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RESUMEN

La actividad antimicrobiana de las plantas se ha evaluado y conocido desde la
antigtiedad, teniendo como referencia algunos farmacos originados de plantas que
son usados hasta la actualidad dentro de la odontologia, es por eso que se buscd la
posibilidad de introducir un estudio in vitro utilizando una planta andina propia de
nuestra region y continente, a traves de la elaboracion de extractos hidroalcohdlicos
de hojas y flores de Amaranthus hybridus L, que se obtuvieron a través de un
proceso de maceracion, a estos extractos se les realizaron pruebas cualitativas y
cuantitativas de identificacion de flavonoides, y se procedié a realizar las
diferentes concentraciones que fueron 5%,10%,25%,50% y 75% . Los extractos de
hojas y flores de sangorache, asi como el alcohol utilizado como control negativo y
la clorhexidina al 2% utilizada como control positivo, se colocaron en medios de
cultivo MRS que contenian la cepa de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
principal microorganismo causante de lesiones de caries superficiales y profundas,
que en conjunto con el Streptococcus mutans producen acido lactico a partir de
azucares fermentables, por lo que son capaces de vivir en ambientes
extremadamente acidos, se realizé un antibiograma con el método (Kirby — Bauer),
24 horas posteriores a la siembra bacteriana se hizo la medicion de los halos de
inhibicion. La presentacion de resultados se hizo de forma cuantitativa con el
anélisis de ANOVA, comprobando estadisticamente la hipdtesis nula planteada
para los resultados, y de manera cualitativa utilizando las pautas de Duraffourd,
indicando una actividad nula de los extractos hidroalcoholicos de Sangorache y
control negativo con halos de inhibicion por debajo a 8mm, pero si existe
sensibilidad de la bacteria con la clorhexidina al 2% con halos de inhibicion
bacteriana entre 9 y 14 mm

PALABRAS CLAVES: Actividad antimicrobiana, Extracto hidroalcohdlico,
Flavonoides, Halos de inhibicion, Lactobacillus acidophilus.



Abstract

The antimicrobial activity of the plants has been evaluated and known since the
antiquity, taking as a reference some medicines originated from plans that are used
currently inside dentistry, that is why there was the possibility of introducing a study in
vitro using a proper Andean plant of our region and continent, through the elaboration
of the hidroalcholic extracts made of leaves and flowers of Amaranthus hybridus L, that
were obtained through a maceration process the same ones were tested qualitative and
quantitative, coming across the identification of flavonoides, then the different
concentration was done that were 5% 10% 25% 50 % and 75%. The extracts of leaves
and flowers of sangorache, as well as the alcohol used as negative -control and the
clorhexidina to 2% used like positive control, placed in means of cultivation MRS that
were containing the vine of lactobacillus acidophilus ATCC 4356 main causative
microorganism of injuries of superficial and deep cavities, which as a whole with the
streptococcus mutants produce lactic acid from sugar fermentable, therefore they are
capable of living in extremely acidic ambiences, by that an antibiogram was realized
with the method (Kirby — Bauer), 24 hours later to the bacterial sowing there was done
the measurement of the auras of bacterial inhibition with a rule of antibiogram. The
results presentation were done of quantitative form with the analysis of results of a
qualitative way using the duraffourd rules, which indicates a void activity for the
extracts hidroalcoholic of amaranthus hybridus L and negative control for having
measurements of the auras of inhibition for below to 8mm, but if sensibility of
bacterium exists with the clorhexidina to 2% with auras of bacterial inhibition between
9 and 14 mm.

Key words: antimicrobial activity, extract hidroalcoholic, amaranthus hybridus L,
Lavonoides, Lactobacillus Acidophilus, atcc 4356, Auras of inhibition.
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1. INTRODUCCION

1.1.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dentro de las principales enfermedades cronicas mas comunes a nivel mundial que
presenta el ser humano se encuentran la caries dental, la misma que es causada por
una inapropiada higiene bucodental, producto del desconocimiento de métodos de
prevencion y promocion de salud oral y la inadecuada utilizacion de técnicas de
cepillado dental, por lo que la cavidad oral estd expuesta a la colonizacién de
microorganismos de origen bacteriano y salival que forman la placa bacteriana
(biofilm) por lo que es un factor determinante en la aparicion de patologias
bucodentales. Las patologias mas comunes son las caries dentales y las

enfermedades periodontales. (1)

Hoy en dia, la fitoterapia, es una de las opciones maés utilizadas para el area rural en
paises de creciente desarrollo; aunque en los paises industrializados también existe
el interés por conocer y aplicar estas nuevas alternativas debido a que las ventajas
son diversas como: facil acceso, facil manejo, bajo costo y sobre todo seguros,

porque disminuyen los efectos colaterales en los pacientes. (2)

Ecuador, es uno de los paises con gran biodiversidad de flora y fauna, multicultural
y multiétnico por lo que desde la antigiiedad han utilizado para la curacion distintas
plantas con propiedades medicinales; es por eso que en la actualidad existen algunas
plantas medicinales, que estan siendo aplicadas en el area de la salud bucodental,
para la elaboracién de diversas alternativas de higiene dental como: enjuagues

bucales, soluciones tdpicas, pastas dentales, entre otras. (3)

Estudios cientificos han evidenciado que los flavonoides, taninos y alcaloides

encontrados en especies vegetales como el sangorache, actian deteriorando los



sistemas enzimaticos que intervienen en la produccion de energia y en la sintesis de
componentes estructurales afectando de esta manera la actividad celular de la
bacteria. (4)

Existen diversos estudios en los ultimos afios a nivel universitario, que se han
referido a las multiples propiedades y beneficios que presentan las diferentes
plantas medicinales, tratando de hallar las mejores propiedades antimicrobianas a
partir de los principios fitoquimicos que permitan la creacion de drogas
fitoterapéuticas. (5) Teniendo en cuenta esto, la presente investigacién tiene como
pregunta principal para definir el planteamiento del problema ¢Cual sera el efecto
antibacteriano in vitro del extracto hidroalcoholico de Amaranthus hybridus L

(Sangorache) sobre la cepa de Lactobacillus acidophilus ATCC 43567

1.2.JUSTIFICACION

En la investigacion de un método de control y prevencion de la “caries dental” se
han empleado diferentes estrategias, con las cuales no se ha conseguido una
reduccion de la incidencia de esta patologia crénica mundial, esto se debe a que es
una enfermedad impredecible, y multifactorial que aparece en cualquier etapa de la
vida de las personas. Si no se da un tratamiento temprano, puede desencadenar en

patologias mas graves. (6)

La accion antibacteriana del extracto hidroalcoholico del Amaranthus hybridus L
(Sangorache), ejercida sobre la cepa de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356,
tiene gran preponderancia cientifica ya que agrandaria las opciones de contar con
sustancias inhibidoras bacterianas utilizadas en odontologia con menor posibilidad

de fracaso, mayor seguridad y menos costo.



Su importancia se basa en el descubrimiento de una nueva alternativa que por las
propiedades fitoterapéuticas podria competir con los medicamentos usados en los
tratamientos odontoldgicos, derivado de una planta nativa con propiedades
medicinales que se cultiva en la regién sierra del Ecuador, impulsando de esta
manera la posibilidad de obtener un medicamento capaz de sustituir los
tradicionales, con mejores propiedades terapéuticas y menos costo; cuyo objetivo
esencial es utilizar alternativas naturales que estan al alcance de todas los

profesionales de la odontologia.(7)

De esta manera se lograra disminuir el uso de soluciones quimicas y se planteara
para el futuro una nueva alternativa de producto odontologico disponible en el
mercado para la resolucion de tratamientos de caries dental y enfermedades

periodontales con el empleo de un nuevo recurso a base de sangorache. (8)



2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GENERAL

. Evaluar el efecto antimicrobiano del extracto hidroalcohdlico del
Amaranthus hybridus L (Sangorache) sobre la cepa de Lactobacillus acidophilus

ATCC 4356 en un estudio realizado in vitro.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

. Indagar los componentes quimicos del Amaranthus hybridus L,

especialmente sus componentes antimicrobianos.

. Caracterizar si las hojas o las flores de Amaranthus hybridus L presenta
mayor concentracion de componentes antimicrobianos, para actuar sobre la cepa de
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.

. Comprobar la inhibicién de la cepa de Lactobacillus acidophilus ATCC

4356 con el extracto hidroalcoholico de Amaranthus hybridus L.



3. ESTADO DEL ARTE

La salud publica en odontologia se define como la ciencia y practica de prevenir
enfermedades bucales, asi como de promover y mejorar la calidad de vida mediante
esfuerzos organizados de la sociedad. Es importante que los servicios dentales
atiendan de manera efectiva las necesidades de salud bucal de los individuos y las

comunidades. (9)

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, indica que la prevalencia de caries es
del 60% al 90% en pacientes escolares y casi el 100% de los adultos de todo el
mundo. Las enfermedades periodontales graves ocupan del 5% al 20% de
prevalencia en los pacientes adultos de edad media y alrededor del 30% de la
poblacion mundial con edades comprendidas entre los 65 y los 74 afios no tiene

dientes naturales.(10)

Los factores determinantes para las dolencias bucodentales, tanto en nifios como en
adultos, es frecuente en ciertos grupos limitados por la pobreza, falta de educacion,
personas que tienen habitos como el consumo de cigarrillos, alcohol y otras

sustancias nocivas para la salud de la persona.(10)

La necesidad de encontrar nuevas sustancias con propiedades antimicrobianas, para
ser utilizadas en bacterias resistentes causantes de las diferentes infecciones a nivel
bucal ha sido un reto para todas las organizaciones de salud a nivel mundial. Es por
eso que el estudio de las plantas, es importante ya que se han encontrado presentes

en la tierra mucho antes de que el hombre la poblara.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) menciona que cerca del 80% de la
poblacion todavia depende de las hierbas medicinales para el tratamiento de
diversas enfermedades debido a la facil disponibilidad, razones econémicas y
menos efectos secundarios, y es de uso especial en paises en vias de desarrollo con
gran diversidad de plantas que por tradicién han sido utilizadas para la curacion de

diversas enfermedades. (11)Es por eso que la fitoterapia estudia la utilizacion de las



plantas medicinales y sus derivados con fines terapéuticos ya sea para prevenir, 0

para curar las enfermedades.

La fitoterapia como una ciencia se viene aplicando en la odontologia moderna con
la obtencion de extractos de plantas con el fin de buscar agentes biocompatibles,
aquellos que se van a utilizar de forma directa en los tejidos dentarios, es por eso
que es importante mencionar que la actividad antibacteriana de las plantas se ha
evaluado y conocido desde la antigiiedad, teniendo como referencia algunos
farmacos originados de plantas que son usados hasta la actualidad dentro de la

odontologia con resultados muy buenos. (12)

Las plantas son las principales fuentes de sustancias bioactivas (13) prototipos que
pueden conducir a las drogas como: taninos, alcaloides, saponinas, glucosidos
cardiacos, esteroides, terpenos, flavonoides, compuestos fendlicos, entre otros, los
mismos que se encuentran presentes en hojas, tronco, latex, corteza, raiz, flor, y
semillas. Son conocidas como metabolitos secundarios ya que estan involucrados
en el mecanismo de defensa, creando una barrera de proteccion natural de la planta
en contra de los microorganismos, insectos y herbivoros que son las amenazas mas

frecuentes que tiene que soportar la planta durante su desarrollo. (14)

Actualmente existen diversos estudios de la capacidad antimicrobiana, antifingica,
anticancerigena, de las plantas presentes en la biodiversidad de nuestro pais, por
parte de las instituciones gubernamentales de investigacion como el INIAP, INSPI,
sumandose a ellas las investigaciones realizadas en las universidades ecuatorianas
gue han hecho énfasis en la blusqueda de alternativas de tratamiento tanto para

aplicaciones en el area odontoldgica, como la médica.

Es por eso que la importancia que le da nuestro pais al desarrollo de estudios
fitoterapéuticos es muy alta, pero no existe la continuidad para el desarrollo de

alternativas de tratamiento quedandose Unicamente como la base cientifica



microbioldgica, al ser un pais en vias de desarrollo tiene en estos estudios las
alternativas ideales para aplicacion en las diferentes poblaciones a nivel rural en
donde los factores de riesgo para presentar enfermedades bucodentales son muy
altos. (1,4,5,7,8,11,15)

Entre los cultivos de la region alta andina del Ecuador se encuentra el ataco o
sangorache, planta originaria de América, es una planta en proceso de recuperacién
de su cultivo, ya que por muchos afios ha sido olvidada teniendo varios beneficios

y usos tanto a nivel industrial como a nivel de investigacion. (16)

El sangorache ha sido cultivado ancestralmente, utilizado por los pueblos
aborigenes por sus propiedades medicinales tales como antiinflamatorias,
antiespasmadicas, antibacterianas, cicatrizantes. Estas caracteristicas que presentan
se deben a los diferentes grupos fitoquimicos presentes como son flavonoides,

clorofilas, aceites grasos entre otros.(17)

El sangorache se encuentra en los paises de Ecuador, Perl, Colombia, Bolivia y el
sur de Argentina, es conocido en el Ecuador con el nombre de ataco, sangorache,
sangoracha, jataco y actualmente se lo conoce como amaranto de grano negro. Es
una planta que se puede cultivar o puede crecer de forma silvestre sin una
especificacion del terreno en donde debe sembrarse, puede darse en climas frios o

zonas templadas, llegando a medir hasta 2 metros de alto. (16)

Se le atribuyen propiedades curativas para enfermedades como la osteoporosis, la
diabetes mellitus, la obesidad, se usa en la hipertension, para las personas que sufren
de estrefiimiento, y para problemas digestivos, pero actualmente investigaciones
desarrolladas demuestran que el sangorache tiene efectos antimicrobianos,
antiflngicos, y propiedades cicatrizantes, todos estos estudios han sido a nivel de
laboratorio sin tener referencias bibliograficas de aplicacion directa en personas.
(15,18)



Estas propiedades, son atribuidas gracias a los quimicos individuales con los que
estan formadas las plantas, el sangorache tiene diferentes compuestos fitoquimicos
como el acido fitico, terpenos, taninos, fenoles. Dentro del grupo de los fenoles se
encuentran los flavonoides los mismos que para el desarrollo de este proyecto de
investigacién vamos a tomar en cuenta por las caracteristicas antimicrobianas que

contribuiran al tema de estudio. (18)

Los flavonoides se originan del latin flavus que significa de color entre amarillo y
rojo, por lo que flavonoide, se refiere a un grupo aromatico, que son pigmentos
heterociclicos que contienen oxigeno distribuido en las plantas, estando presente en
la mayoria de plantas y frutas de colores amarillo, rojo y azul. Al consumirlos
vamos a obtener propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas, antitrombaticas,

antialérgicas, antitumorales, anticancerigenas y antioxidantes. (19)

La realizacion del tamizaje fitoquimico es esencial ya que son pruebas preliminares
sencillas y rapidas que detectan cualitativamente y cuantitativamente la presencia
de determinados grupos de compuestos fitoquimicos; esta prueba tiene su sustento
cientifico gracias a la micro quimica, que evidencia estos grupos mediante
formacion de precipitados y/o coloraciones. Estas reacciones se caracterizan por ser
selectivas para las clases 0 grupos de compuestos que se investigan, detectando la

minima cantidad posible y utilizan un minimo de equipo de laboratorio. (20)

En estudios de tamizaje fitoquimico realizado por Guapi en el 2014 y Garcia en el
2015, demuestran la existencia de metabolitos secundarias de uso farmacoldgico,
mencionando en base a la reaccion de coloracion determinada con el analisis de
Shinoda, el extracto hidroalcohdlico del sangorache contiene una cantidad
moderada de flavonoides en el grano, difiriendo sus resultado con respecto al
extracto hidroalcohdlico de hojas en el que la presencia de flavonoides segun las
dos autoras va de escasa a moderada y siendo escasa la cantidad de flavonoides en

la panoja de sangorache en los dos estudios realizados.(15,20)



La microbiologia oral estudia la forma especial de las bacterias, los virus y los
hongos presentes en la cavidad oral, la respuesta de los tejidos frente a los
microorganismos, las relaciones entre si y la cavidad bucal. En la cavidad oral la
mayoria de las bacterias sufren una transicién desde el modo de plancténicas a
modo de biofilm (21) que son varias comunidades de microorganismos complejos
embebidos en una matriz que cubre una superficie solida, la forma en que se puede
controlar la caries y las enfermedades periodontales es previniendo la formacion de

biofilm dental o eliminarlo con regularidad. (22)

Los Lactobacillus que proviene de la union del prefijo: lacto que significa leche y
la raiz: bacillus que quiere decir en forma de barra o vara. Son las principales
especies utilizadas con actividad probiotica y terapéutica, son bacterias Gram
positivas, anaerobias y estrictamente fermentativas, de tipo bacilar, que varian

desde bacilos largos y delgados a cortos y curvados. (23)

Es por eso que este estudio se enfoca en el género de Lactobacillaceae, que tiene
cuarenta especies a nivel de la cavidad oral, que de acuerdo a sus actividades
metabdlicas sobre los hidratos de carbono se clasifican en tres grupos que son los
homofermentativos, los heterofermentativos estrictos, y los heterofermentativos
facultativos. (24)

El Lactobacillus acidophilus pertenece al grupo de homofermentativos las mismas
que producen acido lactico mediante la via de Embden-Meyer (glucolisis) (25) y es
encontrado en la cavidad oral al igual que el Lactobacillus salivarius, gasseri y
crispatus. En la cavidad oral los lactobacilos se aislan en la saliva, el dorso de la
lengua vy las placas supragingivales y radiculares, su concentracion varia segun el
estado de salud oral del paciente y puede verse incrementado con la presencia de

caries dental.(24)



En cuanto a los cultivos microbioldgicos ideales para la identificacion y crecimiento
de los Lactobacillus se logra con una temperatura de 36 a 37°C, existiendo un medio
liquido y solido especifico que permite el desarrollo de estos microrganismos que
es el Man Rogosa y Sharpe el mismo que contiene peptona y glucosa que
constituyen la fuente de nitrogeno, carbono y de otros elementos necesarios para el
crecimiento bacteriano. EI monoleato de sorbitan, magnesio, manganeso y acetato,
aportan cofactores y pueden inhibir el desarrollo de algunos microorganismos. El
citrato de amonio acta como agente inhibitorio del crecimiento de bacterias Gram

negativas. (26)

Los Lactobacillus homofermentativos se relacionan en aquellos microorganismos
relacionados a la caries dental, ya que tienen poder acidégeno y acidurico iniciando
su crecimiento con un pH salival de 5, son particularmente acidéfilos y ejercen una
débil, pero constante actividad proteolitica. Tienen poca capacidad de adhesion a
superficies lisas por lo que utilizan un tipo de union fisica en superficies de

retencion propias de la morfologia de las piezas dentales.(24)

Los lactobacilos orales son colonizadores oportunistas que forman parte del biofilm
y que surgen de los alimentos u otras fuentes fuera de la cavidad oral. En los adultos,
los lactobacilos generalmente comprenden menos del 1% de la microflora de la
placa supragingival, donde pueden inhibir patdgenos orales existentes, el caracter
patdgeno oportunista de las bacterias del acido lactico estd comprobado por varios

estudios recientes. (27)

La presencia de Streptococcus mutans es fundamental para el desarrollo de caries
dental cabe destacar que no es el Gnico microrganismo presente en esta patologia,
la presencia de Lactobacillus acidophilus en estadios iniciales como en estadios
avanzados de la enfermedad de caries, se encuentra relacionada por la alta ingesta

de carbohidratos en la dieta de las personas factor que es determinante segin (28)
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En lesiones de caries superficiales y profundas, la cepa de Lactobacillus
acidophilus en conjunto con el Streptococcus mutans producen acido lactico a partir
de azucares fermentables, por lo que son capaces de vivir en ambientes
extremadamente acidos. Estas dos bacterias son consideras como las mas

cariogénicas asociadas a la caries de dentina. (29)

La caries dental en los paises desarrollados, asi como en los paises en vias de
desarrollo ha sido relacionada su origen por la nutricion de las personas, es por eso
gue existen pruebas a partir de estudios de intervencion humana, epidemiolégicos
y estudios experimentales, que demuestran la asociacion entre la cantidad y la

frecuencia de la ingesta de azucares libres con la caries dental. (30)

La creciente incidencia de enfermedades bucales y la resistencia a los antibioticos,
exige encontrar nuevas sustancias con propiedades antimicrobianas para ser
utilizados contra estos microorganismos (11) conseguir tratamientos alternativos,
seguros Yy eficaces con productos econémicos a base de la variedad de plantas que
con el transcurso de los afios han sido ampliamente utilizadas en la medicina

popular. (31)

Aungue los compuestos de fluoruro se han utilizado durante muchos afios para
inhibir la formacién de la caries dental, y han funcionado en estadios tempranos de
caries dental, existen estudios recientes en los que nos indican que a niveles altos

son citotoxicos. (32)

Al igual que enjuagues bucales a base de clorhexidina que han sido la alternativa
para inhibir enfermedades bucodentales, aunque son de un costo accesible para la
poblacion y de facil acceso para personas de la zona urbana, es de muy limitado

acceso en personas y familias de la zona rural de nuestro pais (33).
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Estudios recientes demuestran la eficacia de enjuagues bucales a base de plantas,
en los que se compara su eficacia y su poder antimicrobiano, con los enjuagues
comerciales, teniendo en ellos una buena alternativa de produccion de productos

para las zonas rurales de bajo costo y efectividad comprobada (33-35).

Los dentifricos han evolucionado y actualmente existen varios a base de plantas en
el mercado que son usados para prevencion de enfermedades bucodentales, entre
ellos tenemos los dentifricos a base de arginina y aloe vera, que han sido sometidos
a evaluaciones cientificas ante microorganismos causales de caries dental, teniendo
mejores resultados en pastas dentales a base de arginina, la misma que se puede

obtener de las plantas. (36)

Es por eso que se busca iniciar con este estudio in vitro con el sangorache, que
brinde alternativas para la elaboracion de productos fitoterapéuticos para uso
odontoldgico, accesibles al estudiante de odontologia y al profesional odontologo,
en donde el paciente sea el Unico beneficiario al tener varias alternativas de
prevencion de enfermedades bucodentales, en donde el costo y el acceso a ellos no

sea una limitacion.
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4. METODOLOGIA

4.1.Tipo de investigacion

4.1.1. De acuerdo al objetivo que persigue:

Esta investigacion es de tipo descriptiva transversal debido a que se describe los

hallazgos que se encontraran en un periodo de tiempo corto.

Es analitica porque permite examinar los tiempos en los que se emplearon las
diferentes especies vegetales, desde los tiempos méas remotos hasta la actualidad, a
mas de esto permite analizar los diferentes componentes que presentan las mismas

y como estos influyen en la accién antimicrobiana.

4.1.2. De acuerdo a la técnica de contrastacion:

Es de tipo experimental - in vitro, ya que se llevara a cabo en los laboratorios de
control de calidad de la carrera de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad
Nacional de Chimborazo, en el mismo que se procederd a obtener el extracto
hidroalcohdlico de Amaranthus hybridus L, al igual que se realizara los cultivos de
la cepa de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.

4.2.Contexto temporal y geografico

Elaboracion de extracto hidroalcohdlico y cultivo bacteriano en el laboratorio de
control de calidad de ingenieria agroindustrial de la Universidad Nacional de

Chimborazo durante los meses de julio, agosto y septiembre del 2016.

4.3.Disefo de la investigacion
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Investigacion Experimental: proceso que consiste en someter a un objeto o grupo
de individuos a determinadas condiciones o estimulos, para observar los efectos que

se producen.

Se diferencia de la investigacion de campo por la manipulacion y control de

variables.

Sometimiento de la cepa de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, para observar

los efectos antimicrobianos que ejerce el Amaranthus hybridus L.

4.4.Universo de estudio

Es una investigacion bibliografica y experimental por lo que la poblacion es
considerada desconocida.

4.5.Muestra

La poblacién es considerada como desconocida por ello se calcula la muestra en

funcién de la formula:

_ Z%xpxq

e2
Donde:
Z= Valor de 1,96 (95% de confiabilidad)
p: Proporcion de individuos que poseen en la poblacion la caracteristica de estudio.

Este dato es generalmente desconocido y se suele suponer que p=g=0.5 que es la

opcidon mas segura.
g: Proporciodn de individuos que no poseen esa caracteristica, es decir, es 1-p.
p=g= 0,5 * 0,5 = 0,25 probabilidad de que suceda el evento

e = Es el margen de error de la muestra (5% al 15%)
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~ ((1,96)*x(0,5)x(0,5))
B (0,14)2

n =49 al 14% del margen de error.

La muestra estara constituida por 49 halos de inhibicion distribuidos en 11 cajas
Petri con cultivos bacterianos correspondientes a Lactobacillus acidophilus, en
medio de crecimiento Man Rogosa y Sharpe (MRS), las cuales contaron con las
mismas propiedades y caracteristicas, en las que se colocé 5 sensidisco con 50 uL
de sustancia a analizar a diferentes concentraciones, a excepcion del control
positivo en el que se colocé 2 discos de antibiograma en 2 cajas Petri, lo que nos
daré un total de 49 halos de inhibicion bacteriana para la medicion respectiva.

4.6.Hipdtesis

Puede el extracto hidroalcohdlico de Amaranthus hybridus L “Sangorache” ejercer
actividad antibacteriana sobre la cepa de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.

4.7 Variables de estudio

4.7.1. Variable Independiente

e Extracto hidroalcohédlico de Amaranthus hybridus L.

4.7.2. Variable Dependiente

e Actividad antibacteriana sobre la cepa de Lactobacillus acidophilus ATCC
4356.

4.7.3. Operacionalizacién de variables
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INDEPENDIENTE

DEPENDIENTE

VARIABLES  DEFINICION | DETERMINANTES INDICADORES  ESCALAS
Esel
resultado de Hojas y flores )
Presencia de
Extracto someterala | frescasy secas ) )
. . . flavonoides en | Nominal
hidroalcohdlico | planta en mas el solvente
. el extracto.
alcohol alcohol etilico.
etilico.
Planta
andina,
propia de
América es Presencia de
Amaranthus conocida Extracto liquido | flavonoides en )
) Nominal
hybridus L como de Sangorache. su
Sangorache, composicion
ataco o
amaranto de
grano negro
Bacilo
Gram Tamafio del
positivo Cultivo halo de
Lactobacillus aerobio microbiano de inhibicion Cuantitativa
acidophilus facultativo Lactobacillus bacteria (mm)
relacionado acidophilus. alrededor del
a la caries disco.
dental

Tabla 1 Variables: Independientes y Dependientes

Fuente: Autor

4.8. Procedimiento
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Para el desarrollo de este proyecto de investigacion se realizaron 9 actividades
principales, 5 actividades se enfocan en la elaboracién de los extractos
hidroalcohdlicos y en la realizacion de pruebas para la determinacion de
flavonoides, y las siguientes 4 actividades son las pruebas microbiolégicas in vitro

las mismas que se detallan a continuacion:

4.8.1. Proceso de recoleccion, lavado y desinfeccion de Amaranthus
hybridus L

Se recolecto la muestra de Amaranthus hybridus L, en el mercado mayorista de
la ciudad de Riobamba, la misma que provenia de la poblacion de Punin de la
provincia de Chimborazo, se diferenci6 la muestra por hojas y flores, y se procedio
al lavado utilizando 3 recipientes 2 para el lavado por inmersion con agua potable

y 1 con la solucion desinfectante de Hipoclorito de sodio al 2%.

4.8.2. Proceso de secado de las muestras de flores y hojas de Amaranthus
hybridus L.

Se coloco las hojas y las flores de la planta en bandejas previamente
desinfectadas con alcohol al 70%, las mismas que fueron llevadas al horno que
se desinfecto con formol al 1% y se procedié al secado con una temperatura de
45 °C durante 14 horas.

4.8.3. Proceso de maceracion de las muestras de Amaranthus hybridus L

(Sangorache).

Una vez deshidrata las muestras de las hojas y de las flores se depositan en
recipientes estériles y se procede a colocar etanol al 96% + Agua 4:1, se sella la

muestra y se deja reposar en un lugar obscuro, realizando movimientos de los
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recipientes con una frecuencia de 24 horas, el proceso de maceracion se lo hizo por

el lapso de 48 horas, 168 horas y 360 horas.

4.8.4. Filtrado al vacié de la muestray destilacion para la obtencion de los

metabolitos necesarios.

Tras la obtencion de los macerados se realizo el filtrado al vacio de las muestras
de flores y hojas de Amaranthus hybridus L con una bomba de vacié y con la
utilizacion de filtros de membrana de poro de 0,5 micras, posterior a esto se realizo
la destilacion de las muestras para separar el alcohol etilico de los metabolitos de
las hojas y flores del Amaranthus hybridus L, obteniendo los extractos
hidroalcohdlicos.

4.8.5. Anadlisis fitoquimico de las muestras para la determinacion de la

presencia de flavonoides.

En esta etapa de la investigacion se realiz6 3 andlisis importantes, la prueba de la
gota o reaccién de Shinoda, el analisis de flavonoides por cromatografia de capa
delgada y el andlisis cuantitativo por espectrofotometria UV-V, para la
identificacion y cuantificacion de flavonoides la misma que nos sirvié para
determinar que el extracto hidroalcohdlico de las hojas presenta mayor cantidad de
flavonoides en relacion al extracto hidroalcohdlico de las flores de Amaranthus
hybridus L.

4.8.6. Preparacion de cepa de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356

La cepa de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 fue conseguida por autogestion,
a la cual se la reactivo utilizando caldo de cultivo MRS (Man Rogasa y Sharpe),
realizando 3 repeticiones en microanaerobiosis utilizando el método de la vela por
48 horas a 37°C.
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4.8.7. Tincion de Gram para identificacion de Lactobacillus acidophilus

La tincion de Gram se la realizo para la identificacion de la morfologia
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, la misma que nos dio como resultado que

es una bacteria Gram + y catalasa negativa.

4.8.8. Preparacion del indculo

Las cepas de Lactobacillus acidophilus activadas se cultivaron en cajas Petri que
contenian agar MRS (Man Rogasa y Sharpe), con el fin de obtener colonias jovenes.
Se hicieron 3 repeticiones en microanaerobiosis utilizando el método de la vela por
24 horas.

4.8.9. Siembra de la cepa de Lactobacillus acidophilus

La cepa de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 se diluyo en 3ml de suero
fisioldgico hasta que se obtuvo una turbidez semejante al tubo 05 de la escala Mac

Farland, se agito los tubos 30 segundos antes de proceder al sembrado en cajas Petri.

Con un hisopo estéril se procedi6 a la siembra en las cajas Petri que contenian agar

MRS, en condiciones asépticas y a 10 cm del mechero.

4.8.10. Prueba de sensibilidad con el extracto hidroalcohélico, incubacion

de la siembra

Para esta prueba se utilizé la técnica de difusion de discos Kirby y Bauer (37), la
cual consiste en sumergir los discos de antibiograma dentro de cada concentracion
(5%, 10%, 25%, 50% y 75%) del extracto hidroalcohdlico de Amaranthus Hybridus

L tanto de hojas como de flores preparados con anterioridad. En otras cajas Petri se
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utilizé discos embebidos con concentracion de alcohol etilico similar a las del
extracto (5%, 10%, 50% y 75%) como prueba de control negativa. En una Gltima
caja Petri se utilizé clorhexidina al 2% de uso odontoldgico como prueba de control
positiva.

Con la ayuda de un asa estéril se extrajo los discos de cada tubo y se colocaron
sobre los cultivos de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 en las cajas Petri
previamente preparadas. Se esper6 5 minutos y se procedidé a voltearlas para
proceder a la incubacién en microanaerobiosis utilizando el método de la vela

durante 24 horas.

4.8.11. Lectura de resultados

La lectura de resultados se las llevo acabo a las 24 horas mediante la inspeccion
visual de cada una de las placas sembradas utilizando una regla (HiAntibiotic
ZoneScale) y se utilizd la escala Duraffourd para determinar cualitativamente el
efecto inhibitorio in vitro segun el halo de inhibicion, que es la zona alrededor del
disco donde una sustancia antibacteriana es capaz de impedir el crecimiento de la

bacteria al cabo de 18 a 24 horas de incubacion.

4.9. Consideraciones éticas

El presente estudio es de tipo experimental e in vitro, por lo que se utilizaran
cultivos, razén por la cual no se necesita la aprobacion del Comité de Etica para la

realizacion del mismo.
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CAPITULO IV

5. RESULTADOS

Los resultados del presente proyecto de investigacion fueron analizados de manera
estadistica y cualitativa, utilizando para el analisis estadistico el analisis de varianza
(ANOVA) en el programa Microsoft Office Excel 2013, y para el analisis
cualitativa se utilizo la escala de Duraffourd. Es por eso que para el analisis

estadistico me planteo las siguientes hipdtesis.

5.1. Planteamiento de hipotesis:

Para el analisis de los resultados de manera estadistica se planted las siguientes
hipotesis:

Hipdtesis Nula: Ho: Puede el extracto hidroalcoholico de Amaranthus hybridus L

“Sangorache” no ejercer actividad antibacteriana sobre la cepa de Lactobacillus

acidophilus ATCC 4356.

Hipotesis de investigacion: H1: Puede el extracto hidroalcohdlico de Amaranthus
hybridus L “Sangorache” ejercer actividad antibacteriana sobre la cepa de

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.

5.2. Comprobacion de la hipotesis

Para la comprobacién de la hipotesis posterior a las 24 horas de incubacion
bacteriana se trabajo con la muestra de 49 halos de inhibicion distribuidos en 11
cajas Petri con cultivos bacterianos correspondientes a Lactobacillus acidophilus
ATCC 4356, en medio de crecimiento Man Rogosa y Sharpe (MRS), distribuidos
en 3 cajas Petri para el extracto hidroalcoholico de hojas de Amaranthus hybridus
L (Sangorache) en diferentes concentraciones, 3 cajas Petri para el extracto
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hidroalcohdlico de flores de Amaranthus hybridus L (Sangorache) en diferentes
concentraciones, 3 cajas Petri para el control negativo de alcohol a diferentes
concentraciones, y por ultimo 2 cajas Petri para el control positivo de clorhexidina

al 2% con 2 discos de antibiograma por caja.

5.3. Analisis estadistico de los resultados

e La hipotesis nula representa que los promedios de las concentraciones no
difieren entre ellas: pl es igual p2 es igual p3, es igual p4, es igual 5.
e Mientras que la hipdtesis alternativa representa que el promedio de mis

concentraciones difiere por lo menos alguna entre ellas. H1: H1 # H2

Nivel de significancia: se trabajo con un nivel de significancia del 5% que equivale
al 0,05

Cada grupo de datos fueron tomados y analizados por el analisis de varianza
(ANOVA), y se obtienen los siguientes resultados.

CONCENTRACIONES REPETICIONES (mm)

DEL EXTRACTO DE
HOJAS
5%

10%

25%

50%

75%

Tabla 2 Resultados del extracto hidroalcohdlico de hojas de Amaranthus hybridus
L sobre el Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
Fuente: Investigacion

Elaboracién: Autor
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Analisis de varianza (ANOVA) del extracto hidroalcohodlico de las hojas de

Amaranthus hybridus L (Sangorache)

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
0,05 3 8 2,67 1,33
0,1 3 8 2,67 4,33
0,25 3 13 4,33 0,33
0,5 3 11 3,67 2,33
0,75 3 11 3,67 1,33
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio Valor
Origen de las Suma de Grados de Probabil
de los F critico para
variaciones cuadrados libertad idad
cuadrados F
Entre grupos 6,27 4 1,57 0,81 0,55 3,48
Dentro de los
19,33 10 1,93
grupos
Total 25,6 14

Tabla 3 ANOVA de los resultados del extracto hidroalcohdlico de hojas de

Amaranthus hybridus L sobre la cepa de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356

Fuente: Investigacion

Elaboracién: Autor

Estadisticamente se puede concluir segun el analisis de varianzas que el valor critico

de Fisher para las hojas es de 3,48 que es mayor que el valor de Fisher calculado

que es 0,81 entonces se acepta la hipotesis nula concluyendo que las medias de los

tratamientos mediante distintas concentraciones no difieren significativamente

entre ellas.
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CONCENTRACIONES

FLORES
5%
10%
25%
50%
75%

DEL EXTRACTO DE

REPETICIONES (mm)

Tabla 4 Resultados del extracto hidroalcohdlico de flores de Amaranthus hybridus
L sobre el Lactobacillus acidophilus ATCC 4356

Fuente: Investigacion
Elaboracion: Autor

Andlisis de varianza (ANOVA) del extracto hidroalcohdlico de flores de

Amaranthus hybridus L (Sangorache)

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
0,05 3 14 4,67 0,33
0,1 3 11 3,67 1,33
0,25 3 13 4,33 0,33
0,5 3 8 2,67 1,33
0,75 3 12 4,00 1,00
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio de Valor
Origendelas  Sumade  Grados de Probab
los F critico para
variaciones cuadrados  libertad ilidad
cuadrados F
Entre grupos 7,07 4,00 1,77 2,04 0,16 3,48
Dentro de los
8,67 10,00 0,87
grupos
Total 15,73 14,00
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Tabla 5 ANOVA de los resultados del extracto hidroalcohélico de flores de
Amaranthus hybridus L sobre la cepa de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
Fuente: Investigacion

Elaboracién: Autor

Estadisticamente se puede concluir segun el analisis de varianzas que el valor critico
de Fisher para las flores es de 3,48 que es mayor que el valor de Fisher calculado
que es 2,04 entonces se acepta la hipotesis nula concluyendo que las medias de los
tratamientos mediante distintas concentraciones no difieren significativamente

entre ellas.

CONCENTRACIONES REPETICIONES (mm)

DEL ALCOHOL
ETiLICO
5%

10%

25%

50%

75%

Tabla 6 Resultados del control negativo de alcohol en diferentes concentraciones
sobre el Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
Fuente: Investigacion

Elaboracién: Autor

Andlisis de varianza (ANOVA) del alcohol etilico en diferentes

concentraciones utilizado como control negativo.

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
0,05 3 3 1,00 0,00
0,1 3 4 1,33 0,33
0,25 3 3 1,00 0,00
0,5 3 4 1,33 0,33
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0,75 3 3 1,00 0,00

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio de Valor
Origen de las Sumade Grados de Probab
los F critico para
variaciones cuadrados libertad ilidad
cuadrados F
Entre grupos 0,4 4 0,1 0,75 0,58 3,48
Dentro de los
1,33 10 0,13
grupos
Total 1,73 14

Tabla 7 ANOVA de los resultados del control negativo de alcohol en diferentes
concentraciones sobre el Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
Fuente: Investigacion
Elaboracion: Autor

Estadisticamente se puede concluir segun el anélisis de varianzas que el valor critico
de Fisher para el alcohol utilizado en distintas concentraciones como control
negativo es de 3,48 que es mayor que el valor de Fisher calculado que es 0,75
entonces se acepta la hipétesis nula concluyendo que las medias de los tratamientos

mediante distintas concentraciones no difieren significativamente entre ellas.

CONTROL REPETICIONES (mm)
POSITIVO
CLORHEXIDINA
2%

‘ 2%

Tabla 8 Resultados del control positivo con clorhexidina al 2% sobre el
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
Fuente: Investigacion

Elaboraciéon: Autor
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Analisis de varianza (ANOVA) de la clorhexidina al 2% utilizada como control

positivo.
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
0,02 2 21 10,5 0,5
0,02 2 21 10,5 0,5

ANALISIS DE VARIANZA

Valor

Origen de las Sumade  Gradosde Promedio de los Probabi
F critico para
variaciones cuadrados libertad cuadrados lidad
F
Entre grupos 0 1 0 0 1 18,51
Dentro de los
1 2 0,5
grupos
Total 1 3

Tabla 9 ANOVA de los resultados del control positivo con clorhexidina al 2%
sobre el Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
Fuente: Investigacion

Elaboracién: Autor

Para analizar los datos de la clorhexidina tome 4 muestras diferentes debido a que
existen estudios que efectivamente nos indican que la clorhexidina al 2% ejerce
actividad antibacteriana, pero idénticamente al hacer el estudio estadistico mediante
el analisis de varianza se observa que el valor critico de Fisher es 18,51 y supera al
valor de Fisher calculado 0 en consecuencia se concluye que no existe diferencias

significativas entre los promedios de los diferentes tratamientos.
De lo que se pudo observar mediante este analisis de varianza, es que en la tabla de

los datos obtenidos en las hojas las que tienen la probabilidad de ejercer actividad

antibacteriana en un 55% en relacién a todas las concentraciones trabajadas.
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Mientras que en los datos obtenidos de las flores de sangorache se observa que
ejerce actividad antimicrobiana en un 16%, en cuanto a los datos de control que se

tomaron con el alcohol en un 58% y la clorhexidina con un 100%.

Para el analisis cualitativo de las medidas obtenidas se utiliz6 la escala de
Duraffourd (1983), el mismo que presenta las siguientes pautas de sensibilidad

bacteriana ante diferentes sustancias:

PAUTAS DURAFFOURD ANTE SENSIBILIDAD DE UNA SUSTANCIA

Nula ) Inferior o igual a 8 mm
Sensible (+) De9al4 mm
Muy sensible (++) De 15a19 mm
Sumamente sensible (+++) Igual o superior a 20 mm

Tabla 10 Medida cualitativa de sensibilidad segun Duraffourd (1983)
Fuente: Investigacion

Elaboracién: Autor

Basado en los resultados obtenidos de las mediciones de los halos de inhibicion
bacteriana del extracto hidroalcohdlico de hojas y flores de Amaranthus hybridus L
(Sangorache), bajo las pautas de Duraffourd se puede interpretar que los extractos
en las diferentes concentraciones sobre la cepa de Lactobacillus acidophilus ATCC
4356 tuvo un efecto antimicrobiano nulo porque todas las medidas se encuentran

inferior a 8mm.

Con respecto a los resultados obtenidos de las mediciones de los halos de inhibicion
bacteriana de la prueba de control negativo con alcohol a las mismas
concentraciones de los extractos hidroalcoholicos de Amaranthus hybridus L
utilizados en este proyecto de investigacion, bajo las pautas de Duraffourd se puede
interpretar que el alcohol en las diferentes concentraciones sobre la cepa de

Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 tuvo un efecto antimicrobiano nulo porque
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todas las medidas se encuentran por debajo a los 8mm y no superan los 2mm de
inhibicién bacteriana por lo no existe influencia alguna en los resultados de los

extractos hidroalcohdlicos.

Los resultados de las mediciones de los halos de inhibicién bacteriana de la
clorhexidina al 2%, bajo las pautas de Duraffourd se puede interpretar que la
clorhexidina al 2% sobre la cepa de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 tuvo un
efecto antimicrobiano sensible porque los halos de inhibicion se encuentran en el

rango de 9 a 14mm, siendo la medida més grande obtenida 11mm.

Por lo tanto, el efecto antimicrobiano estadisticamente y cualitativamente nos indica
que los extractos hidroalcoholicos de Amaranthus hybridus L de hojas y flores no
tienen el poder antimicrobiano que necesitamos para inhibir el crecimiento de
Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.

6. DISCUSION DE RESULTADOS

La cavidad oral al ser un ecosistema con aproximadamente 500 a 700 especies
bacterias presentes en mucosas y dientes. La presencia de Lactobacillus acidophilus
en la patogénesis de la caries dental estd demostrado en diversos estudios es por eso
gue tomar medidas direccionadas a la disminucién de este microorganismo, desde

estadios tempranos favorecera evitar la presencia de caries en la poblacion mundial.

En tal sentido en el presente estudio el uso de Amaranthus hybridus L a diferentes
concentraciones como principio activo para la elaboracion de productos
fitoterapéuticos de uso odontoldgico, que actlen sobre el crecimiento de una cepa
estandar de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, la misma que podria aportar a

la disminucion de la caries dental desde su etiologia.
En estudios realizados por Guapi (2014) y Salazar (2015), concluyen a través del

tamizaje fitoquimico la existencia de metabolitos secundarios de interés

farmacologico en especial de flavonoides que le da la propiedad antimicrobiana al
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sangorache, la misma que fue comprobada en este estudio a través del ensayo de

Shinoda y por la cromatografia de capa delgada.

En el estudio de Sandoval en el 2015 (23), concluye a través de la realizacion de un
colutorio a base de ciruela pasa, que posee escasa actividad antimicrobiana frente
al Lactobacillus acidophilus, recomendando el uso de un colutorio comercial, en el
cual demuestra la resistencia de la bacteria contra las propiedades fitoterapéuticas

de la ciruela pasa.

Se concuerda con el estudio realizado por Garcia en el 2015 (15), en donde los
resultados obtenidos de los extractos hidroalcohdlicos de Sangorache tuvieron halos
de inhibicion muy pequefios, considerandose como actividad antimicrobiana nula

en aquellas cepas bacterianas utilizadas en ese estudio.

Ademas se pudo evidenciar que la clorhexidina al 2% utilizada como prueba de
control positivo, tras la revision bibliografica previa efectivamente tiene un efecto
antimicrobiano que con la escala de Duraffourd demuestra que el Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 es sensible con halos de inhibicién bacteriana de 10 a 11
mm concordando con los estudios realizados previamente con este medicamente de

uso odontologico.(35,36)

Las condiciones en las cuales se recolecto la muestra, la época en la que se
recolecto, la zona geografica en donde fue cultivada la planta, ademas de la altura
en la cual fue recolectada, pueden ser elementos para que la presencia de
metabolitos secundarios aumente o disminuya dando variantes en los resultados
(15).

Con respecto a los resultados obtenidos en este estudio revela que el extracto
hidroalcohdlico de Amaranthus hybridus L tanto de hojas como flores, en
concentraciones del 5%, 10%, 25%, 50% y 75% tiene nula actividad antimicrobiana
sobre la cepa de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, ya que las medidas de los

halos de inhibiciéon son menores a 8 mm
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1.Conclusiones

e Se logro evaluar el efecto antimicrobiano del extracto hidroalcohélico del
Amaranthus hybridus L (Sangorache) sobre la cepa de Lactobacillus

acidophilus ATCC 4356 durante la ejecucion de este estudio in vitro.

e Se determiné a través de analisis cualitativos y cuantitativos que las hojas
de Amaranthus hybridus L presenta mayor concentracién de flavonoides
con respecto a las flores, que, al ser componentes antimicrobianos, actuaron

sobre la cepa de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356.

e Se comprobd la inhibicion antimicrobiana de la cepa de Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 con el extracto hidroalcohdlico de Amaranthus

hybridus L de hojas y flores con halos de inhibicion bacteriana de 2 a5 mm.

e Se determind que el extracto de hojas y flores de Amaranthus hybridus L
ejerce una nula actividad antimicrobiana sobre la cepa de Lactobacillus
acidophilus ATTC 4356 segun la escala de Duraffourd, sin una variacion

significativa de los resultados entre los extractos.
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7.2.Recomendaciones

e Diseflar nuevas investigaciones utilizando extractos hidroalcohélicos de
plantas, sobre la cepa de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 para el
aporte cientifico en el area de odontologia.

e Realizar todos los cultivos bacterianos de Lactobacillus acidophilus ATCC
4356 en agar MRS por las excelentes propiedades que este medio de cultivo

selectivo de Lactobacillus ofrece, en microanaerobiosis.

e Demostrar las propiedades fitoterapéuticas del Amaranthus hybridus L
sobre otras especies de microrganismos presentas en la cavidad oral,

responsables directos de causar patologias a nivel de la cavidad bucal.

e Potencializar el efecto antimicrobiano del Amaranthus hybridus L
(Sangorache) con otras sustancias antimicrobianas para evaluar su efecto

antimicrobiano.
e Conservar la cepa bacteriana de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 que

reposa en la carrera de Ingeniera agroindustrial para futuras investigaciones

a nivel de la carrera de odontologia.
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9. ANEXOS

Procedimientos del proyecto de investigacion

A) Recoleccién de muestra B) Muestra de hojas
C) Muestra de flores D) Desinfecciéon de muestra
Fuente: Investigacion
Elaboracion: Autor

A) Colocacion de muestra en bandejas especificas del horno B) Muestra de flores
Ilevadas al horno C) Muestra de hojas llevadas al horno
Fuente: Investigacion
Elaboracion: Autor
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A) Muestra de maceracién de hojas B) Muestra de maceracion de flores
Fuente: Investigacion
Elaboracion: Autor

/ - _ﬁ_‘\ S—_—

A) Filtrado al vacio de la muestra de flores B) Destilacion de extracto
hidroalcohdlico de Sangorache, muestra de flores C) Destilacion de extracto
hidroalcohélico de Sangorache, muestra de hojas
Fuente: Investigacion
Elaboracion: Autor
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A) Reaccidn de Shinoda de hojas y flores B) Cromatografia de capa delgada de
flores y hojas C) Andlisis cuantitativo por espectrofotometria de la muestra de
flores D) Analisis por espectrofotometria de la muestra de hojas
Fuente: Investigacion
Elaboracion: Autor
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A) Incubacion a 37°C B) Recipiente en donde se reactivo la cepa en
microanaerobiosis
Fuente: Investigacion
Elaboracion: Autor

Tincion de Gram, cepa de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 utilizada en la
presente investigacion
Fuente: Investigacion
Elaboracion: Autor
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A) Preparacion de Agar MRS en cajas Petri. B) Medios de agar MRS en etapa de
gelificacion C) Colonias jovenes de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 (24
horas posterior a la siembra)

Fuente: Investigacion
Elaboracion: Autor

P/

- -

A) Comparacion de Escala 05 Mc Farland. B) Siembra de Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 en agar MRS
Fuente: Investigacion
Elaboracion: Autor




'/ . - 4 £
A) Preparacion de Agar MRS en cajas Petri. B) Medios de agar MRS en etapa de
gelificacion C) Colonias jovenes de Lactobacillus acidophilus ATCC 4356 (24
horas posterior a la siembra)
Fuente: Investigacion
Elaboracion: Autor
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A) Medida halos de inhibicién control negativo alcohol B) Caja Petri con control
negativo de alcohol
Fuente: Investigacion
Elaboracion: Autor

A) Halos de inhibicion del extracto hidroalcoholico de hojas de Amaranthus
hybridus L B) Halos de inhibicion del extracto hidroalcohélico de flores de
Amaranthus hybridus L C) Halos de inhibicién clorhexidina 2%
Fuente: Investigacion
Elaboracion: Autor
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