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RESUMEN

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

Métodos: Se efectud a través del método de maceracion, el analisis fitoquimico se
realizd6 mediante el método Olga Lock. Se utilizé el método de Kirby - Bauer para
determinar la actividad antibacteriana en un grupo experimental compuesto por
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Rosmarinus officinalis L. (romero) a
concentraciones de 20 %, 40 % y 60 % utilizando cefuroxima 30 ug como control

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

Resultado: Los resultados sehalan que se encontraron metabolitos secundarios
como flavonoides, saponinas, alcaloides y antraquinonas. Segun la escala de
Duraffourd se demostro 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 inhibicion de 9,85 mm, 13,91 mmy

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

Conclusiones: El extracto hidroalcoholico 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 ug 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.



. INTRODUCCION

Las infecciones bacterianas son un problema de salud con importantes costos
econdmicos para los afectados, la importancia de prevenir y controlar las
infecciones causadas por bacterias multirresistentes porque es un problema

principal de salud publica mundial debido al uso excesivo de antibidticos”.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), agregd recientemente a la lista de
enfermedades tropicales a la sarna como causante de morbilidad poco reconocida
en muchos paises en desarrollo, debido a una infeccidon bacteriana secundaria de
la piel que, a su vez, puede conducir a complicaciones sistémicas graves como

enfermedad renal y potencialmente, enfermedad cardiaca reumatica.

La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) menciona que el 0,03 % de los
habitantes a nivel mundial presentan letalidad asi mismo un 4 % en nifios y
ancianos. De todos estos al infectarse con Staphylococcus aureus un 10 % necesitd
atencion médica®. En nuestro pais es muy frecuente la incidencia de
Staphylococcus aureus, es un patdogeno importante de su género, causante de

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

Actualmente es de interés clinico farmacéutico estudiar este patégeno por su alta
incidencia, asi mismo por presentar casos clinicos por cepas resistentes a la
meticilina y de enfermedades invasivas por el Streptococcus pyogenes?, el impétigo
es una infeccidon epidérmica causada por Staphylococcus aureus y Streptococcus

pyogenes?.

En un estudio de investigacién realizado en tres hospitales de Lima, al aislar 276
microorganismos de Staphylococcus aureus se determiné que 81 eran procedentes
de pacientes ambulatorios y 195 de enfermos hospitalizados, casi todos
procedentes de cultivos microbiolégicos en sangre, lesiones en piel y tejidos

corporales no 6seos, con 90 y 86 cepas respectivamente®.



La fitoterapia se ha utilizado desde la antigiedad para sanar o reducir
enfermedades, para crear productos fitosanitarios con menor tasa de toxicidad y
precio bajo en comparacién con los productos de sintesis®. Hoy en dia se esta
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 crénicas’.

En el Peru contamos con grandes superficies territoriales que sirven como reservas
de biodiversidad global, por tal motivo es considerado como un pais megadiverso
por la gran variedad de flora. Es notable la presencia de plantas utiles para el
hombre, especialmente las que se han utilizado con fines medicinales desde la
colonizacion pre inca e inca hasta la actualidad®. 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 endémicas®.

Las cepas de Streptococcus pyogenes y Staphylococcus aureus son
microorganismos los cuales producen con frecuencia infecciones en la comunidad,
asi como intrahospitalarias'®. En cuanto a Streptococcus pyogenes, son cocos
anaerobios Gram-positivo perteneciente a géneros altamente diversos, causante
de una serie de afecciones patologicas, como glomerulonefritis posestreptocdcica,
celulitis, endocarditis, meningitis e inflamacién de las articulaciones sépticas'. Las
cepas de Staphylococcus aureus esta catalogada dentro de las primeras bacterias
altamente frecuentes en la mayoria de los casos clinicos médicos, causante de
muchas patologias leves como muy severos tanto por manifestacion directa o a

través de sus toxinas'.

Rosmarinus officinalis L. (romero), hierba medicinal procedente de la familia
Lamiaceae y comunmente conocida como romero, ademas de sus usos culinarios
debido a su caracteristico aroma'3. 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 a4 cmdelargoy 2 a 4

mm de ancho, sésiles, pilosos, rectos a rectas-lanceoladas, con bordes curvos,



parte superior y granulosa de color verde oscuro™.

Figura 1. Rosmarinus officinalis L. (romero)

Fuente: Fotografia propia

Su taxonomia esta conformada de la siguiente manera. Reino: Plantae, Division:
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 clinicas interiores: indigestiones, célicos menstruales,
dolor abdominal y problemas hepaticos®.
- En manifestaciones clinicas exteriores: dermatitis, calambres, afliccion

muscular y reumaticas'®.

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

siguientes:

Garcia J. (2020), determiné 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 %, evidenciandose que
al 100 % presenté mayor efecto antibacteriano.

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

encima de la amoxicilina'”.



Rodriguez D, et al (2018), determinaron que Rosmarinus officinalis L. Presentd
eficacia antibacteriana a concentraciones de 25 %, 50 % y 75 % sobre
Staphylococcus aureus. Asi mismo encontraron metabolitos secundarios

demostrando su accion antibacteriana®.

Janampa E. (2018), determind la efectividad in vitro del extracto etandlico de
Rosmarinus officinalis L., donde demostré que Streptococcus mutans es
susceptible a la accidn del extracto, encontrando que la concentracion de 75 mg/mli

es semejante a la eficacia de la clorhexidina®.

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 inhibicién de 0 mmy de 11,93
mm respectivamente. Demostrando que el extracto oleoso tiene accién

antibacteriana sobre Streptococcus mutans?°.

Bone K. (2018), evalu6 el extracto acuoso de romero al 100 % como agente
antibacteriano mezclado con el extracto etandlico de propdleos a concentraciones
de 25 %, 50 % y 75 % en cepa de Enterococcus faecalis. Demostrando que la
mezcla del extracto acuoso de romero y el extracto etandlico de propéleos al 75%

tiene mayor efectividad antibacteriana frente a cepas de Enterococcus faecalis?’.

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 inhibiciéon de 9,170 mm y 10,90 mm respectivamente.

Se concluye que el extracto oleoso tiene efecto antimicrobiano??.

Se justifica esta investigacion 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 razdn, es imprescindible investigar el efecto

antibacteriano de Rosmarinus officinalis L. por ser de procedencia vegetal para



superar, afrontar la agresividad del patégeno y modular las reacciones adversas

provocadas por los farmacos sintéticos?3.

En el siguiente estudio de investigacion podremos comprobar el método de
extraccion hidroalcohdlica 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 utilizara servira de base para
contribuir a futuros estudios que con sus principios activos naturales, beneficiaran
tanto al campo farmacéutico como al médico, calificado como producto sustituto en
la farmacoterapia y en la medicina alternativa. Proporcionara a la industria
farmacéutica una amplia gama de nuevos farmacos basados en principios activos

de forma natural.

El objetivo general del estudio fue evaluar el efecto antibacteriano in vitro del
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Rosmarinus officinalis L. (romero) frente a

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 y Staphylococcus aureus ATCC 25923.

La hipotesis general del estudio fue: El extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Rosmarinus officinalis L. (romero) presenta efecto antibacteriano in vitro frente a

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 y Staphylococcus aureus ATCC 25923.



Il. MATERIALES Y METODOS
2.1 ENFOQUE Y DISENO DE LA INVESTIGACION
Enfoque: cuantitativo
Experimental: Puesto que nos permitié manipular la variable independiente.

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

la asociacion causal.

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

fenédmeno. Se analizd sobre el efecto antibacteriano.

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

inicio.
2.2 POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO: Criterios de inclusion y exclusién

La poblacién 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 llevé el recurso vegetal a la Universidad Nacional Amazonica de
Madre de Dios (UNAMAD) para su respectiva identificacion taxondmica realizada

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

Se destinaron solo puras hojas, asi mismo se escogieron las que presenten
excelentes condiciones, inmediatamente se eliminaron las impurezas de las hojas

con un escobillén de laboratorio.

Las hojas limpias se almacenaron en un cuarto ventilado sobre una tarima con
pliegos de papel estraza de esta manera se logré el secado con la propia

temperatura del ambiente por medio mes. Consecutivamente las hojas fueron



trituradas en una maquina de moler donde obtuvimos 1 kg de polvo refinado, este
a su vez paso por el procedimiento de maceracion con una solucion de etanol al
70 % por un periodo de una semana en una cubeta de vidrio acaramelado sin
presencia de oxigeno realizando ciertos movimientos de agitacion de izquierda a
derecha por un cuarto de hora en la mafiana y por la noche todos los dias, la
purificacion del extracto se realizé mediante el filtrado empleando papel whatman
N° 40 con el propésito de eliminar el residuo, en un tiempo aproximado de media
hora?’. Seguidamente se coloco en la estufa a 40° C hasta la obtencion de extracto
seco, la cual se trasvasa en un recipiente estéril y se dejé en refrigeracién hasta su

uso?s,

El extracto hidroalcohodlico se efectudé en el Laboratorio T.I.P.I.N SRL. CUSCO.
(ANEXO F).

Referente a la unidad de analisis se trabajo con cepas certificadas de Streptococcus
pyogenes ATCC 19615 y Staphylococcus aureus ATCC 25923 que fue adquirida
de la empresa GenLab del Peru S.A.C. (ANEXO H).

Criterios de inclusion:

e Material vegetal perteneciente al distrito de Limacpunco, provincia de
Quispicanchis, departamento del Cusco.

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

e Hojas grandes bien desarrolladas, frescas, limpias y bien verdes en
excelentes condiciones de conservacion.

e Cepas certificadas de Streptococcus pyogenes ATCC 19615 vy
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Criterios de exclusion:

e Material vegetal no perteneciente al distrito de Limacpunco, provincia de
Quispicanchis, departamento del Cusco.

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

e Hojas deterioradas, secas, sucias, quebradas y marchitadas (negras).



e Cepas no certificadas de Streptococcus pyogenes ATCC 19615 y
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

2.3 VARIABLES DE INVESTIGACION

Variable independiente: Extracto hidroalcohdlico de las hojas de Rosmarinus

officinalis L. (romero).

Definicion 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.

Definicion operacional: El extracto hidroalcohdlico es una forma practica de

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

Definicion conceptual: Grupo de compuestos quimicos que actuan sobre los

microorganismos, matan o inhiben su crecimiento y provocan diversas

enfermedades provocadas por bacterias, virus, hongos o parasitos.

Definicion operacional: La actividad antibacteriana. EI método Kirby Bauer nos

ayudara a evaluar el efecto antibacteriano del extracto hidroalcoholico de las hojas

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

2.4 TECNICAS E INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Se utilizé la observacién 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 fitoquimica®*2%. Para comprobar la susceptibilidad y el efecto

antibacteriano se utilizé la técnica de Kirby-Bauer?®.
2.5 PROCESO DE RECOLECCION DE DATOS

2.5.1 Analisis previo del extracto hidroalcohédlico



El analisis previo del extracto hidroalcohdlico se realizé en el laboratorio de
Investigacion botanica Tecnologia e Ingenieria de Procesos Industriales (TIPIN) en

el cual se realizaron las siguientes pruebas:

a) indice afrosimétrico: Se colocé 1 g de extracto seco en un tubo de ensayo
posteriormente se afadié 10 ml de agua destilada, se calenté a bafio Maria y
posteriormente se agité de manera vigorosa durante 1 minuto, evidenciandose
una espuma muy persistente el cual nos da una evidencia clara de la presencia
de saponinas.

b) Determinacion de pH a 25° C: En un tubo de ensayo se agregd 0,5 g de
extracto seco con 10 ml de etanol al 70 %, el cual se disolvié con permanente
agitaciéon 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 colocé 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
continuacion, se procedié a dar movimientos de arriba hacia abajo y viceversa

hasta obtener los resultados®.

2.5.2 Marcha fitoquimica

La marcha fitoquimica se realizd para reconocer e identificar los numerosos
metabolitos activos que se encuentran en las hojas de Rosmarinus officinalis L.,
mediante reacciones de coloracion y muestras de sedimentos utilizados con
reactivos. En un matraz se colocé 0,5 g de extracto seco y 50 ml de alcohol de 70
%, luego se homogeneizd, posteriormente se colocé 0,5 ml de la muestra
preparada en 10 tubos seguidamente se afiadié 5 gotas de reactivo especifico para
identificar la presencia o ausencia de metabolitos secundarios®'. Se efectué segun

la metodologia de Olga Lok®2.

2.5.3 Actividad antibacteriana método Kirby Bauer o antibiograma

La difusién en disco para las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana que

diariamente se efectian en los laboratorios clinicos esta basado en el método



original de Kirby Bauer et al. (1966), este método fue estandarizado en 1976 por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) debido a su simplicidad vy
reproducibilidads3.

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 identificacion de

enterobacterias3435.

Se realizé en el Laboratorio LAASA LAB (ANEXO G) ubicado en la ciudad de
Cusco, por el método de difusion en agar (KIRBY BAUER), donde se efectuaron

las siguientes pruebas:

a) Preparacion de los extractos a ensayar

Obteniendo el extracto seco se procedi® a preparar las diferentes

concentraciones?8;

Concentracion 60 % = 6 gr extracto seco + 4 ml alcohol 70°.
Concentracion 40 % = 4 gr extracto seco + 6 ml alcohol 70°.
Concentracion 20 % = 2 gr extracto seco + 8 ml alcohol 70°.

Las concentraciones preparadas se conservaron en frascos acaramelados
estériles y con un Vértex se homogeneizaron todas las mezclas por medio
minuto. Por ultimo, se envolvié cada frasco en papel aluminio, debidamente
rotulado y guardado en un frigobar para una mejor preservacion hasta su

siguiente uso?.

b) Activacion 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 solucion hidratante, la que se liber6 de
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d)

f)

su contenedor y bajo el hidratante a hidratar la cepa, esto se dejé por 15
minutos para que se hidrate al cabo de los cuales se pudo transferir a medio
de propagacion, tubos con Caldo Nutritivo o placas de Agar. Todo este
procedimiento se realiz6é con las dos cepas Streptococcus pyogenes ATCC
19615 Y Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Preparacion del inéculo
A partir de la placa o tubos de propagacion de cada cepa se transfirid una
asada de cepa a 2 tubos con agua destilada esterilizada, donde después de

homogeneizar se dej6é durante 15 minutos para estabilizar la cepa.

Preparacion de los medios de cultivo

El Agar Mueller Hinton se prepar6 a partir de su presentacion de
deshidratado, siguiendo las instrucciones que establece los productores que
vienen impresas en el envase, se peso 38 g para 1000 ml de agua destilada,
se disolvio el medio incrementando su temperatura sin permitir que alcance
temperatura de ebullicién, se esterilizd6 en Autoclave de vapor durante 15
minutos a 121° C, se debe esperar que enfrie el autoclave y cuando el balén
o matraz de medio alcance la temperatura menor a 45° C para poder
transferir 25 ml de medio en placas esterilizadas.

Este procedimiento se realiz6 24 horas antes de realizar los ensayos
microbiolégicos para poder controlar las placas de la contaminacion de

microorganismos.

Inoculaciéon de las placas

Completado el tiempo de dilucién de la cepa con un hisopo esterilizado se
realizo la siembra en las placas de Mueller Hinton Agar para Staphylococcus
aureus y Agar Sangre para Streptococcus pyogenes, mediante la

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

Grupos a ensayar
Seguidamente en cada placa Petri, se colocaron los discos debidamente
embebidos con las diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico

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 |: 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 llI: discos embebidos con el extracto de las hojas de romero al 60 %.
Grupo IV: discos embebidos con alcohol 70 %.
Grupo V: discos de antibiético cefuroxima 30 ug.

g) Interpretacion de los resultados

Las obtenciones de los resultados fueron promediadas y consideradas en
milimetros y se utilizé el calibrador vernier digitalizado para la lectura de los
halos de inhibicion3. Se midieron todas las zonas circundantes a cada disco
de papel (halo de inhibicién), con el instrumento adecuado seguidamente
fueron registrados y finalmente se evaluaron los resultados mediante los

rangos de Duraffourd3:

* Menos de 8 mm de diametro = (-) Nula.

* De 8 a 14 mm de diametro = (sensible = +) Sensibilidad limite.
* De 14 a 20 mm de diametro = (muy sensible = ++) Medio

* De 20 mm a mas de diametro = (+++) Sumamente sensible.
2.6. METODOS DE ANALISIS ESTADISTICOS

Después de obtener los resultados de los analisis que se evalué mediante
descripciones estadisticas utilizando los Microsoft Excel version 2016, donde
fueron sometidos a las diferentes pruebas de andlisis de varianza (ANOVA),
test de Tukey para determinar diferencia significativa entre los grupos de

tratamiento, como también se utilizo el programa estadistico SPSS 264,
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2.7. ASPECTOS ETICOS

La presente investigacion se efectué tomando en consideracion los principios
éticos Helsinki adoptada por la 64va Asamblea General, Fortaleza, Brasil,
octubre 20134'. - “La investigacion debe realizarse de manera que
reduzca al minimo el posible dafno al medio ambiente”. Antes de ser
descartadas como residuos bioldgicamente 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 estaran expuestas a estos

residuos.
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lll. RESULTADOS

3.1 De las pruebas de analisis del extracto hidroalcohdlico

Tabla 1. Determinacion del indice afrosimétrico saponinas

indice afrosimétrico Resultados
Prueba de espuma (saponinas) +++
LEYENDA

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

Fuente: Registro de recoleccion de datos

En la tabla 1, se observa la abundante presencia de saponinas lo cual, determina
el contenido del metabolito secundario en el extracto hidroalcohdlico de las hojas

de Rosmarinus officinalis L. (romero).

Tabla 2. Determinacién del pH del extracto hidroalcohdélico de Rosmarinus
officinalis L. (romero)

Muestra Temperatura (° c) Resultado

Romero 25 8,12

LEYENDA

Acido (<7)
Neutro (=7)
Basico (>7)

Fuente: Registro de recoleccion de datos

En la tabla 2, se aprecia que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de Rosmarinus
officinalis L. (romero) presentd 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 hidroalcohodlico de Rosmarinus officinalis

L. (romero)
SOLVENTES RESULTADOS
Acetato de etilo +
Etanol +++
Metanol +
N-butanol +
N-hexano ++
Agua destilada +++

Fuente: Registro de recoleccion de datos

LEYENDA:

(-) Insoluble

(+) Poco soluble
(++) Soluble
(

+++) Muy soluble

En la tabla 3, se puede apreciar que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Rosmarinus officinalis L. (romero), presentd muy alta solubilidad con el solvente

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

Tabla 4. Marcha fitoquimica del extracto hidroalcohoélico de Rosmarinus

officinalis L. (romero)

CONSTITUYENTES QUIMICOS ENSAYO REACCION
Compuestos fendlicos Rvo. AICL3 -
Taninos catéquicos Rvo. Acetato de Plomo -
Flavonoides Rvo. FeClI3 +++
Esteroides y triterpenoides Rvo. Liebermann Burchard -

Rvo. Dragendorff ++
Alcaloides

Rvo. OTTO ++
Antraquinonas Rvo. Borntrager +
Saponinas Met. Espuma +++

Fuente: Registro de recoleccion de datos

LEYENDA:

(+++) Abundante
(++) Moderado
(+) Leve

(-) Ausencia

En la tabla 4, se puede apreciar que en el extracto hidroalcohdlico 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.
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Tabla 5. Resultados del analisis in vitro por el método Kirby-Bauer

CEPAS
Streptococcus Staphylococcus aureus
pyogenes ATCC 19615 ATCC 25923
GRUPOS Halos de inhibicién (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
Concentracién del 20 9,04 | 948 | 905 | 9,19 | 9,89 | 9,93 | 9,73 | 9,85
extracto
hidroalcohélico 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 ug 31,451 30,95 | 31,83 | 31,41 | 30,45 | 30,49 | 30,41 | 30,45

Fuente: Registro de recoleccién de datos
N: Numero de ensayos microbioldgicos

X: Promedio

En la tabla 5, se visualiza que el extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Rosmarinus officinalis L. (romero), a concentraciones de 20 %, 40 % y 60 %;
Cefuroxima 30 pg presentaron halos de inhibicion considerables frente a las dos

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

19615

ANOVA

Actividad antibacteriana frente a Streptococcus pyogenes ATCC 19615

1181.58096 4 295.39524 1634.96867 ,000
1.80673333 10 0.18067333
1183.38769 14

Fuente: Datos estadisticos

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 hipétesis nula (Ho), y se acepta la hipotesis

(H1).

DECISION: En definitiva, existe evidencia estadistica significativa para indicar que

el extracto hidroalcohdlico 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. Comparaciéon multiple para Streptococcus pyogenes ATCC 19615

Comparaciones multiples

QTEST Variable dependiente: Actividad antibacteriana frente a Streptococcus pyogenes
ATCC 19615

2.94 0.24540669 | 11.9801134 | 1.79787726 4.08212274 | 0.00 1.14212274 | 6.9167217

4.89333333 | 0.24540669 | 19.9396899 | 3.75121059 | 6.03545608 | 0.00 114212274 | 115121853
8.94333333 | 0.24540669 | 36.4429073 | 7.80121059 | 10.0854561 | 0.00 1.14212274 | 21.0403224
25.16 0.24540669 | 102.523692 | 24.0178773 | 26.3021227 | 0.00 1.14212274 | 59.1920809
1.95333333 | 0.24540669 | 7.95957648 | 0.81121059 | 3.09545608 | 0.00 1.14212274 | 4.59546362
6.00333333 | 0.24540669 | 24.4627939 | 4.86121059 | 7.14545608 | 0.00 1.14212274 | 14.1236007
22.22 0.24540669 | 90.5435782 | 21.0778773 23.3621227 | 0.00 1.14212274 | 52.2753592
4.05 0.24540669 | 16.5032174 | 2.90787726 5.19212274 | 0.00 1.14212274 | 9.52813704
20.2666667 0.24540669 | 82.5840017 | 19.1245439 21.4087894 | 0.00 1.14212274 | 47.6798956
16.2166667 | 0.24540669 | 66.0807843 | 15.0745439 | 17.3587894 | 0.00 1.14212274 | 38.1517586

Fuente: Datos estadisticos

En la tabla 7. Se observa el analisis para comparaciones multiples, donde muestra

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

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

hojas de Rosmarinus officinalis L. (romero).

DECISION: El extracto hidroalcohdlico 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 hipotesis especifica de la investigacion.
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Tabla 8. Analisis de Prueba de Tukey para Streptococcus pyogenes ATCC
19615

Actividad antibacteriana frente a Streptococcus pyogenes ATCC 19615

HSD Tukey?
3 6.25
3 9.19
3 11.14
3 15.19
3 31.41
.00 0.12 1.12 0.15 0.38

Fuente: Datos estadisticos

En la tabla 8. Se observa en la Prueba de Tukey, donde la concentracion menor el
etanol 70 % (6,25 mm), seguido de la concentracion al 20 % forma un halo de
inhibicién (9,19 mm), mientras que la concentracion al 40 % obtuvo (11,14 mm), asi
mismo la concentracion al 60 % obtuvo (15,19 mm) como también Cefuroxima 30

Mg que alcanzé un halo inhibitorio mayor de (31,41 mm).

DECISION: Se tiene evidencia estadisticamente para afirmar que Cefuroxima 30ug
presentd6 mayor efecto antibacteriano en comparacion con el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Rosmarinus officinalis L. (romero), en sus diferentes
concentraciones que obtuvo menor formacion de halos inhibitorios frente a cepa de

Streptococcus pyogenes ATCC 19615.
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Fuente: Datos estadisticos

Grafico N° 1. Promedio de los halos de inhibicion en (mm) en relacién a los
grupos de ensayo del extracto hidroalcohdlico frente a Streptococcus
pyogenes ATCC 19615

INTERPRETACION:

En el grafico de columnas muestra la comparacion entre los grupos de ensayo del
estudio, se observa importante efecto antibacteriano del Cefuroxima 30 ug que
formé halo de inhibicién notablemente alto (31,41 mm) en relacion con las
concentraciones de 20 %, 40 % y 60 % del extracto hidroalcohdlico 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. Analisis de varianza (ANOVA) para Staphylococcus aureus ATCC

25923

ANOVA

Actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923

1033.685267 4 258.42 994.8719939 ,000
2.597533333 10 0.26
1036.2828 14

Fuente: Datos estadisticos

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 hipétesis nula (Ho), y se acepta

la hipétesis (H1).

DECISION: En definitiva, existe evidencia estadistica significativa para indicar que

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

presenta efecto antibacteriano in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus

ATCC 25923.

22



Tabla 10. Comparacion multiple para Staphylococcus aureus ATCC 25923

Comparaciones multiples

QTEST | Variable dependiente: Actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus
ATCC 25923
Group 1 | Group 2 Mean Std err Q-Stat Lower Upper P- Mean-Crit Cohen D
Value

etanol 20% 3.61666667 | 0.29425235 | 12.2910376 | 2.24721624 | 4.9861171 | 0.00 1.36945043 | 7.09623385

70 %

etanol 40% 7.67666667 | 0.29425235 | 26.0887185 | 6.30721624 | 9.0461171 | 0.00 1.36945043 | 15.0623286

70 %

etanol 60% 10.1733333 | 0.29425235 | 34.5734992 | 8.8038829 11.5427838 | 0.00 1.36945043 | 19.9610191

70 %

etanol Cefuroxima | 24.2166667 | 0.29425235 | 82.2989751 | 22.8472162 | 25.5861171 | 0.00 1.36945043 | 47.5153354

70 % 30ug

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 | 20.6 0.29425235 | 70.0079375 | 19.2305496 | 21.9694504 | 0.00 1.36945043 | 40.4191016
30pg

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

40% Cefuroxima | 16.54 0.29425235 | 56.2102566 | 15.1705496 | 17.9094504 | 0.00 1.36945043 | 32.4530068
30pg

60% Cefuroxima | 14.0433333 | 0.29425235 | 47.7254758 | 12.6738829 | 15.4127838 | 0.00 1.36945043 | 27.5543163
30ug

Fuente: Datos estadisticos

En la tabla 10. Se observa el analisis para comparaciones multiples, donde

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

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

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

DECISION: El extracto hidroalcohdlico 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 hipotesis especifica de la investigacion.
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Tabla 11. Analisis de prueba de tukey para Staphylococcus aureus ATCC

25923.
Actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923
HSD Tukey

3 6.23

3
9.85

3 13.91

3 16.40

3 30.45
,022 ,000

,000 1,270 1,300

Fuente: Datos estadisticos

En la tabla 11. Se observa en la Prueba de Tukey, donde la concentracion menor
el etanol 70 % (6,23 mm), seguido de la concentracion al 20 % forma un halo de
inhibicién (9,85 mm), mientras que la concentracion al 40 % obtuvo (13,91 mm), asi
mismo la concentracion al 60 % obtuvo (16,40 mm) como también Cefuroxima 30ug

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

DECISION: Se tiene evidencia estadisticamente para afirmar que Cefuroxima 30
Mg presentd mayor efecto antibacteriano en comparacién con el extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Rosmarinus officinalis L. (romero), en sus diferentes
concentraciones que obtuvo menor formacion de halos inhibitorios frente a cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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Grafico n° 2. Promedio de los halos de inhibiciéon en (mm) en relacién a los
grupos de ensayo del extracto hidroalcohdlico frente a Staphylococcus
aureus ATCC 25923.

INTERPRETACION:

En el grafico de columnas muestra la comparacion entre los grupos de ensayo del
estudio, se observa importante efecto antibacteriano del Cefuroxima 30 ug que
formé halo de inhibicién notablemente alto (30,45 mm) en relacion con las
concentraciones de 20 %, 40 % y 60 % del extracto hidroalcohdlico 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 hidroalcohodlico de romero frente a

las cepas
Streptococcus Staphylococcus
GRUPOS pyogenes ATCC aureus ATCC
19615 25923

Cefuroxima 30ug +++ +++
Etanol 70 % - -
20% + +
40 % + +

60 % ++ ++

Fuente: Registro de recoleccion de datos

LEYENDA:

Nula (-)
Sensible (+)

Muy sensible (++)

Sumamente sensible (+++)

En la tabla 12. En el analisis cualitativo segun la escala Duraffourd se observa la

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

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

halos de inhibicién como sensible (+); a si 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 ug presenta inhibicion

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

4.1 Discusion de resultados

En el andlisis de la marcha fitoquimico nos permitié determinar los metabolitos
secundarios principales, como se muestra en la Tabla 4, se puede apreciar en
el extracto hidroalcohdlico 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
realizé Rodriguez D, et al (2018)'8.

Al evaluar el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Rosmarinus officinalis L. (romero); En distintas concentraciones, por el método
de (Kirby-Bauer), se evidencié la susceptibilidad frente a cepas de
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 y Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Segun la medicion de los halos de inhibicion del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Rosmarinus officinalis L. (romero)., al 20 %, 40 % y 60 %, posee efecto
antibacteriano, esta descripcion concuerda con el resultado obtenido de la
investigacion de Montero M, et al (2017)%2, donde determinaron la eficacia
antimicrobiana del extracto oleoso crudo de romero sobre Escherichia coli a
concentraciones similares presentd capacidad inhibitoria sobre el crecimiento

bacteriano.

En la tabla 6 se estima la prueba de analisis de varianza (ANOVA) donde se
compara las medias de los grupos, datos obtenidos en los ensayos del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Rosmarinus officinalis L. frente a Streptococcus
pyogenes ATCC 19615 dicha prueba encontré p-valor menor al nivel de
significancia alfa de 0,05. Por lo tanto, existe evidencia estadistica significativa
para indicar que el extracto presenta efecto antibacteriano in vitro frente a cepas
de Streptococcus pyogenes ATCC 19615, el resultado detallado presenta
relacién con el estudio realizado por Garcia J. (2020)', determiné la actividad
antibacteriana in vitro del aceite esencial de Rosmarinus officinalis L. sobre
Streptococcus pyogenes, los cuales se demostraron mediante las pruebas de

analisis de varianza.
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En la tabla 7 se efectluo la prueba de comparaciones multiples analizando por
grupos emparejados, para su determinacion cual de los grupos estudiados
tienen diferencias significativas, se evidencia que en las comparaciones de
Cefuroxima 30 pg 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 hipétesis de la investigacién, es decir, el extracto hidroalcohdlico
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 analisis de
varianza, prueba de Tukey realizados en la investigacion de Janampa E.
(2018)'°, donde determino la efectividad in vitro del extracto etandlico 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. Salié
0,00 entre los grupos de datos obtenidos en los ensayos del extracto
hidroalcohdlico 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 estadistica significativa para indicar que el extracto hidroalcohdlico
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 investigacién de Rodriguez D, et al

(2018)'8., que se estimo en las pruebas de analisis de varianza.

En la tabla 12 mediante la Escala Duraffourd se estimé el comportamiento
inhibitorio del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Rosmarinus officinalis L.
(romero), a diferentes concentraciones sobre Streptococcus pyogenes ATCC
19615 y Staphylococcus aureus ATCC 25923, asi como los grupos control
negativo y positivo, se aprecia como bacterias sensibles al extracto
hidroalcohdlico, sostiene un comportamiento creciente dependiente de la
concentracién del extracto por encima de halos de inhibicién de 9,19 mm y
debajo de 16,40 mm, sin embargo el Cefuroxima 30 pg mostré una diferencia
notoria de su efecto con halo de inhibicién de promedio 30,45 mm, mientras el

etanol 70 % se mantuvo sobre la base de 6,24 mm de diametro.
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Solano X, et al (2018)%°, determind segln los resultados obtenidos en su
investigacién 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 inhibicion 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 evaluacion del extracto hidroalcohdlico de Rosmarinus officinalis L.
(romero), mediante la metodologia 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 analisis fitoquimico cualitativo se identifican metabolitos
secundarios del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Rosmarinus
officinalis L. (romero), tal como flavonoides, saponinas, alcaloides vy
antraquinonas, responsables del efecto antibacteriano, existe posible
efecto de sinergia entre los metabolitos secundarios debido a su interaccion

positiva.

El extracto hidroalcohdlico de Rosmarinus officinalis L. (romero), a
concentraciéon de 20 %, 40 % y 60 %, presenta efecto antibacteriano frente
a cepa de Streptococcus pyogenes ATCC 19615 obteniendo halos de
inhibicion de 9,19 mm, 11,14 mm y 15,19 mm y Staphylococcus aureus
ATCC 25923 obtuvo halos de inhibicion importantes de 9,85 mm, 13,91 mm
y 16,40 mm respectivamente, cabe precisar a mayor concentracién mostré

mayor efecto antibacteriano.

El efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de Rosmarinus
officinalis L. (romero), en sus diferentes concentraciones no superé el
efecto en comparacion con Cefuroxima 30 ug que presentd halos
inhibitorios notablemente altos como 30,457 mm a las dos cepas

bacterianas empleadas en el estudio.

30



4.3 Recomendaciones

Realizar estudios de comparacion sobre el efecto antibacteriano del extracto
hidroalcohdlico de Rosmarinus officinalis L., considerando muestras de
distintos lugares de procedencia, asi mismo de distintas partes de la planta

utilizada, en comparacion con la presente investigacion.

Se deben realizar investigaciones mas profundas, separar y caracterizar los
metabolitos secundarios encontrados en el extracto hidroalcohdlico y asi

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
elaboracion y fabricacién de productos farmacoldgicos con fines terapéuticos

e innovacion tecnologica.
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ANEXO A. Instrumentos de recoleccion de datos

Tabla 1. Solubilidades del extracto hidroalcohodlico de Rosmarinus officinalis

L. (romero)

SOLVENTES RESULTADOS

Acetato de etilo

Etanol

Metanol

N-butanol

N-hexano

Agua destilada

Fuente: Registro de recoleccion de datos

LEYENDA:

(-) Insoluble

(+) Poco soluble
(++) Soluble

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

CONSTITUYENTES QUIMICOS ENSAYO REACCION
Carbohidratos Rvo. Molish
Azucares reductores Rvo. Fehling
Compuestos fendlicos Rvo. AICL3
Taninos catéquicos Rvo. Acetato de Plomo
Flavonoides Rvo. FeClI3
Esteroides y triterpenoides Rvo. Liebermann Burchard
Cardendlidos Rvo. Baljet
Rvo. Dragendorff
Alcaloides
Rvo. Mayer
Antraquinonas Rvo. Borntrager
Saponinas Met. Espuma
Donde:
(-) Ausente
(+) Leve

(++) Moderado

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

CEPAS

Streptococcus Staphylococcus aureus
pyogenes ATCC 19615 ATCC 25923

GRUPOS Halos de inhibiciéon (mm)

N X N X

1 2 3 1 2 3

Etanol 70%

Concentracion del 20
extracto
hidroalcohélico 40
(%)
60

Cefuroxima 30 pg

N: niumero de ensayos microbiolégicos

X: promedio
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ANEXO B: Matriz de consistencia

Formulacion del problema

Objetivos

Hipétesis

Problema General

Objetivo General

Hipotesis General

¢ Tendra efecto antibacteriano del
extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Rosmarinus officinalis L.
(romero) frente a Streptococcus
pyogenes  ATCC 19615 vy
Staphylococcus  aureus ATCC
259237

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

El extracto hidroalcohdlico 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 Especificos

Objetivos Especificos

Hipétesis Especificas

¢,Qué metabolitos secundarios
tiene el extracto hidroalcohdlico de

metabolitos
en el

los
presentes

Detectar
secundarios

El extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Rosmarinus officinalis L.

las hojas de Rosmarinus officinalis | extracto hidroalcohdlico de las | (romero) tiene metabolitos
L. (romero)? hojas de Rosmarinus officinalis L. | secundarios.

(romero), mediante analisis

fitoquimico cualitativo.
¢Cudl es la concentracion del | Precisar la concentracion del | Existe una concentracion del extracto

extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Rosmarinus officinalis L.
(romero) que posee efecto
antibacteriano in vitro frente a
Streptococcus pyogenes ATCC
19615 y Staphylococcus aureus
ATCC 259237

extracto hidroalcohdlico 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.

hidroalcohdlico 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.

¢ Cual es el efecto antibacteriano in
vitro del extracto hidroalcohdlico de
las hojas de Rosmarinus officinalis
L. (romero) en comparacion con
cefuroxima 30 pg frente a
Streptococcus pyogenes ATCC
19615 y Staphylococcus aureus
ATCC 259237

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

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

TIPO DE DEFINICION DEFINICION N° VALOR CRITERIO
VARIABLES | VARIABLE | CONCEPTUAL | OPERACIONAL | DIMENSIONES | INDICADORES | \rgy | FiNAL s
Usando alcohol | El extracto Tamizaje Presencia de 5 ++++ Rango de
VARIABLE de70°y hidroalcohdlico es | fitoquimico metabolitos Abundante | presencia
INDEPENDI plantas, se una forma practica secundarios +++ 0 ausencia
ENTE pueden usar de concentrar y Moderado
Extracto como obtener los ++ Leve
hidroalcohdli insecticidas, principios activos + Escaso
co de  las fungicidas, sintetizados por - Ausente
hojas de o desinfectantes las plantas. Los
Rosmarinus Cualitativo y repelentes de e?(tractos B
officinalis L. insectos hidroalcohdlicos Diluciones del Concentraciones | 3 60 % Concentra
(romero) dependiendo de | ayudan a extraer | extracto especificas 40 % cion final
las plantas sustancias que hidroalcohdlico 20 % después
utilizadas para tienen dela
el brebaje; El determinados dilucion
alcohol puede efectos en nuestro
extraer las organismo
propiedades de
los vegetales.
Grupo de La actividad
compuestos antibacteriana. El _
quimicos que método Kirby o i i Evidencia
SIQ:}EIQEEEN actdan sobre Bauer nos ayudara | Inhibicion del Halo de 2 CreumlenEo de
TES los a evaluar el efecto | crecimiento inhibicion (mm) ; inhibicion
; ; ; ; bacteriano Sin
microorganismo | antibacteriano del crecimiento de
Efecto Cuantitativo | s, matan o extracto crecimient
antibacterian inhiben su hidroalcohdlico de [¢]
o crecimiento y las hojas de
provocan Rosmarinus
diversas officinalis L.
enfermedades (romero) frente a
provocadas por | bacterias.
bacterias, virus,
hongos o
parasitos.
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ANEXO D. Resolucion de aprobacion proyecto de tesis UMA

UNIVERSIDAD MARIA AUXILIADORA
— RESOLUCION N* 043-2022-FCSA-UMA
Lima. 31 de enero del 2022

EL DECAMO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD DE LA UNIVERSIDAD MARIA AUXILIADORA

Vigin: El informe de conformidad N°017-UDHUMA2022 Ma. Eduarde Percy Malta Soks del Provects de Tess
presentado por los Bachillesas en Farmacia y Boquimca, MARGOT MENDOZA SALAS y FRAN DANY
GONZALES 3UYO.

CONSIDERANDO:

Cue, madiante ol expedente presentado MARGOT MENDOZA SALAS v FRAN DANY GONZALES SUY0,
afrasado de la Cameda Profesional de Farmaca y Beoguimica sobicita fa aprobaciin del Proyects de Tess
*EFECTO ANTIBACTERIAND in vitro DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE
Rosmarinus officinalis L. (ROMERO) FRENTE A Streplococcus pyogenes ATCC 19615 Y
Staphylococcus aureus ATCC 25923,

Que, & manconade documento cugnta con a aprobacidn del Mg, Eduardo Matta Solks, quien ha revisade o
Proyecio e Tesis realizando las observaciones, comecciones v aprobacion comespondients, emiten el
Dectarmen favorable y su inscripeidn eomespandients;

Que, en tal sentido se inscribe ol presente Proyecto de Tesis al libro de Inscripcidn de Proyecio de Tesis en la
Oficina de Grados v Tikulog,

Que, con tal motive es menester dictar B rescluckin comespondiente;

Estando of Dictarnen de la Comisidn Revisora del Prayeclo de Tesis an concordancia con las disposiciones

reglamantanias vajentes, y en uso de las alribuciones a este Decanato, por la Ley Universstaria 30220, y ol
Estafuto de a Universidad:

RESUELVE:

PRIMERO. - APROBAR ol Proyects de Tesist "EFECTO ANTIBACTERIANG in vitre DEL EXTRACTO
HIDROALCOHALICO DE LAS HOJAS DE Rosmarinus officinalls L. (ROMERD) FRENTE A Streptococcus
pyogenes ATCC 19615 Y Staphylococcus aureus ATCC 259237, presentado por los Bachilleres: de la
Carrera Profesional de Farmaci y Bioquimica.

SEGUNDO. - DEJAR ESTABLECIDO que los bachilleres estén an condiciones de confinuar con & framile
respactiva para optar el Titulo Profasional, deblends sujetarse a s dsposiciones conlanidas en el Reglaments
de Gradas y titulos. tenlands en cusnia |08 pazos aprobados.

REGISTRESE. COMUNIQUESE ¥ ARCHIVESE

B, Ihennsl Samaniege loaguin
L 8 :/ ¢ Decano de la Facultad de Clencias de la Salud
— ¥ Ll gelael Maria Suciliad

A, Camn Bells 431, San Juan de Lurigancho
Telh 389 1202
WIW lmare I'I.IlIII L
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ANEXO E. Certificacion botanica de Rosmarinus officinalis L.

"Madre de Dios Capital de la Biodiversidad del Perii”
“Afio de la Consolidacién de la Soberania Nacional”

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION TAXONOMICA DE

ESPECIMENES VEGETALES

El que suscribe, Dr. HERNANDO HUGO DUENAS LINARES, Especialista Nacional
en ldentificacién Taxendmica de especies de flora silvestre, mediante Resolucion
Directoral N° 054-2017-SERFOR/DGGSPFFS-DGSPF, con Coédigo de Licencia LC-
ES-2017-009; del Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre-SERFOR.

CERT|F|CA, que los especimenes (05) presentados por las Srias.
BACHILLERES MENDOZA SALAS, MARGOT y GONZALES SUYO, FRAN

DANY, de la Facultad de Ciencias de la Salud, Escuela Profesional de Farmacia y
Biogquimica, de la Universidad Maria Auxiliadora; para su identificacion yilo
determinacién, para efectos del proyecto de tesis “EFECTO ANTIBACTERIANO IN
VITRO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS HOJAS DE
Rosmarinus officinalis L. (ROMERO) FRENTE A Streptococcus pyogenes
ATCC 19615 Y Staphylococcus aureus ATCC 25923"

Corresponden a los siguientes taxa aceptados oficialmente:

NOMBRE CIENTIFICO ~ NOMBRE COMUN FAMILIA
Rosmarinus officinalis L. j “Romern” LAMIACEAE

De acuerdo a la descripcion de sus caracteristicas vegetativas y reproductivas, las que
estdn registrada para la Flora de Perl: Departamento de Madre de Dios; en el
Catalogo de Angiospermas y Gimnospermas del Pertu de Lois Brako and James L.
Zarucchi (1993), al APG IV (Angiosperm Phylogenetic Group, 2016) y en el Taxonomic
Name Resolution Service V5.0 (2022). Se expide el presente certificado a solicitud de
la-interesada para los fines que considere conveniente. Se anexa al presente

Certificado de Identificacion los dato. o?féé'ﬁwgientes a especieen formato Excel.
b b/

\ |

Puerto MaJdon\ 0_." 11 de febrero de|2022

Jr. Cajomarco 1328, Puerto Maldonado-Madre de Dios-Pert
Email: huduli_hugo®yahoo.es Cel: 956-740299
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ANEXO F. Certificado del laboratorio T.I.P.I.N SRL.

TECNOLOGIA E INGERNIERIA Asesaria en ingenieria de Procesos
DE PROCESOS INDUSTRIALES Pedidos y solicitud de asesoria al :
LLP.ALN 5RL Cel 974417999, E-Mail; yacopy Nayahoo.es

CERTIFICADO

El Representante de la empresa TECNOLOGIA E INGENIERIA DE PROCESOS
INDUSTRIALES SRL, con RUC: 20527703191, ubicado en CORONEL LATORRE L.
26 INT, ASOC PATA PATA, SAN JERONIMO- CUSCO

CERTIFICA:

Que, Los Bachilleres, Mendoza Salas, Margot v Gonzales Suyo, Fran Dany Tesis:
EFECTO ANTIBACTERIANO IN FITRO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO
DE LAS HOJAS DE Rosmarinus officinalis L. (ROMERQ) FRENTE A Streptococcus
progenes. DE LA UNIVERSIDAD MARIA AUXILIADORA, DE LA FACULTAD DE
CIENCIAS DE LA SALUD, ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y
BIOQUIMICA,

Realizaron métodos de andlisis CARACTERIZACION FITOQUIMICA, en las
instalaciones del laboratorio especializado de Ia empresa en el siguiente periodo 16 de
febrero del 2022 al 19 de febrero del 2022,

Donde desarrollaron las siguientes actividades:

Operaciones basicas de laboratorio.

Proceso de obtencion del extracto de la muestra objeto de estudio.
indice Afrosimetrico.

Determinacion del ph.

Prueba de Solubilidad.

Marcha Fitoquimica.

Se le otorga el presente certificado para fines de sustentacion de tesis,

San Jeronimo, 19 de febrero del 2022,

-

--u-,s..-..- Eo

e gt i

T e i

50



ANEXO G. Constancia del laboratorio LAASA LAB

CONSTANCIA DE PRACTICAS

La que suscribe, Blga. Maria del Carmen Yaifiez Mujica, Gerente del
Laboratorio LAASA Lab. EIRL,, hace constar que:

Los Bachilleres de la ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y
BIOQUIMICA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD DE LA
UNIVERSIDAD MARIA AUXILIADORA; Bach. MENDOZA SALAS, MARGOT
v Bach. GONZALES SUYO, FRAN DANY, realizaron Ensayos
Microbiologicos del Efecto Antibacteriano In Vitro del Extracto
Hidroalcohélico de las Hojas de Rosmarinus officinalis L. (Romero) frente
a Streptococcus pyogenes ATCC 19615 y Staphylococcus aureus ATCC
25923, en nuestras instalaciones con el Metodo de Difusion en Agar segun
Kirby Bauer y Col Modificado, desde el 19 de febrero hasta el 05 de marzo

del 2022.

Se expide la presente constancia a peticion de los interesados, para los fines

correspondientes.

Cusco, 05 de marzo del 2022.

Voddfi/
i Wara de Carmr ez M

l,' C.B.P. 8298
| GERENTE

L.4.AS.A LAB.ELR.L.
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Microhiolaﬁics'

Certificate of Analysis: Lyophilized Mic
Specifications

Catalog Number: 0385
Lot Number: 385-220**

Microorganism Name: Streptococcus pyogenes (group A)

ANEXO H. Certificacion de la cepa Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

Expiration Date: 2023/5/31

Release Information:

Quality Control Technologist: Alexandra D Quevi
Release Date: 2021/6/18

Reference Number: ATCC® 19615™*
Passage from Reference: 3

Performance
Macroscopic Features: Medium:

Two colony types, both are circular, Fonvex, entire edge; one is medium & SBAP
beta hemalytic, other is small and alpha hemolytic, turning to beta as culture
ages.

Microscopic Features: Method:
Gram positive cocci Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results

See attached ID System results document. (1) Catalase(3% Hydrogen Peroxide): negative
Bacitracin differential: Sensitive

A
4
W
Kozs 7
? ||./'|,a - W > 3 /{,.(__.4.-...

Amanda Kuperus
Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

**Digclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this
cartificate is the actual base lot number.

i Refer to the enclosed product insert for i i use and

Individual products are traceable to a recognized culture collection.

&

ACCREDITED

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT #2635.02

{*) The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCG Licensed Dervative word mark and the ATCC catalog marks
0 “q < P e e i friead 1o oae Theea Iratarmarks ARd 10 Sa products derved fiom e
cullures.

ATCC Licensed
v

aa

|ACCIIED ED'

TESTING CERT #2655.01

(1) These tests are accredited to ISONEC 17025,

©® 2012 Microbiclogics, Inc. All Rights Reserved, 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

<)
BRUKER
L)

Meaning of Score Values

Range interpretation Symbols

2.00 - 3.00 e e (++4)

1.70- 1.99 Low-confidence identification )

0.00 - 1.69 )

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category

Interpretation

(A)

High cons_ishencg The best match is a high-confidence identification. The 5"‘°”ﬁ;§55' match is (1) a high-
confdence identifiCation in which the species is identical to the best match, (2) a low-confidence identification in which
the species or genus is identical to the best match, or (3) a non-identification.

B)

Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high- or low-confidence
identification. The secon_a—be?t match is (1)a high- or low-confidence identification in which genus is identical to the
best match or (2} a non-idenbification.

{C)

Mo consistency: The requirements for high or low consistency are not met.

Run Creation DatelTime: 2021-06-15T15:41:31.121 adg
Applied MSP Library(ies) BOAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library

Sample Name Sample ID Organism (best match) lue

E11 (+++) (A) 385-220 Streplococcus pyogenes

Comments:

is difficult:

Species canis [ dysgalactiae / pyogenes of the genus Streptococcus have very similar patterns: Therefore distinguishing their species
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Certificacion de la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Microbiol&ﬁics- 3

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2023/6/30

Microorganism Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus Release Information:

Catalog Number: 0360 Quality Control Technologist: Kalina E Larsen
Lot Number: 360-536"* Release Date: 2021/8/3

Reference Number: ATCC® 25923™*

Passage from Reference: 3

Performance

Macroscopic Features: Medium:
Medium to large, convex, entire edge, both white and pale white colonies, SBAP
smooth, opaque, beta hemolytic

Microscopic Features: Method:
Gram positive cocci occurring singly, in pairs and in irregular clusters Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results

See attached ID System results document. (1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): positive

{1) Coagulase (rabbit plasma - tube): positive

(1) Beta Lactamase (Cefinase Disk): negative

(1) Ampicillin {10 mcg - Disk Susceptibility): 27 - 35 mm
(1) Penicillin (10 units - Disk Susceptibility): 26 - 37 mm
(1) Oxacillin (1 meg - Disk Susceptibility): 18 - 24 mm

4
!

b A P {
|h./|r- L .—L-L_‘_’;

Amanda Kuperus
Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

*Disclaimer: The last digit(s) of the lol number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this
cartificate is the actual base lot number.

i Refer to the enclosed product insert for instructions, intended use and hazardisafety information.

Individual products are traceable to a recognized culture collection.

aa

ACCRE

HEFERENCE MATERIAL PRODUCER
0

(') The ATCC L,!anseg Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC c.atalagnmarl}s E‘:\&‘
of ATC : Inc.'is licensed 1o use these trademarks and 1o sell products derved from ATCCE

cultures.

(1} These tests are accredited to ISONEC 17025.

|ACCI|.EDI'I'E Dl

TESTING CERT 22655.01

® 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Resuits

Meaning of Score Values

Range lnterpretahon Symbols
2.00-3.00 - Hig :

[+++)

1.70 - 1.99 Low-confidence |denl:fncatbn {+}
0.00-1.69 -}

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category Interpretation

(A) coRP :on;mhnﬂya The bast mﬁ":“ is a h?h -confidance -dnnllﬁcallun he secong-best match is (1) & high-
dence identification in which the species is idenlical 1o the besl malch a low-confidence identification in which
the species or ganus is identical to the basi match, or {3) @ non-n antuﬁcauon

Low onslﬂ ?- The reguirements for high -:.or*ssstenbc"y are not met. The best matchis a hl%h ar low-confide:
E‘eaé i u:ahnn L malch
t match ori2) a nonddanh cation.

is (1) a high- or lo

nea
onfidence identification in which gehus is identical to the

(o] No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.

Run Creation Date/Time: 2021-07-08T13:56:41.584 kel
Applied MSP Library(les): BDAL, Mycobacterla Library (bead method), Filamentous Fungi Library

Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
AB (++4) (A) 360-536 Staphylocoocus aureus 11

Commants:

n/a
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Gen Lab del Peri S.A.C

Jr. Capac Yupanqui N°, 2434
Linece - Lima - Perd
Central Telefénica
(51-1) 203.7500, (51-1) 203-7501
Email : ventas@@genlabperu.com
Web Site - www.genlabperu.com

Gen/2h (@)

Page 1 of 1

RUC N°:20501262260

FACTURA
ELECTRONICA

F001-011076

Fecha emision :  11/012022
Fecha Vcto :  11/01/2022

Clienta: LABORATORIO DE ANALISIS DE AGUAS ALIMENTOS Y SERVICIOS
AMBIENTALESEIRL

Direccién:
CUSCO - CUSCQO- CUSCO- Peru

Tipo Mov. : VTALOCALIAPLIC. ANTICIPO Anficipo: FO02-001980

Lugar de destino :

Guia de Remisién : 0020039399

AV, JOSE GABRIEL COSIO NRO. 403 INT. A URB. MAGISTERIAL (FRENTE A PARQUE TREBOL)

A\, JOSE GABRIEL COSIO 403 A URB. MAGISTERIO - CUSCO

Orden Compra: GL-21/051328

N* Pedido : 0239489

RUC: 20807268528

Cadigo Descripeion Cant

Fm’ﬂi (¢}

um Unit.

Dscto  Sub-Total

HO5683-A
19615™
HOS584-A
ATCC® 25623™

CONTADO

‘Cuotas Forma Pago Importe  Fecha Venc.

KWIK-STIK Streplococcus pyogenas denved from ATCCE® 1 UND

KWIK-STIK Staphylococcus aureus subsp. aureus derived from 1 UND

e
3354800 0.00 1548

2831100 0.00 28311

1 Contado S

Retencion (3%) S/
Detraccion
Penalidad

Monto Pendiente de Pa

0.00 11/01/2022

Sub-Total 618.59

Anticipo 618.59
Op. Gravada 5/ 0.00
IGV 18% 0.00

Importe Total S/ Q.00

MONTO ES IGUAL A CERO. SOLES

t: n Impresa de la Factura Electronica
Consulte | hitplicpe genlabperu.com

Observaciones de SUNAT :
La FACTURA numero 20501262280-01-F001-011078, ha sido aceptada

Despues de Vencido el plaze de cancelacion, se recargara el interes legal comespondiente

Sirvanse Realizar el Deposito Respectivo a las Siguientes Ctas Bancarias:

BCP Soles 193-1440607-0-84 BBVA Soles 0011-0139-0100024183-34
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ANEXO I. Evidencias fotograficas del trabajo de campo

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

(romero)

Fotografia n° 1, 2 y 3 lavado, trituracion y el pesado de la muestra de

Rosmarinus officinalis L. (romero)

Fotografia n° 4, 5 y 6 maceracion, filtrado de la soluciéon y preparacién

para la deshidratacion.
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Fotografia n° 7, 8 evaporacion de la solucién en estufa y obtencion del

extracto seco (melcocha)

Fotografia n° 9, 10 preparacion de las concentraciones del extracto
hidroalcohdlico al 20 %, 40 % y 60 %
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Materiales y reacciones del proceso de la solubilidad del extracto de

Rosmarinus officinalis L. (romero)

Fotografia n° 11 reactivos para la prueba de solubilidad

Fotografia n° 12 resultados obtenidos del proceso de solubilidad
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Resultados del tamizaje fitoquimica del extracto hidroalcohélico

Rosmarinus officinalis L. (romero)

Fotografia n® 13

SAPONINAS-ESPUMA (+++)

-----

Fotografia n° 14

FLAVONOIDES-Rvo. FeCL3 (+++)

(Presenta cambio verde oscuro-negro)

MARCHA  FITOQUIMICA

Fotografia n°® 15
ALCALOIDES-Rvo. Meyer (++)

(Presenta precipitado)
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Proceso de ensayo microbiolégico, analisis de sensibilidad sobre los

cultivos para determinar el efecto antibacteriano.

Fotografia n° 16 material requerido disponible en mesa de trabajo

previamente desinfectado

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

liofilizadas
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ENSAYO MICROBIOLOGICO

Fotografia n® 19y 20

Se procede a hidratar la Cepa con
la adicion de solucion 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.

Fotografia n° 21 y 22

Se requiere de 6 placas por cada
concentracion 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 numero de ensayo,
concentracion del extracto, N° de
placa; la fecha de realizacion del
ensayo y nombre de los tesistas.

Fotografia n° 23

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

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

Fotografia n° 26 y 27

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

Fotografia 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
esta a 37°C, por 24 horas.
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Fotografia n° 30, 31, 32 y 33

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

Se utilizd el Vernier digitalizado,
instrumento que permite la lectura
precisa de halos de inhibicion.

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

Fotografia n° 34, 35, 36 y 37

Se procedi6 a realizar la Prueba
comparativa de formaciéon de halo de
inhibicién entre el Extracto
Hidroalcohdlico de las hojas de
Rosmarinus officinalis L. con el Disco
de Cefuroxima de 30 ug, con un disco
de difusion con alcohol de 70% y Discos
con cada una de las concentraciones
del extracto 20%,40 y 60%.

Fotografia n° 38, 39 y 40

Realizamos observaciéon microscoépica de
la cepa, realizamos coloracion de Gram y

observacion al microscopio.
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