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Objetivo: Demostrar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de la flor

Cordia lutea Lam (Flor de overo) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175

Metodologia: El estudio corresponde a un enfoque cuantitativo, transversal de
tipo prospectivo y disefio experimental con grupos control, la poblacién estuvo
conformada por Cordia lutea Lam (Flor de overo), recolectada del distrito de
Chiclayo, departamento de Lambayeque de la cual se seleccion6 una muestra
de 2 kilos de las flores de Cordia lutea Lam (Flor de overo), el extracto de la
flor de obtuvo mediante maceracion en etanol y el proceso microbioldgico para
la determinacion del efecto antibacteriano se realiz6 mediante el método de
difusién en pozo, los datos recolectaron se analizados mediante estadistica

descriptiva e inferencial con las pruebas de ANOVA y Tukey con un nivel de



significancia del 0.05, la sensibilidad de la bacteria se valoré mediante la escala

de Duraffourd.

Resultados: Se identificaron metabolitos secundarios como alcaloides,
saponinas, quinonas y taninos en cantidad moderada (++); y flavonoides,
compuestos fendlicos y triterpenos en cantidad escasa (+); se obtuvo halos de
inhibicion promedio por grupo de tratamiento, el extracto etandlico de la flor de
la flor de overo al 50% fue de 8,56+0,34mm; al 75% fue de 10,29+0,48mm y al
100% fue de 12,15+0,57mm, el control positivo (clorhexidina) presentoé halo de
inhibicién promedio de 24,34+0,36mm; el control negativo (etanol) obtuvo un

valor promedio de diametro de inhibicion de 5,95+0,43mm.

Conclusién: Se demostrd que el extracto etandlico de la flor Cordia lutea Lam
(Flor de overo) presenta efecto antibacteriano in vitro sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175

Palabras clave: Cordia lutea, Streptococcus mutans, Flor de overo, extracto

etandlico

ABSTRACT

Objective: To demonstrate the in vitro antibacterial effect of the ethanolic extract

Cordia lutea Lam (Flor de overo) on Streptococcus mutans ATCC 25175.

Methodology: The study corresponds to a quantitative, cross-sectional,
prospective approach and experimental design with control groups, the
population was made up of Cordia lutea Lam (Flor de overo), collected from the
district of Chiclayo, department of Lambayeque, from which one was selected.
sample of 2 kilos of the flowers of Cordia lutea Lam (Flor de overo), the extract
of the flower was obtained by maceration in ethanol and the microbiological
process for the determination of the antibacterial effect was carried out by
means of the well diffusion method, the data collected were analyzed using
descriptive and inferential statistics with the ANOVA and Tukey tests with a
significance level of 0.05, the sensitivity of the bacteria was assessed using the

Duraffourd scale.



Results: Secondary metabolites such as alkaloids, saponins, quinones and
tannins were identified in moderate amounts (++); and flavonoids, phenolic
compounds and triterpenes in small amounts (+); average inhibition halos were
obtained by treatment group, the ethanolic extract of the overo flower at 50%
was 8.56+0.34mm; at 75% it was 10.29+0.48mm and at 100% it was
12.15+0.57mm, the positive control (chlorhexidine) presented an average
inhibition halo of 24.34+0.36mm; the negative control (ethanol) obtained an

average inhibition diameter value of 5.95+0.43mm.

Conclusion: It was shown that the ethanolic extract Cordia lutea Lam (Flor de overo)

has in vitro antibacterial effect on Streptococcus mutans ATCC 25175

Keywords: Cordia lutea, Streptococcus mutans, Flor de overo, ethanolic extract
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I. INTRODUCCION

Muchas enfermedades infecciosas humanas son causadas por biopeliculas
virulentas, incluidas las biopeliculas orales. Las biopeliculas son comunidades
de células microbianas altamente dinamicas, estructuradas y organizadas en las
que las células estan cubiertas y sumergidas en una matriz extracelular (MEC)
tridimensional (3D) de sustancias poliméricas como los exopolisacaridos (EPS).
Dentro de las enfermedades causadas por biopeliculas, la caries dental es un
problema de salud publica mundial, perjudicando a nifios y adultos. Ademas, la
caries infantil o ECC (caries de la primera infancia) es una forma agresiva de la
enfermedad que, si no se trata, puede provocar una cavitacion dental rapida y
extensa y otras complicaciones; ademas, es doloroso y costoso de tratar. La
construccion del biofilm cariogénico es orquestada por la especie Streptococcus
mutans, considerado el principal productor de MEC y modula la formacién de

biofilm cariogénico’2.

En los EE.UU. la caries dental es la enfermedad infecciosa cronica de mayor
prevalencia y afecta al 40% de la poblacién pediatrica y adolescentes,
convirtiendose en una carga en salud bucal mundial. Por otro lado,
Streptococcus mutans esta asociado con la endocarditis infecciosa, que inclusive
en el afio 2019 las intervenciones anuales en cirugias de valvulas cardiacas
habian aumentado a mas de 36.650, como resultado de la colonizacién de S.
mutans en la sangre, desencadenando una endocarditis infecciosa;
adicionalmente, otros autores encontraron que las bacterias orales estan

implicadas en el 35-45% de los casos de endocarditis®.

A nivel nacional, la presencia de Streptococcus mutans ha aumentado durante
los ultimos afos debido al uso de tratamientos de ortodoncia, como el uso de
brackets, debido a la dificultad para la limpieza bucal. Algunos investigadores
indican que la aparatologia fija podria cambiar cuantitativamente la microbiota
oral, con un aumento de las colonias de Streptococcus mutans y Lactobacillus.

Por su parte, la revista ODOVTOS afirmé el potencial cariogénico de
12



Streptococcus mutans mostrando evidencias de que el 37% de la poblacién en

nifios y adolescentes son portadores de dicha bacteria®.

A fin de comprender la necesidad de prevencion de infecciones comunes
recurrentes ocasionadas por Streptococcus mutans, se plantea la siguiente
pregunta principal de la investigacién: ;Presentara efecto antibacteriano in vitro
sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, el extracto etandlico de la flor de

Cordia lutea Lam (flor de overo) ?,

Con respecto a las bases tedricas del estudio, Streptococcus mutans es el
principal productor de la matriz extracelular (MEC) y modula la formacién de
biofilm cariogénico cuando se dispone de sacarosa y almidon de la dieta del
huésped, aunque no es la especie mas numerosa y existen otros
microorganismos igualmente acidégenos y aciduricos en la cavidad oral. EI MEC
sirve como esqueleto para el desarrollo de biopeliculas, contribuyendo a la
creacion de microambientes (nichos) que favorecen el crecimiento y proliferacion
de microorganismos. Por su parte, las exoenzimas de S. mutans denominadas
glicosiltransferasas (Gtfs) y fructosiltransferasas (Ftfs) utilizan sacarosa como
sustrato e hidrolizados de almidon como aceptores para la sintesis de
polisacaridos (glicanos y fructanos); Gtfs también se adsorbe a la superficie de

otros microorganismos orales convirtiéndolos en productores de glicanos?®.

Ademas, Streptococcus mutans presenta tolerancia al ambiente acido
principalmente a través de la actividad de bomba de protones FOF1-ATPAsa
(codificada por los genes del operén atpCDGAHF, del cual atpD tiene la
expresion mas alta). La respuesta de Streptococcus mutans a la acidificacion
ambiental también hace que este microorganismo sea mas tolerante al estrés

oxidativo, especialmente a través de una NADH oxidasa (codificada por nox1)g.

"Cordia lutea Lam", lamada comunmente como "flor de overo", "violeta amarilla"
o "muyuyo", tiene su origen en las Islas Galapagos, Ecuador y Peru, pertenece a
la familia Boraginaceae, las cuales destacan por sus potenciales propiedades
antimicrobianas. Algunos estudios datan la presencia del compuesto acido
glicérico, Tanto en las raices como en los tallos de la familia mencionada. Esta

planta es un arbol pequefio que puede llegar a medir hasta 8 metros de alto, sus

13



ramas presentan vellosidades, sus hojas son asperas en la parte superior, sus

flores son de color amarillo y se encuentran agrupadas en racimos®.

La flor de overo destaca por sus propiedades medicinales, especialmente su flor.
Dentro de sus propiedades terapéuticas encontramos que se utiliza como
analgésico, antiinflamatorio, antimicrobiano, depurador hepatico y por la
presencia de alantoina en sus raices o tallos es utilizado como cicatrizante y

regenerador de la piel®.

En la elaboracion de este estudio los antecedentes internacionales que se
relacionan a nuestras variables se citan a continuacion, Debiasi B. et al (2021),
cuyo objetivo fue determinar caracteristicas antimicrobianas de los extractos
etandlicos elaborados con las hojas de Cordia glabrata. El perfil fitoquimico
evidencio flavonoides, terpenos, taninos y acido cafeico; sobre la actividad
antimicrobiana se expuso los extractos sobre Staphylococcus aureus, sin
embargo, no hubo efecto, lo contrario cuando se expuso con el virus Herpes

simplex tipo 2 que si presento una alta actividad viricida’.

Araujo O. (2019), publicé su investigacion con el propdsito de evaluar la actividad
antibacteriana de los metabolitos cardioquinonas extraidas de Cordia
polycephala sobre bacterias grampositivas. Las cardioquinonas inhibieron en un
90% la formacién de biopeliculas de cepas ATCC como S. aureus, S.
saprophyticus 'y S. aureus resistente, ademas, su CMI fue de 7,8uM. Por lo tanto,

tiene potencial antibacteriano, incluso sobre bacterias resistentes®.

También, Castro M. (2019), cuyo objetivo fue caracterizar las propiedades fisicas
y antimicrobianas de revestimiento en alimentos elaborados con quitosano y
goma de Cordia lutea. Cuando se elabor6 el revestimiento con 60% de Cordia
lutea y 1.5% de quitosano formé una zona inhibitoria de 2.98mm de diametro
para Rhizopus spp, para Aspergillus spp 2.29mm y para Penicillium spp 1.79mm;
adicionalmente se comprobd que a mayor concentracion de la goma y quitosano

su efecto aumenta®.

A nivel nacional citaremos a Aldana L, Barco H, (2021), cuyo objetivo fue
demostrar la sensibilidad bacteriana de Staphylococcus aureus al ser expuesto

al extracto etanodlico de la flor de overo “Cordia lutea Lam”. Los resultados

14



evidenciaron que el extracto de Cordia lutea Lam (flor de overo) al 100%
presentd una zona de inhibicion de 14,85mm, al 75% fue de 12,64mm y el control
positivo (ciprofloxacino) fue de 23,93mm, comprobandose de esa manera el

efecto antibacteriano del extracto de Cordia lutea Lam'°.

Asimismo, Casio O. (2018), en su investigacion de titulo “Actividad antioxidante
y contenido de polifenoles en flor de Cordia lutea Lam (flor de overo)”, definid
como objetivo indicar si Cordia lutea Lam presenta actividad antioxidante y
cuantificar polifenoles en su flor. La cuantificacion de polifenoles en la flores fue
de 50.80 + 1.56 mg de catequina Equivalente/g de flor seca y con respecto a la
actividad antioxidante en las flores fue de 150 £12.99 mM con respecto al Trélox

Equivalente/g de flor seca''.

Del mismo modo, Castro |. (2016), cuyo objetivo planteado fue realizar un
aislamiento para caracterizar uno a mas metabolitos contra la cepa Helicobacter
Pylori a partir de las flores de Cordia lutea Lam. Durante el procedimiento se
obtuvieron tres fracciones y se le hallé una CMI de 31.3ug/ml sobre Helicobacter
Pylori; las tres fracciones demostraron actividad antiHelicobacter Pylori,
asimismo, se indico la presencia de saponinas esteroidales y 6 compuestos con
nucleo esteroidal en comun (4a,14a-dimetilesterol) por medio de un equipo
HPLC'2.

En cuanto a la justificacion del estudio se basa en la investigacion de las
propiedades de Cordia lutea Lam debido a su disponibilidad en el departamento
de Lambayeque lo que facilita su accesibilidad y bajo costo, ademas es un
recurso natural sin aprovechar que puede servir para contrarrestar una
problematica que gira en torno a la resistencia bacteriana e infecciones comunes
que produce Streptococcus mutans; en tal sentido, los resultados que puedan
obtenerse permitirdn mejorar los indices de resistencia bacteriana, reducir costos
en el tratamiento de estas infecciones, mejorar las condiciones de salud de las

personas y reducir los dias de hospitalizacién o costo por tratamiento.

El objetivo general del estudio es demostrar el efecto antibacteriano in vitro del
extracto etandlico de la flor Cordia lutea Lam (Flor de overo) sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175;

15



La hipotesis general planteada es: el extracto etandlico de la flor de Cordia lutea
Lam (Flor de overo) presenta efecto antibacteriano in vitro sobre Streptococcus

mutans ATCC 25175, comparado con clorhexidina al 0.12%;

Il. MATERIALES Y METODOS

2.1. Enfoque y diseiio de la investigacion

- Tiene un enfoque cuantitativo, porque empleé la informacién recolectada
para un estudio estadistico con la finalidad de extrapolar dicha
informacion y predecir en base a valores numéricos.

- Es transversal, porque los datos recopilados fueron tomados en un solo
momento.

- Es de tipo prospectivo, porque hace referencia en el presente la
interaccidn de las variables y en el futuro el futuro se observé efecto o
consecuencia.

- Su diseno fue experimental, ya que el investigador fue encargado de
controlar o manipular las variables del estudio y explicar la causa-efecto

entre ellas 13.14

2.2. Poblacién, muestra y muestreo

Poblacion: Estuvo conformada por 4 kilogramos de la flor de Cordia lutea
Lam (Flor de overo), del cual se obtuvo su actividad antibacteriana frente a
Streptoccocus mutans, la poblacion fue recolectada del distrito de Chiclayo,
departamento de Lambayeque, correspondiente a las coordenadas
geograficas 5.7588° de Latitud Sury 79.7962° de longitud Oeste.

Asimismo, la emision de la certificacion taxondmica de Cordia lutea Lam
(Flor de overo) fue realizada por un profesional Biélogo, especialista en

botanica.

Muestra: corresponde a una parte de la poblacion que fue usada para
realizar la investigacion, para el presente estudio se utilizdé 2 kilos de las
flores de Cordia lutea Lam (Flor de overo), seguidamente la muestra pasé
por un proceso de observacion, con el fin de seleccionar las flores que no
estén en mal estado, luego pasaron por un proceso de desinfeccion con

hipoclorito de sodio al 0.1% y luego se enjuago con abundante agua.
16



Unidad de analisis: corresponde a la cepa microbioldgica de Streptococcus

mutans ATCC 25175, la cual fue adquirida del Laboratorio Microbiologics,

quien brindé el certificado de analisis correspondiente de la cepa 1517,

Muestreo: son técnicas utilizadas para que las muestras sean de facil
acceso, en nuestro estudio se aplico el tipo de muestreo no probabilistico
por conveniencia, debido al facil acceso y disponibilidad del lugar de

recoleccién de la muestra

2.3. Variables de investigacion

Variable independiente: Extracto etandlico de la flor de la flor de Cordia

lutea Lam (Flor de overo)

Definicion conceptual: Preparado extraido mediante la extraccion por
medios fisicos de las hojas de la especie vegetal empleando como
solvente extractivo el etanol de 96° y que presenta los metabolitos o

principios activos de la planta.

Definicion operacional: Se sometid la muestra vegetal a un proceso
extractivo empleando la técnica de maceracion a temperatura ambiente

con etanol de 96°.

Variable dependiente: Efecto antibacteriano frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175.

Definiciéon conceptual: Actividad o accion que presenta una sustancia al

inhibir el crecimiento bacteriano de Streptococcus mutans ATCC 25175

Definicién operacional: Medicion del tamano del halo de inhbicion
formados por una sustancia en el crecimiento en placa Petri con medio de

cultivo de Streptococcus mutans ATCC 25175.

2.4. Técnicas e instrumentos para la recoleccion de datos

Técnicas:

Ficha de recoleccion de datos - microbiologia: instrumento que

permitid plasmar los datos recogidos sobre el tamafio de los halos
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inhibitorios en milimetros formados por el extracto etandlico de la flor
de la flor de Cordia lutea Lam (Flor de overo) en diferentes

concentraciones,

la cual fue comparada con el control positivo (Clorhexidina al 0.12%) vy el

control negativo (etanol 96°).

* Ficha de recoleccion de datos - marcha fitoquimica:

Se empled una ficha propuesta por Valdez N. (2019)?¢ y modificada por
los investigadores. La marcha fitoquimica se realiz6 mediante pruebas
cualitativas con reaccion de coloracion o precipitado, empleando

diferentes tipos de reactivos para determinar las clases de metabolitos.

2.5. Plan de recoleccion de datos

2.5.1 Elaboracion del extracto etandlico de la flor de la flor de Cordia

lutea Lam (Flor de overo)

Las flores fueron pulverizadas previo secado y se agregd cantidad
suficiente de etanol 96° para cubrir la muestra, posteriormente fueron
colocados en maceracion en envases de vidrio de color ambar con
capacidad suficiente para 4 litros, por 10 dias, cada 12 horas se
procedi6 a tomar el frasco y agitar la muestra contenida para
uniformizar el macerado, al finalizar el tiempo de maceracién se
procedié a filtrar con papel de filtro Whatman Nro. 01 y luego fueron
colocados en una estufa a 45°C por 24 horas o hasta su evaporacién
completa, el extracto obtenido fue reconstituido con etanol a un
concentracion de 100 mg/ml (100%), 75 mg/ml (75%) y 50 mg/mi
(50%).
2.5.2 Marcha fitoquimica
Para el desarrollo de la marcha fitoquimica se sigui6 el procedimiento
propuesto por Matias, M. (2021)?°, el cual se realizd para determinar
los metabolitos presentes en la muestra, los cuales se realizaron de
la siguiente manera:
Alcaloides: Se empled la escala de Dragendorff donde en un tubo
de ensayo se agregd 1 ml del extracto y seguidamente se adicionara
1 ml de acido clorhidrico en concentracion del 1%, se llevé a calor
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directo por 2 minutos y luego se enfrié y agregé 3 gotas del reactivo
de Dragendorff. Un precipitado naranja ladrillo indica una reaccion

positiva.

Taninos y compuestos fendlicos: Se agregé 2 ml del extracto
etandlico, se agregd luego 3 gotas del reactivo de cloruro férrico. La
coloracién rojo-vino evidencia la existencia de compuestos fendlicos,
un color verde intenso demuestra la existencia de taninos
pirocatecolicos, un color azul evidencia la existencia de taninos
pirogalactonicos.

Saponinas: Se colocé 1 ml del extracto y agregé 10 ml de agua
destilada, se agité por 2 minutos, luego del cual se debe observar la
presencia de espuma con 2 mm a mas por mas de 2 minutos, lo que
indicaria la presencia de saponina.

Flavonoides: Se agrego 1 ml de la muestra en un tubo de ensayo y
luego se agregd 1 ml de HCl cc, se llevo a calor directo por 10 minutos,
luego se dejo enfriar y agregd 1 ml de agua destilada y 2 ml de alcohol
amilico, la aparicion de un color rojo a marrén en la fase amilica indica
la presencia de flavonoides.

Aminoacidos: En un tubo de vidrio con 1 ml del extracto se agregé
3 gotas de reactivo de Ninhidrina, luego se llevé a bafio maria a 45°C
por 10 minutos, luego se retird y dejo enfriar, la formacién de una
coloracién azul-violeta indica la presencia de aminoacidos.
Mucilago: Una alicuota de 2ml del extracto se llevd a una
temperatura de 0 a 5°C por un tiempo de 10 minutos, luego de los
cuales se retiraron y observd la presencia de una consistencia
gelatinosa, que indicé la presencia de mucilago.

Compuestos grasos: A un mililitro del extracto se le agregdé 1 ml de
reactivo de Sudan Il y llevé a calor hasta evaporar el solvente, las
presencias de particulas de aceite indicaron la presencia de
compuestos grasos.

Triterpenos y Esteroides: Se emple6 el método de
LiebermannBurchard, a una alicuota de 1 ml del extracto se agregé
0.5 ml de acido acético glacial y luego 5 gotas de H2SO4 concentrado

por la pared del tubo de ensayo sin agitar, la formacion rapidamente
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de un color rosado-rojo que cambia azul o azul verdoso luego indica
la presencia de estructuras esteroidales, la formacion de un color
rosado-rojo que cambia a verde intenso o verde oscuro indica la

presencia de estructuras esteroidales.

2.5.3 Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana fue determinada por el método de difusion
en pozo, sin embargo, previo a ello la unidad de analisis
(Streptococcus mutans) fue adquirida del laboratorio Microbiologics.
Se activo la cepa por disolucion y fue sembrada en una placa con agar
sangre en un medio anaerobico y puesta en incubacién por 48 horas

a una temperatura de 36°C £ 1°.

Después, de las 48 horas, se sacaron las placas cultivadas con
Streptococcus mutans de la incubadora para preparar el inoculo
bacteriano de la cepa. Para ello, mediante la técnica del hisopado en
placa se hicieron disoluciones seriadas en varios tubos con suero
fisiolégico, hasta obtener la escala de MacFarland de 0.5 por

observacion directa.

Con el inoculo obtenido de Streptococcus mutans se sembré en 10
placas Petri con agar Mueller Hinton (medio estandar) y se realizaron
pocitos de 6mm con un sacabocados para poder introducir los 30uL
del extracto etandlico de la flor de Cordia lutea Lam (Flor de overo) en

concentraciones de 100%, 75% y 50%.

Para los grupos del control positivo (Clorhexidina al 0.12%) y el control
negativo (etanol 96°) se trataron como los grupos de la variable
independiente, con 15 placas con Streptococcus mutans y con dos
pocitos donde se aplicé 30uL de Clorhexidina al 0.12% y 30uL de
etanol 96°C.

Todas las placas fueron llevadas a la incubadora por 24 horas hasta
48 horas a una temperatura de 37°C + 2 y después de transcurrido el
tiempo se observo el crecimiento bacteriano y la formacion de halos

de inhibicion alrededor de cada pocito.
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La medida de los halos fue tomada con un equipo llamado vernier
digital o Pie de rey y su medida fue en milimetros (mm), toda esta
informacion fue plasmada en la ficha de datos del estudio

microbioldgico.

La medida (mm) del halo inhibitorio estuvo relacionada con la

actividad antibacteriana del extracto etandlico, in vitro.

2.6. Métodos de analisis estadisticos

Mediante este procedimiento los datos plasmados en la ficha de recoleccion
de datos fueron ingresados al software estadistico SPSS version 26, que se
encargo de evaluar los datos mediante la estadistica descriptiva, adicionado
a ello se aplicaron pruebas de normalidad y homogeneidad de varianzas y
luego se aplico las pruebas de ANOVA y Tukey. Todo ello fue aplicado con

un nivel de significancia del 0.05.

2.7. Aspectos éticos

Dentro de este aspecto se considerd el principio de veracidad y autoria
sometiendo la investigacion al software anti plagio turnitin para demostrarlo,
asi mismo, los investigadores son los unicos responsables del contenido de
la investigacion y se someten a las sanciones respectivas en caso se falten
a estos principios; asi mismo, se aplico el principio de ética basico, que es la
busqueda del bien, por lo que se mantuvo los criterios de bioseguridad,
durante el desarrollo de la parte experimental y el manejo de material

biocontaminado para evitar dafos al medio ambiente o a los participantes.

ll. RESULTADOS

Tabla 1. Identificacion de los metabolitos secundarios con efecto
antibacteriano presentes en el extracto etandlico de la flor de Cordia lutea
Lam (flor de overo)

Metabolitos Reactivos Reaccion Resultado
Secundarios

Alcaloides Dragendorff Color anaranjado ++
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Saponinas Espuma Espuma ++
Aminoacidos Ninhidrina Azul-violeta -
Quinonas Borntrager rosa-rojo ++
Compuestos FeCls rojo-verdoso +
fendlicos
Taninos Coloracién verdosa ++
Mucilagos gelatinoso -
Flavonoides Antocianidina Anillo rojo +
Triterpenos / Liebermann Coloracion rojisa +
Esteroides Burchard

Leyenda:

Ausente (-) Escaso
(+)

Moderado (++)
Abundante (+++)

En la tabla 1 se muestra el resultado de la marcha fitoquimica obtenida al
exponer el extracto etandlico de la flor de Cordia lutea Lam (flor de overo) a
diferentes reactivos los cuales al reaccionar con las estructuras moleculares de
los metabolitos muestran cambios de coloracidn, precipitado, turbidez, entre
otros; los metabolitos secundarios encontrados son alcaloides, saponinas,
quinonas y taninos en cantidad moderada; y flavonoides, compuestos fendlicos

y triterpenos en cantidad escasa.
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Tabla

2. Sensibilidad del cultivo de Streptococcus mutans ATCC 25175, frente

al efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de la flor de Cordia Iutea

Lam (flor de overo) al 100%, 75% y 50% y grupos control

Diametro del halo de inhibicion

95% Intervalo de ¢

cla
Desviacion Error Limite P Limite
N Media estandar estandar Superior Inferior Minimo Maximo
Ext. Et. Flor de Overo- 10 12,15 0,57 0,18 11,74 12,55 11,36 13,24
100%
Ext. Et. Flor de Overo- 10 10,29 0,48 0,15 9,94 10,63 9,62 11,33
75%
Ext. Et. Flor de Overo - 10 8,56 0,34 0,11 8,32 8,80 7,90 9,17
50%
10 5,95 0,43 0,14 5,64 6,26 5,01 6,44
10 24,34 0,36 0,11 24,08 24,59 23,75 24,82
Control Negativo (Et)
Control Positivo
(Clorhexidina 0.12%)
Fuente: Elaboracion propia
La tabla 2, muestran los parametros estadisticos del comportamiento que

presentan los datos recolectados del tamafo del halo de inhibicion; asi mismo, los

valores medios de los halos de inhibicion para los grupos experimentales al 50%

del extracto etandlico de la flor de la flor de overo fue de 8,56+0,34mm para el

extracto al 75% fue de 10,29+0,48mm y para extracto etandlico al 100% fue de

12,15+0,57mm, el control positivo (clorhexidina) presenté halo de inhibicion

promedio de 24,34+0,36mm; el control negativo (etanol) obtuvo un valor promedio

de diametro de inhibicién de 5,95+0,43mm.

Figura 1. Sensibilidad del cultivo de Streptococcus mutans ATCC 25175,

frente al efecto antibacteriano in vitro del extracto etanodlico de la flor de

Cordia lutea Lam (flor de overo) al 100%, 75% y 50% y grupos control
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La fig. 1, muestra el valor promedio del diametro de halo de inhibicién obtenido por
cada grupo de trabajo, se observa un halo de inhibicion ligeramente superior al
grupo control negativo por parte de los grupos experimentales con halos de
inhibicion crecientes a mayor concentracién del extracto etandlico de la flor de flor
de overo; sin embargo, el control positivo, presentd un halo de inhibicidon claramente

superior a los otros grupos experimentales.

3. Anadlisis del comportamiento normal de los diametros de inhibicién

para cada grupo de trabajo.

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

Grupos de trabajo Estadistico df  Sig.  Estadistico _ df Sig.
Ext. Et. Flor de Overo 0,201 10  ,200" 0,944 10 0,602
- 100%

Diametro del halo de E;'t’/ Et. Flor de Overo - 0,248 10 0,083 0,916 10 0,328

. TRV (o)

inhibicion (mm) Ext. Et. Flor de Overo - 0160 10  ,200° 0963 10 0818
50%
Control Negativo (Et) 0,173 10,200 0914 10 0,312
Control Positivo 0,164 10  ,200 0,951 10 0,680

(Clorhexidina 0.12%)

*. Este es un limite inferior del verdadero significado.
a. Correccion de la significancia de Lilliefors
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Tabla
Fuente: SPSS version 26.0

La tabla Nro. 03 muestra la aplicacion de las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y la
de Shapiro Wilk aplicadas mediante el programa estadistico SPSS versién 26.0
para determinar la distribucion normal de cada grupo de trabajo, donde se puedo
observar que luego de evaluar los 15 datos recolectados para cada grupo de
trabajo, se obtiene en ambas pruebas valores de significancia superiores al nivel de
significancia alfa del estudio de 0.05; por lo tanto, se muestra con esta comparacién

que todos los grupos de datos analizados presentan un distribucion normal.

Tabla 4. Determinacion la distribucion homogénea de las varianzas

Estadistico de Levene  df1 df2 p-valor
Diametro del halo de inhibicién 0,515 4 45 0,725 0,515
0,467 4 45 0,760 0,467
0,467 4 38,773 0,760 0,467
0,506 4 45 0,732 0,506

Fuente: SPSS version 26.0

La tabla Nro. 04; de la misma forma muestra la aplicacion del estadistico de Levene
o prueba de Levene empleado para la determinacién de la distribucion homogénea
entre varios grupos de datos, al comparar el p-valor obtenido por el programa
estadistico SPSS versiéon 26.0 se observa que este es superior al 0.05 de
significancia establecido para el estudio; en tal sentido, se confirma que los grupos

de datos analizados presentan varianzas homogéneas.

Comparacion del efecto antibacteriano in vitro sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175, sobre los extractos etandlicos de Cordia Iutea Lam (Flor de

overo) comparado con clorhexidina al 0.12%.

CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS:
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H1: Los extractos etandlicos de Cordia lutea Lam (Flor de overo) presentan mayor
efecto antibacteriano in vitro sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 comparado

con clorhexidina al 0.12%.

Ho: Los extractos etandlicos de Cordia lutea Lam (Flor de overo) no presentan
mayor efecto antibacteriano in vitro sobre Streptococcus mutans ATCC 25175

comparado con clorhexidina al 0.12%.

Tabla 5. Analisis de la varianza (ANOVA)

Diametro del halo de inhibicion

Suma de cuadrados df Media al cuadrado F p-valor.
Entre grupos 2032,94 4,00 508,23  2590,77 0,00
Dentro de los grupos 8,83 45,00 0,20
Total 2041,77 49,00

Fuente: SPSS ver. 26

En latabla Nro. 05, muestra la evaluacion de los valores promedio de los halos de
inhibicién por grupo de trabajo para determinar si existe diferencia significativa entre
ellos, lo cual se analizé mediante la prueba de Analisis de la Varianza (ANOVA), al
comparar el p-valor de la tabla con el valor de significancia del estudio, se llego a
la conclusion que existe evidencia suficiente para confirmar que entre los grupos
analizados existe al menos un grupo diferente entre en su valor promedio de halo

de inhibicién, lo que nos lleva a la realizacidn de la siguiente prueba de Tukey.

6. Analisis por subgrupos homogéneos mediante la prueba de Tukey

HSD Tukey?
Grupos de trabajo N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4 5
Control Negativo (Et) 10 5,95
Ext. Et. Flor de Overo - 50% 10 8,56
Ext. Et. Flor de Overo - 75% 10 10,29
Ext. Et. Flor de Overo - 100% 10 12,15
Control Positivo (Clorhexidina 10 24,34
0.12%)
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamano de la muestra de la media arménica = 15,000.
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Tabla
Fuente: SPSS ver. 26

La tabla 6, se observa el analisis de los datos mediante la prueba de Tukey, que
nos permite establecer si existen grupos con similar actividad antibacteriana al
agruparlos por subgrupos, del analisis se demuestra que todos los grupos
presentan efectos diferentes contra Streptococcus mutans ATCC 25175

Decision: Por lo tanto, se decide rechazar la hipétesis H1 y aceptar Ho que confirma
que los extractos etandlicos de Cordia lutea Lam (Flor de overo) no presentan
mayor efecto antibacteriano in vitro sobre Streptococcus mutans ATCC 25175

comparado con clorhexidina al 0.12%.

Tabla 7. Sensibilidad antibacteriana de Streptococcus mutans ATCC 25175

_ Sensibilidad o ipleg-  Muy Altamente
Tratamiento nula sensible sensible

<8 mm 14 mm 1420 mm > 20 mm
Control Negativo (Et) 5,95
Ext. Et. Flor de Overo - 8,56
50%
Ext. Et. Flor de Overo - 10,29
75%
Ext. Et. Flor de Overo - 12,15
100%
Control Positivo 24,34

(Clorhexidina 0.12%)

En la tabla Nro. 07, se realizd la comparacion de los diametros de los halos de
inhibicidén obtenidos por los extractos etandlicos de Cordia lutea Lam (Flor de overo)
tomando como referencia la escala de Duraffourd para evaluar la sensibilidad de la
bacteria en estudio a los extractos donde se observa que Streptococcus mutans
ATCC 25175 presenta Sensibilidad Nula al etanol (control negativo), es Sensible al
extracto etandlico de la flor de Cordia lutea Lam (Flor de overo) a todas las
concentraciones estudiadas y es altamente sensible clorhexidina 0.12% (control
positivo).
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IV.

41.

DISCUSION

Discusion de Resultados

La ciencia siempre ha buscado en las plantas moleculas que le ayuden a
curar o tratar enfermedades, la promocion del conocimiento sobre estas
fuentes naturales es la base para combatir esta problematica, tomando en
consideracion a Streptococcus mutans quien muestra como una bacteria
altamente infectiva y resistente en los ultimos afios, se ha propuesto
evidenciar el efecto antibacteriano que posee el extracto etandlico de la
flor de Cordia lutea Lam (flor de overo) frente a esta bacteria, en tal

sentido, a continuacion se discuten los resultados obtenidos.

Como primer objetivo se propuso identificar los metabolitos secundarios
con efecto antibacteriano presentes en el extracto etandlico de la flor de
Cordia lutea Lam (flor de overo) donde se encontré metabolitos
secundarios como alcaloides, saponinas, quinonas, taninos en cantidad
moderada y flavonoides, compuestos fendlicos y triterpenos en cantidad
escasa, por su parte Araujo (2019), evalu6 actividad antibacteriana de los
metabolitos cardioquinonas extraidas de Cordia polycephala una especie
de la misma familia de Cordia lutea Lam sobre bacterias grampositivas,
demostrando que estos metabolitos inhiben la formacion de biopeliculas
de cepas ATCC como S. aureus, S. saprophyticus 'y S. aureus resistente,
lo que demuestra que los principios activos encontrados como quinonas
entre otros poseen actividad antibacteriana; del mismo modo Debiasi, et
al (2021), determind en los extractos etandlicos elaborados con las hojas
de Cordia glabrata, flavonoides, terpenos, taninos y acido cafeico
metabolitos encontrados de manera similar en nuestro estudio; asi mismo,
el estudio de Casio (2018), evidencia la presencia de polifenoles lo que
se corrobora con los compuestos fendlicos hallados en el estudio, del
mismo modo, Castro (2016), evidencié en su estudio la presencia de
saponinas esteroidales con actividad frente a Helicobacter Pylori; 1o que
confirma los metabolitos encontrados en nuestro estudio con respecto a

saponinas y terpenos.
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Con respecto al objetivo, determinar la sensibilidad del cultivo de
Streptococcus mutans ATCC 25175, frente al efecto antibacteriano in vitro
del extracto etandlico de la flor de Cordia lutea Lam (flor de overo) al
100%, 75% y 50% este se evalu6 mediante la comparacién del tamafio
de los halos de inhibicién donde se obtuvo para los grupos experimentales
al 50% del extracto etandlico de la flor de la flor de overo fue de
8,56+0,34mm para el extracto al 75% fue de 10,29+0,48mm y para
extracto etandlico al 100% fue de 12,15+0,57mm, el control positivo
(clorhexidina) presentd halo de inhibicién promedio de 24,34+0,36mm; el
control negativo (etanol) obtuvo un valor promedio de diametro de
inhibicion de 5,95+0,43mm, este efecto inhibitorio en el crecimiento de los
microorganismos por parte de Cordia lutea también fue evaluada en la
goma y quitosano de esta planta formando zonas de inhibicién de 2.98mm
de diametro para Rhizopus spp, para Aspergillus spp 2.29mm y para
Penicillium spp 1.79mm; adicionalmente se comprobd que a mayor
concentracion de la goma y quitosano su efecto aumenta, de manera
similar se observa en nuestro estudio con respecto a la concentracion,
pero se muestra halos de inhibicion en este ultimo estudio menores a los
encontrados lo que depende del tipo de microrganismo empleados, la
forma de administracion, concentracion entre otros factores, por otro lado,
el estudio realizado por Aldana y Barco (2021), sobre la sensibilidad
bacteriana de Staphylococcus aureus al ser expuesto al extracto etandlico
de la flor de la flor de overo “Cordia lutea Lam” obtuvieron halos de
inhibicion al 100% de 14,85mm, al 75% fue de 12,64mm, los que se
muestran similares con pequenas diferencias que estan relacionadas con

el tipo de bacteria estudiada en ambas investigaciones.

Finalmente, con respecto al objetivo, comparar el efecto antibacteriano in
vitro sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, de los extractos
etandlicos de Cordia lutea Lam (Flor de overo) con clorhexidina al 0.12%,
se logré determinar mediante el analisis estadistico inferencial con la
prueba de ANOVA y Tukey ademas mediante el analisis con la escala de
Duraffourd, que el efecto antibacteriano de la clorhexidina al 0.12% sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175 es superior a los extractos etandlicos

de Cordia lutea Lam (Flor de overo), del mismo modo Aldan y Barco,
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(2021), determinaron que el conntrol positivo (ciprofloxacino) obtuvo un
halo de 23,93mm superior al extracto etandlico de la flor de la flor de overo
“Cordia lutea Lam frente a Staphylococcus aureus, en ambos estudio se
evidencia que existe un efecto antibacteriano del extracto etandlico de la
flor de la flor de overo “Cordia lutea Lam pero este no es superior a los
medicamentos empleados en ambos estudios debido a ser moléculas

sintéticas con actividad antibacteriana demostrada.

4.2. Conclusiones

« Se identificaron los metabolitos secundarios con efecto antibacteriano
presentes en el extracto etandlico de la flor de Cordia lutea Lam (flor de
overo) con la presencia de alcaloides, saponinas, quinonas y taninos
en cantidad moderada (++); y flavonoides, compuestos fendlicos y

triterpenos en cantidad escasa (+).

» Streptococcus mutans ATCC 25175 presenta sensibilidad frente al
efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de la flor de Cordia
lutea Lam (flor de overo) al 100%, 75% y 50%, observado con la
formacion de halos de inhibicion al 50% de 8,56+0,34mm; al 75% de

10,29+0,48mm y al 100% de 12,15+0,57mm.

« Al comparar el efecto antibacteriano in vitro sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175, sobre los extractos etandlicos de Cordia lutea
Lam (Flor de overo) con clorhexidina al 0.12% (24,34+0,36mm), se
observa que este ultimo presenta mayor efecto antibacteriano frente a

la bacteria en estudio.

4.3. Recomendaciones

» Comparar el efecto inhibitorio de diferentes tipos de extractos de la
planta con nuestros resultados para determinar cuales de estos

obtienen mayor cantidad de metabolitos con poder antimicrobiano.
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Comparar el efecto inhibitorio de los extractos de diferentes partes de
la planta para determinar cuales de estos obtienen mayor cantidad de

metabolitos con poder antimicrobiano.

Evaluar el efecto de los extractos obtenidos frente a microorganismos
para determinar con cuales de estos se presenta mayor poder

antimicrobiano

Identificar los metabolitos especificos que producen el efecto inhibitorio

mediante analisis instrumentales de separacion.

Evaluar el efecto sinérgico o antagonico de los extractos de la planta
con diferentes antibidticos mediante estudios in vitro que permitan su

uso en el tratamiento complementario.

Realizar pruebas de toxicidad de los extractos de la planta mediante

estudios en animales.
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ANEXOS

ANEXO A: Instrumento de recoleccion de datos - microbiologia

GRUPOS EXPERIMENTALES GRUPOS CONTROL
Control Control
. 100% 75% 50% Negativo | positivo
Numero de .
lacas (etanol) Clorhexidin

P a0.12%
Placa N°01 12,19 10,29 8,75 6,11 24,15

Placa N°02
11,84 10,77 9,17 6,44 24,49

Placa N°03
11,60 10,29 7,90 6,17 24,82

Placa N°04
12,06 10,35 8,87 5,81 24,39

Placa N°05
13,24 9,83 8,62 6,27 23,75

Placa N°06
11,36 10,19 8,34 5,01 23,94

Placa N°07
12,29 11,33 8,45 5,57 24,49
Placa N°08

12,89 10,07 8,46 6,35 24,63
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Placa N°09

12,21

10,13

8,61

5,75

24,71

Placa N°10

11,79

9,62

8,44

6,03

24,02
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ANEXO B: Matriz de consistencia

Formulacion del problema

Objetivos

Hipotesis

Problema General

Objetivo General

Hipotesis General

¢ Presentara efecto inhibitorio sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175, in vitro el
extracto etandlico de la flor de Cordia lutea Lam
(flor de overo)?

demostrar el efecto inhibitorio del extracto
etandlico de la flor Cordia lutea Lam (Flor de
overo) sobre Streptococcus mutans ATCC
25175, in vitro

el extracto etandlico de la flor de Cordia lutea Lam
(Flor de overo) presenta efecto inhibitorio sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175, in vitro
comparado con clorhexidina al 0.12%

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipotesis Especificas

¢, Cuales seran los metabolitos secundarios
con efecto antibacteriano presentes en el
extracto etandlico de la flor de Cordia lutea
Lam (flor de overo)?

Identificar los metabolitos secundarios con
efecto antibacteriano presentes en el
extracto etandlico de la flor de Cordia lutea
Lam (flor de overo)

El extracto etandlico de la flor de Cordia lutea
Lam (Flor de overo) presenta metabolitos
secundarios con efecto antibacteriano.

¢Cual es la sensibilidad del -cultivo de
Streptococcus mutans ATCC 25175, in vitro
frente al efecto inhibitorio del extracto etandlico
de la flor de Cordia lutea Lam (flor de overo) al
100%, 75% y 50%?

Determinar la sensibilidad del cultivo de
Streptococcus mutans ATCC 25175, in vitro
frente al efecto inhibitorio del extracto etandlico
de la flor de Cordia lutea Lam (flor de overo) al
100%, 75% y 50%.

El extracto etandlico de la flor de Cordia lutea Lam
(Flor de overo) al 100%, 75% y 50% presenta
efecto inhibitorio sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175, in vitro.




¢, Cual sera el efecto inhibitorio comparado sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175, in vitro de
los extractos de etandlicos de Cordia lutea Lam
(flor de overo) y clorhexidina al 0,12%?

Comparar el efecto inhibitorio sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175, in vitro
sobre los extractos etandlicos de Cordia lutea
Lam (Flor de overo) comparado con clorhexidina
al 0.12%.

Los extractos etandlicos de Cordia lutea Lam (Flor
de overo) presentan mayor efecto inhibitorio sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175 comparado

con clorhexidina al 0.12%.

ANEXO C: Operacionalizacién de las variables

lutea Lam (Flor de
overo)

planta

empleando como solvente extractivo
el etanol de 96° y que presenta los
metabolitos o principios activos de la

maceracion a temperatura
ambiente con etanol de 96°

VARIABLES DEFINICION CONCEPTUAL DEFINICION [DIMENSIONE | INDICADORE | ESCALA DE
OPERACIONAL S S MEDICION
Variable independiente| Preparado extraido mediante la Se sometera la muestra vegetal | Concentracion 100 Razon
Extracto etandlico de la | extraccion por medios fisicos de las | a un proceso extractivo 75
flor de la flor de Cordia | hojas de la especie vegetal empleando la técnica de 50




Variable
dependiente: Efecto
antibacteriano frente a
Streptococcus mutans
ATCC 25175.

Actividad o accién que presenta una
sustancia al inhibir el crecimiento
bacteriano de Streptococcus mutans
ATCC 25175

Medicion del tamafio del halo de
inhbicion formados por una
sustancia en el crecimiento en
placa Petri con medio de cultivo
de Streptococcus mutans ATCC
25175

Halo de
inhibicidon

Didmetro (mm)

Razén




ANEXO D: Certificado Taxonémico de la planta

Hamilton W. Beltran S.
Consultor Botanico
Calle Natalio Sanchez 251- Jesis Maria
hamiltonbeltran@yshoo.com

CERTIFICACION BOTANICA

El Biologo colegiado, certifica que la planta conocida como “Flor de Overo™ proporcionada
por los Bachilleres, Lucelina de la Cruz Arévalo y Yuvicsa Yuleysy Flores Serquén,
Tesistas de la Universidad Maria Auxiliadora, ha sido estudiada cientificamente y
determinada como Cordia lutea Lam. y de acuerdo al Sistema de Clasificacion de Cronquist

1681, se ubica en las siguientes categorias:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Sub clase:  Asteridae
Orden: Lamiales
Familia: Boraginaceae
Genero: Cordia
Especie: Cordia lutea Lam.
Se expide la presente certificacion a solicitud de los interesados para los fines que estime

conveniente.

Lima, 14 junio del 2022

S
Blgo. Hamilton Beltran
wilw Wilier Beltrom Scnticper
Fintogo - Botdnica -
R ITe

ANEXO E: Certificado ATCC de Streptococcus mutans
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© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Clood, MN 56303 Page 1of % DOC 286

B R
Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

Meaning of Score Values
Range Interpretation Symbols Color
2.00-300 (Sand ] green
170199 Low-confdence iderafication *) yelon
0.00 - 169 ) red
Meaning of Consistency Categories (A - C)
goryl Interpretation
(A High consistoncy: The best match & a Ngh-confidence idenification. The second-best match is (1) a highconfidence
idenafication in which the spedies is idensical 10 the best maich, (2) a low-confidence identiScason in which he species
of gerus & dentical to the best match, or (3) a non-idendification
(B) Low consistoncy: The reqarements for high consestency are not met. The best maich s & hagh- or low-confidence
idengification. The second-best match is (1) a high- or low-confidence identfication in which genus is identical 1o the
best match or (2) a non-ldensfication
{C) No consistency: The regarements for high or low consisiency are not met.
Run Creation Date/Time: 02003 27TT11.51:17.542 KLH
Appled MSP Lirany(es): BDAL Mycobacteria Libcary (bead method), Flamentous Fungi Library, Listena
Sample Name Sampie ID Organism (best match) Score Value
CT(*++) (A) 335.506 Eschenchia ool
Comments:

dlosely relaled 10 Shigeila / Escherichia fergusond and not definiely distinguishabile at the moment
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ANEXO F: Fotografias del trabajo de campo

Figura 2. Seleccion y lavado de la muestra vegetal
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Figura

3. Evaporacion del filtrado
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Figura .

5 Estudio fitoquimico

6 Prueba de solubilidad
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Figura .

iy Il
AAY WA 8 )
“.“‘lh"‘i ‘ ¢ K




Figura .

7 Preparacion del inéculo bacteriano
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Figura .

8 Sembrado de la bacteria

Figura 9. Preparacion de pocitos en agar
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Figura 10. Aplicacion de los grupos experimentales

Figura 11. Incubacioén de placas
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igura: 12. Recoleccion de datos
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