — USO DE ALCOHOL
TEMPERATURA

|/
CUMPLIMIENTO DE PROTOCOLO

DE ATENCION — USO DE
ENJUAGUE BUCAL

[

IDENTIFICACION DE LA PIEZA TOMA DE LA MUESTRA
PARA LA TOMA DE MUESTRA
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APERTURA DE TUBO DE ENSAYO CARGADO DE SUERO |
ESTERIL FISIOLOGICO

/4

«

COLOCACION DE SUERO COLOCACION DE LA MUESTRA

FISIOLOGICO EN TUBO DE CON HISOPO ESTERIL
ENSAYO ESTERIL

!

AGITACION DEL HISOPO EN SELLADO DE LA MUESTRA
SUERO FISIOLOGICO
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COLOCACION DE MUESTRA PARA
TRASLADO

RETIRADO DE INSTRUMENTAL
ESTERIL

COLOCACION DE AGUA ESTERIL SE CALIENTA PARA SU CORRETA
EN MATRAZ DISOLUCION
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COLOCACION DE MATRAZ EN

AUTOCLAVE

COLOCACION PLACAS EN CAJA DE INCUBACION EN ANAEROBIOSIS
ANAEROBIOSIS POR 24 HORAS
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COLOCACION DE PLACAS EN SELECCION DE COLONIA PARA
AEROBIOSIS POR 24 HORAS INOCULAR A TUBO DE ENSAYO

COLOCACION DE TUBOS DE

COLOCACION DE BACTERIA EN
TUBOS DE ENSAYO ENSAYO EN T{%ﬁ’;‘DORA POR 24

.

TUBOS DE ENSAYO DESPUES DE REACTIVOS PARA LA TINCION
24 HORAS EN INCUBADORA
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COLOCACION DE LA MUESTRA EN EXPANSION DE LAMUESTRA
PORTAOBIJETOS

ENJUAGAR

VISTA HISTOLOGICA PESADO DE MITIS SALIVARIUS
PARA REPLICACION DE LAS
BACTERIAS
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PREPARADO DE MITIIS PLAQUEADO
SALIVARIUS

INCUBACION EN ANAEROBIOSIS PLACAS DESPUES DE 24 HORAS EN
POR 24 HORAS ANAEROBIOSIS

RECOLECCION PARA REPLIC PESADO DE AGAR
FINAL
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CALENTAR PARA DILUIR COLOCACION EN AUTOCLAVE

SACABOCADOS COLOCACION DE PAPEL FILTRO
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PLACA LISTA PARA SER PIPETA DIGITAL
INOCULADA CON EL EXTRACTO
ETANOLICO

PLACAS INOCULADAS CON INCUBACION EN ANAEROBIOSIS
EXTRACTO Y ROTULADAS

EXTRACTO ETANOLICO DE EXTRACTO ETANOLICO DE
Hibiscus Sabdariffa L. AL 25% Hibiscus Sabdariffa L. AL 50%
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EXTRACTO ETANOLICO DE EXTRACTO ETANOLICO DE
Hibiscus Sabdariffa L. AL 75% Hibiscus Sabdariffa L. AL 100%

MEDICION DE LOS HALOS
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