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Resumen

El objetivo fue evaluar el efecto antibacteriano in vitro de diferentes concentraciones
del extracto hidroalcohdlico de Schinus molle L. (molle) sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175. Fue una investigacion basica con disefio experimental
verdadero. El efecto antibacteriano fue determinado mediante el método de difusion
en disco. La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracién Minima
Bactericida (CMB) por el método de microdilucién. El extracto se obtuvo por
maceracion en mezcla hidroalcohdlica con agitacion y se prepararon 10
concentraciones en pg/mL. La sustancia control + fue clorhexidina 0,12% vy el
control negativo fue DMSO 1%. Se reportdo que todas las concentraciones del
extracto evaluadas mostraron efecto antibacteriano sobre S. mutans, sin embargo,
solo las concentraciones de 70 pg/mL (17,00 £ 0,501 mm); 80 pug/mL (19,89 + 0,638
mm); 90 pug/mL (22,09 £ 0,431) y 100 pg/mL (24,37 + 0,568mm) reportaron halos
de inhibicién promedio superiores al del control + (15,42 + 0,370mm). La CMI se
establecio en 60 pg/mL y la CMB en 70 pg/mL. Se concluye que extracto
hidroalcoholico de Schinus molle L. presenta efecto antibacteriano in vitro sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175 siendo su CMI 60 pg/mL y su CMB 70 pg/mL.

Palabras clave: Antibacterianos, Schinus molle, Streptococcus mutans, Extractos

vegetales.
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The objective was to evaluate the antibacterial effect in vitro of different
concentrations of the hydroalcoholic extract of Schinus molle L. (molle) on
Streptococcus mutans ATCC 25175. It was a basic investigation with true
experimental design. The antibacterial effect was determined by the disk diffusion
method. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum Bactericidal
Concentration (CMB) by the microdilution method. The extract was obtained by
maceration in a hydroalcoholic mixture with stirring and 10 concentrations in pg /
mL were prepared. The control substance + was 0.12% chlorhexidine and the
negative control was 1% DMSO. It was reported that all the concentrations of the
extract evaluated showed an antibacterial effect on S. mutans, however, only the
concentrations of 70 pg / mL (17.00 = 0.501 mm); 80 pg / mL (19.89 = 0.638 mm);
90 pg / mL (22.09 £ 0.431) and 100 pg / mL (24.37 = 0.568mm) reported higher
average inhibition halos than the control + (15.42 + 0.370mm). The MIC was
established at 60 pg / mL and the CMB at 70 pug / mL. It is concluded that the
hydroalcoholic extract of Schinus molle L. has an antibacterial effect in vitro on
Streptococcus mutans ATCC 25175 with its MIC 60 pug / mL and its CMB 70 pg /

mL.

Keywords: Antibacterials, Schinus molle, Streptococcus mutans, Plant extracts.
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INTRODUCCION

Las patologias orales demandan un gran gasto a los sistemas de salud de
diversos paises y afectan la calidad de vida de los individuos que la padecen
perennemente. Se ha estimado que estas enfermedades agobian a casi 3500
millones de personas siendo la caries en dientes permanentes no tratada el

problema de salud mas frecuente a nivel mundial. !

La caries dental es un padecimiento cronico, dinamico, de origen multifactorial,
causada por la acidez producida por la degradacion de carbohidratos por los
microorganismos orales que da como resultado la desmineralizacién dentaria.
Esta enfermedad puede producirse a cualquier edad, pudiendo dafar la corona
del diente y, mas adelante, las superficies radiculares expuestas constituyéndose

en uno de los principales factores de edentulismo.?3

Aunque los paradigmas respecto a la causalidad de la caries dental han cambiado
y ahora se le considera una enfermedad polimicrobiana; diversas investigaciones
han demostrado el importante papel de Streptococcus mutans como agente
etiolégico en el inicio y progreso de esta enfermedad.*® Se ha aceptado
ampliamente que el potencial cariogénico de S. mutans reside en su
acidogenicidad, su aciduricidad y la capacidad de sintetizar grandes cantidades
de polimeros extracelulares de glucano a partir de sacarosa que ayudan en su
colonizacion permanente y el de otras especies cariogénicas a las superficies

duras del diente.”™®

Para minimizar el riesgo de infecciones bucales los odontdlogos recomiendan
practicas destinadas a mejorar la higiene bucal y el uso de sustancias profilacticas
gue contienen una variedad de ingredientes quimicos.® Uno de estos productos
encontramos los enjuagues bucales que contienen clorhexidina y presentan
potentes propiedades desinfectantes y antisépticas para suprimir la formacién de
placa por microorganismos orales. %3 A pesar de este efecto beneficioso, su
aplicaciéon prolongada a altas concentraciones incrementa el riesgo potencial a
manifestar efectos secundarios perjudiciales para la salud bucal y otros sistemas

del cuerpo. 1617

En ese sentido, se necesitan enfoques novedosos, eficaces, seguros y accesibles

que permitan el control de los microorganismos importantes involucrados en el
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desarrollo de las enfermedades orales mas prevalentes. Respecto a ello, se
vienen realizando una gran cantidad de estudios para identificar plantas
tradicionales que presentan un amplio espectro de usos contra diversas
enfermedades.*® Actualmente, varias plantas medicinales han confirmado
experimentalmente su capacidad antimicrobiana y antibiofilm contra S. mutans y

otros microorganismos cariogénicos.19-22

Las plantas medicinales son consideradas como una alternativa de control contra
los agentes causales de enfermedades infecciosas pues contienen compuestos
bioactivos tipo alcaloides, taninos y flavonoides que se caracterizan por su
actividad antimicrobiana.'® ?? Entre estas plantas encontramos a Schinus molle L.
Es originaria de América del Sur y su habitat se ha extendido hasta México. Este
arbol se usa ampliamente en la medicina tradicional para tratar una variedad de
enfermedades. Sus aceites esenciales y extractos son ricos en diversos
metabolitos con actividad farmacologica. Se ha demostrado que tanto los
extractos como sus aceites esenciales de hojas y frutos frescos tienen actividad

antibacteriana y antifingica significativa.?32°

Vista larealidad problematica nos planteamos el siguiente cuestionamiento, ¢ Cual
es el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohdlico de Schinus molle L.

(molle) sobre Streptococcus mutans ATCC 251757?

La justificacion tedrica del presente estudio se fundamenta en que adn no se ha
precisado el efecto del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Schinus molle L.
(molle) sobre Streptococcus mutans. Los resultados de investigaciones
precedentes no son uniformes. Por tanto, es necesario clarificar este vacio en el
conocimiento. Su justificacion practica se centra en que los resultados obtenidos
permitiran contar con informacién importante que podria constituir a esta planta
en una alternativa natural para el control de microorganismos cariogénico. Su
justificacion social radica en que mediante este estudio se dara valor agregado a
las plantas medicinales que crecen en el territorio nacional y que debido a su facil
acceso Yy naturaleza silvestre podrian ser utilizadas por la poblacion mediante el
aprovechamiento de sus potencialidades farmacoldgicas. Su justificacion por

conveniencia se centra en que la finalidad de realizar esta investigacion radica



principalmente en la presentacion y sustentacion de una tesis para obtener el titulo

profesional de Cirujano Dentista.

Por ello, para dar solucién al problema enunciado nos planteamos el siguiente
objetivo general; Evaluar el efecto antibacteriano in vitro de diferentes
concentraciones del extracto hidroalcohdlico de Schinus molle L. (molle) y de un
control positivo sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 mediante el método de
difusion en disco. También se plantean los siguientes objetivos especificos;
Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto hidroalcohdlico
de Schinus molle L. (molle) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 mediante
el método de microdilucion. Determinar la concentracibn minima bactericida
(CMB) del extracto hidroalcohdlico de Schinus molle L. (molle) sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175 mediante el método de microdilucion.

Se plantea como hipoétesis; que el efecto antibacteriano in vitro del extracto
hidroetandlico de Schinus molle L. (molle) sobre Streptococcus mutans ATCC

25175 es dependiente de la concentracion y es de tipo bactericida.



MARCO TEORICO

Turchetti, et al.?> en el 2020 en Italia. Investigaron la actividad antimicrobiana
de extractos de hojas y fracciones de cromatografia de Schinus molle L. Los
extractos se evaluaron contra Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Candida
albicans y Bacillus subtilis. El efecto antibacteriano se determind por el test de
difusion en disco. Los extractos evaluados fueron extracto de éter de petrdleo,
extracto éter etilico, extracto aceténico y extracto acuoso. Reportaron que el
extracto de éter de petréleo formé halos de inhibiciéon de 10.3 £ 1.5 mm contra S.
aureus y de 14.3 =+ 1.2 mm contra B. subtilis a la concentracion de 400 pg/mL. El
extracto de éter etilico a la concentracion de 200 pg/mL formé halos de inhibicion
de 10.3 £ 1.2 mm contra S. aureus y de 8.3 + 0.6 mm contra E. faecalis. Contra B.
subtilis formé un halo de inhibicién de 17.3 £ 1.2 mm, pero a 400 pg/mL. No se
reportd actividad antimicrobiana con los extractos acetonico y acuoso.
Concluyeron que los compuestas extraidos de las hojas de S. molle L. presentan
propiedades antimicrobianas y esta planta podria ser fuente de moléculas

bioactivas con potencialidad farmacéutica.

Lamboro, et al.?® en el 2020 en Etiopia. Evaluaron la actividad antimicrobiana de
extractos de hoja, corteza de tallo y corteza de raiz de Schinus molle
(Anacardiaceae) contra dos bacterias y dos hongos. Fue un estudio experimental.
El efecto antimicrobiano se determiné por el método de difusion en agar.
Reportaron que los extractos etandlicos de tallo y raiz de S. molle exhibieron una
zona de inhibicion relativamente mas alta (11,30 + 0,06 mm) contra Xanthomonas
campestris. También se observo una mayor zona de inhibicion (10,00 = 0,00 mm)
por los extractos etandlicos de la raiz de S. molle frente a Fusarium verticillioides
seguidos por los extractos de cloroformo de la raiz (8,00 + 0,20 mm) frente a
Aspergillus niger. El andlisis fitoquimico de extractos de hojas, corteza de tallo y
corteza de raiz de S. molle revel6 la presencia de flavonoides, alcaloides,
saponinas, esteroides, terpenoides, fenoles, quininas, carbohidratos y proteinas.
Concluyeron que los extractos y aceites esenciales de diferentes partes de S.

molle tienen un potencial prometedor en la inhibicién de microbios patégenos.



Loyola, et al.?” en el 2020 Lima- Perl. Compararon in vitrola actividad
antibacteriana del extracto etandlico de Erythroxylum coca Lam y Schinus molle
L. al 50% y 75% frente a Streptococcus mutans ATCC 25175. Fue un estudio
experimental comparativo. El extracto se obtuvo por filtracion al vacio. Se
prepararon concentraciones de 50% y 75% y el control positivo fue clorhexidina al
0,12%. El método de difusion en disco fue empleado para establecer la actividad
antibacteriana. La mayor actividad antimicrobiana se reporté a la concentracion
de 75% con halos de 11.2 + 0.7 mm (coca) y de 11.6 + 0.5 mm (molle). La
clorhexidina form6 un halo de 14.1 + 0.7 mm. Concluyeron que ambas
concentraciones evaluadas presentan actividad antibacteriana frente a S.
mutans ATCC 25175 pero ambas concentraciones no son tan efectivas como la

clorhexidina.

Al-Andal, et al.?8 en el 2019 en Arabia Saudita. Evaluaron las variaciones en las
propiedades quimicas y antimicrobianas de las frutas de Schinus molle cultivadas
en Abha. Fue una investigacion experimental. La propiedad antimicrobiana se
determind con el método de difusién en pozos de agar. Los resultados revelaron
gue diferentes extractos de solventes de las frutas demostraron efectos
antimicrobianos en todas las cepas microbianas probadas. Las actividades
maximas fueron exhibidas por el extracto de acetona, el extracto etandlico (30,00
+ 1,15 mm) contra Staphylococcus aureus y el extracto de acetona caliente (22,00
+ 3,21mm) contra Micrococcus luteus. Los niveles de CMI del extracto de acetona
oscilan entre 0,502 y 0,289 g/mL contra S. aureus, y los extractos de frutas con
metanol caliente contra Candida albicans oscilan entre 0,335 y 0,259 g/mL.
Concluyeron que los extractos de la fruta de S. molle pueden usarse como fuente

de compuestos naturales para la fabricacion de antibiéticos.

Do Prado, et al.?° en el 2019 en Brasil. Evaluacion de la actividad antimicrobiana
in vitro del aceite esencial de hojas de Schinus molle frente a bacterias y hongos
de importancia clinica. Fue una investigacion experimental. El efecto
antimicrobiano se verificO mediante el método de microdilucion en caldo. Se
reporté actividad antifangica significativa pero no antibacteriana. La CMI se
estableci6 mayor a 5000 pg/mL contra Pseudomonas aeruginosa, Escherichia

coli, Acinetobacter baumannii y S. aureus meticilino resistente y de 2500 pg/mL



(CMI) y 5000 pg/mL (CMB) para Enterococcus faecalis. Concluyeron que el
estudio mostré un resultado prometedor y novedoso de los compuestos volatiles
de S. molle contra hongos de importancia clinica.

Tahtamouni R.2° en el 2018 en Jordania. Evalué el potencial antibacteriano de los
extractos etandlicos y metandlicos de diferentes partes del arbol Schinus molle L.
frente a cuatro cepas bacterianas. Fue un estudio experimental in vitro. El efecto
antibacteriano fue determinado por el método de difusion en disco y la
concentracion minima inhibitoria (CMI) con el método de microdilucion. Reporto
gue el extracto etandlico de las hojas fue el mas efectivo contra Bacillus subtilis
(22.0 £0.06 mmy una CIM a 1.563 mg/mL) y Enterobacter aerogenes (15.0 £ 0.17
mm y una CIM a 3.125 mg/mL). El crecimiento de E. aerogenes y Klebsiella
pneumoniae fueron inhibidos principalmente por el extracto metanolico de las
hojas, con zonas de inhibicion de 18.0 + 0.086 mm y 17.0 + 0.12 mm
respectivamente. La CMI se obtuvo a 1,563 mg/mL. El crecimiento de Micrococcus
luteus se inhibi6 totalmente a una concentracion de 6,25 mg/mL (CMI). Concluyo
gue Schinus molle L. tiene actividad antibacteriana dependiente de la parte de la

planta y tipo de extracto contra las cepas ensayadas.

Salem, et al.®! en Egipto en el 2018. Evaluaron la actividad antibacteriana del
aceite esencial, extracto acetonico y extracto n-hexano de Schinus terebinthifolius
contra algunas bacterias patdégenas. Fue una investigacion experimental. La
actividad antibacteriana se determin6 por el método de difusion en disco sobre
Acinetobacter baumannii, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Sarcina
lutea y Staphylococcus aureus. La Concentracidon minima inhibitoria (CIM) se
obtuvo con el método de microdilucion. Se evaluaron las concentraciones de 125,
250, 500, 1000 y 2000 pg/mL del extracto. El control negativo fue dimetil sulfoxido
(DMSO) al 10% vy el control positivo fue el antibiotico tetraciclina. La mayor
inhibicién del extracto acetonico fue del8.3 + 0.3 mm contra S. aureus y 13.3+0.3
mm sobre S. lutea, ambos a la concentracion de 2000 pug/mL. La CIM de ese
extracto y para ambos microorganismos se determiné en 8 pg/mL y 128ug/mL
respectivamente. La mayor inhibicion con el extracto de n-hexano fue del10.6+0.6

mm contra S. lutea a la concentracién de 2000 pg/mL que también fue la CMI.



Concluyeron que el aceite esencial y los extractos de S. terebinthifolius tienen

potentes actividades antioxidantes y antibacterianas.

Eryigit, et al.32 en el 2017 en Turquia. Investigaron los componentes quimicos, las
actividades antimicrobianas y antioxidantes de los aceites esenciales de frutas de
Schinus molle. Fue una investigacion experimental. El aceite esencial de los frutos
de Schinus molle se obtuvo por hidrodestilacion. La actividad antibacteriana se
evalu6é mediante el método de difusién en disco de agar. Se reportaron halos de
inhibicion de 12 mm para Bacillus subtilis, de 8 mm para Candida albicans, de 8
mm para Escherichia coli, de 14 mm para Enterococcus faecalis, de 10 mm para
Pseudomonas aeruginosa, de 10 mm para Staphylococcus aureus, de 12 mm
para Saccharomyces cerevisiae y de 8 mm para Salmonella typhimurium.
Concluyeron que el aceite esencial de frutas de S. molle tiene efectos bioldgicos
antimicrobianos y antioxidantes, que dependen de los componentes principales

del aceite y podrian usarse como base para el desarrollo de nuevos compuestos.

Salem, et al.®® en el 2016 en Egipto. Evaluaron la composicién quimica,
actividades antioxidantes y antibacterianas de extractos de Schinus molleL.de
Egipto. Fue una investigacion experimental. Se analizaron aceites esenciales,
extractos metanolicos, diclorometandlicos y acuosos. La actividad antibacteriana
se evalud por el método de difusion en disco y la concentracion minima inhibitoria
(CMI) por el método de microdilucién. El extracto metandlico reporté efecto
antibacteriano contra S. aureus con una inhibicién promedio de 15 + 1,33 mmy
una MIC a 32 ug/mL y para S. lutea inhibicion de 12 + 0,16 mmy una CMI a 1000
pg/mL. El extracto de diclorometano una inhibicion de 8 + 0,33 mm contra S.
aureus y de 7 £ 0,00 mm para S. lutea. En ambos la CMI fue de 1000 pg/mL. El
extracto acuoso formo halos de inhibicién de 13 + 0,66 mm para S. aureus, del5
+ 2,12 mm para S. lutea y de 14 £ 0,33 mm para M. luteus, con una CMIl a 8 ug/mL,
4ug/mL y 125 pg/mL respectivamente. Concluyeron que los aceites esenciales y
los extractos de S. molle L. tienen buena actividad antibacteriana y podrian

utilizarse como una fuente potencial para las industrias farmacéutica o alimentaria.

Abd-Allah, et al.3* en el 2015 en Egipto. Evaluaron la actividad antimicrobiana de
dos extractos crudos metandlicos y la quercetina de las partes aéreas de Schinus

molle. Fue un estudio experimental in vitro. La actividad antimicrobiana se evalu6



por el método de difusibn en pozos de agar frente a Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida albicans y Aspergillus niger. El
extracto metanolico a la concentracion de 10 pg/mL formé halos de inhibicion de
10 mm tanto para B. subtilis como para S. aureus y E. coli. Contra C. albicans
formé un halo de inhibicién de 12 mm. Por su parte, la quercetina aislada del
extracto también a la concentracion de 10 pg/mL formé halos de inhibicién de 20
mm contra B. subtilis, S. aureus y E. coli, pero no tuvo efecto contra C. albicans.
Concluyeron que este estudio mostro las propiedades antimicrobianas de las
partes aéreas de Schinus molle L y su contenido de quercetina (polifenoles) que
podrian proporcionar una materia prima natural interesante para la produccion de

productos beneficiosos para la salud.

Nogueira, et al.®> en el 2014, en Brasil. Evaluaron la actividad antibacteriana in
vitro del extracto hidroalcohdlico de la Schinus terebinthifolius Raddi. Fue una
investigacion experimental. Se realizaron pruebas de susceptibilidad bacteriana y
se obtuvo la concentracion minima inhibitoria (CMI). La actividad antibacteriana
se evalud contra cepas ATCC de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus y Escherichia coli. Solo se reportd efectividad antibacteriana contra
Staphylococcus aureus con zonas de inhibicion de 8.0 mm de diametro y una CIM
de 35.3 mg/mL, mientras que las otras cepas probadas mostraron ser resistentes
en todas las concentraciones de extracto hidroalcohdlico de la corteza de Schinus
terebinthifolius Raddi. Concluyeron que el extracto hidroalcohdlico de Schinus
terebinthifolius Raddi presenta potencial antibacteriano in vitro contra las

principales bacterias de interés clinico.

La bocay los dientes son una parte fundamental del cuerpo. Su importancia radica
en las funciones humanas esenciales en las que participa. En ese sentido, la
definicion de salud bucal tiene naturaleza multidimensional, e incluye dominios
fisicos, psicologicos y sociales que son parte integral de la salud y el bienestar en
general.®® En las Ultimas décadas, la evidencia clinica ha demostrado una
asociacion entre algunas patologias orales y las enfermedades sistémicas. Segun
la epidemiologia actual, las enfermedades orales se concentran en poblaciones
de bajo nivel socioeconémico. La salud oral no es financiada en su totalidad por

el sistema de salud publico en los paises en vias de desarrollo, lo cual la convierte



en un privilegio mas que en un derecho. En ese contexto, muchas personas en el
mundo deben tomar decisiones financieras dificiles para acceder a la atencion de

su salud oral.®”

Teniendo en cuenta que las limitaciones econémicas afectarian negativamente la
calidad de la salud bucal, y de la misma forma, una mala salud oral puede
deteriorar la salud general, se deduce que las condiciones socioeconémicas de la
poblacion influyen a corto plazo en la prevalencia de las principales patologias
bucales, que, a largo plazo, ademas de convertirse en enfermedades crénicas
irreversibles, también provocan un deterioro en la salud general de los
individuos.34° Esta situacion es relevante, considerando que gran parte de la
poblacién peruana de bajos recursos no accede o accede limitadamente a los
servicios de salud oral en el sistema de salud publico que no son integrales lo que

los obliga a recurrir a los servicios odontolégicos privados.4142

La caries dental es una enfermedad multifactorial que ocasiona la destruccién
localizada de los tejidos duros dentales por accion de acidos producto de la
fermentacion bacteriana de carbohidratos. Esta patologia es un proceso dinamico,
con periodos alternos de desmineralizacion y remineralizacion de la estructura
dental. Se conoce que, cuanto mas bajo sea el valor de pH, el diente se
desmineralizara en mayor proporcion. El progreso de una caries, conduce a la
cavitacion del diente y en esa situacion el paciente presenta dolor y mucha
incomodidad. Si la lesion se propaga hacia la pulpa dental, podria producirse una
infeccion y, en la fase final, sepsis y pérdida dentaria. La cavitacion es el criterio
comun para la deteccion de caries en la mayoria de los estudios epidemiologicos

a nivel mundial.36:44

Streptococcus mutans ha sido atribuida como el principal microorganismo
responsable del inicio y progreso de la caries dental. Esto, debido a su fuerte
presencia en las biopeliculas formadas en la superficie dentaria.*® Diversas
investigaciones le atribuyen la virulencia de S. mutans a su capacidad para
producir acido, tolerar un ambiente acido, la actividad proton ATPasa y convertir
la sacarosa de la dieta en una amplia gama de polisacaridos extracelulares (EPS)
solubles e insolubles a través de exoenzimas tipo glucosiltransferasas.*® Los EPS

son los componentes principales de las biopeliculas cariogénicas. Promueven la



colonizacion de la superficie del diente por S. mutans y la adhesién y agregacion
de otros microorganismos en la placa dental mientras forman la matriz de la
biopelicula. Esta matriz rica en EPS actla como barrera limitando la difusion y
favoreciendo los microambientes &cidos en la interfase biofilm-diente, que son

criticos para la desmineralizacion del esmalte dental.45-5?

Las terapias utilizadas actualmente contra la caries, como el flior y la clorhexidina,
se caracterizan por tener efectos secundarios y propiciar el desarrollo de
resistencia a los farmacos en los microorganismos expuestos. Por lo tanto, se
necesita con urgencia el desarrollo de inhibidores alternativos contra el
crecimiento de S. mutans.>? Las plantas medicinales representan recursos
valiosos para identificar compuestos bioactivos contras varias patologias incluida
la caries dental. Se vienen investigando los extractos crudos y los aceites
esenciales de estas plantas para identificar agentes antimicrobianos alternativos
contra S. mutans.>35% Los principios bioactivos de las plantas medicinales incluyen
principalmente compuestos polifendlicos, especialmente flavonoides cuya
actividad modifica la permeabilidad de la membrana celular y ocasiona su muerte.
También pueden inducir cambios en la expresion de genes implicados en la
formacion de biopeliculas incapacitandolos para esa funcion. Otros pueden inhibir

la actividad enzimatica implicada en las vias de produccion de acido.55%

Los flavonoides son moléculas con un esqueleto de 15 carbonos, dos anillos de
fenilo y un anillo heterociclico. Algunos flavonoides importantes son la apigenina,
miricetina, quercetina, kaempferol y galato de epigalocatequina. La apigenina
afecta la acumulacion y el contenido de polisacaridos de las biopeliculas de S.
mutans. Por su parte la miricetina inhibe la capacidad de S. mutans para formar
biopeliculas, inhibe la actividad de la glucosiltransferasa y reduce la expresion del
grupo de genes gtfBC, que participan en la sintesis de glucanos. La quercetina y
el kaempferol inhiben significativamente la acidogenicidad, la acidez, la actividad
F-ATPasa y el crecimiento de S. mutans. Los flavonoides morina y la
formononetina inhiben la actividad de Sortase A (SrtA) que es una transpeptidasa
asociada a la membrana, responsable del anclaje de las proteinas expuestas a la
superficie de la pared celular de S. mutans disminuyendo su capacidad para

colonizar la mucosa oral y los dientes, lo que reduce la formacion de caries.
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Recientemente, se encontraron dos nuevos flavonoides, 7-hidroxi-6-
metoxiflavanona y formononetina, como potentes inhibidores de la actividad de
SrtA de S. mutans. 53-56

Otros polifenoles vegetales con actividad inhibidora contra la supervivencia de S.
mutans son el acido tanico, el &cido gélico y galato de metilo. El &cido tanico inhibe
la formacion de biopeliculas de S. mutans y la funciébn de las enzimas
glucosiltransferasa y fructosiltransferasa. Estas dos enzimas estan involucradas
en la sintesis de glucanos y fructanos, los componentes importantes de los
polimeros extracelulares. El galato de metilo es el éster metilico del &cido galico.
Tiene efectos antibacterianos y antibiofilm sobre S. mutans e inhibe su
acidogenicidad. El carvacrol y el timol son monoterpenos fenoles naturales.
Actian en la permeabilizacion y despolarizacién de la membrana citoplasmatica

ocasionando deformacion vy lisis celular.53-56

Schinus molle L., es una especie de la familia Anacardiaceae. Es originaria de
Perd, pero ha sido introducida y naturalizada también en Brasil, Uruguay,
Argentina y actualmente esta distribuida por todo el mundo. Es una planta dioica
con hojas lanceoladas, ramas colgantes con flores de color blanco amarillento
dispuestas en racimos y frutos rojo coral del tamafio de granos de pimienta de alli
el nombre comun de “Pimienta rosa”.?® Las hojas, la corteza y la raiz se utilizan
en la medicina popular para el reumatismo, dolor dental, trastornos menstruales,
problemas pulmonares, infeccion urinaria, hipertension, Uudlceras, tumores,
ansiedad, depresion e inflamacion, y como antibacteriano, antiviral, antiséptico,
antifangico, antioxidante, antiespasmaodico, analgésico y estimulante. El tamizaje
fitoquimico del aceite esencial reporto la presencia de pineno, mirceno, limoneno,
cadineno, cimeno, sabineno y felandreno con propiedades antibacterianas,

antifngicas, anticancerigenas y antiinflamatorias. 232°

METODOLOGIA

3.1. Tipoy disefio de investigacion
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3.2.

3.3.

Investigacion de tipo basica porque su fin es el avance del conocimiento. Los
resultados obtenidos no pueden ser aplicados para solucionar problemas
practicos en la realidad. %’

El disefio de investigacidon es experimental puro. Este tipo de investigacidén
se fundamenta en la manipulacion por parte del investigador de una o mas
variables independientes, las cuales son sometidas a una o mas variables
dependientes de tal manera que se pueda establecer su efecto sobre

estas.®®
Variables y operacionalizacion

Variable Independiente: Extracto hidroalcohdlico de Schinus molle L. (molle).
Es una variable de tipo cuantitativa. Se define conceptualmente como el
producto total obtenido a partir de la exposicion del material vegetal seco de
S. molle L. a una mezcla hidroalcohdlica y que contiene los fitoquimicos de

la matriz vegetal.>®

Variable dependiente: Efecto antibacteriano in vitro sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175. Es wuna variable cuantitativa. Se define
conceptualmente como la capacidad de un antimicrobiano de inhibir de
forma temporal (Efecto bacteriostatico) o de forma permanente (Efecto
bactericida) el desarrollo de S. mutans ATCC 25175 en condiciones de

laboratorio.®°

Poblacién (criterios de seleccidon), muestra, muestreo, unidad de
analisis

La poblacién estuvo constituida por la planta S. molle L. (molle) y la cepa de
Streptococcus mutans ATCC 25175.

La muestra estuvo conformada por 10 concentraciones (10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90 y 100 pg/mL) del extracto hidroalcohdlico de S. molle L., y la

concentracion del in6culo de S. mutans ATCC 25175.

Respecto al muestreo, para el caso de investigaciones experimentales se
realizd el calculo de las unidades de ensayo mediante la resolucién de la

férmula para la determinacién de duplicados y repeticiones (Anexo 3).
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En esta investigacion, las unidades de Analisis fueron sinénimo de unidades
de ensayo. Segun la férmula se establecieron 10 unidades de ensayo para
cada grupo experimental, al ser 12 grupos experimentales correspondientes
a las 10 concentraciones del extracto vegetal y 1 grupo control positivo
(Gluconato de clorhexidina 0,12%) y un grupo control negativo (DMSO 1%)
el total de unidades de ensayo fueron 120. Grupo 1 (10 pg/mL); Grupo 2 (20
pg/mL); Grupo 3 (30 ug/mL); Grupo 4 (40 ug/mL); Grupo 5 (50 pyg/mL); Grupo
6 (60 pg/mL); Grupo 7 (70 pg/mL); Grupo 8 (80 pug/mL); Grupo 9 (90 ug/mL);
Grupo 10 (100 upg/mL); Grupo 11 (Clorhexidina 0,12%); Grupo 12 (DMSO
1%) (Anexo 3).

3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

La técnica general utilizada fue la experimentacion. Para garantizar la
fiabilidad de los resultados se utilizaron métodos estandarizados por el
Clinical and Laboratory standard institute (CLSI). La estandarizacion del
indbculo de S. mutans ATCC 25175 se realiz0 con el método
espectrofotomeétrico. La siembra del indculo bacteriano se realiz6 mediante
el método de dispersion en superficie con hisopo estéril. Las
concentraciones del extracto hidroalcohdlico de S. molle L. se obtuvieron
mediante pesado del extracto seco en balanza analitica. El efecto
antibacteriano in vitro se realiz6 por el método de difusion en disco. La
determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion minima bactericida (CMB) se realizé por el método de
microdilucion. Las zonas de inhibicidbn se midieron con un vernier mecéanico
de la marca Starrett®. El procesamiento microbiol6gico fue llevado a cabo

por un experto microbiélogo (Anexo 4).

3.5. Procedimientos

Obtencién de la cepade S. mutans ATCC 25175
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La cepa de S. mutans ATCC 25175 certificada fue adquirida mediante

importacién de la empresa de GenlLab del Pert S.A.C en estado liofilizado.
Medios de cultivo y condiciones de cultivo

La cepa de S. mutans ATCC 25175 fue reactivada en caldo nutritivo (Merck®)
y proliferada en Mitis Salivarius Agar (Liofilmchem®). El cultivo se dio en
atmosfera aerdbica a 36,5 °C durante 24 horas. La cepa reactivada se
mantuvo viable en Mitis Salivarius Agar (Liofilmchem®) y el mismo medio de

cultivo fue utilizado para la evaluacién del efecto antibacteriano.
Preparacién y estandarizaciéon del inoculo bacteriano

El inéculo de S. mutans ATCC 25175 fue preparado a partir de las unidades
formadoras de colonia (UFC) que desarrollaron en Mitis Salivarius Agar
(Liofilmchem®) después de la reactivacion de la cepa. La estandarizacion del
indculo se realizd en un espectrofotometro de luz visible marca Kyntel®
modelo KV-1200. La concentracién estandar fue de 1,5 x108 UFC/mL con una
absorbancia de 0,09 a una longitud de onda de 625 nm (equivalente al

estandar 0,5 del nefelémetro de MacFarland).5?
Obtencién y certificacion del material vegetal

El material vegetal S. molle L. fue recolectado del valle santa catalina (Latitud:
-8.11667 Longitud: -78.9167) durante el mes de mayo del 2021. Un
espécimen de hojas y flores fue remitido al Herbarium Piurense para su

identificacion taxondmica (Anexo 5).

Obtencién del extracto hidroalcohdélico total y preparacion de las

concentraciones

El material vegetal colectado fue transportado en bolsas de papel desde el
lugar de su recoleccion hasta al laboratorio de Investigacion Science
Experiment E.l.LR.L. en la ciudad de Trujillo. En el laboratorio se realiz6 el
deshojado y seleccion de hojas en buenas condiciones (sin signos de dafio
microbiano o por artrépodos, color verde homogéneo). Una vez seleccionadas
las hojas, fueron lavadas con agua corriente tres veces para eliminar las
impurezas propias del ambiente donde fueron colectadas. Posteriormente

fueron secadas en estufa a 40 °C durante 48 horas. El material vegetal seco
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fue molido en molino artesanal marca corona y luego fue pesado en balanza
analitica y depositado en un matraz Erlenmeyer para la obtencion del extracto.
Al matraz con el material vegetal seco se le agregd una mezcla
hidroalcohdlica al 80% (etanol+ agua), se mezcl6 uniformemente y se coloco
en maceracion con agitacion durante 72 horas en agitador magnético marca
FOUR E'S Scientific modelo M10102003. Una vez obtenido el extracto total se
decantd el sobrenadante en matraz estéril y se filtr6 con papel de filtro
Whatman N° 1 y N° 2. El filtrado final fue vaporizado en estufa microbiolégica
a 38 °C durante 48 horas obteniéndose finalmente el extracto seco crudo a
partir del cual se prepararon 10 concentraciones de; 10 pg/mL; 20 pg/mL; 30
pg/mL; 40 pg/mL; 50 pg/mL; 60 pg/mL; 70 pg/mL; 80 pug/mL; 90 ug/mL; 100
pg/mL. El solvente utilizado fue dimetilsulféxido al 1 % (DMSO Sigma)
considerado también control negativo. Su preparacion se realizé al momento

de la experimentacion en condiciones de esterilidad. 62
Evaluacion del efecto antibacteriano
Método Difusion en Disco

La experimentacion fue realizada por una microbiologa especialista (Anexo 6).
A partir del inéculo estandarizado previamente y con ayuda de un hisopo
estéril se realiz6 la siembra por el método de dispersion en la superficie de las
placas con Mitis Salivarius Agar (Liofimchem®). Realizada la siembra, se
colocaron los discos de sensibilidad embebidos previamente con cada una de
las concentraciones del extracto hidroalcohdlico de S. molle L. También se
colocaron los discos con el control negativo y positivo. Las placas se dejaron
secar a temperatura ambiente durante 30 minutos y luego se colocaron en
estufa microbiologica marca Kyntel, modelo HHA-12 a 36,5°C + 1°C durante

24 h para el proceso de incubacion. 62-64
Método de Microdilucidn

Para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) vy la
concentracion minima bactericida (CMB) se utilizé el método de microdilucion.
Para ello, una microplaca estéril de 96 pocillos con tapa se rotulé con cada
una de las concentraciones del extracto y los controles. A cada pocillo se

incorpor6 50 L de las concentraciones de los extractos a doble concentracion
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3.6.

3.7.

y 50 pL del in6culo de S. mutans con ayuda de una micropipeta de rango
variable. Las microplacas se incubaron a 36,5°C + 1°C durante 18-20 horas.
El volumen final en cada pocillo fue de 100 pL. Después de la incubacion, y
con ayuda de una micropipeta se tomo 50 pL de soluciéon de cada uno de los
pocillos donde no se observa crecimiento microbiano y se coloco en la
superficie de placas con Mitis Salivarius Agar (Liofilmchem®) y se incubaron
en las mismas consideraciones microbiologicas para corroborar la CMI y
CMB.%

Lectura de resultados.

En el caso del método de Difusion en disco se analizaron todas las placas de
petri sembradas en busca de zonas de inhibicion alrededor de los discos de
sensibilidad con cada una de las concentraciones del extracto y los controles
evaluados. Las zonas de inhibicion fueron medidas con un vernier mecanico
marca Starrett® y reportadas de halos de inhibicion en mm segun tratamiento
+ desviacion estandar y registrados en la ficha de recoleccion de datos. En el
caso del método de microdilucion, la CMI fue la concentracion mas baja en la
gue no se observo viabilidad después de 24 horas de incubacion. Se corroboré
la ausencia de crecimiento mediante la resiembra en placas con Mitis
Salivarius Agar (Liofilmchem®) a partir de los pocillos donde no se observé

crecimiento. Este paso sirvié también para la determinacion de la CMB.5465
Método de anélisis de datos

Los resultados obtenidos se recopilaron en una ficha de recoleccién de datos
y tabulados en el programa Excel 2019. El analisis estadistico se realiz6 en el
software SPSS v.26. Como paso inicial se establecio la normalidad de los
datos mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. También se aplic6 ANOVA
unidireccional para la comparacion de medias de los resultados y la
significancia estadistica se determiné mediante el andlisis post hoc de Tukey

con un nivel de confianza del 95%.66
Aspectos éticos

Los aspectos éticos se centraron en la manipulacién responsable y segura de

los microorganismos. Para ello, se cumplié la normativa establecida en el

16



V.

Manual de Bioseguridad y de Gestion de residuos comunes Yy
biocontaminados del laboratorio donde se ejecutoé la investigacion y las dadas
por el Ministerio de Salud (MINSA)®’ y la Organizaciéon Mundial de la Salud

(OMS) en sus respectivos manuales de bioseguridad.®®

RESULTADOS
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Tabla 1. Efecto antibacteriano in vitro de diferentes concentraciones del extracto
hidroalcohdlico de Schinus molle L. (molle) y de los controles sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175 mediante el método de difusidén en disco.

Concentracién Zona de inhibicion (mm)

Bacteria
extracto / controles Media D.E* Minimo Maximo p**

10 pg/mL 7,12 0,487 6,60 7,90

20 ug/mL 7,70 0,258 7,40 8,20

30 pug/mL 8,21 0,423 7,70 9,10

40 pg/mL 9,89 0,321 9,50 10,50

Streptococcus 50 ug/mL 12,38 0,424 11,80 13,00

mutans 60 pg/mL 15,14 0,506 14,50 15,90 0,000

ATCC 25175 70 pg/mL 17,00 0,501 16,10 17,80
80 ug/mL 19,89 0,638 18,90 20,90

90 pug/mL 22,09 0,431 21,50 22,70

100 pg/mL 24,37 0,568 23,50 25,10

1%*** 0,00 0,000 0,00 0,00

0,12%**** 15,42 0,370 15,00 16,00

Fuente: Base de datos

*Desviacion estandar

*ANOVA (Intervalo de confianza del 95% para la media).
*** DMSO

**** Gluconato de Clorhexidina

En la tabla 1 se muestran los promedios de halos de inhibicién del efecto
antibacteriano in vitro de diez concentraciones del extracto hidroalcoholico de S.
molle L. y dos controles sobre S. mutans ATCC 25175 mediante el método de
difusion en disco. Se observa que todas las concentraciones inhibieron a la
bacteria, sin embargo, fue la concentracion 60 ug/mL la que iguald el efecto
antibacteriano producido por el control + (halo de 15,42 + 0,370 mm) con una
inhibicion promedio de 15,14 + 0,506 mm. Las concentraciones de 70 ug/mL, 80
Mg/mL,90 pg/mL y 100 ug/mL superaron al control+ con halos de de 17,00 +
0,501lmm; 19,89 + 0,638 mm; 22,09 + 0,431 mm; 24,37 + 0,568 mm
respectivamente. Existe diferencia estadisticamente significativa entre todos los

tratamientos evaluados (p <0,05).
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Tabla 2. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto hidroalcohdlico de
Schinus molle L. (molle) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 mediante el

método de microdilucion.

Fuente: Base de datos

CONCENTRACION pg/mL
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 C-* C+**

BACTERIA

Crecimiento de
S. mutans

ATCC 25175

++ - - o - o 4t -

CMI

(+) = Presencia de crecimiento Bacteriano.

(-) = Ausencia de Crecimiento Bacteriano.

CMI: Concentracion Minima Inhibitoria.

En la tabla 2 se muestra la inhibicion del crecimiento de S. mutans ATCC 25175
al exponerse a 10 concentraciones del extracto alcohdlico de hojas de Schinus
molle L. (molle). Se reporta crecimiento bacteriano en mayor y menor medida en
las concentraciones de 10 ug/mL; 20 pg/mL; 30 pg/mL; 40 pg/mL; 50 yg/mL y en
control negativo. Sin embargo, ya no se observa crecimiento aparente en la
concentracion de 60 pg/mL, constituyéndose esta en la concentracion minima

inhibitoria (CMI) de este extracto sobre S. mutans.

Tabla 3. Concentracion Minima Bactericida (CMB) del extracto hidroalcohdlico
de Schinus molle L. (molle) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 mediante

el método de microdilucion.
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Fuente: Base de datos

CONCENTRACION pg/mL
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 C-* C+**

BACTERIA

Crecimiento de
S. mutans

ATCC 25175

++ o+ o+ - - - o o+ -

CMB

(+) = Presencia de crecimiento Bacteriano.
(-) = Ausencia de Crecimiento Bacteriano.
CMI: Concentracion Minima Inhibitoria.

En la tabla 3 se muestra la inhibicion del crecimiento de S. mutans ATCC 25175
al exponerse a 10 concentraciones del extracto alcohdlico de hojas de Schinus
molle L. (molle). Al no observarse crecimiento aparente en los pocillos de la
microplaca con la concentracion de 60 pg/mL, constituyéndose esta en la
concentracion minima inhibitoria (CMI). Sin embargo, cuando se realizé la
corroboracion en placa de las concentraciones en las cuales no se observo
crecimiento se reporta que la inhibicion absoluta y permanente se da en la
concentracion de 70 pg/mL convirtiendose esta en la concentracion minima
bactericida (CMB).

DISCUSION

En los ultimos afios el uso de las plantas medicinales para controlar a
microorganismos de interés clinico y/o estomatolégico se ha ido incrementando

considerablemente. En ese contexto, existen algunos antecedentes
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investigativos que reconocen y comunican el potencial antimicrobiano de los
extractos y aceites esenciales de Schinus molle L. La presente investigacion
busco evaluar el efecto antibacteriano de diferentes concentraciones del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de esta planta medicinal, como toda investigacion
experimental se consideraron el control positivo que fue clorhexidina 0,12% vy el
control negativo DMSO 1%. El efecto antibacteriano fue evaluado mediante el
método de difusién en disco y la determinacion de la concentracion minima

inhibitoria y la concentracion minima bactericida por el método de microdilucion.

El efecto antibacteriano se expres6 cémo diametro de halo de inhibicion y se
reportd en mm. Los halos de inhibicion de las concentraciones fueron; 10 ug/mL
(7,12 £ 0,487 mm); 20 yg/mL (7,70 £ 0,258 mm); 30 ug/mL (8,21 + 0,423 mm);
40 ug/mL (9,89 + 0,321mm); 50 ug/mL (12,38 £ 0,424 mm); 60 ug/mL (15,14 +
0,506 mm); 70 pg/mL (17,00 + 0,501 mm); 80 pg/mL (19,89 + 0,638 mm); 90
pg/mL (22,09 + 0,431 mm) y 100 pyg/mL (24,37 £ 0,568 mm). La clorhexidina
0,12% utilizada como control positivo form6 un halo de 15,42 £ 0,370 mm y el
control negativo no formé halo de inhibicion. Estos resultados difieren de lo
reportado por Turchetti, et al.?® quienes investigaron la actividad antimicrobiana
de extractos de hojas y fracciones de cromatografia de Schinus molle L. contra
diversos microorganismos, reportando que el extracto de éter de petroleo formo
halos de inhibicion de 10.3 + 1.5 mm contra S. aureus a la concentracion de 400
ug/mL. El extracto de éter etilico a la concentraciéon de 200 pg/mL formé halos
de inhibicion de 10.3 + 1.2 mm contra S. aureus y de 8.3 + 0.6 mm contra E.
faecalis. Como puede observarse la actividad antibacteriana reportada por
Turchetti, et al.?> alin con concentraciones superiores fue menor a la reportada
en esta investigacion. Esta diferencia radicaria en que existen diversos factores
ambientales, nutricionales y geograficos que influyen en la cantidad de principios
bioactivos de una planta. También influye la calidad del material vegetal y las
condiciones de obtencién de los extractos. Pero las posibilidades que
fundamentan un efecto distinto aun utilizando una misma planta no solo se
concentran solo en ella, sino también en el microorganismo evaluado. Turchetti,
et al.?® evalud su efecto contra S. aureus, mientras que en esta investigacion se
evalu6 contra S. mutans, ambas bacterias comparten caracteristicas

microbiolégicas semejantes respecto a estructura y morfologia sin embargo
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difieren grandemente en su virulencia pues mientras S. mutans se comporta
como un patégeno oportunista S. aureus si es considerado un verdadero
patdgeno y esta condicién pudo haber contribuido en que se reporte un efecto

antibacteriano menor.

En ese sentido, Lamboro, et al.?® evaluaron la actividad antimicrobiana de
extractos de hoja, corteza de tallo y corteza de raiz de Schinus molle contra dos
bacterias y dos hongos. Reportaron que los extractos etandlicos de tallo y raiz
de S. molle exhibieron una zona de inhibicién relativamente mas alta con halos
de inhibicion de 11,30 + 0,06 mm contra Xanthomonas campestris. Estos
resultados tienen similitud con los de esta investigacion en relacion a la
concentracion de 50 ug/mL (12,38 + 0,424 mm). Si bien es cierto X. campestris
es un fitopatégeno y difiere mucho de las bacterias de interés clinico, estos
resultados nos permiten entender el gran potencial de espectro antimicrobiano
que tienen los metabolitos secundarios de S. molle. Es asi que Lamboro, et al.?®
al realizar el analisis fitoquimico de sus extractos reporta la presencia de de
biomoléculas tipo flavonoides, alcaloides, saponinas, esteroides, terpenoides,
fenoles, entre otras. Entonces considerando que en ambos estudios se
trabajaron con extractos hidroetandlicos y teniendo en cuenta el aporte de
Lamboro, et al.? con la caracterizacion fitoquimica, se puede precisar que los
extractos de S. molle presentan un potencial prometedor no solo contra
microorganismos de interés clinico sino también contra fitopatdogenos toda vez
gue estos productos son ricos en los principales compuestos antimicrobianos

producidos por las plantas medicinales.

Similares resultados que los de Lamboro, et al.?® fueron reportados por Loyola,
et al.?” quienes compararon in vitro la actividad antibacteriana del extracto
etandlico de Erythroxylum cocay Schinus molle L. al 50% y 75% frente
a Streptococcus mutans ATCC 25175. Ellos reportaron que la mayor actividad
antimicrobiana con el extracto de molle se obtuvo a la concentracion de 75% con
halos de inhibicion promedio de 11.6 + 0.5 mm. La diferencia relevante entre el
estudio de Loyola, et al.?” y el realizado por nosotros radica en la obtencién y
concentracion del extracto. Aun asi, reportaron efecto antibacteriano. Ambos

reportes difieren de lo comunicado por Al-Andal, et al.?® quienes evaluaron las
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variaciones en las propiedades quimicas y antimicrobianas de las frutas de
Schinus molle cultivadas en Abha. Ellos revelaron que el extracto de acetona, el
extracto etanolico mostraron los mejores efectos antimicrobianos con halos de
inhibicién de 30,00 + 1,15 mm contra Staphylococcus aureus y el extracto de
acetona caliente 22,00 + 3,21 mm contra Micrococcus luteus. Resaltando el
potencial antibiético de los extractos de esta planta. Como puede observarse, a
diferencia del estudio de Turchetti, et al.?> quienes también evaluaron el efecto
del extracto de S. molle contra S. aureus y reportaron halos de inhibicion
pequefios; los resultados de Al-Andal, et al.?® muestran efectos inhibitorios mas
potentes expresados en halos de inhibiciobn mas grandes, lo que se relaciono
aun mas con lo que se he reportado en esta investigacion a partir de la
concentracion de 80 pg/mL. Estos contrastes tienen fundamento tedérico y deben
explicarse de esa manera para poder comprender la diversidad de efectos
observados con la misma planta y frente a similares miroorganismos. Se
fundamentan en la naturaleza de la planta medicinal evaluado, las caracteristicas
de cultivo, pues una planta que h sido expuesta a condiciones de estrés
ambiental o plagas tiene la capacidad de sintetizar mas compuestos de defensa
y son estos los que se constituyen en los metabolitos secundarios con gran
potencial antimicrobiano. Otro punto clave es el método en estos principios
activos son extraidos del material vegetal. No existe ningin método que permita
la extraccion del 100% de estos compuestos en ese sentido la eleccion del
método de extraccion es importante al momento de establecer el potencial
farmacoldogico de una planta. Y como elemento final y también relevante,
tenemos al microorganismo. La naturaleza del microorganismo, morfologia,
resistencia natural y sus condiciones de cultivo todo ello influirA en mayor o
menor medida en su inhibicion al momento de ser expuestas a compuestos

antimicrobianos de origen natural.

Teniendo en cuenta que el extracto total de una planta como el utilizado en la
presente investigacion concentra tanto compuestos acuosos como oleosos, al
respecto Do Prado, et al.?° y Eryigit, et al.3?> evaluaron la actividad antimicrobiana
in vitro del aceite esencial de hojas de Schinus molle frente a bacterias y hongos
de importancia clinica. Reportaron halos de inhibicibn de 14 mm para

Enterococcus faecalis y de 10 mm para Staphylococcus aureus. Determinaron que
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la CMI fue de 2500 pg/mL y la CMB fue 5000 pg/mL (CMB) contra Enterococcus
faecalis. Este resultado es coherente, pero difiere de los obtenidos en nuestra
investigacion. Son coherentes, porque Do Prado, et al.?® solo evaluaron el efecto
antimicrobiano del aceite esencial, es decir solo de los compuestos oleosos por
ello quizds se requieren concentraciones mas elevadas a diferencia de los
extractos que concentran la gran mayoria de principios activos con capacidad

antimicrobiana.

En ese sentido, Tahtamouni R.*° evalud el potencial antibacteriano de los
extractos etandlicos y metandlicos de Schinus molle L. frente a cuatro cepas
bacterianas, reportando que el extracto etandlico de las hojas fue el méas efectivo
contra Bacillus subtilis con halos de inhibicion de 22.0 + 0.06 mm y Enterobacter
aerogenes con halos de inhibicion de 15.0 £ 0.17 mm. El crecimiento de E.
aerogenes y Klebsiella pneumoniae fueron inhibidos principalmente por el extracto
metanalico de las hojas, con zonas de inhibicion de 18.0 £ 0.086 mmy 17.0 £ 0.12
mm respectivamente. Si bien los resultados de Tahtamouni R.3° fueron sobre
diferentes bacterias, lo relevante de este estudio fue la utilizacion de un tipo de
extracto semejante al utilizado en la presente investigacion. Y se puede ver que
la inhibicion ocasionada por el extracto etanolico se reporta en halos de inhibicion
de 15 a 22 mm, semejante a los halos formados en la presente investigacion a las
concentraciones de 60 pg/mL (15,14 £ 0,506 mm) y 90 ug/mL (22,09 £ 0,431 mm).

En las investigaciones precedentes se ha visto el potencial antibacteriano de los
distintos tipos de extractos de la especie vegetal Schinus molle L, planta utilizada
en esta investigacion también. Sin embargo, este potencial antimicrobiano es
compartido por otras especies vegetales del género Schinus como lo reporta
Salem, et al.33 y Nogueira, et al.’® quienes investigaron la actividad
antibacteriana del aceite esencial, extracto aceténico y extracto n-hexano de
Schinus terebinthifolius contra Acinetobacter baumannii, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa, Sarcina lutea y Staphylococcus aureus. Reportaron
gue la mayor inhibicion del extracto acetonico fue de 18.3 + 0.3 mm contra S.
aureus y 13.3 £ 0.3 mm sobre S. lutea. La CIM de ese extracto y para ambos
microorganismos se determind en 8 pg/mL y 128 ug/mL respectivamente.

Similares resultados fueron reportados por Abd-Allah, et al.3* quienes evaluaron
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VI.

la actividad antimicrobiana de dos extractos crudos metandlicos y la quercetina de
las partes aéreas de Schinus molle contra Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Candida albicans y Aspergillus niger. El extracto
metandlico a la concentracion de 10 pg/mL formé halos de inhibicion de 10 mm
tanto para B. subtilis como para S. aureus y E. coli. Contra C. albicans formé un
halo de inhibiciébn de 12 mm. Por su parte, la quercetina aislada del extracto
también ala concentracion de 10 pg/mL formé halos de inhibicion de 20 mm contra
B. subtilis, S. aureus y E. coli. Estos resultados confirman una vez mas que los
extractos totales de las diferentes especies del género Schinus presentan
potencial antimicrobiano, sobre bacterias grampositivas, bacterias gramnegativas
y hongos, gracias a la concentracion de metabolitos secundarios como
flavonoides (apigenina, miricetina, quercetina, kaempferol, galato de
epigalocatequina, morina, formononetina; 7-hidroxi-6-metoxiflavanona vy
formononetina), polifenoles (acido tanico, el acido galico y galato de metilo),
monoterpenos (carvacrol y el timol) y aceites esenciales como pineno, mirceno,
limoneno, cadineno, cimeno, sabineno y felandreno cuya actividad antimicrobiana

ya ha sido corroborada.

CONCLUSIONES

1. Se determin6 que las diez concentraciones del extracto hidroalcohdlico de
hojas de Schinus molle L. (molle) presentan efecto antibacteriano in vitro

sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 sin embargo solo las
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concentraciones de 70 pg/mL, 80 ug/mL,90 pg/mL y 100 pg/mL superaron al
control positivo Gluconato de clorhexidina 0,12%.

2. Se determiné que la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Schinus molle L. (molle) sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175 fue de 60 pg/mL.

3. Se determin6 que la concentracibn minima bactericida (CMB) del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Schinus molle L. (molle) sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175 fue de 70 pg/mL.

VIl. RECOMENDACIONES

1. Debido a que las 10 concentraciones del extracto de Schinus molle L. (molle)
evaluadas tuvieron efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans ATCC

25175 se sugiere determinar dicho efecto sobre otros microorganismos de
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interés estomatoldgico para que de esta manera se pueda validar su

potencial uso como antimicrobiano.

En esta investigacion se determind que la concentraciéon minima inhibitoria
(CMI) del extracto hidroalcohdlico de hojas de Schinus molle L. (molle) sobre
S. mutans ATCC 25175 fue de 60 pg/mL pero las concentraciones se
evaluaron cada 10 pg/mL, en ese sentido se sugiere evaluar

concentraciones unitarias para establecer una CMI mas exacta.

En esta investigacion se determind que la concentracién minima bactericida
(CMB) del extracto hidroalcohdlico de hojas de Schinus molle L. (molle)
sobre S. mutans ATCC 25175 fue de 70 pg/mL pero las concentraciones se
evaluaron cada 10 pg/mL, en ese sentido se sugiere evaluar

concentraciones unitarias para establecer una CMB mas exacta.
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ANEXOS
ANEXO 1
MATRIZ DE OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
Variable Definicién Definicién Dimensiones Indicador Escala
conceptual operacional
Es el producto total 10 pg/mL
obtenido a partirde | Cantidad en g del 20 pg/mL
la exposicion del extracto seco total 30 pg/mL
material vegetal 40 pg/mL
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_ Extractg _ secode S. molleL. a de S. _mplle L. Concentracion 50 pg/mL De,
hidroalcoholico una mezcla (molle) diluida en un mL 60 pg/mL Razon
de Schinus | hidroalcohdlicay que | solvente inerte de H9 70 pg/mL
molle L. contiene los DMSO 1%. 80 pg/mL
(molle). fitoquimicos de la 90 pg/mL
matriz vegetal.>® 100 pg/mL
Es la capacidad de Formacion o Halos de
un antimicrobiano de | ausencia de halo de Inhibicién
Efecto inhibir de forma inhibicién de S. Sin efecto 0 mm = Sin
antibacteriano temporal (Efecto mutans ATCC 25175 efecto
in vitro sobre | bacteriostatico) o de | al ser expuesta a 10
Streptococcus | forma permanente concentraciones del <14 mm= De
mutans ATcC | (Efecto bactericida) extracto Efecto Efecto Razén
25175 el desarrollo de S. | hidroalcohdlico de S. Bacteriostatico | Bacteriostatico
mutans ATCC 25175 | molle L. (molle) por CMI
en condiciones de el método de
laboratorio.®® difusion en disco. >16 mm =
Ausencia de Efecto
crecimiento por el Efecto bactericida
método de bactericida CMB
Microdilucion.

ANEXO 2

CALCULO DEL TAMANO DE LA MUESTRA

En la presente investigacion se aplico la formula para la determinacion del nimero

de unidades de ensayo (repeticiones) en estudios experimentales:

Dénde:

n =

CW— W2 -Zg +14 - 22

W2
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n: Numero minimo de réplicas que deben hacerse en el estudio.
Za: Valor correspondiente al nivel de confianza asignado.
ZB: Valor correspondiente al valor estadistico.

W: Eficiencia minima esperada o diferencia minima observable.

W— W? - Zg +14 - 22
WZ

n=

_ 08— (0.8)% -(0.842) +1,4(1.96)
"= (0.8)2

0.8 — (0.64).(0.842) + 1,4 (3.842)
n= 0.64

n=9

Reemplazando los valores en la férmula se obtiene que el nimero de replicaciones

necesarias son 9. Entonces cada grupo experimental estuvo conformado por 10

unidades de ensayo (1 ensayo original + 9 repeticiones). Debido a que fueron 12

grupos (10 concentraciones y dos controles) el total de unidades de ensayo fue

120.

ANEXO 3

CONSTANCIA DE EJECUCION MICROBIOLOGO

SCIENCE EXPERIMENT

_Q Research Laboratory

CONSTANCIA

La que suscribe, Rubi Jackeline Espinola Aguire identificada con DNI Ne

43303261, Bidloga Microbidloga, especidlista en Andiisis Clinico vy

bioldgicos con CBP Ne 8258: hace constar gque ha colaborado como



ANEXO 4

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

RESULTADOS DE EJECUCION DE TESIS

SCIENCE EXPERIMENT
RESEArch ulboratorg

Titulo: Efecto antibacteriano in vifro del extracto hidroalcohdlico de

Schinus molle L. (molle) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.
Autora: Sinthia Alzamora Santos
Microbiélogo Especialista: Rubi Jackeline Espinola Aguirre

METODO DE DIFUSION EN DISCO

HALOS DE INHIBICION EN mm / Concentraciones en pg/mL

Ensayos
10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 70 | 80 90 | 100 | C-* | C+*
1 70/82|81|97|122| 146 | 16.9| 195| 21.5| 23.5| 0.0 | 16.0
2 7.7|75|/80| 95| 13.0| 159 | 17.5| 201 | 22.7| 241 | 0.0 | 154
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ANEXO 5

CERTIFICADO DE IDENTIFICACION DE PLANTA

N

HERBARIUM PIURENSE HERBARIUM PIURENSE

e Universidad Nacional de Piura

Constancia N° 020-2021

El que suscribe, Dr. J. Manuel Charcape Ravelo, docente del Departamento de Ciencias
Biologicas de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Piura, Director de la

Unidad de Investigacién de la Facultad de Ciencias y Director del Herbarium Piurense,
deja

CONSTANCIA

Que la Srta. Sinthia Alzamora Santos, identificada con DNI N° 458304189, egresada de la
carrera de estomatologia y estudiante del Taller de Titulacién para Universidades No

T 2 m B amd o= mm 8 Y



ANEXO 6

GALERIA FOTOGRAFICA PROCEDIMIENTO

MATERIALES, EQUIPOS E INSUMOS




1 | Incubadora microbiologica 7 | Agua destilada y Etanol absoluto
2 | Molino artesanal 8 | Mitis Salivarius Agar
3 | Espectrofotdmetro VIS 9 | Cepa estandar de S. mutans
4 | Autoclave 10 | Material vegetal de Schinus molle
5 | Balanza analitica y vernier | 11 | Hisopos estériles

mecanico
6 | Agitador magnético temperado 12 | Placas Petri estériles

OBTENCION DE EXTRACTO




4 5 7
8 9 10
11 12
1 | Recoleccion y lavado material | 7 | Pesado de material vegetal molido.
vegetal.
2 | Hojas lavadas y seleccionadas. 8 | Insumos para extracto alcohalico.
3 | Secado de material vegetal en| 9 | Mezcla hidroalcohdlica.
estufa.
4 | Material vegetal seco. 1 | Maceracion en agitacion.
0
5 | Material vegetal seco en molino. 1 | Filtracién del extracto total.
1
6 | Molienda de material vegetal. 1 | Obtencion de extracto seco en
2 | estufa.

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO




1 2 3
4 5 6 !
8 9 10
1 | Mitis Salivarius Agar. 6 | Esterilizacion en autoclave.
2 | Pesado de medio de cultivo. 7 | Medio de cultivo estéril.
3 | Insumos para preparacion de medio | 8 | Preparacion para servir medio de
de cultivo. cultivo en placas estériles.
4 | Incorporacion del medio de cultivo al | 9 | Servida de medio de cultivo en
matraz. condiciones de esterilidad.
5 | Hidratacién de medio de cultivo. 10 | Placas servidas con Agar Mitis Salivarius.

REACTIVACION DE CEPA BACTERIANA




1 4 5
6 7 8
1 | Cepade S. mutans ATCC 25175. 5 | Reactivacion en caldo cerebro-Corazon.
2 | Insumos para reactivacion de cepa. 6 | Colocacién en estufa.
3 | Apertura de sachet con cepa| 7 | Incubacién en aerobiosis a 36.5
certificada. °C.
4 | Ruptura de vial para aplicacion de | 8 | Cepa reactivada.
caldo.

EVALUACION DE EFECTO ANTIBACTERIANO




6 7 8
9 10
11 12
1 | Cepa reactivada en caldo. 7 | Concentraciones de extracto.
2 | Cepa reactivada en Mitis Salivarius | 8 | Colocacion de discos con extracto.
agar.
3 | Esterilizacion de asa para toma de | 9 Evaluacion de CMI y CMB por microdilucién.
UFC.
4 | Preparacion de In6culo bacteriano. 10| Placa inoculada y con discos.
5 | Estandarizacion del inéculo en | 11| Incubacion en estufa microbiologica.
espectrofotometro.
6 | Inoculacion de placa con hisopo. 12 | Medicion de halos de inhibicion.
ANEXO 7

ANALISIS ESTADISTICO
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Concentracion extracto / Control

Resumen de procesamiento de casos / Diametro de halo de inhibicion

Concentracion Casos
extracto / Control Vélido \ Perdidos Total
N Porcentaje N | Porcentaje N Porcentaje
10 pg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
20 pg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
30 pg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
40 pg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
50 pg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
60 pg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
70 pg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
80 pg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
90 pg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
100 pg/mL 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
DMSO 1% 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%
CLX 0,12% 10 100,0% 0 0,0% 10 100,0%

Descriptivos / Diametro de halo de inhibicién

Concentracion extracto / Control Estadistico Error estandar
10 pg/mL Media 7,1200 ,15406

95% de intervalo de Limite inferior 6,7715

confianza para la media Limite superior 7.4685

Media recortada al 5% 7,1056

Mediana 7,0000

Varianza ,237

Desviacion estandar 48717

Minimo 6,60

Maximo 7,90

Rango 1,30

Rango intercuartil 1,03

Asimetria ,569 ,687

Curtosis -1,298 1,334
20 pg/mL Media 7,7000 ,08165

95% de intervalo de Limite inferior 7,5153

confianza para la media Limite superior 7.8847

Media recortada al 5% 7,6889

Mediana 7,6500

Varianza ,067

Desviacion estandar ,25820

Minimo 7,40

Maximo 8,20

Rango ,80

Rango intercuartil ,30

Asimetria 1,162 ,687

Curtosis ,5652 1,334
30 pg/mL Media 8,2100 , 13371

95% de intervalo de Limite inferior 7,9075

confianza para la media Limite superior 85125

Media recortada al 5% 8,1889

Mediana 8,0500
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Varianza ,179

Desviacion estandar 42282

Minimo 7,70

Maximo 9,10

Rango 1,40

Rango intercuartil ,58

Asimetria 1,027 ,687

Curtosis ,848 1,334
40 pg/mL Media 9,8900 ,10160

95% de intervalo de Limite inferior 9,6602

confianza para la media Limite superior 10,1198

Media recortada al 5% 9,8778

Mediana 9,9500

Varianza , 103

Desviacion estandar ,32128

Minimo 9,50

Maximo 10,50

Rango 1,00

Rango intercuartil ,48

Asimetria 464 ,687

Curtosis -,186 1,334
50 pg/mL Media 12,3800 ,13400

95% de intervalo de Limite inferior 12,0769

confianza para la media Limite superior 12,6831

Media recortada al 5% 12,3778

Mediana 12,4500

Varianza ,180

Desviacion estandar 42374

Minimo 11,80

Maximo 13,00

Rango 1,20

Rango intercuartil ,85

Asimetria -,013 ,687

Curtosis -1,278 1,334
60 pg/mL Media 15,1400 ,16000

95% de intervalo de Limite inferior 14,7781

confianza para la media Limite superior 15,5019

Media recortada al 5% 15,1333

Mediana 15,1000

Varianza ,256

Desviacion estandar ,50596

Minimo 14,50

Maximo 15,90

Rango 1,40

Rango intercuartil ,90

Asimetria ,254 ,687

Curtosis -1,501 1,334
70 pg/mL Media 17,0000 ,15846

95% de intervalo de Limite inferior 16,6415

confianza para la media Limite superior 17,3585
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Media recortada al 5% 17,0056

Mediana 16,9500

Varianza ,251

Desviacion estandar ,50111

Minimo 16,10

Maximo 17,80

Rango 1,70

Rango intercuartil 7

Asimetria -,192 ,687

Curtosis -,095 1,334
80 pg/mL Media 19,8900 ,20191

95% de intervalo de Limite inferior 19,4333

confianza para la media Limite superior 20,3467

Media recortada al 5% 19,8889

Mediana 19,9500

Varianza ,408

Desviacion estandar ,63849

Minimo 18,90

Maximo 20,90

Rango 2,00

Rango intercuartil ,98

Asimetria -,201 ,687

Curtosis -,621 1,334
90 pg/mL Media 22,0900 ,13618

95% de intervalo de Limite inferior 21,7819

confianza para la media Limite superior 22,3981

Media recortada al 5% 22,0889

Mediana 22,0500

Varianza ,185

Desviacion estandar ,43063

Minimo 21,50

Maximo 22,70

Rango 1,20

Rango intercuartil 77

Asimetria -,092 ,687

Curtosis -1,443 1,334
100 pg/mL Media 24,3700 ,17954

95% de intervalo de Limite inferior 23,9639

confianza para la media Limite superior 247761

Media recortada al 5% 24,3778

Mediana 24,5000

Varianza ,322

Desviacion estandar 56774

Minimo 23,50

Maximo 25,10

Rango 1,60

Rango intercuartil 1,03

Asimetria -,364 ,687

Curtosis -1,258 1,334
DMSO 1% Media ,0000 ,00000
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95% de intervalo de Limite inferior ,0000
confianza para la media Limite superior 10000
Media recortada al 5% ,0000
Mediana ,0000
Varianza ,000
Desviacion estandar ,00000
Minimo ,00
Maximo ,00
Rango ,00
Rango intercuartil ,00
Asimetria
Curtosis . .
CLX 0,12% Media 15,4200 ,11719
95% de intervalo de Limite inferior 15,1549
confianza para la media Limite superior 156851
Media recortada al 5% 15,4111
Mediana 15,3500
Varianza ,137
Desviacion estandar ,37059
Minimo 15,00
Maximo 16,00
Rango 1,00
Rango intercuartil , 75
Asimetria ,458 ,687
Curtosis -1,303 1,334
Pruebas de normalidad
Concentracion Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
extracto / P : Per -
Control Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Diametro de halo 10 pg/mL ,197 10 ,200" ,880 10 ,131
de inhibicion 20 pg/mL ,300 10 ,011 ,853 10 ,064
30 pg/mL ,203 10 ,200 ,917 10 ,329
40 pg/mL ,166 10 ,200 ,932 10 ,469
50 pg/mL 171 10 ,200 ,936 10 ,508
60 pg/mL ,182 10 ,200 ,924 10 ,392
70 pg/mL 121 10 ,200 ,989 10 ,996
80 pg/mL ,129 10 ,200 ,969 10 ,884
90 pg/mL ,170 10 ,200 ,923 10 ,379
100 pg/mL ,191 10 ,200 ,933 10 ATT
DMSO 1% . 10 . . 10 .
CLX 0,12% ,147 10 ,200 ,910 10 ,283
*. Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.
a. Correccion de significacion de Lilliefors
30,00
5 =w ﬁ
3 =
_'E 20,00 *
3 F
% 15,00 = =
=
8 =]
2 om =
s &
[m] 5,00
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Unidireccional

Descriptivos

Diametro de halo de inhibicién

N Media Desv. Desv. 95% del intervalo de confianza Minimo Maximo
Desviacion| Error para la media
Limite inferior Limite superior
10 pg/mL 10 | 7,1200 48717 ,15406 6,7715 7,4685 6,60 7,90
20 pg/mL | 10 | 7,7000 ,25820 | ,08165 7,5153 7,8847 7,40 8,20
30 pg/mL 10 | 8,2100 42282 ,13371 7,9075 8,5125 7,70 9,10
40 pg/mL | 10 | 9,8900 ,32128 | ,10160 9,6602 10,1198 9,50 10,50
50 pg/mL | 10 | 12,3800 42374 | ,13400 12,0769 12,6831 11,80 13,00
60 pg/mL | 10 | 15,1400 ,50596 | ,16000 14,7781 15,5019 14,50 15,90
70 pg/mL | 10 | 17,0000 ,50111 | ,15846 16,6415 17,3585 16,10 17,80
80 pg/mL | 10 | 19,8900 ,63849 | ,20191 19,4333 20,3467 18,90 20,90
90 pg/mL | 10 | 22,0900 ,43063 | ,13618 21,7819 22,3981 21,50 22,70
100 pg/mL | 10 | 24,3700 ,56774 | ,17954 23,9639 24,7761 23,50 25,10
DMSO 1% | 10 | ,0000 ,00000 | ,00000 ,0000 ,0000 ,00 ,00
CLX 0,12% | 10 | 15,4200 , 37059 | ,11719 15,1549 15,6851 15,00 16,00
Total 120 | 13,2675 | 6,80899 | ,62157 12,0367 14,4983 ,00 25,10
Prueba de homogeneidad de varianzas
Diametro de halo de inhibicion Estadistico de gll gl2 Sig.
Levene
Se basa en la media 3,806 11 108 ,000
Se basa en la mediana 2,883 11 108 ,002
Se basa en la mediana y con gl ajustado 2,883 11 80,926 ,003
Se basa en la media recortada 3,744 11 108 ,000
ANOVA
Diametro de halo de inhibicién
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 5496,194 11 499,654 2578,367 ,000
Dentro de grupos 20,929 108 , 194
Total 5517,123 119

Pruebas post hoc

HSD Tukey

|

Comparaciones multiples

\Variable dependiente: Didmetro de halo de inhibicién

(J) Concentracion | Diferenciade | Desv. Intervalo de confianza al 95%
extracto / Control medias (I-J) Error Sig. Limite inferior Limite superior
20 pg/mL -,58000 ,19687 | ,140 -1,2377 ,0777
30 pg/mL -1,09000" ,19687 | ,000 -1,7477 -,4323
40 pg/mL -2,77000" ,19687 | ,000 -3,4277 -2,1123
50 pg/mL -5,26000" ,19687 | ,000 -5,9177 -4,6023
60 pg/mL -8,02000" ,19687 | ,000 -8,6777 -7,3623
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70 pg/mL -9,88000" ,19687 | ,000 -10,5377 -9,2223
80 pg/mL -12,77000" ,19687 | ,000 -13,4277 -12,1123
90 pg/mL -14,97000" ,19687 | ,000 -15,6277 -14,3123
100 pg/mL -17,25000" ,19687 | ,000 -17,9077 -16,5923
DMSO 1% 7,12000° ,19687 | ,000 6,4623 17,7777
CLX 0,12% -8,30000" ,19687 | ,000 -8,9577 -7,6423
10 pg/mL ,58000 ,19687 | ,140 -0777 1,2377
30 pg/mL -,51000 ,19687 | ,298 -1,1677 1477
40 pg/mL -2,19000" ,19687 | ,000 -2,8477 -1,5323
50 pg/mL -4,68000" ,19687 | ,000 -5,3377 -4,0223
60 pg/mL -7,44000" ,19687 | ,000 -8,0977 -6,7823
70 pg/mL -9,30000" ,19687 | ,000 -9,9577 -8,6423
80 pg/mL -12,19000" ,19687 | ,000 -12,8477 -11,5323
90 pg/mL -14,39000" ,19687 | ,000 -15,0477 -13,7323
100 pg/mL -16,67000" ,19687 | ,000 -17,3277 -16,0123
DMSO 1% 7,70000° ,19687 | ,000 7,0423 8,3577
CLX 0,12% -7,72000" ,19687 | ,000 -8,3777 -7,0623
10 pg/mL 1,09000" ,19687 | ,000 ,4323 1,7477
20 pg/mL ,51000 ,19687 | ,298 -, 1477 1,1677
40 pg/mL -1,68000" ,19687 | ,000 -2,3377 -1,0223
50 pg/mL -4,17000 ,19687 | ,000 -4,8277 -3,5123
60 pg/mL -6,93000" ,19687 | ,000 -7,5877 -6,2723
70 pg/mL -8,79000" ,19687 | ,000 -9,4477 -8,1323
80 pg/mL -11,68000" ,19687 | ,000 -12,3377 -11,0223
90 pg/mL -13,88000" ,19687 | ,000 -14,5377 -13,2223
100 pg/mL -16,16000" ,19687 | ,000 -16,8177 -15,5023
DMSO 1% 8,21000" ,19687 | ,000 7,5523 8,8677
CLX 0,12% -7,21000 ,19687 | ,000 -7,8677 -6,5523
10 pg/mL 2,77000° ,19687 | ,000 2,1123 3,4277
20 pg/mL 2,19000° ,19687 | ,000 1,5323 2,8477
30 pg/mL 1,68000" ,19687 | ,000 1,0223 2,3377
50 pg/mL -2,49000" ,19687 | ,000 -3,1477 -1,8323
60 pg/mL -5,25000" ,19687 | ,000 -5,9077 -4,5923
70 pg/mL -7,11000 ,19687 | ,000 -7,7677 -6,4523
80 pg/mL -10,00000" ,19687 | ,000 -10,6577 -9,3423
90 pg/mL -12,20000" ,19687 | ,000 -12,8577 -11,5423
100 pg/mL -14,48000" ,19687 | ,000 -15,1377 -13,8223
DMSO 1% 9,89000° ,19687 | ,000 9,2323 10,5477
CLX 0,12% -5,53000" ,19687 | ,000 -6,1877 -4,8723
10 pg/mL 5,26000° ,19687 | ,000 4,6023 5,9177
20 pg/mL 4,68000" ,19687 | ,000 4,0223 5,3377
30 pg/mL 4,17000" ,19687 | ,000 3,5123 4,8277
40 pg/mL 2,49000° ,19687 | ,000 1,8323 3,1477
60 pg/mL -2,76000° ,19687 | ,000 -3,4177 -2,1023
70 pg/mL -4,62000" ,19687 | ,000 -5,2777 -3,9623
80 pg/mL -7,51000 ,19687 | ,000 -8,1677 -6,8523
90 pg/mL -9,71000 ,19687 | ,000 -10,3677 -9,0523
100 pg/mL -11,99000" ,19687 | ,000 -12,6477 -11,3323
DMSO 1% 12,38000 ,19687 | ,000 11,7223 13,0377
CLX 0,12% -3,04000" ,19687 | ,000 -3,6977 -2,3823
10 pg/mL 8,02000° ,19687 | ,000 7,3623 8,6777
20 pg/mL 7,44000° ,19687 | ,000 6,7823 8,0977
30 pg/mL 6,93000° ,19687 | ,000 6,2723 7,5877
40 pg/mL 5,25000" ,19687 | ,000 4,5923 5,9077
50 pg/mL 2,76000° ,19687 | ,000 2,1023 3,4177
70 pg/mL -1,86000" ,19687 | ,000 -2,5177 -1,2023
80 pg/mL -4,75000 ,19687 | ,000 -5,4077 -4,0923
90 pg/mL -6,95000" ,19687 | ,000 -7,6077 -6,2923
100 pg/mL -9,23000° ,19687 | ,000 -9,8877 -8,5723
DMSO 1% 15,14000 ,19687 | ,000 14,4823 15,7977
CLX 0,12% -,28000 ,19687 | ,957 -,9377 3777
10 pg/mL 9,88000" ,19687 | ,000 9,2223 10,5377
20 pg/mL 9,30000° ,19687 | ,000 8,6423 9,9577
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30 pg/mL 8,79000 ,19687 | ,000 8,1323 9,4477
40 pg/mL 7,11000° ,19687 | ,000 6,4523 17,7677
50 pg/mL 4,62000° ,19687 | ,000 3,9623 5,2777
60 pg/mL 1,86000" ,19687 | ,000 1,2023 2,5177
80 pg/mL -2,89000" ,19687 | ,000 -3,5477 -2,2323
90 pg/mL -5,09000" ,19687 | ,000 -5,7477 -4,4323
100 pg/mL -7,37000" ,19687 | ,000 -8,0277 -6,7123
DMSO 1% 17,00000 ,19687 | ,000 16,3423 17,6577
CLX 0,12% 1,58000" ,19687 | ,000 ,9223 2,2377
10 pg/mL 12,77000 ,19687 | ,000 12,1123 13,4277
20 pg/mL 12,19000" ,19687 | ,000 11,5323 12,8477
30 pg/mL 11,68000 ,19687 | ,000 11,0223 12,3377
40 pg/mL 10,00000 ,19687 | ,000 9,3423 10,6577
50 pg/mL 7,51000° ,19687 | ,000 6,8523 8,1677
60 pg/mL 4,75000" ,19687 | ,000 4,0923 5,4077
70 pg/mL 2,89000 ,19687 | ,000 2,2323 3,5477
90 pg/mL -2,20000" ,19687 | ,000 -2,8577 -1,5423
100 pg/mL -4,48000" ,19687 | ,000 -5,1377 -3,8223
DMSO 1% 19,89000" ,19687 | ,000 19,2323 20,5477
CLX 0,12% 4,47000" ,19687 | ,000 3,8123 5,1277
10 pg/mL 14,97000 ,19687 | ,000 14,3123 15,6277
20 pg/mL 14,39000 ,19687 | ,000 13,7323 15,0477
30 pg/mL 13,88000 ,19687 | ,000 13,2223 14,5377
40 pg/mL 12,20000 ,19687 | ,000 11,5423 12,8577
50 pg/mL 9,71000" ,19687 | ,000 9,0523 10,3677
60 pg/mL 6,95000" ,19687 | ,000 6,2923 7,6077
70 pg/mL 5,09000" ,19687 | ,000 4,4323 5,7477
80 pg/mL 2,20000" ,19687 | ,000 1,5423 2,8577
100 pg/mL -2,28000" ,19687 | ,000 -2,9377 -1,6223
DMSO 1% 22,09000° ,19687 | ,000 21,4323 22,7477
CLX0,12% 6,67000° ,19687 | ,000 6,0123 7,3277
10 pg/mL 17,25000 ,19687 | ,000 16,5923 17,9077
20 pg/mL 16,67000 ,19687 | ,000 16,0123 17,3277
30 pg/mL 16,16000 ,19687 | ,000 15,5023 16,8177
40 pg/mL 14,48000 ,19687 | ,000 13,8223 15,1377
50 pg/mL 11,99000 ,19687 | ,000 11,3323 12,6477
60 pg/mL 9,23000° ,19687 | ,000 8,5723 9,8877
70 pg/mL 7,37000° ,19687 | ,000 6,7123 8,0277
80 pg/mL 4,48000" ,19687 | ,000 3,8223 5,1377
90 pg/mL 2,28000° ,19687 | ,000 1,6223 2,9377
DMSO 1% 24,37000° ,19687 | ,000 23,7123 25,0277
CLX 0,12% 8,95000° ,19687 | ,000 8,2923 9,6077
10 pg/mL -7,12000° ,19687 | ,000 -1,7777 -6,4623
20 pg/mL -7,70000 ,19687 | ,000 -8,3577 -7,0423
30 pg/mL -8,21000" ,19687 | ,000 -8,8677 -7,5523
40 pg/mL -9,89000" ,19687 | ,000 -10,5477 -9,2323
50 pg/mL -12,38000" ,19687 | ,000 -13,0377 -11,7223
60 pg/mL -15,14000 ,19687 | ,000 -15,7977 -14,4823
70 pg/mL -17,00000" ,19687 | ,000 -17,6577 -16,3423
80 pg/mL -19,89000" ,19687 | ,000 -20,5477 -19,2323
90 pg/mL -22,09000" ,19687 | ,000 -22,7477 -21,4323
100 pg/mL -24,37000° ,19687 | ,000 -25,0277 -23,7123
CLX 0,12% -15,42000° ,19687 | ,000 -16,0777 -14,7623
10 pg/mL 8,30000° ,19687 | ,000 7,6423 8,9577
20 pg/mL 7,72000° ,19687 | ,000 7,0623 8,3777
30 pg/mL 7,21000° ,19687 | ,000 6,5523 7,8677
40 pg/mL 5,53000" ,19687 | ,000 4,8723 6,1877
50 pg/mL 3,04000° ,19687 | ,000 2,3823 3,6977
60 pg/mL ,28000 ,19687 | ,957 - 3777 ,9377
70 pg/mL -1,58000" ,19687 | ,000 -2,2377 -,9223
80 pg/mL -4,47000° ,19687 | ,000 -5,1277 -3,8123
90 pg/mL -6,67000" ,19687 | ,000 -7,3277 -6,0123
100 pg/mL -8,95000° ,19687 | ,000 -9,6077 -8,2923
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DMSO 1% |

15,42000"

[ 19687 | ,000 ]

14,7623 |

16,0777

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

Subconjuntos homogéneos

500

Diametro de halo de inhibicion
Concentracion extracto / N Subconjunto para alfa = 0.05
Control 1/ 2|3 |4 5 6 7 8 9 10 11
HSD DMSO 1% 10 (0,00
Tukey? 10pgimL | 10 7.12
20 pg/mL 10 7,70|7,70
30 pg/mL 10 8,21
40 pg/mL 10 9,89
50 pg/mL 10 12,38
60 pg/mL 10 15,14
CLX 0,12% | 10 15,42
70 pg/mL 10 17,00
80 pg/mL 10 19,89
90 pg/mL 10 22,09
100 pg/mL 10 24,37
Sig. 1,00(,140{,298|1,00| 1,00 | 0,96 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00
Duncan? DMSO 1% 10 (0,00
10 pg/mL 10 7,12
20 pg/mL 10 7,70
30 pg/mL 10 8,21
40 pg/mL 10 9,89
50 pg/mL 10 12,38
60 pg/mL 10 15,14
CLX 0,12% | 10 15,42
70 pg/mL 10 17,00
80 pg/mL 10 19,89
90 pg/mL 10 22,09
100 pg/mL 10 24,37
Sig. 1,00/1,00(1,00{1,00| 1,000 1,000| ,158 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 10.000.
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