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RESUMEN 

Objetivo: Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohólico de 

las hojas de Rosmarinus officinalis L. (romero) frente a Streptococcus pyogenes 

ATCC 19615 y Staphylococcus aureus ATCC 25923.  

Métodos: Se efectuó a través del método de maceración, el análisis fitoquímico se 

realizó mediante el método Olga Lock. Se utilizó el método de Kirby - Bauer para 

determinar la actividad antibacteriana en un grupo experimental compuesto por 

extracto hidroalcohólico de las hojas de Rosmarinus officinalis L. (romero) a 

concentraciones de 20 %, 40 % y 60 % utilizando cefuroxima 30 μg como control 

positivo, se utilizaron datos del análisis para la prueba ANOVA y Tukey. 

Resultado: Los resultados señalan que se encontraron metabolitos secundarios 

como flavonoides, saponinas, alcaloides y antraquinonas. Según la escala de 

Duraffourd se demostró el efecto antibacteriano frente a Streptococcus pyogenes 

ATCC 19615 en las concentraciones de 20 %, 40 % y 60 % con promedio de halo 

inhibitorio de 9,19 mm, 11,14 mm y 15,19 mm igualmente frente a Staphylococcus 

aureus ATCC 25923., con promedio de halo de inhibición de 9,85 mm, 13,91 mm y 

16,40 mm respectivamente, el control positivo formó halo inhibitorio de 30,45 mm. 

Conclusiones: El extracto hidroalcohólico de las hojas de Rosmarinus officinalis L. 

(romero), presenta efecto antibacteriano in vitro en las diferentes concentraciones 

frente a las dos cepas bacterianas en estudio cuyo efecto se relaciona con los 

metabolitos secundarios encontrados. 

Palabras claves: Rosmarinus officinalis L., Antibacteriano, Extracto, In vitro, 

Streptococcus pyogenes y Staphylococcus aureus. 
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ABSTRACT 

Objective: To evaluate the in vitro antibacterial effect of the hydroalcoholic extract 

of the leaves of Rosmarinus officinalis L. (rosemary) against Streptococcus 

pyogenes ATCC 19615 and Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

Methods: It was carried out through the maceration method, the phytochemical 

analysis was carried out using the Olga Lock method. The Kirby-Bauer method was 

used to determine the antibacterial activity in an experimental group composed of 

hydroalcoholic extract of the leaves of Rosmarinus officinalis L. (rosemary) at 

concentrations of 20%, 40% and 60% using cefuroxime 30 μg as positive control, 

analysis data were used for the ANOVA and Tukey test.  

Results: The results indicate that secondary metabolites such as flavonoids, 

saponins, alkaloids and anthraquinones were found. According to the Duraffourd 

scale, the antibacterial effect against Streptococcus pyogenes ATCC 19615 was 

demonstrated at concentrations of 20%, 40% and 60% with an average inhibitory 

halo of 9.19 mm, 11.14 mm and 15.19 mm, also against to Staphylococcus aureus 

ATCC 25923., with an average inhibition halo of 9.85 mm, 13.91 mm and 16.40 mm, 

respectively, the positive control formed an inhibitory halo of 30.45 mm. 

Conclusions: The hydroalcoholic extract of the leaves of Rosmarinus officinalis L. 

(rosemary) has an in vitro antibacterial effect at different concentrations against the 

two bacterial strains under study, the effect of which is related to the secondary 

metabolites found. 

Keywords: Rosmarinus officinalis L., Antibacterial, Extract, In vitro, Streptococcus 

pyogenes and Staphylococcus aureus.



 

1 
 

I. INTRODUCCIÓN 

Las infecciones bacterianas son un problema de salud con importantes costos 

económicos para los afectados, la importancia de prevenir y controlar las 

infecciones causadas por bacterias multirresistentes porque es un problema 

principal de salud pública mundial debido al uso excesivo de antibióticos1.  

 

La Organización Mundial de la Salud (OMS), agregó recientemente a la lista de 

enfermedades tropicales a la sarna como causante de morbilidad poco reconocida 

en muchos países en desarrollo, debido a una infección bacteriana secundaria de 

la piel que, a su vez, puede conducir a complicaciones sistémicas graves como 

enfermedad renal y potencialmente, enfermedad cardíaca reumática.  

 

La Organización Panamericana de la Salud (OPS) menciona que el 0,03 % de los 

habitantes a nivel mundial presentan letalidad así mismo un 4 % en niños y 

ancianos. De todos estos al infectarse con Staphylococcus aureus un 10 % necesitó 

atención médica2. En nuestro país es muy frecuente la incidencia de 

Staphylococcus aureus, es un patógeno importante de su género, causante de 

diversas infecciones, tanto de procedencia social como de origen nosocomial.  

 

Actualmente es de interés clínico farmacéutico estudiar este patógeno por su alta 

incidencia, así mismo por presentar casos clínicos por cepas resistentes a la 

meticilina y de enfermedades invasivas por el Streptococcus pyogenes3, el impétigo 

es una infección epidérmica causada por Staphylococcus aureus y Streptococcus 

pyogenes4.  

 

En un estudio de investigación realizado en tres hospitales de Lima, al aislar 276 

microorganismos de Staphylococcus aureus se determinó que 81 eran procedentes 

de pacientes ambulatorios y 195 de enfermos hospitalizados, casi todos 

procedentes de cultivos microbiológicos en sangre, lesiones en piel y tejidos 

corporales no óseos, con 90 y 86 cepas respectivamente5.  
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La fitoterapia se ha utilizado desde la antigüedad para sanar o reducir 

enfermedades, para crear productos fitosanitarios con menor tasa de toxicidad y 

precio bajo en comparación con los productos de síntesis6. Hoy en día se está 

reevaluando como una terapia agradable y no excesiva, con una amplia gama 

terapéutica para el tratamiento de enfermedades leves a moderadas, como también 

de afecciones crónicas7.  

 

En el Perú contamos con grandes superficies territoriales que sirven como reservas 

de biodiversidad global, por tal motivo es considerado como un país megadiverso 

por la gran variedad de flora. Es notable la presencia de plantas útiles para el 

hombre, especialmente las que se han utilizado con fines medicinales desde la 

colonización pre inca e inca hasta la actualidad8. Posee una alta diversidad de 

especies: respecto a la flora, alberga alrededor de 25 000 especies (10 % del total 

mundial) de las cuales un 30 % son endémicas9. 

 

 

Las cepas de Streptococcus pyogenes y Staphylococcus aureus son 

microorganismos los cuales producen con frecuencia infecciones en la comunidad, 

así como intrahospitalarias10. En cuanto a Streptococcus pyogenes, son cocos 

anaerobios Gram-positivo perteneciente a géneros altamente diversos, causante 

de una serie de afecciones patológicas, como glomerulonefritis posestreptocócica, 

celulitis, endocarditis, meningitis e inflamación de las articulaciones sépticas11. Las 

cepas de Staphylococcus aureus está catalogada dentro de las primeras bacterias 

altamente frecuentes en la mayoría de los casos clínicos médicos, causante de 

muchas patologías leves como muy severos tanto por manifestación directa o a 

través de sus toxinas12. 

 

Rosmarinus officinalis L. (romero), hierba medicinal procedente de la familia 

Lamiaceae y comúnmente conocida como romero, además de sus usos culinarios 

debido a su característico aroma13. El romero es un arbusto de hoja perenne, 

ramificado, tupido, siempre verde y con una flor azul-blanca, que alcanza una altura 

de aproximadamente 1 m. Se caracteriza por hojas de 1 a 4 cm de largo y 2 a 4 

mm de ancho, sésiles, pilosos, rectos a rectas-lanceoladas, con bordes curvos, 
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parte superior y granulosa de color verde oscuro14.  

 

 

 

 

 

Figura 1. Rosmarinus officinalis L. (romero) 

Fuente: Fotografía propia 

 

Su taxonomía está conformada de la siguiente manera. Reino: Plantae, División: 

Magnoliophyta, Clase: Magnoliopsida, Orden: Lamiales, Familia: Lamiaceae, 

Género: Rosmarinus L., Especie: Officinalis, Nomenclatura Binomial: Rosmarinus 

officinalis L.15. 

Los usos tradicionales de la especie vegetal que se conocen son: 

 

- En manifestaciones clínicas interiores: indigestiones, cólicos menstruales, 

dolor abdominal y problemas hepáticos16.  

- En manifestaciones clínicas exteriores: dermatitis, calambres, aflicción 

muscular y reumáticas16. 

Entre los antecedentes al desarrollo del trabajo de investigación se dispone de los 

siguientes: 

García J. (2020), determinó la actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial 

de Rosmarinus officinalis L. sobre Streptococcus pyogenes comparado con 

amoxicilina en concentraciones de 25 %, 50 %, 75 % y 100 %, evidenciándose que 

al 100 % presentó mayor efecto antibacteriano.  

Por consiguiente, se determinó que tiene alto efecto antibacteriano in vitro por 

encima de la amoxicilina17. 

 



 

4 
 

Rodríguez D, et al (2018), determinaron que Rosmarinus officinalis L. Presentó 

eficacia antibacteriana a concentraciones de 25 %, 50 % y 75 % sobre 

Staphylococcus aureus. Así mismo encontraron metabolitos secundarios 

demostrando su acción antibacteriana18. 

 

Janampa E. (2018), determinó la efectividad in vitro del extracto etanólico de 

Rosmarinus officinalis L., donde demostró que Streptococcus mutans es 

susceptible a la acción del extracto, encontrando que la concentración de 75 mg/ml 

es semejante a la eficacia de la clorhexidina19. 

 

Solano X, et al (2018), determinaron el efecto antibacteriano del extracto acuoso y 

oleoso de Rosmarinus officinalis L. frente a Streptococcus mutans. donde los 

extractos tanto acuoso y oleoso presentaron halos de inhibición de 0 mm y de 11,93 

mm respectivamente. Demostrando que el extracto oleoso tiene acción 

antibacteriana sobre Streptococcus mutans20.  

 

 

Bone K. (2018), evaluó el extracto acuoso de romero al 100 % como agente 

antibacteriano mezclado con el extracto etanólico de propóleos a concentraciones 

de 25 %, 50 % y 75 % en cepa de Enterococcus faecalis. Demostrando que la 

mezcla del extracto acuoso de romero y el extracto etanólico de propóleos al 75% 

tiene mayor efectividad antibacteriana frente a cepas de Enterococcus faecalis21. 

 

Montero M, et al (2017), determinaron la eficacia antimicrobiana del extracto 

oleoso crudo de romero sobre Escherichia coli a concentraciones de 20 %, 40 %, 

60 % y 80 %. Donde el extracto oleoso al 60 % y 80 % presentaron un alto efecto 

antibacteriano al formar halos inhibición de 9,10 mm y 10,90 mm respectivamente. 

Se concluye que el extracto oleoso tiene efecto antimicrobiano22. 

Se justifica esta investigación por la gran importancia que tiene el estudio curativo 

de enfermedades infecciosas que ha sido objeto de interesantes investigaciones en 

el campo farmacéutico. Por esta razón, es imprescindible investigar el efecto 

antibacteriano de Rosmarinus officinalis L. por ser de procedencia vegetal para 
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superar, afrontar la agresividad del patógeno y modular las reacciones adversas 

provocadas por los fármacos sintéticos23.  

En el siguiente estudio de investigación podremos comprobar el método de 

extracción hidroalcohólica de las hojas de romero utilizado frente a cepas de 

Streptococcus pyogenes y Staphylococcus aureus para determinar el efecto 

antibacteriano, de modo que este método que se utilizará servirá de base para 

contribuir a futuros estudios que  con sus principios activos naturales, beneficiarán 

tanto al campo farmacéutico como al médico, calificado como producto sustituto en 

la farmacoterapia y en la medicina alternativa. Proporcionará a la industria 

farmacéutica una amplia gama de nuevos fármacos basados en principios activos 

de forma natural. 

El objetivo general del estudio fue evaluar el efecto antibacteriano in vitro del 

extracto hidroalcohólico de las hojas de Rosmarinus officinalis L. (romero) frente a 

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 y Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

 

La hipótesis general del estudio fue: El extracto hidroalcohólico de las hojas de 

Rosmarinus officinalis L. (romero) presenta efecto antibacteriano in vitro frente a 

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 y Staphylococcus aureus ATCC 25923. 
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II. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 ENFOQUE Y DISEÑO DE LA INVESTIGACIÓN 

Enfoque: cuantitativo 

Experimental: Puesto que nos permitió manipular la variable independiente. 

Analítico: Puesto que se realizaron estudios de las variables y comparaciones de 

la asociación causal. 

Explicativo: Puesto que se llegó a evidenciar el motivo y el suceso de un 

fenómeno. Se analizó sobre el efecto antibacteriano. 

Prospectivo: Puesto que se recolectaron referencias posteriores a la fecha de 

inicio. 

2.2 POBLACIÓN, MUESTRA Y MUESTREO: Criterios de inclusión y exclusión 

La población estaba constituida por 7 kg de la especie vegetal de Rosmarinus 

officinalis L. (romero), procedentes del sector de Limacpunco en el distrito de 

Marcapata, provincia de Quispicanchis, departamento del Cusco, a una altitud de 3 

098 m.s.n.m. 

La muestra estuvo constituida por 2000 g de la especie vegetal Rosmarinus 

officinalis L. (romero). 

El muestreo fue aleatorizado, considerando la zona de cultivo.  

Posteriormente se llevó el recurso vegetal a la Universidad Nacional Amazónica de 

Madre de Dios (UNAMAD) para su respectiva identificación taxonómica realizada 

por el Especialista Forestal de Identificación de especies vegetales (ANEXO E). 

Se destinaron solo puras hojas, así mismo se escogieron las que presenten 

excelentes condiciones, inmediatamente se eliminaron las impurezas de las hojas 

con un escobillón de laboratorio.  

Las hojas limpias se almacenaron en un cuarto ventilado sobre una tarima con 

pliegos de papel estraza de esta manera se logró el secado con la propia 

temperatura del ambiente por medio mes. Consecutivamente las hojas fueron 
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trituradas en una máquina de moler donde obtuvimos 1 kg de polvo refinado, este 

a su vez  pasó por el procedimiento de maceración con una solución de etanol al 

70 % por un periodo de una semana en una cubeta de vidrio acaramelado sin 

presencia de oxígeno realizando ciertos movimientos de agitación de izquierda a 

derecha por un cuarto de hora en la mañana y por la noche todos los días, la 

purificación del extracto se realizó mediante el filtrado empleando papel whatman 

Nº 40 con el propósito de eliminar el residuo, en un tiempo aproximado de media 

hora27. Seguidamente se colocó en la estufa a 40º C hasta la obtención de extracto 

seco, la cual se trasvasa en un recipiente estéril y se dejó en refrigeración hasta su 

uso28. 

El extracto hidroalcohólico se efectuó en el Laboratorio T.I.P.I.N SRL. CUSCO. 

(ANEXO F). 

Referente a la unidad de análisis se trabajó con cepas certificadas de Streptococcus 

pyogenes ATCC 19615 y Staphylococcus aureus ATCC 25923 que fue adquirida 

de la empresa GenLab del Perú S.A.C. (ANEXO H).  

Criterios de inclusión:  

 Material vegetal perteneciente al distrito de Limacpunco, provincia de 

Quispicanchis, departamento del Cusco.  

 Pertenece a la Familia: Lamiaceae, Género: Rosmarinus L., Especie: 

Officinalis. 

 Hojas grandes bien desarrolladas, frescas, limpias y bien verdes en 

excelentes condiciones de conservación. 

 Cepas certificadas de Streptococcus pyogenes ATCC 19615 y 

Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

Criterios de exclusión: 

 Material vegetal no perteneciente al distrito de Limacpunco, provincia de 

Quispicanchis, departamento del Cusco.  

 No pertenece a la Familia: Lamiaceae, Género: Rosmarinus L., Especie: 

Officinalis. 

 Hojas deterioradas, secas, sucias, quebradas y marchitadas (negras). 
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 Cepas no certificadas de Streptococcus pyogenes ATCC 19615 y 

Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

2.3 VARIABLES DE INVESTIGACIÓN 

Variable independiente: Extracto hidroalcohólico de las hojas de Rosmarinus 

officinalis L. (romero). 

Definición conceptual: Usando alcohol de 70 % y plantas, se pueden usar como 

insecticidas, fungicidas, desinfectantes y repelentes de insectos dependiendo de 

las plantas utilizadas para el brebaje; El alcohol puede extraer las propiedades de 

los vegetales. 

Definición operacional: El extracto hidroalcohólico es una forma práctica de 

concentrar y obtener los principios activos sintetizados por las plantas. Los 

extractos hidroalcohólicos ayudan a extraer sustancias que tienen determinados 

efectos en nuestro organismo. 

Variable dependiente: Efecto antibacteriano in vitro frente a Streptococcus 

pyogenes ATCC 19615 y Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

Definición conceptual: Grupo de compuestos químicos que actúan sobre los 

microorganismos, matan o inhiben su crecimiento y provocan diversas 

enfermedades provocadas por bacterias, virus, hongos o parásitos. 

Definición operacional: La actividad antibacteriana. El método Kirby Bauer nos 

ayudará a evaluar el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohólico de las hojas 

de Rosmarinus officinalis L. (romero) frente a bacterias. 

2.4  TÉCNICAS E INSTRUMENTO DE RECOLECCIÓN DE DATOS 

Se utilizó la observación como técnica, se utilizaron las fichas Ad-Hoc para el 

registro de datos para todos los procesos experimentales como la prueba de 

solubilidad y marcha fitoquímica24,25. Para comprobar la susceptibilidad y el efecto 

antibacteriano se utilizó la técnica de Kirby-Bauer26. 

2.5 PROCESO DE RECOLECCIÓN DE DATOS 

2.5.1 Análisis previo del extracto hidroalcohólico 
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El análisis previo del extracto hidroalcohólico se realizó en el laboratorio de 

Investigación botánica Tecnología e Ingeniería de Procesos Industriales (TIPIN) en 

el cual se realizaron las siguientes pruebas: 

a) Índice afrosimétrico: Se colocó 1 g de extracto seco en un tubo de ensayo 

posteriormente se añadió 10 ml de agua destilada, se calentó a baño María y 

posteriormente se agitó de manera vigorosa durante 1 minuto, evidenciándose 

una espuma muy persistente el cual nos da una evidencia clara de la presencia 

de saponinas. 

b) Determinación de pH a 25° C: En un tubo de ensayo se agregó 0,5 g de 

extracto seco con 10 ml de etanol al 70 %, el cual se disolvió con permanente 

agitación a una temperatura de 25° C. Posteriormente se procede a medir con 

ayuda de pH metro de marca Hanna. 

 

c) Prueba de solubilidad: En 6 tubos de ensayo se colocó 0,5 g de extracto seco, 

inmediatamente se adiciono un solvente diferente a cada tubo; acetato de etilo, 

etanol, metanol, n-butanol, N-hexano y agua destilada respectivamente. A 

continuación, se procedió a dar movimientos de arriba hacia abajo y viceversa 

hasta obtener los resultados30. 

 

2.5.2 Marcha fitoquímica 

La marcha fitoquímica se realizó para reconocer e identificar los numerosos 

metabolitos activos que se encuentran en las hojas de Rosmarinus officinalis L., 

mediante reacciones de coloración y muestras de sedimentos utilizados con 

reactivos. En un matraz se colocó 0,5 g de extracto seco y 50 ml de alcohol de 70 

%, luego se homogeneizó, posteriormente se colocó 0,5 ml de la muestra 

preparada en 10 tubos seguidamente se añadió 5 gotas de reactivo específico para 

identificar la presencia o ausencia de metabolitos secundarios31. Se efectuó según 

la metodología de Olga Lok32.  

 

2.5.3 Actividad antibacteriana método Kirby Bauer o antibiograma 

La difusión en disco para las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana que 

diariamente se efectúan en los laboratorios clínicos está basado en el método 
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original de Kirby Bauer et al. (1966), este método fue estandarizado en 1976 por la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) debido a su simplicidad y 

reproducibilidad33.  

Actualmente El Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, anteriormente 

NCCLS) es responsable de actualizar, modificar y revisar los procedimientos 

originales de Kirby y Bauer mediante un proceso de consenso global. Esta técnica 

cualitativa se recomienda exclusivamente para la identificación de 

enterobacterias34,35. 

Se realizó en el Laboratorio LAASA LAB (ANEXO G) ubicado en la ciudad de 

Cusco, por el método de difusión en agar (KIRBY BAUER), donde se efectuaron 

las siguientes pruebas: 

a) Preparación de los extractos a ensayar 

Obteniendo el extracto seco se procedió a preparar las diferentes 

concentraciones28: 

Concentración 60 % = 6 gr extracto seco + 4 ml alcohol 70°. 

Concentración 40 % = 4 gr extracto seco + 6 ml alcohol 70°. 

Concentración 20 % = 2 gr extracto seco + 8 ml alcohol 70°. 

Las concentraciones preparadas se conservaron en frascos acaramelados 

estériles y con un Vórtex se homogeneizaron todas las mezclas por medio 

minuto. Por último, se envolvió cada frasco en papel aluminio, debidamente 

rotulado y guardado en un frigobar para una mejor preservación hasta su 

siguiente uso28. 

 

 

b) Activación de la(s) cepa(s) de Streptococcus pyogenes ATCC 19615 Y 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 

En cada KWIK-STIK-2 Pack, vienen 2 Sachet con un tubo de cepa liofilizada, 

la que contiene en su parte superior solución hidratante, la que se liberó de 
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su contenedor y bajó el hidratante a hidratar la cepa, esto se dejó por 15 

minutos para que se hidrate al cabo de los cuales se pudo transferir a medio 

de propagación, tubos con Caldo Nutritivo o placas de Agar. Todo este 

procedimiento se realizó con las dos cepas Streptococcus pyogenes ATCC 

19615 Y Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

 

c) Preparación del inóculo 

A partir de la placa o tubos de propagación de cada cepa se transfirió una 

asada de cepa a 2 tubos con agua destilada esterilizada, donde después de 

homogeneizar se dejó durante 15 minutos para estabilizar la cepa. 

 

d) Preparación de los medios de cultivo 

El Agar Mueller Hinton se preparó a partir de su presentación de 

deshidratado, siguiendo las instrucciones que establece los productores que 

vienen impresas en el envase, se  pesó 38 g para 1000 ml de agua destilada, 

se disolvió el medio incrementando su temperatura sin permitir que alcance 

temperatura de ebullición, se esterilizó en Autoclave de vapor durante 15 

minutos a 121° C, se debe esperar que enfríe el autoclave y cuando el balón 

o matraz de medio alcance la temperatura menor a 45° C para poder 

transferir 25 ml de medio en placas esterilizadas. 

Este procedimiento se realizó 24 horas antes de realizar los ensayos 

microbiológicos para poder controlar las placas de la contaminación de 

microorganismos.  

 

e) Inoculación de las placas 

Completado el tiempo de dilución de la cepa con un hisopo esterilizado se 

realizó la siembra en las placas de Mueller Hinton Agar para Staphylococcus 

aureus y Agar Sangre para Streptococcus pyogenes, mediante la 

metodología de agotamiento en superficie, se incuba por 15 minutos. 

 

f) Grupos a ensayar  

Seguidamente en cada placa Petri, se colocaron los discos debidamente 

embebidos con las diferentes concentraciones del extracto hidroalcohólico 

de las hojas de Rosmarinus officinalis L. (romero); las placas se incubaron 
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en una estufa a 37° C por 24 horas y finalmente se realizaron 6 repeticiones 

por cada grupo experimental. 

Grupo I: discos embebidos con el extracto de las hojas de romero al 20 %. 

Grupo II: discos embebidos con el extracto de las hojas de romero al 40 %. 

Grupo III: discos embebidos con el extracto de las hojas de romero al 60 %. 

Grupo IV: discos embebidos con alcohol 70 %. 

Grupo V: discos de antibiótico cefuroxima 30 µg. 

g) Interpretación de los resultados 

Las obtenciones de los resultados fueron promediadas y consideradas en 

milímetros y se utilizó el calibrador vernier digitalizado para la lectura de los 

halos de inhibicion38. Se midieron todas las zonas circundantes a cada disco 

de papel (halo de inhibición), con el instrumento adecuado seguidamente 

fueron registrados y finalmente se evaluaron los resultados mediante los 

rangos de Duraffourd39: 

▪ Menos de 8 mm de diámetro = (-) Nula.    

▪ De 8 a 14 mm de diámetro = (sensible = +) Sensibilidad límite. 

▪ De 14 a 20 mm de diámetro = (muy sensible = ++) Medio 

▪ De 20 mm a más de diámetro = (+++) Sumamente sensible. 

2.6. MÉTODOS DE ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

Después de obtener los resultados de los análisis que se evaluó mediante 

descripciones estadísticas utilizando los Microsoft Excel versión 2016, donde 

fueron sometidos a las diferentes pruebas de análisis de varianza (ANOVA), 

test de Tukey para determinar diferencia significativa entre los grupos de 

tratamiento, como también se utilizó el programa estadístico SPSS 2640. 
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2.7. ASPECTOS ÉTICOS 

La presente investigación se efectuó tomando en consideración los principios 

éticos Helsinki adoptada por la 64va Asamblea General, Fortaleza, Brasil, 

octubre 201341. - “La investigación debe realizarse de manera que 

reduzca al mínimo el posible daño al medio ambiente”. Antes de ser 

descartadas como residuos biológicamente contaminantes, las muestras 

bacterianas que utilizamos en el desarrollo de este estudio fueron 

esterilizadas en autoclave para remover microorganismos, con el fin de 

preservar la integridad de todas las personas que estarán expuestas a estos 

residuos. 
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III. RESULTADOS 

3.1 De las pruebas de análisis del extracto hidroalcohólico 

 

Tabla 1. Determinación del índice afrosimétrico saponinas  

Índice afrosimétrico Resultados 

Prueba de espuma (saponinas) +++ 

LEYENDA 
 
Abundante (+++)  
Moderado (++) 
Leve (+) 
Ausencia (-) 

              Fuente: Registro de recolección de datos 

 

En la tabla 1, se observa la abundante presencia de saponinas lo cual, determina 

el contenido del metabolito secundario en el extracto hidroalcohólico de las hojas 

de Rosmarinus officinalis L. (romero).    

 

Tabla 2. Determinación del pH del extracto hidroalcohólico de Rosmarinus 
officinalis L. (romero) 

 

Muestra Temperatura (° c) Resultado 

Romero 25 8,12 

LEYENDA 
 
Ácido (<7) 
Neutro (=7) 
Básico (>7) 

                     Fuente: Registro de recolección de datos 
 
En la tabla 2, se aprecia que el extracto hidroalcohólico de las hojas de Rosmarinus 

officinalis L. (romero) presentó pH de 8,12 por consiguiente, el extracto se considera 

alcalino. 
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3.2 De las pruebas de solubilidad 

 

Tabla 3. Solubilidades del extracto hidroalcohólico de Rosmarinus officinalis 

L. (romero) 

 

SOLVENTES RESULTADOS 

Acetato de etilo + 

Etanol +++ 

Metanol + 

N-butanol + 

N-hexano ++ 

Agua destilada +++ 

                           Fuente: Registro de recolección de datos    
 
 
LEYENDA: 

(-) Insoluble  

(+) Poco soluble  

(++) Soluble   

(+++) Muy soluble 

  
 

En la tabla 3, se puede apreciar que el extracto hidroalcohólico de las hojas de 

Rosmarinus officinalis L. (romero), presentó muy alta solubilidad con el solvente 

agua destilada como también con el etanol. 
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3.3 De la marcha fitoquímica 

 

Tabla 4. Marcha fitoquímica del extracto hidroalcohólico de Rosmarinus 

officinalis L. (romero) 

CONSTITUYENTES QUÍMICOS ENSAYO REACCIÓN 

Compuestos fenólicos Rvo. AlCL3 - 

Taninos catéquicos Rvo. Acetato de Plomo - 

Flavonoides Rvo.  FeCl3 +++ 

Esteroides y triterpenoides Rvo. Liebermann Burchard - 

Alcaloides 
Rvo. Dragendorff ++ 

Rvo. OTTO ++ 

Antraquinonas Rvo. Borntrager + 

Saponinas Met. Espuma +++ 

Fuente: Registro de recolección de datos  

 
LEYENDA:   
 
(+++) Abundante       
(++) Moderado       
(+) Leve       
(-) Ausencia 
 

En la tabla 4, se puede apreciar que en el extracto hidroalcohólico de las hojas de 

Rosmarinus officinalis L. (romero), encontramos abundante presencia de 

flavonoides y saponinas; moderada presencia de alcaloides y una leve presencia 

de antraquinonas. 

 

 



 

17 
 

Tabla 5. Resultados del análisis in vitro por el método Kirby-Bauer 

 

 

 

 

 

GRUPOS 

 

CEPAS 

Streptococcus 
pyogenes ATCC 19615 

Staphylococcus aureus 
ATCC 25923 

Halos de inhibición (mm) 

N X N X 

1 2 3  1 2 3  

Etanol 70% 6,24 6,20 6,31 6,25 6,24 6,19 6,27 6,23 

Concentración del 
extracto 

hidroalcohólico 
(%) 

 

20 9,04 9,48 9,05 9,19 9,89 9,93 9,73 9,85 

40 11,19 11,87 10,37 11,14 13,86 13,14 14,73 13,91 

60 15,09 14,98 15,51 15,19 16,95 15,48 16,79 16,40 

Cefuroxima 30 µg 31,45 30,95 31,83 31,41 30,45 30,49 30,41 30,45 

     Fuente: Registro de recolección de datos  

N: Número de ensayos microbiológicos  

X: Promedio 

En la tabla 5, se visualiza que el extracto hidroalcohólico de las hojas de 

Rosmarinus officinalis L. (romero), a concentraciones de 20 %, 40 % y 60 %; 

Cefuroxima 30 µg presentaron halos de inhibición considerables frente a las dos 

cepas bacterianas en estudio. 
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Tabla 6. Análisis de varianza (ANOVA) para Streptococcus pyogenes ATCC – 

19615 

 

ANOVA 

Actividad antibacteriana frente a Streptococcus pyogenes ATCC 19615 

 
Suma de 
cuadrados gl 

Media 
cuadrática F Sig. 

Entre grupos 1181.58096 4 295.39524 1634.96867 ,000 

Dentro de grupos 1.80673333 10 0.18067333   

Total 1183.38769 14    

     Fuente: Datos estadísticos 

 

 

En la tabla 6, se aprecia en la prueba de ANOVA, donde el valor de sig., es 0,00 

entre los grupos esto indica que existen diferencias significativas. (P-valor es menor 

que 0,05). Por lo tanto, se rechaza la hipótesis nula (Ho), y se acepta la hipótesis 

(H1). 

 

DECISIÓN: En definitiva, existe evidencia estadística significativa para indicar que 

el extracto hidroalcohólico de las hojas de Rosmarinus officinalis L. (romero), 

presenta efecto antibacteriano in vitro frente a cepas de Streptococcus pyogenes 

ATCC - 19615 
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Tabla 7. Comparación múltiple para Streptococcus pyogenes ATCC 19615 

Comparaciones múltiples 

Q TEST Variable dependiente: Actividad antibacteriana frente a Streptococcus pyogenes 
ATCC 19615 

Group 1 Group 2 Mean Std err Q-Stat Lower Upper P-Value Mean-Crit Cohen D 

etanol 70 % 20 % 2.94 0.24540669 11.9801134 1.79787726 4.08212274 0.00 1.14212274 6.9167217 

etanol 70 % 40 % 4.89333333 0.24540669 19.9396899 3.75121059 6.03545608 0.00 1.14212274 11.5121853 

etanol 70 % 60 % 8.94333333 0.24540669 36.4429073 7.80121059 10.0854561 0.00 1.14212274 21.0403224 

etanol 70 % Cefuroxima 30µg 25.16 0.24540669 102.523692 24.0178773 26.3021227 0.00 1.14212274 59.1920809 

20 % 40 % 1.95333333 0.24540669 7.95957648 0.81121059 3.09545608 0.00 1.14212274 4.59546362 

20 % 60 % 6.00333333 0.24540669 24.4627939 4.86121059 7.14545608 0.00 1.14212274 14.1236007 

20 % Cefuroxima 30µg 22.22 0.24540669 90.5435782 21.0778773 23.3621227 0.00 1.14212274 52.2753592 

40 % 60 % 4.05 0.24540669 16.5032174 2.90787726 5.19212274 0.00 1.14212274 9.52813704 

40 % Cefuroxima 30µg 20.2666667 0.24540669 82.5840017 19.1245439 21.4087894 0.00 1.14212274 47.6798956 

60 % Cefuroxima 30µg 16.2166667 0.24540669 66.0807843 15.0745439 17.3587894 0.00 1.14212274 38.1517586 

Fuente: Datos estadísticos  

En la tabla 7. Se observa el análisis para comparaciones múltiples, donde muestra 

la Sig. (0,000) menor a 0,05, existen diferencias significativas en las diferentes 

concentraciones aplicadas 20 %, 40 % y 60 % del extracto hidroalcohólico de las 

hojas de Rosmarinus officinalis L. (romero). 

DECISIÓN: El extracto hidroalcohólico de las hojas de Rosmarinus officinalis L. 

(romero), presenta efecto antibacteriano in vitro en todas las concentraciones 

aplicadas frente a la cepa de Streptococcus pyogenes ATCC 19615 de manera que, 

se acepta la segunda hipótesis específica de la investigación. 
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 Tabla 8. Análisis de Prueba de Tukey para Streptococcus pyogenes ATCC 

19615 

Actividad antibacteriana frente a Streptococcus pyogenes ATCC 19615 
 

HSD Tukeya  

Antibacterianos N 

Subconjunto para alfa = 0.05 

1 2 3 4 5 

etanol 70 % 3 6.25     

20 % 3  9.19 
   

40 % 3   11.14   

60 % 3    15.19  

Cefuroxima 30µg 3     31.41 

Sig.  .00 0.12 1.12 0.15 0.38 

Fuente: Datos estadísticos  

En la tabla 8. Se observa en la Prueba de Tukey, donde la concentración menor el 

etanol 70 % (6,25 mm), seguido de la concentración al 20 % forma un halo de 

inhibición (9,19 mm), mientras que la concentración al 40 % obtuvo (11,14 mm), así 

mismo la concentración al 60 % obtuvo (15,19 mm) como también Cefuroxima 30 

µg que alcanzó un halo inhibitorio mayor de (31,41 mm). 

DECISIÓN: Se tiene evidencia estadísticamente para afirmar que Cefuroxima 30µg 

presentó mayor efecto antibacteriano en comparación con el extracto 

hidroalcohólico de las hojas de Rosmarinus officinalis L. (romero), en sus diferentes 

concentraciones que obtuvo menor formación de halos inhibitorios frente a cepa de 

Streptococcus pyogenes ATCC 19615. 
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Fuente: Datos estadísticos  

Gráfico N° 1. Promedio de los halos de inhibición en (mm) en relación a los 

grupos de ensayo del extracto hidroalcohólico frente a Streptococcus 

pyogenes ATCC 19615 

 

INTERPRETACIÓN: 

En el gráfico de columnas muestra la comparación entre los grupos de ensayo del 

estudio, se observa importante efecto antibacteriano del Cefuroxima 30 µg que 

formó halo de inhibición notablemente alto (31,41 mm) en relación con las 

concentraciones de 20 %, 40 % y 60 % del extracto hidroalcohólico de las hojas de 

Rosmarinus officinalis L. (romero), sobre las cepas de Streptococcus pyogenes 

ATCC 19615. Por consiguiente, asevera la prueba de Tukey. 
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Tabla 9. Análisis de varianza (ANOVA) para Staphylococcus aureus ATCC 

25923 

 

ANOVA 

Actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 

 
Suma de 

cuadrados gl 
Media 

cuadrática F Sig. 

Entre grupos 1033.685267 4 258.42 994.8719939 ,000 

Dentro de grupos 2.597533333 10 0.26   

Total 1036.2828 14    

       Fuente: Datos estadísticos  

 

En la tabla 9, se aprecia en la prueba de ANOVA, donde el valor de sig. es 0,00 

entre los grupos de ensayo esto indica que existen diferencias significativas. (P-

valor es menor que 0,05). Por lo tanto, se rechaza la hipótesis nula (Ho), y se acepta 

la hipótesis (H1).  

DECISIÓN: En definitiva, existe evidencia estadística significativa para indicar que 

el extracto hidroalcohólico de las hojas de Rosmarinus officinalis L. (romero), 

presenta efecto antibacteriano in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus 

ATCC 25923. 
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Tabla 10. Comparación múltiple para Staphylococcus aureus ATCC 25923 

  

Comparaciones múltiples 

Q TEST Variable dependiente: Actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus 
ATCC 25923 

Group 1 Group 2 Mean Std err Q-Stat Lower Upper P-
Value 

Mean-Crit Cohen D 

etanol 
70 % 

20% 3.61666667 0.29425235 12.2910376 2.24721624 4.9861171 0.00 1.36945043 7.09623385 

etanol 
70 % 

40% 7.67666667 0.29425235 26.0887185 6.30721624 9.0461171 0.00 1.36945043 15.0623286 

etanol 
70 % 

60% 10.1733333 0.29425235 34.5734992 8.8038829 11.5427838 0.00 1.36945043 19.9610191 

etanol 
70 % 

Cefuroxima 
30µg 

24.2166667 0.29425235 82.2989751 22.8472162 25.5861171 0.00 1.36945043 47.5153354 

20% 40% 4.06 0.29425235 13.7976809 2.69054957 5.42945043 0.00 1.36945043 7.96609477 

20% 60% 6.55666667 0.29425235 22.2824617 5.18721624 7.9261171 0.00 1.36945043 12.8647852 

20% Cefuroxima 
30µg 

20.6 0.29425235 70.0079375 19.2305496 21.9694504 0.00 1.36945043 40.4191016 

40% 60% 2.49666667 0.29425235 8.48478077 1.12721624 3.8661171 0.00 1.36945043 4.89869046 

40% Cefuroxima 
30µg 

16.54 0.29425235 56.2102566 15.1705496 17.9094504 0.00 1.36945043 32.4530068 

60% Cefuroxima 
30µg 

14.0433333 0.29425235 47.7254758 12.6738829 15.4127838 0.00 1.36945043 27.5543163 

           Fuente: Datos estadísticos  

En la tabla 10. Se observa el análisis para comparaciones múltiples, donde 

muestra la Sig. (0,000) menor a 0,05, existen diferencias significativas en las 

diferentes concentraciones aplicadas 20 %, 40 % y 60 % del extracto 

hidroalcohólico de las hojas de Rosmarinus officinalis L. (romero). 

DECISIÓN: El extracto hidroalcohólico de las hojas de Rosmarinus officinalis L. 

(romero), presenta efecto antibacteriano in vitro en todas las concentraciones 

aplicadas frente a la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 de manera que, 

se acepta la segunda hipótesis específica de la investigación. 
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Tabla 11. Análisis de prueba de tukey para Staphylococcus aureus ATCC 

25923. 

Actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 

HSD Tukey  

Antibacterianos N 

Subconjunto para alfa = 0.05 

1 2 3 4 5 

etanol 70 % 3 6.23     

20% 3         
9.85    

40% 3 
 

 13.91 
   

60% 3 
  

 16.40 
 

 

Cefuroxima 30µg 3     30.45 

Sig.           
,000 

,022 
 

       
1,270 

          
1,300 

,000 

     Fuente: Datos estadísticos  

En la tabla 11. Se observa en la Prueba de Tukey, donde la concentración menor 

el etanol 70 % (6,23 mm), seguido de la concentración al 20 % forma un halo de 

inhibición (9,85 mm), mientras que la concentración al 40 % obtuvo (13,91 mm), así 

mismo la concentración al 60 % obtuvo (16,40 mm) como también Cefuroxima 30µg 

que alcanzó un halo inhibitorio mayor de (30,45 mm). 

 

DECISIÓN: Se tiene evidencia estadísticamente para afirmar que Cefuroxima 30 

µg presentó mayor efecto antibacteriano en comparación con el extracto 

hidroalcohólico de las hojas de Rosmarinus officinalis L. (romero), en sus diferentes 

concentraciones que obtuvo menor formación de halos inhibitorios frente a cepa de 

Staphylococcus aureus ATCC 25923.   
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Fuente: Datos estadísticos 
 
 

  
Gráfico n° 2. Promedio de los halos de inhibición en (mm) en relación a los 

grupos de ensayo del extracto hidroalcohólico frente a Staphylococcus 

aureus ATCC 25923. 

 

INTERPRETACIÓN: 

En el gráfico de columnas muestra la comparación entre los grupos de ensayo del 

estudio, se observa importante efecto antibacteriano del Cefuroxima 30 µg que 

formó halo de inhibición notablemente alto (30,45 mm) en relación con las 

concentraciones de 20 %, 40 % y 60 % del extracto hidroalcohólico de las hojas de 

Rosmarinus officinalis L. (romero), sobre las cepas de Staphylococcus aureus 

ATCC 25923. Por consiguiente, asevera la prueba de Tukey. 
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Tabla 12. Escala Duraffourd del extracto hidroalcohólico de romero frente a 

las cepas  

 

 
GRUPOS 

Streptococcus 
pyogenes ATCC 

19615 
 

Staphylococcus 
aureus ATCC 

25923 

Cefuroxima 30µg +++ +++ 

Etanol 70 % - - 

20% + + 

40 % + + 

60 % ++ ++ 

           Fuente: Registro de recolección de datos 

 

     LEYENDA: 

- Nula (-)  

- Sensible (+)  

- Muy sensible (++)  

- Sumamente sensible (+++)  

En la tabla 12. En el análisis cualitativo según la escala Duraffourd se observa la 

sensibilidad del extracto hidroalcohólico de las hojas de Rosmarinus officinalis L. 

(romero), a diferentes concentraciones de 20 %, 40 % presentan promedios de 

halos de inhibición como sensible (+); a sí mismo al 60 % como muy sensible(++) 

frente a cepas de Streptococcus pyogenes ATCC 19615 y Staphylococcus aureus 

ATCC 25923, mientras que el control positivo Cefuroxima 30 µg presenta inhibición 

de crecimiento antibacteriano “Sumamente sensible” (+++). 
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IV. DISCUSIÓN 
 

4.1  Discusión de resultados 

En el análisis de la marcha fitoquímico nos permitió determinar los metabolitos 

secundarios principales, como se muestra en la Tabla 4, se puede apreciar en 

el extracto hidroalcohólico de las hojas de romero, la presencia de flavonoides, 

saponinas, alcaloides y antraquinonas. Los resultados que se obtuvieron, 

tienen semejanza al estudio donde encontraron metabolitos secundarios que 

realizó Rodríguez D, et al (2018)18. 

Al evaluar el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohólico de las hojas de 

Rosmarinus officinalis L. (romero); En distintas concentraciones, por el método 

de (Kirby-Bauer), se evidenció la susceptibilidad frente a cepas de 

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 y Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

Según la medición de los halos de inhibición del extracto hidroalcohólico de las 

hojas de Rosmarinus officinalis L. (romero)., al 20 %, 40 % y 60 %, posee efecto 

antibacteriano, esta descripción concuerda con el resultado obtenido de la 

investigación de Montero M, et al (2017)22, donde determinaron la eficacia 

antimicrobiana del extracto oleoso crudo de romero sobre Escherichia coli a 

concentraciones similares presentó capacidad inhibitoria sobre el crecimiento 

bacteriano. 

En la tabla 6 se estima la prueba de análisis de varianza (ANOVA) donde se 

compara las medias de los grupos, datos obtenidos en los ensayos del extracto 

hidroalcohólico de las hojas de Rosmarinus officinalis L. frente a Streptococcus 

pyogenes ATCC 19615 dicha prueba encontró p-valor menor al nivel de 

significancia alfa de 0,05. Por lo tanto, existe evidencia estadística significativa 

para indicar que el extracto presenta efecto antibacteriano in vitro frente a cepas 

de Streptococcus pyogenes ATCC 19615, el resultado detallado presenta 

relación con el estudio realizado por García J. (2020)17, determinó la actividad 

antibacteriana in vitro del aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. sobre 

Streptococcus pyogenes, los cuales se demostraron mediante las pruebas de 

análisis de varianza. 
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En la tabla 7 se efectúo la prueba de comparaciones múltiples analizando por 

grupos emparejados, para su determinación cuál de los grupos estudiados 

tienen diferencias significativas, se evidencia que en las comparaciones de 

Cefuroxima 30 µg con etanol 70 %, y las concentraciones al 20 %, 40 % y 60 

% de extracto todos estos grupos presentan diferencia significativa, por lo que 

se acepta la hipótesis de la investigación, es decir, el extracto hidroalcohólico 

de las hojas de Rosmarinus officinalis L. (romero), presenta efecto 

antibacteriano in vitro frente a la cepa de Streptococcus pyogenes ATCC 

19615, teniendo en cuenta la diferencia significativa de la prueba de análisis de 

varianza, prueba de Tukey realizados en la investigación de Janampa E. 

(2018)19, donde determinó la efectividad in vitro del extracto etanólico de 

Rosmarinus officinalis L., frente a cepa de Streptococcus mutans.  

En la tabla 9 en la prueba de ANOVA, se aprecia donde el valor de sig. Salió 

0,00 entre los grupos de datos obtenidos en los ensayos del extracto 

hidroalcohólico de las hojas de Rosmarinus officinalis L. (romero) frente a 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 esto indica que existen diferencias 

significativas. (P-valor es menor que 0,05). Por consiguiente, incluye la 

evidencia estadística significativa para indicar que el extracto hidroalcohólico 

de las hojas de Rosmarinus officinalis L. (romero)., presenta efecto 

antibacteriano in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

considerando el resultado similar a la investigación de Rodríguez D, et al 

(2018)18., que se estimó en las pruebas de análisis de varianza. 

En la tabla 12 mediante la Escala Duraffourd se estimó el comportamiento 

inhibitorio del extracto hidroalcohólico de las hojas de Rosmarinus officinalis L. 

(romero), a diferentes concentraciones sobre Streptococcus pyogenes ATCC 

19615 y Staphylococcus aureus ATCC 25923, así como los grupos control 

negativo y positivo, se aprecia como bacterias sensibles al extracto 

hidroalcohólico, sostiene un comportamiento creciente dependiente de la  

concentración del extracto por encima de halos de inhibición de 9,19 mm y 

debajo  de 16,40 mm, sin embargo el Cefuroxima 30 µg mostró una diferencia 

notoria de su efecto con halo de inhibición de promedio 30,45 mm, mientras el 

etanol 70 % se mantuvo sobre la base de 6,24 mm de diámetro.  
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Solano X, et al (2018)20, determinó según los resultados obtenidos en su 

investigación en la escala de Duraffourd determinaron el efecto antibacteriano 

del extracto acuoso y oleoso de Rosmarinus officinalis L. frente a Streptococcus 

mutans., donde presentaron halos de inhibición de 0 mm y de 11,93 mm 

respectivamente.   
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4.2  Conclusiones 

Los estudios realizados en el presente trabajo nos permiten llegar a las 

siguientes conclusiones:  

- En la evaluación del extracto hidroalcohólico de Rosmarinus officinalis L. 

(romero), mediante la metodología de Kirby – Bauer, presenta halos 

inhibitorios demostrando su efectividad antibacteriana en las diferentes 

concentraciones frente a cepas Streptococcus pyogenes ATCC 19615 y 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 

- Mediante el análisis fitoquímico cualitativo se identifican metabolitos 

secundarios del extracto hidroalcohólico de las hojas de Rosmarinus 

officinalis L. (romero), tal como flavonoides, saponinas, alcaloides y 

antraquinonas, responsables del efecto antibacteriano, existe posible 

efecto de sinergia entre los metabolitos secundarios debido a su interacción 

positiva. 

- El extracto hidroalcohólico de Rosmarinus officinalis L. (romero), a 

concentración de 20 %, 40 % y 60 %, presenta efecto antibacteriano frente 

a cepa de Streptococcus pyogenes ATCC 19615 obteniendo halos de 

inhibición de 9,19 mm, 11,14 mm y 15,19 mm y Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 obtuvo halos de inhibición importantes de 9,85 mm, 13,91 mm 

y 16,40 mm respectivamente, cabe precisar a mayor concentración mostró 

mayor efecto antibacteriano. 

- El efecto antibacteriano del extracto hidroalcohólico de Rosmarinus 

officinalis L. (romero), en sus diferentes concentraciones no superó el 

efecto en comparación con Cefuroxima 30 µg que presentó halos 

inhibitorios notablemente altos como 30,457 mm a las dos cepas 

bacterianas empleadas en el estudio. 
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4.3  Recomendaciones 

- Realizar estudios de comparación sobre el efecto antibacteriano del extracto 

hidroalcohólico de Rosmarinus officinalis L., considerando muestras de 

distintos lugares de procedencia, así mismo de distintas partes de la planta 

utilizada, en comparación con la presente investigación.  

- Se deben realizar investigaciones más profundas, separar y caracterizar los 

metabolitos secundarios encontrados en el extracto hidroalcohólico y así 

determinar qué sustancias brindan el efecto antibacteriano. 

- Teniendo en cuenta la presencia de metabolitos secundarios como son 

flavonoides, saponinas y alcaloides en la especie Rosmarinus officinalis L. 

(romero), estas pueden utilizarse en investigaciones posteriores para la 

elaboración y fabricación de productos farmacológicos con fines terapéuticos 

e innovación tecnológica. 
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ANEXO A. Instrumentos de recolección de datos   

 

Tabla 1. Solubilidades del extracto hidroalcohólico de Rosmarinus officinalis 

L. (romero) 

 

SOLVENTES RESULTADOS 

Acetato de etilo  

Etanol  

Metanol  

N-butanol  

N-hexano  

Agua destilada  

 
  Fuente: Registro de recolección de datos    

 
LEYENDA: 

(-) Insoluble  

(+) Poco soluble  

(++) Soluble   

(+++) Muy soluble 
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Tabla 2. MARCHA FITOQUÍMICA DEL EXTRACTO HIDROALCOHÓLICO DE 
Rosmarinus officinalis L. (romero) 

CONSTITUYENTES QUÍMICOS ENSAYO REACCIÓN 

Carbohidratos Rvo. Molish  

Azúcares reductores Rvo. Fehling  

Compuestos fenólicos Rvo. AlCL3  

Taninos catéquicos Rvo. Acetato de Plomo  

Flavonoides Rvo.  FeCl3  

Esteroides y triterpenoides Rvo. Liebermann Burchard  

Cardenólidos Rvo. Baljet  

Alcaloides 
Rvo. Dragendorff  

Rvo. Mayer  

Antraquinonas Rvo. Borntrager  

Saponinas Met. Espuma  

 

 

Donde: 

(-) Ausente 

(+) Leve 

(++) Moderado 

(+++) Abundante 
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Tabla 3. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO 

HIDROALCOHÓLICO  

 

 

 

 

GRUPOS 

 

CEPAS 

Streptococcus 
pyogenes ATCC 19615 

Staphylococcus aureus 
ATCC 25923 

Halos de inhibición (mm) 

N X N X 

1 2 3  1 2 3  

Etanol 70%         

Concentración del 
extracto 

hidroalcohólico 
(%) 

 

20         

40         

60         

Cefuroxima 30 µg         

 

N: número de ensayos microbiológicos 

X: promedio 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

46 
 

ANEXO B: Matriz de consistencia 

Formulación del problema Objetivos Hipótesis 

Problema General Objetivo General Hipótesis General 

¿Tendrá efecto antibacteriano del 
extracto hidroalcohólico de las 
hojas de Rosmarinus officinalis L. 
(romero) frente a Streptococcus 
pyogenes ATCC 19615 y 
Staphylococcus aureus ATCC 
25923? 
 

Evaluar el efecto antibacteriano in 
vitro del extracto hidroalcohólico de 
las hojas de Rosmarinus officinalis 
L. (romero) frente a Streptococcus 
pyogenes ATCC 19615 y 
Staphylococcus aureus ATCC 
25923. 

El extracto hidroalcohólico de las 
hojas de Rosmarinus officinalis L. 
(romero) presenta efecto 
antibacteriano in vitro frente a 
Streptococcus pyogenes ATCC 
19615 y Staphylococcus aureus 
ATCC 25923.   

Problemas Específicos Objetivos Específicos Hipótesis Específicas 

¿Qué metabolitos secundarios 
tiene el extracto hidroalcohólico de 
las hojas de Rosmarinus officinalis 
L. (romero)? 

Detectar los metabolitos 
secundarios presentes en el 
extracto hidroalcohólico de las 
hojas de Rosmarinus officinalis L. 
(romero), mediante análisis 
fitoquímico cualitativo. 

El extracto hidroalcohólico de las 
hojas de Rosmarinus officinalis L. 
(romero) tiene metabolitos 
secundarios. 
 

¿Cuál es la concentración del 
extracto hidroalcohólico de las 
hojas de Rosmarinus officinalis L. 
(romero) que posee efecto 
antibacteriano in vitro frente a 
Streptococcus pyogenes ATCC 
19615 y Staphylococcus aureus 
ATCC 25923? 

Precisar la concentración del 
extracto hidroalcohólico de las 
hojas de Rosmarinus officinalis L. 
(romero) que posee efecto 
antibacteriano in vitro frente a 
Streptococcus pyogenes ATCC 
19615 y Staphylococcus aureus 
ATCC 25923. 

Existe una concentración del extracto 
hidroalcohólico de las hojas de 
Rosmarinus officinalis L. (romero) que 
posee efecto antibacteriano in vitro 
frente a Streptococcus pyogenes 
ATCC 19615 y Staphylococcus 
aureus ATCC 25923. 

¿Cuál es el efecto antibacteriano in 
vitro del extracto hidroalcohólico de 
las hojas de Rosmarinus officinalis 
L. (romero) en comparación con 
cefuroxima 30 μg frente a 
Streptococcus pyogenes ATCC 
19615 y Staphylococcus aureus 
ATCC 25923? 

Determinar el efecto antibacteriano 
in vitro del extracto hidroalcohólico 
de las hojas de Rosmarinus 
officinalis L. (romero) en 
comparación con cefuroxima 30 μg 
frente a Streptococcus pyogenes 
ATCC 19615 y Staphylococcus 
aureus ATCC 25923. 

El extracto hidroalcohólico de las 
hojas de Rosmarinus officinalis L. 
(romero) tiene efecto antibacteriano 
en comparación con cefuroxima 30 μg 
frente a Streptococcus pyogenes 
ATCC 19615 y Staphylococcus 
aureus ATCC 25923. 
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ANEXO C. Operacionalización de las variables 
 
 

 
 

VARIABLES 

TIPO DE 
VARIABLE  

DEFINICIÓN 
CONCEPTUAL 

DEFINICIÓN 
OPERACIONAL DIMENSIONES INDICADORES 

N° 
ITEM 

VALOR 
FINAL 

CRITERIO
S 

 
VARIABLE 
INDEPENDI

ENTE 
Extracto 
hidroalcohóli
co de las 
hojas de 
Rosmarinus 
officinalis L. 
(romero) 

 

Cualitativo  
 

Usando alcohol 
de 70 ° y 
plantas, se 
pueden usar 
como 
insecticidas, 
fungicidas, 
desinfectantes 
y repelentes de 
insectos 
dependiendo de 
las plantas 
utilizadas para 
el brebaje; El 
alcohol puede 
extraer las 
propiedades de 
los vegetales. 

El extracto 
hidroalcohólico es 
una forma práctica 
de concentrar y 
obtener los 
principios activos 
sintetizados por 
las plantas. Los 
extractos 
hidroalcohólicos 
ayudan a extraer 
sustancias que 
tienen 
determinados 
efectos en nuestro 
organismo 

Tamizaje 
fitoquímico 

Presencia de 
metabolitos 
secundarios 

5 ++++ 
Abundante 

+++ 
Moderado 
++ Leve 
+ Escaso 
- Ausente 

Rango de 
presencia 
o ausencia 

 
Diluciones del 
extracto 
hidroalcohólico 

 
Concentraciones 
específicas 

 
3 

 
60 % 
40 % 
20 % 

 
Concentra
ción final 
después 
de la 
dilución 

 

VARIABLE 
DEPENDIEN

TES 
 

Efecto 
antibacterian

o 
 

 

 

 

Cuantitativo  

Grupo de 
compuestos 
químicos que 
actúan sobre 
los 
microorganismo
s, matan o 
inhiben su 
crecimiento y 
provocan 
diversas 
enfermedades 
provocadas por 
bacterias, virus, 
hongos o 
parásitos. 

La actividad 
antibacteriana. El 
método Kirby 
Bauer nos ayudará 
a evaluar el efecto 
antibacteriano del 
extracto 
hidroalcohólico de 
las hojas de 
Rosmarinus 
officinalis L. 
(romero) frente a 
bacterias. 

 
 
Inhibición del 
crecimiento 
bacteriano 

 
 
 

 
 
Halo de 
inhibición (mm) 
 

 

 
 
2 

 

 
-
Crecimiento   
  -
Sin 
crecimiento 
 

 
 
Evidencia 
de 
inhibición 
de 
crecimient
o 
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ANEXO D. Resolución de aprobación proyecto de tesis UMA 
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ANEXO E. Certificación botánica de Rosmarinus officinalis L. 
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ANEXO F. Certificado del laboratorio T.I.P.I.N SRL. 
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ANEXO G. Constancia del laboratorio LAASA LAB 
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ANEXO H. Certificación de la cepa Streptococcus pyogenes ATCC 19615. 
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54 
 

Certificación de la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923. 
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ANEXO I. Evidencias fotográficas del trabajo de campo 

Obtención de la muestra de las partes aéreas de Rosmarinus officinalis L. 

(romero) 

 

Fotografía n° 1, 2 y 3 lavado, trituración y el pesado de la muestra de 

Rosmarinus officinalis L. (romero) 

 

 

 

 

 

 

 

 

       

Fotografía n° 4, 5 y 6 maceración, filtrado de la solución y preparación  

para la deshidratación. 
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Fotografía n° 7, 8 evaporación de la solución en estufa y obtención del 

extracto seco (melcocha) 

 

                                                                                                                                            

 

 

 

 

 

 

  

Fotografía n° 9, 10 preparación de las concentraciones del extracto 

hidroalcohólico al 20 %, 40 % y 60 % 
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Materiales y reacciones del proceso de la solubilidad del extracto de 

Rosmarinus officinalis L. (romero) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fotografía n° 11 reactivos para la prueba de solubilidad 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fotografía n° 12 resultados obtenidos del proceso de solubilidad 

 

 



 

60 
 

Resultados del tamizaje fitoquímica del extracto hidroalcohólico  

Rosmarinus officinalis L. (romero) 

 

 

 

                                                                                         Fotografía n° 13 

                                                                                 SAPONINAS-ESPUMA (+++) 

 

 

 

 

 

                 Fotografía n° 14 

     FLAVONOIDES-Rvo. FeCL3 (+++) 

 (Presenta cambio verde oscuro-negro) 

 

 

 

                                                                                          

                                                                         

                                                                     Fotografía n° 15 

                                                                             ALCALOIDES-Rvo. Meyer (++) 

                                                                                     (Presenta precipitado) 
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Proceso de ensayo microbiológico, análisis de sensibilidad sobre los 

cultivos para determinar el efecto antibacteriano. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fotografía n° 16 material requerido disponible en mesa de trabajo 

previamente desinfectado 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fotografía n° 17, 18 kwik-stik contenidos con los pallets de cepas            

liofilizadas 
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ENSAYO MICROBIOLÓGICO 

 
Fotografía n° 19 y 20 

Se procede a hidratar la Cepa con 

la adición de solución hidratante 

que viene en el tubo cepa al tubo 

de cepa liofilizada a través del 

hisopo del mismo tubo de cepa. Se 

espera 15 minutos que se hidrate 

la cepa. 

  Fotografía n° 21 y 22 

Se requiere de 6 placas por cada 
concentración de extracto (20 %; 
40 % y 60 %), de Agar Mueller 
Hinton Agar, que se rotula cada 
una de las placas a ser utilizadas, 
con los datos completos como son 
el número de ensayo, 
concentración del extracto, N° de 
placa; la fecha de realización del 
ensayo y nombre de los tesistas. 

  

  

  

Fotografía n° 23 

Completado el tiempo de 
hidratación de la cepa, se hace 
una dilución de la cepa en dos 
tubos con agua destilada 
esterilizada y se incuba por 15 
minutos a 37° C. 
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Fotografía n° 24 y 25 

 
Completado el tiempo de dilución 
de cepa con un hisopo esterilizado 
se siembra en las placas de 
Mueller Hinton Agar y Agar 
Sangre, mediante la metodología 
de agotamiento en superficie, se 
incuba por 15 minutos. 

 
Fotografía n° 26 y 27 

Con la ayuda de la micro pipeta se 
vierte un volumen 20 µL de cada 
concentración de extracto en una 
placa donde se sumerge los discos 
para ser embebidos con el extracto 
hidroalcohólico a diferentes 
concentraciones y con ayuda de la 
pinza puntiaguda esterilizada se 
coloca los discos de difusión, 5 
discos en cada placa. 

 
 

Fotografía n° 28 y 29 

Después de 15 minutos las placas 

que se han dejado reposar en la 

mesa de trabajo, se colocan 

invertidas en la incubadora que 

está a 37°C, por 24 horas. 
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Fotografía n° 30, 31, 32 y 33 

Se realizaron las lecturas de resultados 
a las 24 horas de incubación a 37°C. 

Se utilizó el Vernier digitalizado, 
instrumento que permite la lectura 
precisa de halos de inhibición. 

Los resultados obtenidos quedaron 
registrados en los Formatos de Lectura, 
que se plantearon en base a las 
necesidades del trabajo. 

 
Fotografía n° 34, 35, 36 y 37 

Se procedió a realizar la Prueba 
comparativa de formación de halo de 
inhibición entre el Extracto 
Hidroalcohólico de las hojas de 
Rosmarinus officinalis L. con el Disco 
de Cefuroxima de 30 µg, con un disco 
de difusión con alcohol de 70% y Discos 
con cada una de las concentraciones 
del extracto 20%,40 y 60%. 

  

 

Fotografía n° 38, 39 y 40 

 

Realizamos observación microscópica de 

la cepa, realizamos coloración de Gram y 

observación al microscopio. 
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