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4, Resumen

El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto antibacteriano del extracto
etanolico de Portulaca oleracea (Verdolaga) sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175; esta planta fue recolectada del caserio pedregal, distrito Simbal, Provincia de
Trujillo, transportada en bolsa limpia, fue lavado en agua, desinfectado con hipoclorito
de sodio al 0.5% enjuagado con agua destilada, se licu6 con etanol al 96%, macerado por
siete dias, fue filtrado con una bomba al vacio hasta obtener el extracto, a partir de alli se
prepararon las diferentes concentraciones.

La determinacién del efecto antibacteriano se realizd en 10 repeticiones para cada
concentracion del extracto al 30%, 50%, 70%, 90% y 100%, se utilizé grupo control
positivo Clorhexidina al 0.12% y control negativo a etanol al 70%. Se enfrento las
soluciones al microorganismo, mediante la técnica de Kirby Bauer, los halos de inhibicion
se midieron en milimetros alrededor de cada disco. Los promedios de diametros de halos
de inhibicion que se obtuvieron fueron de 15 mm. para el 30%; 23 mm. para 50%; 25
mm. para 70%; 27.7 mm. para 90%; 29.4 mm. para 100%; el control positivo con
Gluconato de Clorhexidina al 0.12%; 23.4 mm. y control negativo Etanol al 70%; 0 mm.
Se encontrd una diferencia significativa entre las diferentes concentraciones de los
extractos de acuerdo a la prueba ANOVA (p<0.000) y grupos de tratamiento segun la
prueba de comparaciones multiples de DUNCAN.

Se concluye que el extracto etandlico de Portulaca oleracea (Verdolaga) posee efecto
antibacteriano sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

PALABRAS CLAVES: Antibacteriano, clorhexidina, Portulaca (verdolaga),

Streptococcus mutans.
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ABSTRACT

The objective of the present study was to determine the antibacterial effect of the ethanol
extract of Portulaca oleracea (Verdolaga) on strains of Streptococcus mutans ATCC
25175; This plant was collected from the pedregal hamlet, Simbal district, Trujillo
province, transported in a clean bag, bellows in water, disinfected with 0.5% sodium
hypochlorite, rinsed with distilled water, liquefied with 96% ethanol, macerated for seven
days, it was filtered with a vacuum pump until the extract was obtained, from there the
different concentrations were prepared.

The determination of the antibacterial effect was performed in 10 repetitions for each
concentration of the extract at 30%, 50%, 70%, 90% and 100%, the positive control group
Chlorhexidine 0.12% and negative control to 70% ethanol were controlled. The solutions
were confronted with the microorganism, using the Kirby Bauer technique, the inhibition
halos were measured in mm around each disk. The averages of diameters of inhibition
halos that were obtained were 15 mm. for 30%; 23 mm for 50%; 25 mm for 70%; 27.7
mm for 90%; 29.4 mm for 100%; the positive control with 0.12% 23.4 mm Chlorhexidine
Gluconate. and negative control Ethanol 70% 0 mm. A significant difference was found
between the different variations of the extracts according to the ANOVA test (p <0.000)
and treatment groups according to the DUNCAN multiple comparisons test.

It is concluded that the ethanol extract of Portulaca oleracea (Purslane) has an antibacterial
effect on Streptococcus mutans ATCC 25175.

KEY WORDS: Antibacterial, chlorhexidine, Portulaca (purslane), Streptococcus mutans.
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I. INTRODUCCION

La caries dental y otras enfermedades de la cavidad bucal se presenta en la mayor
parte de la poblacion, afectando especialmente a los paises que se encuentran en
subdesarrollo, deteriorando la salud oral de la persona, asi como la calidad de vida
de las poblaciones més vulnerables.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) indica que la caries dental es una
enfermedad de mayor prevalencia, en Sudamérica afecta en un 60 a 90% de la
poblacion infantil, sobre todo en la poblacién en edad escolar y aproximadamente
el 100% en la poblacion adulta. En nuestro pais el Ministerio de Salud en el afio
2017 mencion6 gue las enfermedades periodontales como la caries dental afecta en
un 90% de la poblacion peruana, esto se deberse a una mala préactica de habitos e
higiene bucal, asi como también a la inadecuada alimentacién basada en
carbohidratos sobre todo en la poblacion escolar. La mayor incidencia se presenta
en la poblacidon de bajo nivel cultural y econémico, asi como la falta de accesibilidad

a una atencion en salud bucal y técnicas sobre el cuidado de los dientes.?

El Streptococcus mutans ATCC 25175, es una bacteria anaerobia Gram
positiva facultativa que se desarrolla fundamentalmente en la cavidad bucal
humana, dando inicio a la formacion de la placa bacteriana permitiendo la aparicion
y desarrollo de las enfermedades bucales como es la caries dental. Esta bacteria
necesita vivir en un medio &cido y con un pH bajo el cual permite sintetizar y

metabolizar el azlcar a &cidos aciduricos, estos acidos se encuentran en un medio


https://es.wikipedia.org/wiki/Placa_dental
https://es.wikipedia.org/wiki/Caries
https://es.wikipedia.org/wiki/PH

de condiciones favorables donde se metaboliza los azlcares 'y

produce polisacéridos intracelulares y extracelulares. ®

La Portulaca oleracea, es una planta milenaria con propiedades nutricionales y
medicinales utilizada antiguamente; esta planta crece en campos de cultivo, huertos,
espacios libres, caminos, acequias, y macetas. Muchas personas la consideran como
mala hierba asi como sucede con otras plantas que poseen propiedades nutricionales
y medicinales;* aln existen pocos estudios con relacién al tratamiento
antibacteriano en cavidad bucal, se plantea realizar un estudio de investigacion con
el fin de contribuir y ser un aporte més utilizando el extracto etanolico de Portulaca

oleracea sobre cepas Streptococcus mutans ATC 25175.

En la actualidad se han realizado muy pocos estudios de investigacion relacionada
entre Portulaca oleracea frente a la bacteria Streptococcus mutans ATCC 25175,
Portulaca oleracea es una planta que contiene muchas propiedades curativas,
ademas es una planta natural que posee compuestos antiinflamatorios, analgésicos,
antioxidantes, diuréticos, antisépticos, antifingicos, entre otros; esta planta brinda
multiples beneficios que pueden ser utilizados en diferentes tratamientos.* Se debe
tener en cuenta sus ventajas debido que se puede adquirir facilmente sin invertir
mucho dinero y obtener sus beneficios curativos.

Este estudio de investigacion fue de tipo cuantitativo, nivel explicativo, de disefio
transversal, analitico, prospectivo y experimental; que a través de los resultados se
llega a la conclusidn que el extracto etandlico de Portulaca oleracea en todas sus

concentraciones presenta efecto antibacteriano frente a cepas de Streptococcus


https://es.wikipedia.org/wiki/Polisac%C3%A1rido

mutans.”
Se debe seguir investigando acerca de los beneficios que posee esta planta medicinal

que permita ser utilizado como tratamientos alternativos en beneficio de la salud del

ser humanao.



I1.- REVISION DE LA LITERATURA

2.1.- ANTECEDENTES

Young M, et al.® (Korea, 2015). Efecto antibacteriano del extracto de etanol de Portulaca
oleracea y el extracto de etanol de Glechoma hederacea en la periodontitis. En este
estudio se determind la actividad antimicrobiana del extracto de Portulaca
oleracea (PO) y Glechoma hederacea (GH), el extracto de etanol de GH y los
efectos fisiolégicos de POEE y GHEE se evaluaron sobre las respuestas
inflamatorias celulares y la gravedad de la periodontitis, se inoculd la bacteria
teniendo como modelo de periodontitis en ratas. Los resultados indicaron que
POEE y GHEE tuvieron efectos en la proliferacion de estreptococos mutans y en
respuestas inflamatorias en células de fibroblastos gingivales que demostrd
disminuir la severidad de la periodontitis y el cambio de la poblacion de células
inmunes. Estos datos sugieren que la PO y la GH deben considerarse candidatos
para aliviar la gravedad de periodontitis.

Moncayo C.° (2015, Quito) Acidos grasos, actividad antioxidante y antibacteriano
en extractos de Portulaca oleracea (Verdolaga). Este estudio tuvo como objetivo
extraer biomoléculas potencialmente activas de extractos de Portulaca oleracea,
para tal efecto se realizaron diferentes pruebas de tamizaje fitoquimico en los
extractos etéreos, alcohdlicos y acuosos de verdolaga, para determinar la posible
actividad antioxidante, se utilizé la molécula 2, 2-difenil-1-picrylhydrazyl (DPPH) un
inhibidor de oxidacion y se encontro que tanto las hojas (75,76%) como la planta total

(78,36%) muestran una fuerte actividad antioxidante de origen natural, cuando se



compara con el acido ascorbico (98,16%) (L-Ascorbic Acid AR-Lobachemie). La
actividad antioxidante de los extractos de la hoja fue significativamente menor
(p<0,01) que los extractos de la planta total. Los resultados mostraron la presencia
de varios metabolitos como alcaloides, compuestos grasos, catequinas, saponinas,
taninos, flavonoides, antocianinas, mucilagos, triterpenos, esteroides, lactonas y
coumarinas. Finalmente, los extractos en metanol de las hojas (2000 pg/ml)
mostraron actividad antibacteriana en Echericha coli, mientras que a la misma
concentracion, los extractos en metanol de la planta total mostrd actividad
antibacteriana en Streptococcus aureus.

Hanumantappa B, et al.” (2014, India) Atributos antibacterianos de la apigenina,
aislados de Portulaca oleracea. El objetivo del estudio fué determinar la apigenina
flavonoide de Portulaca oleracea, la muestra seca de la planta se pulverizo y se
sometid a extractor de soxhlet afiadiendo 80 ml de etanol, el extracto se centrifugd
a 11000 rpm durante 30 min; la fraccion se concentré y se sometid a un
procedimiento de cromatografia de capa fina de alto rendimiento (PTLC), El
material purificado también se sometio a diferentes técnicas analiticas, hibridas y
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) para la elucidacion estructural,
la apigenina obtenida se sometid a la actividad antibacteriana sobre cinco cepas
bacterianas patégenas como Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium,
Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae y Enterobacter aerogenes, entre todas
las cepas bacterianas, Salmonella typhimurium y Proteus mirabilis mostraron el
diametro maximo de la zona de inhibicion para el flavonoide y las cepas

bacterianas restantes mostraron un diametro moderado con los valores de control



respectivamente. Se encontrd que la concentracion de inhibicion minima (MIC)
para el flavonoide de todas las cepas bacterianas ensayadas mayor a 4 mg por ml.
la apigenina tiene propiedades antibacterianas y puede utilizarse para la
elaboracion de farmacos.

Reafio C.2 (2014, Trujillo) Actividad antibacteriana in vitro de los extractos
etanolicos de Aloysia triphilla (Cedron), Rosmarinus Offcinalis (Romero), Mentha
spicata (Hierba buena), Portulaca oleracea, (Verdolaga), y Traxacum officinali
(Diente de ledn). Evalud la actividad antibacteriana del extracto Portulaca oleracea
(verdolaga) y otras plantas, sobre las bacterias Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Salmonella enteritidis. Se trabajo segun el método de Kirby Bauer
(modificado), sustituyéndose el disco de papel por pocillos en agar Muller Hinton
solidificado. Se utilizé una placa petri para cada bacteria realizandose la siembra
de las bacterias por superficie; se utilizaron 5 pocillos equidistantes de 5 mm de
didametro por 6 mm de profundidad; en cada pocillo se coloc6 30 ul de la solucién
del extracto vegetal de cada una de las plantas en estudio a una concentracién de
10 mg/ml. Los resultados obtenidos determinaron que los extractos de Rosmarinus
officinalis (Romero), Aloysia triphylla (Cedrén) y Mentha spicata (Hierba buena)
a la concentracion de 10 mg/ml, tuvieron actividad antibacteriana sobre
Staphylococcus aureus, y no sobre Escherichia coli y Salmonella enteritidis; asi
mismo los extractos de Portulaca oleracea (Verdolaga)

Ercisle S, et al.? (2008, Italia) Actividad antioxidante y antibacteriana de Portulaca
oleracea. El objetivo fue determinar la actividad antioxidante y antibacteriano de

extractos de metanol de hojas de Portulaca oleracea, los extractos de plantas



fueron cribados para posible actividad antioxidante mediante el uso de 2,2-difenil-
1-picrylhydrazyl (DPPH) y acido B-caroteno-linoléico; las hojas de verdolaga
también mostraron un alta actividad antibacteriana y antioxidante en un 91.15 %;
en comparacion con antioxidantes sintéticos de &cido beta hidroxi salicilico (BHA)
98.16 % y Butil hidroxitolueno (BHT) un 96,66 %. La actividad antioxidante de
los extractos de hojas fue mas baja que el BHA y BHT, la diferencia no fue
estadisticamente significativo p<0,05. La cantidad de fenoles totales fue de 17.88
ug/mg, los lipidos totales en hojas de verdolaga fueron 5.83%, el acido Linolénico
fué el acido graso dominante (56.33%), seguido de acido linoléico (14.01%),
palmitico (9.72%), oleico (8.83%), miristico (5.04%) y acidos estearicos (4.36%).
Los extractos de metanol de las hojas mostraron actividades antibacterianas contra
Bacillus subtilis, Pseudomonas syringae, Vibrio cholerae y Yersinia
pseudotuberculosis.

Cho Y, et al.’® (2008, Korea) Actividad biolégica y microbiana de Portulaca
oleracea. El objetivo fue determinar la actividad bioldgica y antibacteriana de las
concentraciones y compuestos fenolicos del extracto en agua, el 80% de extractos
de etanol de Portulaca oleracea fue de 3.05. psol/metrol y 6.3 psol/metrol, las
actividades antioxidantes totales del extracto de agua y 80% de extractos de etanol
de Portulaca oleracea fueron 89.2% y 72.9%; en el ensayo de radicales libres 2,2-
difenil-1-pycrilhydrazyl (DPPH) 69.0% y 96.5% en el ensayo colorimétrico basado
en radicales cationicos (ABTS), el factor de proteccion antioxidante en agua y
80% de extractos de etanol fueron cada uno 2.73 y 3.63. Las actividades

inhibidoras de tirosinasa fueron extractos de agua y 80% de extractos de etanol de



Portulaca oleracea fueron el 20.2% y 38.7%. Portulaca oleracea mostro altas
actividades antimicrobianas contra Helicobacter pylori, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus, Eschericia coli y Streptococcus mutans. Las
concentraciones inhibitorias minimas (CIM) en Helicobacter pylori,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Streptococcus mutans fueron 200, 50, 100, 100 y 150 psol/metrol,
respectivamente. El resultado sugiere que los extractos de Portulaca oleracea

pueden ser util como fuente potencial de antioxidantes y antimicrobianos.



2.2 MARCO TEORICO.

2.2.1 CARIES DENTAL.

Es una enfermedad de mayor prevalencia que se presenta en la poblacion y es
causada por bacterias que producen la descomposicién de los restos de alimentos,
afecta a las piezas dentarias a muy temprana edad, también se pueden presentaren
personas de cualquier grupo etario. Esta enfermedad produce ladesmineralizacion
del esmalte de los dientes a causa de la formacion de acidos que producen las
bacterias asi como la consecuencia de la placa acumulada en las superficies de los
dientes.* La pérdida y deterioro de las piezas dentales se debe principalmente al
estilo de vida de cada persona, asi como también la ingesta de carbohidratos, mala
técnica de cepillado dental, excesivo consumo de azucares, el consumo de poca
cantidad de flGor en la alimentacion y pastas dentales, asi como también el factor
hereditario presenta un rol muy susceptible en la aparicion de la caries dental.™
En la actualidad las investigaciones realizadas a nivel nacional no muestran
resultados claramente que permitan identificar una disminucién de esta
enfermedad, pero algunos estudios que se realizaron en las regiones de nuestro pais
reportan que se ha logrado disminuir los altos indices de prevalencia y severidad
de la caries dental.™*

Las personas que padecen de xerostomia se encuentran en riesgo especial de
presentar caries, trastorno que es provocado a consecuencia de falta o poca
cantidad de saliva, la ingesta de ciertos farmacos, asi como algunos tratamientos

de quimioterapia y radioterapia. La caries dental puede avanzar debido a la falta



de interés y malos habitos que si no es tratada a tiempo puede causar la pérdida del
diente, enfermedades periodontales, ocasionando el deterioro de los tejidos
adyacentes mas préximos al diente, tales como perdida del soporte 6seo,
inflamacion de la mucosa oral y abscesos dentarios, que posteriormente implica
realizar otros tipos de tratamientos dentales; en la mayor parte de los casos provoca
la pérdida parcial o total de las piezas dentarias, generando ciertas alteraciones en

la cavidad bucal.*?

2.2.2 STREPTOCOCCUS MUTANS

Es una bacteria Gram positiva que puede vivir con o sin la presencia de oxigeno,
estas bacterias se proliferan normalmente en la cavidad oral en la mayoria de la
poblacion, estas ayudan a la adherencia y formacion de la placa dental y se
relaciona directamente a la fase inicial, proliferacion y desarrollo de la caries asi
como el deterioro de las piezas dentales.® Esta bacteria necesita vivir en un medio
con pH bajo facilitando el metabolismo de los carbohidratos y azlcares,
sacaridos, polisacaridos intracelulares y extracelulares, de igual manera interviene
en la sintesis de los acidos encontrdndose en un ambiente de estas condiciones,
sustancias que favorecen la adhesion de placa en piezas dentarias, asi como
también facilita el metabolismo energético.™

Streptococcus mutans es una bacteria que fue estudiado por Clarke en el afio de
1924, en este estudio el autor no lo menciona como una bacteria anaerobia,

posteriormente otros estudios realizados a Streptococcus mutans fueron divididas
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en siete grupos distintos** mediante un test bioquimico, asi como fisioldgico que
fue propuesto por Facklam en 1974. En este grupo se incluyen a otras especies
como Streptococcus mutans, Streptococcus. sobrinus y Streptococcus cricetus,
Streptococcus rattus, Streptococcus macacae, Streptococcus downel 'y
Streptococcus ferus. **

Para diferenciar los Streptococcus del grupo mutans se realizd mediante la
observacién, identificacion y fermentacion de hidratos de carbono, cuyas
caracteristicas son macroscopicas, mediante el cultivo no se puedo realizar la

determinacion de las especies. **

2.2.2.1 COLONIZACION POR MICROORGANISMOS DEL GRUPO

MUTANS Y CARIOGENESIS

El Streptococcus mutans en cavidad oral tiene una gran importancia debido a que
forma parte de la flora bacteriana, el cual determina la colonizacion no
necesariamente implica el inicio de la caries dental, su inicio estd asociada a
multiples factores presentados por Keyes; sin embargo se considera diversas
caracteristicas los cuales ayuda a presentar ciertos microorganismos que pueden
ser mas patdgenos entre ciertas especies, como las que se describen el
Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus; cabe mencionar que estas especies
son idénticos en su comportamiento bioquimico, el cual determina que
diferenciarlo no es muy fécil; pero debido a su estado de patogenicidad

Streptococcus sobrinus representa ser mucho més agresivo.™

11



En otros estudios se han demostrado cierta variabilidad en la genética de
Streptococcus mutans asociada estrictamente a la sintetizacion de los azucares,
estas caracteristicas se encuentran sujetas al tipo de cepas de cada especie logrando
favorablemente la fase inicial y desarrollo de la caries dental. Cuando se inicia la
colonizacion de estas bacterias es evidente la apariciéon y desarrollo de la caries.
Mientras mas temprano se produce la colonizacion por Streptococcus mutans la
posibilidad del inicio de caries es mas alta en la nifiez, siendo una de las razones
muy importantes evidenciar la edad, considerando las fuentes de propagacion y las

causas que se asocian.**

El inicio y desarrollo de esta enfermedad es producido por la bacteria del
Streptococcus mutans, que muestran caracteristicas muy especiales como la de
adherencia de placa bacteriana hacia la superficie de los dientes y la sintesis de

los acidos.

2.2.2.2 MECANISMOS DE ADHERENCIA

El Streptococcus mutans busca adherirse a la superficie de los dientes en dos fases;
primero mediante accion reversible del organismo del ser humano y la superficie
dental cubiertas por el flujo salival y la otra en un proceso irreversible, se da inicio
por intermedio de un glucéno insoluble que se sintetiza a partir de la reaccién de
la enzima glucosiltransferasa.'® Este es el proceso inicial del Streptococcus mutans
donde la bacteria se adhiere sobre las caras y superficie del diente el cual ha sido

estudiado por Gibbons y Van Houte, Streptococcus mutans ayuda a la sintesis del
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glucéno insoluble. En tal sentido la mejor manera de prevenir la caries dental es
evitar el proceso de adhesion del Streptococcus mutans hacia las superficies

dentales.®®

2.2.3 PORTULACA OLERACEA

Portulaca oleracea ha sido conocida por los pobladores desde tiempos antiguos,
haciendo uso en diversos tratamientos curativos de muchas enfermedades, la
utilizacion y uso medicinal de esta planta es de gran beneficio. La Portulaca
oleracea tiene multiples propiedades y se puede utilizar de diferentes maneras, en
casos de cefalea, inflamacién de diferentes partes del organismo, dolor y ardor de
estdbmago, problemas del tracto urinario, infecciones del sistema digestivo, entre
otras mas. También puede ser utilizada en la ingesta de jugo y ensaladas a base de

esta la planta. *°

Esta es una planta con caracteristicas especiales dentro de ellas es muy ramificada
crece y avanza extendiéndose sobre la superficie de la tierra. Portulaca oleracea
al crecer se eleva varios centimetros de la superficie del suelo, sus hojas son
abundantes, pequefias en tamafio, de forma caracteristica, sus flores presentan unos
5 a 8 mm de diametro, al medio dia se evidencian notablemente y nos ofrecen un
color amarillo, generalmente aparecen en la estacion de primavera que duran hasta

la entrada del otofio.®

Esta planta tiene una cualidad de ser muy resistente a la sequia, crece y se adapta en

cualquier area y tipo de terreno. Portulaca oleracea se encuentra en algunos casos
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en terreno sin cultivar, de climas templados, también puede encontrarse como

maleza, tiene su origen en India y luego se extendié por el mundo.*®

2.2.3.1 PROPIEDADES

b)

a) NUTRITIVA

Portulaca oleracea es rica por su gran concentracion de omega 3 considerandose
una de las plantas nutritivas y saludables, aportando multiples propiedades
nutricionales."’

Se obtiene 400 miligramos de omega 3 en solo una porcién de Portulaca oleracea
fresca.'’

Rica en Vitamina: A, B, By, B2, B3, C, E, betacarotenos, contiene minerales como
calcio, magnesio, potasio, fosforo y hierro.’

En esta planta podemos encontrar bioflavonoides como la liquirtina, aminoacidos

y posee propiedad antioxidante. !’

CURATIVA

Su propiedad medicinal se atribuye a multiples tratamientos desde la antigliedad,
dentro de ellas se encuentran los problemas del tracto urinario; también presenta
propiedades como antiescorb(tica, antiespasmadica, diurética y refrescante.’

La Portulaca oleracea muestra su valor medicinal, dentro de ellas problemas de
higado, rifidbn y vejiga; también se utiliza para tratamientos en cavidad oral

disenteria bacilar y dificultad al orinar. Una mezcla hecha a base de tallos y hojas
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tipo pasta se aplica en la parte inflamada,'’ también en casos de quemaduras y
escaldaduras. Sus frutos poseen una propiedad diurética y anti disentérica, sus hojas
y tallos de esta planta es ultizada de diferentes maneras (crudos y hervido), en otros
casos como en polvo de Portulaca oleracea, 1 a 20 ml para la preparacion de jugo.
Se ha encontrado efectividad de Portulaca oleracea sobre infecciones de vias
urinarias y de colesterol elevado. En muchos lugares los pobladores lo utilizan

como analgésico y antiinflamatorio.*’

2.2.3.2 COMPOSICION QUIMICA

Portulaca oleracea el 95% de su peso total es agua, se conoce por su diverso
contenido de alcaloides fendlicos, asi como encontramos diversas propiedades
nutritivas como vitaminas A, B, C, D y E, antioxidantes, de igual manera han
encontrado otros componentes importantes, como el diterpenoide portuleno, lupeol,
betasitosterol y daucosterol. También se encuentra el &cido alfalinoléico y linoléico,
hesperidina y acido caféico. Se han encontrado varios flavonoides como

kaempferol, apigenina, miricetina, quercetina y luteolina.'®

Esta planta también contiene sustancias que sirven como mediadores quimicos
dentro de ellos tenemos la dopamina y noradrenalina, en un porcentaje considerable
de 0.015% y 0.20%, aproximadamente.

También contiene &cidos grasos que se encuentra de 1.5y 2.5 mg/g de una mezcla

de hojas frescas, 0.6 a 0.9 mg/g, en tallos y 80 a 170 mg/g en las semillas. constituye
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el 60% de acido alfalinolénico de toda la cantidad de hojas y el 40% en las semillas,

asi como una cantidad considerable de betacarotenos.*®

2.2.3.3 TOXICOLOGIA

Mediante los estudios realizados no se demostraron efectos toxicoldgicos directos
de Portulaca oleracea en ninguna especie, por ser unaplanta comestible y utilizada

como remedios caseros.*®
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I11.- HIPOTESIS

3.1 Hipdtesis.

El extracto etandlico de Portulaca oleracea al 100% tiene mayor efecto

antibacteriano que las concentraciones al 90%, 70%, 50% y 30% sobre cepas de

Streptococcus mutans ATCC 25175.
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IV. METODOLOGIA.

4.1.- Disefio de investigacion

Tipo de investigacion: Cuantitativo.
Nivel de investigacion: Explicativo.
La investigacion presenta un disefio.
Transversal: Que analiza datos de variables recopiladas en un periodo de tiempo
sobre una poblacién, muestra o subconjunto predefinido.?
Analitico: Explica y contesta el por queé o la causa de presentacion de determinado
fendmeno o los hechos programados a observar. En el estudio se manipuld los
extractos etandlico de Portulaca oleracea.?
Prospectivo: Es la informacién que se registra a medida que se va obteniendo los
hechos programados y observados.?
Experimental: El investigador a manipulado variables independientes, en el estudio

se utilizé diferentes concentraciones de Portulaca oleracea.?
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4.2.- Poblacion y muestra

a) Poblacion

Cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175,

b) Criterios de seleccion

Criterios de inclusion:

Placas Petri sembradas con Cepas de Streptococcus mutans.

Criterios de exclusién:

Placas Petri con halos de inhibicion no muy claros.

Placas Petri con signos de contaminacion.

C) Muestra.

Tamano muestral

Para el presente estudio por ser experimental, el tamafio de la muestra fue

calculada segun la formula estadistica siguiente:
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Muestra Preliminar:

- O
oot Uo 0O

L= ol

Donde:
Zqy2 = 1.96; que es un coeficiente de confianza del 95%.
Zg=0.84; que es un coeficiente en la distribucion normal para una potencia de
prueba del 80%
os=0.79 6 valor asumido por no haber informacion completa sobre los
parametros de interés para la presente investigacion.

Luego Reemplazando:
n = (1.96+0.84)% x 2(0.79)*

n =10

Se trabaj6 con 10 repeticiones experimentales seleccionadas aleatoriamente para

cada grupo.
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4.3 Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

Variable Definicion Definicion Indicador | Valor | Tioo Escala
dependiente | conceptual Operacional P de
es final Medici
on
Efecto Capacidad de | Inhibicion en el | Halos de mm Cuantita- | De
antibacteriano | una sustancia | desarrollo o inhibicion tivo. razén
sobre cepas de | para destruir a | Crecimiento  de | didmetros
Streptococcus | las bacterias o Ias_ bacterias
o debido a la
mutans ATCC | inhibir SU | presencia del
25175. crecimiento.?* | extracto etanolico
de Portulaca
oleracea a partir
de 8 mm de halo,
segin escala de
Duraffourd.?*?®
Variable Esuna planta | Para el estudio se | Concen- Extracto | Cualitati | Ordinal
Independiente | medicinal, es utilizé la tracion etandlico | va
Extracto utilizado para | concentracion del de
etanolico de los problemas | extracto. Portulac
Portulaca digestivos, a
oleracea respiratorios y oleracea
dentro de sus al 30%,
propiedades 50%,
tiene la 70%,
capacidad de 90% y
inhibir el 100%.
crecimiento

bacteriano. %

21




5.4.Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
4.4.1. Técnica: Observacion microbioldgica
4.4.2. Instrumento
Para medir el efecto antibacteriano se utilizé un Vernier Digital Marca Mitutoyo -
Modelo 500-196-20 ABSOLUTE Digimatic Caliper 0-150mm / 0-6", por estar
calibrado y validado con ISO de calidad 17025 (Anexo 1)
Ficha de recoleccion de datos (Anexo 2)
4.4.3 Procedimientos
Obtencion del extracto etandlico de Portulaca oleracea
Recoleccidn e identificacion taxonémica
5 kilogramos de Portulaca oleracea, se recolectd, del caserio de Pedregal, distrito
de Simbal, (576 m. s. n. m.) provincia de Trujillo, departamento La Libertad,

durante el mes de enero del afio 2018. (Anexo 9)

Un ejemplar completo de la planta se llevé al Herbarium Truxillense de la
Universidad Nacional de Trujillo para su identificacion y posterior verificacion

taxondmica. (Anexo 4)

Preparacién de la muestra

Seleccion: El material vegetal recolectado fue transportado al laboratorio de
Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional de Trujillo, en donde se seleccionaron las hojas que estén en buenas
condiciones y se eliminaron las sustancias extrafas presentes en la muestra. (Anexo

10)
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Lavado y desinfeccidn: Luego se procedi6 a lavar el material vegetal con agua a
chorro, seguido de una desinfeccidon, utilizando hipoclorito de sodio al 0.5%.
Posteriormente se realizd un enjuague de la planta con suficiente agua destilada,

para retirar los residuos de hipoclorito.® (Anexo 10).

Preparacion del extracto etandlico de Portulaca oleracea

1 kilogramo de hojas frescas fueron cortadas en trozos de 1 cm x 1cm, luego fueron
pesados y llevados a licuar con etanol de 96° Gay Lussac (G.L.). Luego se procedid
a macerar por siete dias, agitandose 15 minutos, dos veces al dia. Transcurrido el
tiempo se procedio a filtrar, primero con gasa y luego con una bomba de vacio, con
papel de filtro Whatman N° 2. Al liquido filtrado se le denomind extracto etandlico.
229 yego este extracto fue llevado a secar en una camara de secado al vacio, a una
presion reducida y a una temperatura de 40 °C. A partir del extracto seco, se
prepararo las concentraciones de 30% (300 mg/ml), 50% (500 mg/ml), 70% (700
mg/ml), 90% (900mg/ml) y 100% (1000 mg/ml) disuelto en etanol de 96° G.L.
respectivamente. Finalmente, los extractos etandlicos de Portulaca oleracea se
guardaron en frascos de vidrio de color ambar y en refrigeracién (4-8°C) hasta su
posterior utilizacion.” (ANEXO 11).

Preparacion de las concentraciones del extracto etanolico de Portulaca
oleracea

A partir del extracto etandlico obtenido se prepar6 las concentraciones de 30, 50,

70, 90 y 100%.%> ?® (Anexo 12 y 13).
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Reactivacion de la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175:

Para este estudio se utilizo cultivo liofilizado de la cepa de Streptococcus mutans
ATCC 25175. La reactivacion se realiz6 sembrando el cultivo liofilizado en tubos
con 5 ml de Caldo Brain Heart Infusion (BHI) o Cerebro Corazoén Infusién, luego
se incub6 a 37°C por 48 horas en condiciones de microaerofilia.?

Para evaluar la pureza se sembro por estria en Agar TSYB e incub6 a 37°C por 48
horas en condiciones de microaerofilia. Posteriormente se eligié una colonia
compatible con Streptococcus mutans para realizar coloracién gram.?

A partir de una colonia se sembro en caldo BHI y en Agar Tripticasa Soya (TSA),
y se conservo hasta su posterior empleo. 2’ (ANEXO 14).

Evaluacion del efecto antibacteriano mediante el método de Kirby Bauer.

La evaluacion del efecto antibacteriano se realizé mediante el método Kirby
Bauer, de difusion en agar.

Para lo cual se procedio de la siguiente manera:

Estandarizacion del indculo de Streptococcus. mutans ATCC 25175.

La cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 mantenida en Caldo BHI se sembro
en Agar TSA, se incubd bajo condiciones de microanaerobiosis a 37°C durante 48
horas. Luego de 24 horas de 3 a 4 colonias de Streptococcus mutans ATCC 25175
se diluyo en caldo BHI o solucién salina fisiologica estéril hasta obtener una
turbidez semejante al tubo niimero 0.5 del Nefelémetro de Mac Farland (1.5 x 10®

ufc/ml) 2 (ANEXO 15).

24



Inoculacion de las placas

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del indculo, se tomo
una alicuota de 100 ul y se colocd en cada una de las placas con Agar Miieller
Hinton, con un hisopo estéril sumergido en la suspension se distribuy6 en tres
direcciones para asegurar una distribucion uniforme del in6culo en la placa. Se
dejo secar la placa a temperatura ambiente durante 3 a 5 minutos para que cualquier
exceso de humedad superficial sea absorbido.?® (ANEXO 15).

Preparacion de los discos con las concentraciones del extracto etanolico

de Portulaca oleracea

Se preparo discos de papel filtro whatman nimero 3y se esterilizaron, luego fueron
embebidos con 30 ul de cada una de las concentraciones de 30%, 50%,70%, 90%
y 100% del extracto, luego con una pinza estéril fueron colocados los discossobre
las placas de Mieller Hinton (AMHG) inoculadas con la cepa de Streptococcus
mutans ATCC 25175.%°

Se utiliz6 como control positivo Gluconato de clorhexidina al 0.12% y como
control negativo etanol de 70°. %%’

Incubacion:

Se incubd las placas en posicion invertida dentro de los 15 minutos posteriores a
la aplicacion de los discos a 37°C durante 48 horas en microanaerobiosis utilizando
jarra Gaspak con el método de la vela.”

Lectura de los resultados

Después del tiempo de incubacion de 48 horas se examiné cada placa, se midio los

diametros (mm) de los halos de inhibicién del crecimiento alrededor de cada disco,
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se utiliz6 un Vernier Digital Marca Mitutoyo - Modelo 500-196-20 ABSOLUTE
Digimatic Caliper 0-150mm / 0-6, abarcando el didmetro del halo.?’

Se realiz6 10 repeticiones de cada ensayo. (ANEXO 16)

Para la interpretar los resultados, se tuvo en cuenta la escala de Duraffourd, el cual
evalué cualitativamente el efecto inhibitorio segun el didmetro de inhibicién.?® ?’
Nula (-) para un diametro inferior a 8 mm.

Sensibilidad limite (sensible +) para un diametro comprendido entre 8 a 14 mm.

Medio (muy sensible ++) para un diametro entre 14 y 20 mm.

Sumamente sensible (+++) para un didmetro superior a 20 mm.
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4.5.- Plan de analisis

En el presente trabajo de investigacion se utilizaron tablas de resumen de una
entrada, para presentar los resultados se utilizé ademas el analisis de varianza
para un disefio completamente al azar, para determinar la efectividad
antibacteriana de las diferentes concentraciones, la prueba de comparaciones
multiples de Duncan y ANOVA, estas pruebas estadisticas se utilizaron a un
nivel de significancia de p<0.05.

Los datos fueron presentados en tablas estadisticas para su interpretacion y

analisis.
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4.6 Matriz de consistencia

PROBLE| HIPOTE OBJETIVOS VARIA | POBLACIO
MA SIS BLES N
¢Cuél esell Elextractg Objetivo general: Efecto
efecto etandlico | Determinar el efecto Antibacteriano del antibacteri La
antibact | al 100%) extracto etandlico de Portulaca oleraceg ano poblacién
eriano de sobre cepas de Streptococcus mutang sobre estuvo
del Portulaca| ATCC 25175. Streptoco | conformada
extracto | oleracea |Objetivos especificos: ccus por el
etandlic | tiene o Evaluar el efecto antibacteriano del mutans conjunto de
0 de | mayor extracto  etanolico de Portulaca placas petri
Portulac | efecto oleracea al 30% sobre cepas de sembradas
a antibacteri  Streptococcus mutans ATCC 25175. con Cepas
oleracea | anoqueel| o Evaluar el efecto antibacteriano del Extracto | de
sobre 90%, extracto  etanolico de Portulaca etandlico | Streptococc
cepas de 70%, oleracea al 50% sobre cepas de de us mutans
Streptoc 50%, Streptococcus mutans ATCC 25175. Portulacal ATCC
0CCUS 30%, o Evaluar el efecto antibacteriano del oleracea. | 25175.
mutans sobre extracto etandlico de Portulaca Se trabajo
ATCC cepas de oleracea al 70% sobre cepas de con 10
251757 | Streptocog  Streptococcus mutans ATCC 25175. repeticiones
cus Evaluar el efecto antibacteriano del experimenta
mutans extracto etandlico de Portulaca les para
ATCC oleracea al 90% sobre cepas de cada grupo.
25175. Streptococcus mutans ATCC 25175.

Evaluar el efecto antibacteriano del
de
100% sobre cepas de

extracto  etandlico Portulaca
oleracea al

Streptococcus mutans. ATCC 25175.
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4.7 Principios éticos

En la presente investigacion se solicitd ser evaluado el por Comité
Institucional de Etica de la Universidad Catdlica Los Angeles de Chimbote;
28 asf como se tuvo en cuenta todos los principios de manipulacién de muestras
y desechos que se genere de acuerdo con el Manual de Bioseguridad segin
normas de la Organizacién Mundial de la Salud,?® reglamento de Laboratorio de

Microbiologia y Parasitologia de la Universidad Nacional de Trujillo.®
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V.- RESULTADOS

5.1 RESULTADOS

TABLA 1

Efecto antibacteriano del extracto etandlico de Portulaca oleracea sobre cepas de

Streptococcus mutans ATCC 25175. Trujillo — 2018

Promed Desv.

Grupos de tratamiento N i Estand F(AI;IOVA P
(mm) ar
Extracto etandlico de Portulaca oleracea 1 15 0.6
30% 0 7
Extracto etandlico de Portulaca oleracea 1 23 0.4
50% 0 7
Extracto etanolico de Portulaca oleracea 1 25 0.4
70% 0 7
Extracto etandlico de Portulaca oleracea 1 27. 0.4 3097.0 0.000
90% 0 7 8 5 0
Elztrr:g;% eltgg(;:lco de Portulaca 1 29, 05
0 4 2
Gluconato de Clorhexidina al 0.12% 1 23. 0.9
0 4 7
Etanol 70% 1 0 0
0

Prueba ANOVA.
Nivel de significancia (p<0.05)
Fuente: Proporcionados por el investigador

Interpretacion.

Se comprobo el efecto antibacteriano del extracto etanolico de Portulaca oleracea
sobre cepas de Streptococcus mutans, dado que todas concentraciones estudiadas
presentan un halo mayor a 8 mm.

La prueba ANOVA p<0.0000, indica que existen diferencias entre grupos en el efecto

antibacteriano sobre cepas de Streptococcus mutans.
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TABLA 2

Comparacion del efecto antibacteriano del extracto etanélico de Portulaca oleracea y grupos de
tratamiento sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 — Trujillo 2018.

Grupos de tratamiento

Subconjunto para a= 0.05

N 1 2 3 4 5 6
Etanol 70% 10 0
Extracto etandlico de Portulaca
10 15
oleracea 30%
Extracto etandlico de Portulaca
10 23
oleracea 50%
Gluconato de Clorhexidina al
10 23.4
0.12%
Extracto etandlico de Portulaca
10 25
oleracea 70%
Extracto etandlico de Portulaca 10 277
oleracea 90%
Extracto etandlico de Portulaca 10 204

oleracea 100%

Test de Duncan

Fuente: Proporcionado por el investigador

Interpretacion:

Existe diferencias en el efecto antibacteriano de cada grupo de estudio. El grupo
control negativo no presenta efecto. La concentracion al 50% y la clorhexidina

presentan efecto similar y a su vez ambas presentan mejor efecto que la concentracion

de 30%.

La concentracién al 70% presenta mejor efecto que las concentraciones de 30%, 50%
y que la clorhexidina, pero menor efecto que las concentraciones de 90% y 100%. La
concentracion al 90% presenta mejor efecto que las concentraciones menores y que la

clorhexidina, pero menor efecto que la concentracion al 100%, la que a su vez presenta

el mayor efecto antibacteriano de todos los grupos de estudio.
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5.2.-ANALISIS DE RESULTADOS

La Portulaca oleracea, es conocida antiguamente por sus propiedades
medicinales y cada vez se esta utilizando de diversas formas para prevenir los
problemas de salud, se utiliza para aliviar dolores diversos, ademas posee
propiedad antibacteriana, antiparasitaria, antinflamatoria, antiulcerosa, tiene
un efecto depurativo, diurética, hipoglucémica, ayuda a reducir los niveles de
colesterol y triglicéridos en la sangre, relajante muscular, digestiva, ayuda a
regular las funciones intestinales entre otras. También es una planta comestible
y se puede consumir de diversas formas como en ensaladas, jugos, extractos,
infusiones, etc.®

En el presente estudio se determind que el extracto etandlico de Portulaca
oleracea present6 efecto antibacteriano al 30%, 50%, 70%, 90% y 100% sobre
cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175. Tal como lo refiere Young M, et
al.> En su estudio determiné que el extracto etanélico de Portulaca oleracea
(POEE) vy el extracto etandlico de Glechoma heredeacea (GHEE) tuvieron
efectos en la proliferacion de Streptococcus mutans y en respuestas
inflamatorias.

El extracto de Portulaca oleracea a concentraciones del 70%, 90%, y 100%
posee mayor efecto antibacteriano que el 30% y 50% sobre cepas de
Streptococcus mutans, esto indica que a mayor porcentaje hay mayor
concentracion de sus componentes de apigenina flavonoide y compuestos
fenolicos produciendo mayor efecto antibacteriano; Tal como lo refiere Cho Y,
et al.’® quien en su estudio determing la concentracién de compuestos fenélicos

totales de los extractos en agua y 80% extractos de etanol de Portulaca oleracea
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al 20.2% y 38.7%; demostrando altas actividades antibacteriana contra
Helicobacter pylori, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Streptococcus mutans.

El extracto etandlico en la concentracion al 30% present6 un halo 15 mm.
siendo muy sensible y la concentracién al 50% mostré un halo de 23 mm.
siendo sumamente sensible al extracto etandlico en estudio, pero similar efecto
antibacteriano que la clorhexidina al 0.12%, esta evidencia es importante ya
que la clorhexidina es el componente mas utilizado y recomendado como gold
estandar para la inhibicién de bacterias como Streptococcus mutans. Asi como
lo manifiesta Reafio C.? quien en su estudio evalué la actividad antibacteriana
del extracto etandlico de Portulaca oleracea (verdolaga) y otras plantas a
concentracion de 10 mg/ml sobre las bacterias Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Salmonella enteritidis.

El efecto antibacteriano del extracto etanolico de Portulaca oleracea en la
concentracion al 50% tiene igual efecto que la Clorhexidina al 0.12%; la
clorhexidina a bajas concentraciones presenta un efecto bacteriostatico
mientras que a altas concentraciones presenta efecto bactericida frente a
bacterias Gram positivas, Gram negativas aerobias y anaerobias facultativas.
Por lo que el extracto etandlico de Portulaca oleracea en la concentracion al
50% produce los mismos efectos que la clorhexidina. Asi como lo refiere
Ercisle S, et al.’ en su estudio determiné la actividad antibacteriana de
Portulaca oleracea contra Bacillus subtilis, Pseudomonas syringae, Vibrio
cholerae y Yersinia pseudotuberculosis, mediante el uso de 2,2-difenil-1-

picrylhydrazyl (DPPH) y acido B-caroteno-linoleico y compuestos fendlicos
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mostraron un alto efecto antibacteriano; el extracto de Portulaca oleracea
tienen una potencial actividad antibacteriana contra una cantidad de bacterias
debido a su alto contenido fendlico.

Se determiné que el efecto antibacteriano del extracto etandlico en las
concentraciones al 70%, 90% y 100% es mayor, al comparar con el control
positivo utilizando Clorhexidina al 0.12%, y control negativo etanol al 70%, tal
como lo manifiesta Hanumantappa B, et al.” en su estudio demostro la actividad
antibacteriana de Portulaca oleracea sobre cinco cepas bacterianas patégenas
como Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Proteus mirabilis,
Klebsiella pneumoniae y Enterobacter aerogenes, Se encontr6 que la
concentracion minima de inhibicion (MIC) para el flavonoide para todas las
cepas bacterianas analizadas era > 4 mg por ml. Por lo tanto, la apigeninatiene
propiedades antibacterianas y puede usarse para desarrollar farmacos
antibacterianos, el cual se confirma su efecto antibacteriano en este estudio.

El extracto etandlico de Portulaca oleracea en sus diferentes concentraciones
presentaron efecto antibacteriano sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175. Tal como lo manifiesta Moncayo C.° demostré en su estudio la actividad
antibacteriana del extracto de Portulaca oleracea, el extracto en metanol de las
hojas 2000 pg/ml mostraron actividad antibacteriana en Echericha coli,
mientras que a la misma concentracion del extracto en metanol de la planta total
mostrd actividad antibacteriana en Streptococcus aureus, por lo queel extracto
de Portulaca oleracea tendrian un amplio espectro de accion para ser utilizado
como bactericida natural. Este estudio ha demostrado una vez mas que esta

planta presenta alto efecto bactericida frente a diversos tipos de bacterias Gram
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positivas y Gram negativas.

Los efectos positivos de esta planta en diferentes concentraciones podria
deberse a su composicion fitoquimica de apigenina, flavonoide y compuestos
fendlicos donde su mecanismo de accion es la destruccion de la membrana
celular bacteriana, afectando la estabilidad estructural y desestabilizando la
bicapa lipidica produciendo la muerte de la bacteria.** Este estudio de
investigacion determino el efecto antibacteriano de Portulaca oleracea sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175 debido a su accion terapéutica y
compuestos fenolicos.*

Los resultados obtenidos en el presente estudio demostré el efecto
antibacteriano del extracto etandlico de Portulaca oleracea sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175, a pesar de no existir mucha informacion
sobre dicha planta; este estudio puede servir como base para que posteriormente
se puedan seguir investigaciones y asi poder corroborar la efectividad y

beneficios de Portulaca oleracea.
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VI.- CONCLUSIONES:

1. Se determind que las concentraciones al 30%, 50%,70%, 90% y 100% del
extracto etandlico de Portulaca oleracea poseen efecto antibacteriano sobre
cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175,

2. Las concentraciones del extracto etanolico de Portulaca oleracea al 70%,
90% y 100% presentaron mayor efecto que la Clorhexidina al 0.12%

3. Se determinG que la concentracion del extracto etandlico de Portulaca
oleracea al 30%, presenté menor efecto que la clorhexidina al 0.12%.

4. La concentracion del extracto etanolico de Portulaca oleracea al 50%

presentd similar efecto que la clorhexidina al 0.12%.
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ASPECTOS COMPLEMENTARIOS:

1 Realizar nuevos estudios para demostrar la propiedad de las plantas naturales,
asi como se obtengan un respaldo de la ciencia y tecnologia para ser
utilizados como una alternativa de tratamiento.

2 Evaluar el efecto antibacteriano del extracto etanolico de Portulaca oleracea
como enjuagatorio bucal.

3. Determinar la concentracion minima inhibitoria y minima bactericida del
extracto etandlico de Portulaca oleracea sobre cepas de Streptococcus

mutans ATCC 25175.
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ANEXO 1

Vernier digital marca Mitutoyo, Modelo 500-196-20 ABSOLUTE Digimatic Caliper 0-

150mm / 0-6", por estar calibrado y validado con 1SO de calidad 17025

-
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ANEXO 2

Ficha de recoleccién de datos

Diametro del halo de inhibicién de
crecimiento (mm)

Concentracion del extracto etanélico Control
es
Repeticione (C+) ()
S 30% 50 70 90 100% G'“%Oe”ato Etanol
0, 0, 0, 0,
& % & Clorhexidi | & 70%
na
0.12 %
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
Promedi
o]
Prueba
de
Shapiro
— whilk
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ANEXO 3

Efecto antibacteriano del extracto etanolico de Portulaca oleracea sobre Cepas
de Streptococcus mutans ATCC 25175, Prueba de Normalidad.

Diametro del halo de inhibicién de
crecimiento (mm)

Concentracion del etanélico de Portulaca Control
oleracea es
Repeticione (C+) (C)
S 30 50 70 90 100 G'“fj%”ato Etanol
% % % % % . al 70%
Clorhexidi
na
0.12 %
1 1 2 25 28 29 24 0
5 3
2 1 2 25 28 29 24 0
5 3
3 1 2 25 28 29 24 0
4 2
4 1 2 25 28 30 22 0
6 3
5 1 2 24 28 30 24 0
5 3
6 1 2 25 27 29 24 0
6 3
7 1 2 25 28 29 24 0
5 3
8 1 2 25 27 29 24 0
5 3
9 1 2 25 28 30 22 0
5 4
10 1 2 26 27 30 22 0
4 3
Promedi 1 2 25 27. 29. 234 0
0 5 3 7 4
P“éeba P= P= p= = P=0.745| P=0.6759
Shaziro 0.9916 | 0.7844 | 0.3295 | 0.3151 | Normal| Normal
_ whilk Normal Normal Normal Normal

Fuente: Proporcionados por el investigador

Interpretacion. Los resultados obtenidos mediante la prueba de Shapiro Whilk nos

indican que los resultados son normales para cada tipo de concentracion.




ANEXO 4

Constancia de taxonomia de Portulaca oleracea
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ANEXO 5

Constancia de apoyo y colaboracion de Marild Roxana Soto Vasquez, docente
académico de la Facultad de farmacia y bioquimica de la Universidad Nacional de

Trujillo en la ejecucion del estudio de investigacion.

CONSTANCIA

Yo, MARILU ROXANA SOTO VASQUEZ, docente de la Catedra de
Farmacognosia del Departamento Académico de Farmacotecnia de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo,
con codigo UNT 5727 y acreditada como Docente Investigadora por
CONCYTEC.

Dejo constancia de haber colaborado en la preparacion del extracto de
Portulaca oleracea, en el proyecto de investigacion del alumno
CEVERINO LOYOL ALEJANDRO CASTILLO, identificado con DNI N°
19693595, con domicilio en sector 8 de Santa Verénica Manzana 14 lote
16, distrito de La Esperanza- Trujillo, estudiante de la Facultad de
Ciencias de la Salud, Escuela de Odontologia de la Universidad Catélica
Los Angeles de Chimbote; para la ejecucién de la tesis titulada “EFECTO
ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Portulaca
oleracea SOBRE CEPAS DE Streptococcus mutans (ATCC 25175)”.

Se expide esta constancia, a solicitud de la interesada, para los fines que
estime conveniente.

Trujillo, 20 de febrero del 2018.

s igadora de la Facultad de Farmacia y Bioquimica
&) Lab io de Far i
f‘v"" Universidad Nacional de Trujillo
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ANEXO 6

Constancia de apoyo y colaboracion de Manuela Natividad Lujan Velasquez, Bi6loga—

Microbidloga en la ejecucion del estudio de investigacion.

51



ANEXO 7

Constancia de Sergio A. Chafloque Viteri Lic. En Estadistica, apoyo en la parte

estadistica y procesamiento de datos en la ejecucion del estudio de investigacion.
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ANEXO 8

Cotizacion y compra de la Cepa liofolizada de Streptococcus mutans para la ejecucion

del estudio de investigacion.
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ANEXO 9

Recoleccion.

RECOLECCION Y TAXONOMIA DE Portulaca oleracea

Recoleccion de Portulaca oleracea del caserio de Pedregal, distrito de Simbal, provincia de
Trujillo.

PREPARACION DE LA MUESTRA

4 = alabkdg

Seleccion de las hojas de Portulaca oleracea que estan en buenas condiciones para
el procesamiento.
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ANEXO 10

LAVADO Y DESINFECCION

Realizando el lavado del material vegetal con agua potable para eliminar los
residuos de tierra y otras sustancias contaminantes.

Para la desinfeccion se sumergio las hojas en una solucion de hipoclorito de sodio
al 0.5 %.en (1 litro de agua y 5 ml de hipoclorito). Posteriormente se enjuagé con

agua destilada.
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ANEXO 11

PREPARACION DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Portulaca oleracea

Se pes0 las hojas frescas de Portulaca oleracea cortadas en trozos para

determinar la cantidad adecuada a utilizar para el extracto etanolico.

Realizando el licuado en fresco en fresco adicionando 100 ml de etanol de 96 °

para la obtencion de del extracto de Portulaca oleracea.
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/ 1

Almacenamiento del producto licuado de Portulaca oleracea en los frascos color

admbar para su maceracion por 7 dias.

El producto obtenido del licuado de Portulaca oleracea es llenado en frascos y

puesto a macerar en etanol de 96° por un periodo de 7 dias.
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ANEO 12

FILTRADO DEL EXTRACTO DE Portulaca oleracea

Realizando el filtrado manual de extracto de Portulaca oleracea utilizando un filtro

de tela para eliminar las particulas de desecho y obtener la el extracto més puro.

Realizando el filtrado final con bomba al vacio y papel filtro para retener las

particulas de desecho tras haber realizado el filtrado manual.
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ANEXO 13

OBTENCION DEL EXTRACTO

Eliminando el solvente del extracto etanolico de Portulaca oleracea en el equipo

de rotavapor.

Se obtiene el producto final del Extracto etandlico de Portulaca oleracea en las

concentraciones del .30%,50%,70%,90% y 100%, rotulado y etiquetado.
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ANEXO 14

ENFRENTAMIENTO MICROBIOLOGICO (FOTOS
REFERENCIALES)

REACTIVACION DE LA CEPA DE Streptococcus mutans ATCC 25175.

Abriendo el sobre sellado de la cepa liofilizada del Streptococus mutans para su

reactivacion.

Descubriendo el contenido del sobre y la cepa Liofilizada del Streptococcus

mutans.
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. .

Caldo Brain Heart Infusion (BHI) o Cerebro Corazon Infusion.

Sembrando el cultivo liofilizado en Caldo Brain Heart Infusion (BHI) o

Cerebro  Corazén Infusion.

Eligiendo una colonia compatible con Streptococcus mutans para el sembrado en

la placa Petri.
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ANEXO 15

INOCULACION DE LAS PLACAS

Realizando el sembrado de la bacteria Streptococus mutans en la placa Petri en

caldo BHI y en Agar Tripticasa Soya (TSA).

PREPARACION DE LOS DISCOS CON LAS CONCENTRACIONES DEL
EXTRACTO ETANOLICO

Se colocé los discos sobre las placas de Mueller Hinton
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Se tomo una alicuota de 100 pl y se coloco en cada una de las placas con Agar

Miueller Hinton.

Tomando con una alicuota 30 ul de cada una de las concentraciones de 30%,50%,

70%, 90% y 100 % del extracto etanolico.

Colocando 30 ul de cada una de las concentraciones de 30%, 50%,70%,90% y 100 %

del extracto etandlico.
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ANEXO 16

LECTURA DE RESULTADOS

Después de la incubacion en 48 horas, se midi6 los diametros (mm) de los halos de
inhibicion del crecimiento alrededor de cada disco en las concentraciones de 30%, 50%,

70%, 90% y 100 en 10 repeticiones.
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ANEXO 17

PLACAS DE CONTROL

Placas de control positivo Gluconato de clorhexidina al 0.12% y como control

negativo etanol de 70°.
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ANEXO 18

Efecto antibacteriano del extracto etanolico de Portulaca oleracea sobre Cepasde
Streptococcus mutans ATCC 25175, determinado mediante el didmetro (mm)
de los halos de inhibicién del crecimiento, método Kirby Bauer.

Diametro del halo de inhibicién de

crecimiento (mm)

Concentracion del etandlico de Portulaca Control
oleracea es
Repeticion (C+) ()
es 30 50 70 90 100 G'“Cd‘;”ato Etanol
% % % v % | Clothexidi | & 70%
na
0.12 %

1 1 2 25 28 29 24 0
5 3

2 1 2 25 28 29 24 0
5 3

3 1 2 25 28 29 24 0
4 2

4 1 2 25 28 30 22 0
6 3

5 1 2 24 28 30 24 0
5 3

6 1 2 25 27 29 24 0
6 3

7 1 2 25 28 29 24 0
5 3

8 1 2 25 27 29 24 0
5 3

9 1 2 25 28 30 22 0
5 4

1 1 2 26 27 30 22 0

0 4 3

C + =Gluconato de clorhexidina al 0.12%0
C- = Etanol 70%
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ANEXO 19

Pruebas de normalidad de

Shapiro-Wilk
Grupos Experimentales Estadisti gl p
co

Extracto etanolico de Portulaca oleracea 30% 0.9870 10 0.991
6

Extracto etandlico de Portulaca oleracea 50% 0.9599 10 0.784
4

Extracto etanolico de Portulaca oleracea 70% 0.9188 10 0.329
5

Extracto etanolico de Portulaca oleracea 90% 0.9147 10 0.315
1

Extracto etandlico de Portulaca oleracea 0.9564 10 0.744

100% 5

Gluconato de Clorhexidina al 0.12% 0.9412 10 0.675
9

Al tener los datos por cada extracto y control, es recomendable usar la prueba de
normalidad del Shapiro- Wilk, para evaluar la normalidad de los mismos, se observa una

distribucion normal para todos los datos.
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