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RESUMEN

Objetivo: Comparar la eficacia antibacteriana in vitro del extracto alcoholico de Zingiber
officinale (Kion) y cloruro de cetilpiridinio (CPC) sobre el Streptococcus mutans cepa ATCC
25175. Método: Investigacion experimental observacional, longitudinal, prolectivo, extracto
hidroalcoholico diluido en concentraciones al 50%, 75% y 100%, evaludndose la eficacia
antimicrobiana a través del halo inhibitorio, y el conteo de unidades formadoras de colonias
(UFC). Resultados: El analisis estadistico incluy6d pruebas ANOVA para comparar las tres
concentraciones del extracto en distintos tiempos (24, 48 y 72 horas) y la prueba T de Student
para su comparacion frente al grupo control de cloruro de cetilpiridinio, La mayor eficacia del
extracto, se observo en su dilucion al 100% a las 24 horas alcanzando un halo de 12.89 mm,
mientras el CPC obtuvo un halo de 14.48 mm. Por ultimo, el conteo de UFC fue superior a
1000 UFC/ml, resultado que es estadisticamente significativo, evidenciando inhibicion
bacteriana. Conclusiones: Los resultados obtenidos, comprobaron que la concentracion del
extracto hidroalcoholico al 100% presenta mayor eficacia microbiana en comparacion con las
concentraciones al 50% y 75%, estableciendo que, a mayor concentracion, aumenta
proporcionalmente el efecto antimicrobiano.

Palabras clave: eficacia antimicrobiana, extracto hidroalcoholico, Zingiber officinale,

cloruro de cetilpiridinio Streptococcus mutans ATCC 25175



ABSTRACT

Objective: To compare the in vitro antibacterial efficacy of the alcoholic extract of Zingiber
officinale (Kion) and cetylpyridinium chloride (CPC) against Streptococcus mutans, strain
ATCC 25175. Method: Experimental, observational, longitudinal, and prolective research.
The hydroalcoholic extract was diluted to concentrations of 50%, 75% and 100%, evaluating
antimicrobial efficacy through the measurement of the inhibition halo, and the count of colony
forming units (UFC) Results: The statistical analisis included ANOVA tests to compare the
three extract concentrations at different times (24, 48 and 72 hours) and the Student's t test for
comparison with the control group of cetylpyridinium chloride. The highest efficacy of the
extract was observed in the 100% dilution at 24 hours reching a halo of 12.89 mm, while the
CPC produced a halo of 14.48 mm. Finally, the CFU count was greater than 1000 CFU/mL, a
statistically significant result, confirming bacterial inhibition. Conclusions: The results
demonstrated that the 100% hydroalcoholic extract showed greater antimicrobial efficacy
compared to the 50% and 75% concentrations, establishing that antimicrobial effect increases
proportionally with extract concentration.

Keywords: antimicrobial efficacy, hydroalcoholic extract, Zingiber officinale,

cetylpyridinium chloride, Streptococcus mutans ATCC 25175



I. INTRODUCCION

La cavidad oral es un ecosistema muy variado para multiples seres vivos, los cuales
pueden ser beneficiosos para el huésped, siempre y cuando se cumpla con ciertas condiciones,
como buena higiene oral, dieta baja en azucares, cuidados preventivos, entre otros. Algunas de
estas bacterias comensales pueden aprovechar el desequilibrio de este ecosistema, y proliferar
a través del biofilm dental, desarrollandose asi en enfermedades periodontales como gingivitis,
periodontitis, o en caries dental, afectando a las estructuras dentales. (Honores, 2022)

El Streptococcus mutans, uno de las causantes principales de esta enfermedad,
aprovecha el desequilibrio y el desarrollo del biofilm para aumentar su consumo de azucares,
desmineralizar el esmalte dental y aumentar su adherencia. (Krkleck, 2022)

Como mencionamos, la buena higiene dental, puede prevenir esta y otras enfermedades
relacionadas a la cavidad oral, con el manejo de una buena técnica de cepillado, y el uso de
coadyuvantes como el hilo dental y los colutorios. (Hernandez, 2021)

Otra alternativa que sirve como coadyuvante, es la utilizacion de la medicina natural,
cuyos efectos han sido probados a través de los afos por la tradicion de los pueblos y las
investigaciones cientificas enfocadas en sus efectos beneficiosos. Entre estas opciones
naturales, tenemos a el Zingiber officinale, cuyos efectos antibacterianos y desinflamantes, lo
convierten en una excelente opcion como método de tratamiento y prevencion para
enfermedades de la cavidad bucal. (Orbegoso, 2019)

Es por ello que, esta investigacion experimental in vitro, se enfoco en evidenciar sus
beneficios frente a la cepa de Streptococcus mutans, comparandola con un colutorio de origen
quimico, como es el Cloruro de cetilpiridinio, y asi comparar su efectividad para su futuro uso

e investigaciones en el campo de la salud oral.



1.1. Descripcion y formulacion del problema

La caries dental, ocasionada por el Streptococcus mutans, es la enfermedad mas
prevalente a nivel mundial, segtin estudios realizados en el 2022 por la OMS. En dicho estudio,
se muestra que la poblacion mas vulnerable, es la que menos recursos posee, dando como
resultado que mas de la mitad de la poblacion a nivel mundial, padece de caries dental. (OMS,
2022)

El gran ntimero de personas afectadas por enfermedades bucodentales, como la caries
dental, se debe principalmente a la falta de conocimiento y al poco acceso a servicios sobre
salud dental, por lo que el principal objetivo siempre, es el de la prevencidon y mantenimiento,
frente al tratamiento. (Roa, 2014)

La medida principal para prevenir la caries dental, es el cepillado dental usando una
correcta técnica de cepillado; para lo cual contamos con coadyuvantes a la salud oral como lo
son el hilo dental, y los colutorios, habiendo de este tltimo muchas marcas, cada uno de ellos
con componentes quimicos distintos y funciones distintas. Frente a esta gran variedad en el
mercado, se ha demostrado que la poblacion elige para su uso personal, basandose en el sabor
u olor, muchas veces sin asesoria de un odontélogo o profesional del sector salud. (Montenegro,
2023)

En este grupo de colutorios, coadyuvantes a la salud oral, tenemos a aquellos que
presentan como componente quimico principal al cloruro de cetilpiridinio (CPC), el cual ha
sido demostrado que tiene efecto virucida y bactericida. (Ochoa, 2021)

Por otro lado, contamos con tratamientos mas naturales y tradicionales, como la
fitoterapia. Dado que nuestro pais se encuentra entre los 10 paises con mayor diversidad
biologica del mundo (Sabogal, sf), el uso de plantas medicinales, puede estar al alcance de la

mayor parte de la poblacion, convirtiéndose estas, en nuestras grandes aliadas.



Existen distintas plantas con variadas propiedades medicinales demostradas, una de
ellas, es el Zingiber officinale, también llamado jengibre o kion. Este rizoma, es originario de
Asia; requiere de un clima tropical himedo para poder cultivarse, asi pues, es posible su
desarrollo y cultivo en el Perti, ya que nuestro pais, cuenta con variados microclimas.
Principalmente, es cultivado en la selva central en provincias como Junin o Huanuco. (Becerril,
2008).

Entre las multiples propiedades con que cuenta el jengibre o kion, tenemos que es
antibacteriano, analgésico, antihemorragico, antiinflamatorio y antioxidante; estas propiedades
se presentan, por los distintos componentes bioactivos con que cuenta, como compuestos
fenolicos, resaltando principalmente, el zingiberol. (Reyes, 2021).

Distintos estudios, como los hechos por Hernandez en 2021 en Pert, o Castillo en 2018
en Ecuador, han demostrado la eficacia del kion frente a la principal bacteria que ocasiona la
caries dental, el Streptococcus mutans. En dichos estudios, su eficacia, fue probada
comparandola con la clorhexidina al 0.12%; no se le ha comparado con otros colutorios, como
el CPC cuyas ventas han aumentado desde la pandemia del COVID-19.

El presente estudio, tiene como objetivo, ampliar el conocimiento que se tiene sobre la
accion del Zingiber officinale sobre el Streptococcus mutans comparandolo con otros
colutorios con distintos componentes activos, como el Cloruro de Cetilpiridinio, para lo cual
se plantea la siguiente pregunta, ;Cual es el efecto antibacteriano del extracto alcohdlico de
Zingiber officinale (Kion) y cloruro de cetilpiridinio (CPC) sobre el Streptococcus mutans cepa
ATCC 25175 in vitro?

1.2. Antecedentes

Krkleck et al. (2022) en Pert, determino el efecto de la actividad antimicrobiana del

aceite esencial de kion, sobre cepas de Streptococcus causantes de linfadenitis cervical en

cuyes, utilizando una muestra de 20 casos clinicos, 16 cepas de Streptococcus pyogenes y 4 de



Streptococcus. El extracto etanolico fue obtenido a través de la técnica de arrastre a vapor con
concentraciones de 65%, 45%, 25% y 5%. En los resultados se demostro, que el extracto de
kion poseia un efecto antibidtico frente a los Streptococcus, utilizando como grupo control a la
Penicilina G. Respecto al extracto. Se obtuvo que la concentracion al 65% obtuvo mejor
resultado, dando un promedio de 15.2 mm de halo de inhibicion.

Hernandez et al. (2021) en Pert, comparo el poder antimicrobiano del extracto
etanolico del Zingiber officinale e hipoclorito de sodio contra la Enterococcus faecalis ATCC
29212, probando el extracto etanolico en porcentajes de 50% y 75% y el hipoclorito al 5.25%.
La cepa bacteriana fue activada en el agar Sangre y utilizando el método de difusion en disco
Kirby-Bauer impregnados con el extracto etandlico. Los resultados mostraron que las
concentraciones del extracto de Zingiber officinale al 50% y 75% dieron medias de halos
inhibitorios de 12.1 y 13.1 respectivamente, y el hipoclorito una media de 12.1 mm. Pasada las
24 horas se volvid a realizar la segunda medicion, dando al 50% valores de hasta 12mm, al
75% de 16mm y el hipoclorito hasta 14mm. Llegando a la conclusion que el extracto etanodlico
de Zingiber officinale a mayor porcentaje, presenta mayor efecto antibacteriano frente al
hipoclorito de sodio respecto a la cepa ATCC 29212 de Enterococcus faecalis.

Orbegoso et al. (2019) evalud el extracto etanolico de kion y su efecto antimicrobiano
contra cepas de Streptococcus mutans, comparando su eficacia con la clorhexidina al 2%; en
la cual la muestra estuvo conformada por 34 placas, divididas en dos grupos de 17 muestras de
clorhexidina al 2% y otro del extracto etandlico de Zingiber officinale al 70%. Los resultados
fueron recolectados en una ficha de recoleccion de datos, y se mostrd una media respecto al
extracto etandlico de 17.43 mm frente a la cepa de Streptococcus mutans, y otra media de 26.02
mm respecto a la clorhexidina al 2%, demostrando que la Zingiber officinale presenta efecto

antibacteriano.



Castillo et al. (2018) en Ecuador, evaluo la efectividad antibacteriana tanto del aceite,
como del extracto etandlico del jengibre en porcentajes de 25, 50, 75 y 100%, frente a cepas
de Streptococcus mutans ATCC 25175 activadas en el agar Miiller Hinton — Sangre. Los
resultados demostraron que la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de kion se
encontraba en una sensibilidad intermedia segiin la escala de Durafford. Determinando el
efecto antimicrobiano de ambos aceiten guardan relacion directa, es decir, a mayor
concentracion, mayor inhibicioén de la bacteria, dando el extracto alcoholico al 100% un halo
de 11.67 mm, y el aceite esencial al 100% un promedio entre 8.33 y 10.67mm, mostrando que
el extracto alcoholico, resulto mas efectivo que el aceite.

Davila et al. (2018) en Ecuador, evalu6 el efecto antimicrobiano del extracto alcoholico
y aceite esencial del Zingiber officinale a concentraciones de 25, 50, 75 y 100% sobre cepas
ATCC 25175 de Streptococcus mutans en una muestra de 10 cultivos por porcentaje. Se utilizo
el agar Mitis salivarius, como grupo control positivo se us6 a la clorhexidina al 0.12% y como
control negativo al dimetil sulfoxido. Las mediciones de los halos fueron realizadas pasadas 48
horas. En los resultados se determiné que las méximas concentraciones del extracto alcohdlico
mostro una media de 19.8 mm al 100%, y el aceite esencial un halo de 18.7mm, dando como
conclusion que no existen diferencias significativas entre el extracto alcohodlico y el aceite
esencial con la clorhexidina al 0.12%.

Herrera et al. (2017) en Ecuador, investigo el efecto inhibitorio del extracto
hidroalcoholico del noni y del kion al 2.5% y 0.62% frente a cepas de Streptococcus mutans y
Candida albicans, teniendo como numero de muestra 24 cultivos por cada concentracion frente
a cada cepa bacteriana que fueron incubadas por 48 horas a 37°, se dio como resultado que el
extracto hidroalcoholico de noni se mostré6 mas efectivo frente a la Candida albicans, y el

Streptococcus mutans tuvo mayor reaccion frente al extracto de kion.



Los hallazgos obtenidos en estudios previos, respaldan la utilidad del Zingiber
officinale como una alternativa fitoterapeutica eficaz; por otro lado, debido a los estudios que
respaldan la accidon microbiana de los antisépticos tradicionales sobre el biofilm oral, se les usa
con seguridad como componentes en enjuagues bucales con agentes antimicrobianos. Debido
a la comparacion entre compuestos naturales y convencionales, y la demostrada eficacia de la
accion de ambos tipos de compuestos, se abre posibilidades el tratamiento complementario,
para la prevencion de caries dental.

1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general

v Evaluar la eficacia antibacteriana in vitro del extracto hidroalcoholico de
Zingiber officinale (Kion) y cloruro de cetilpiridinio (CPC) sobre el Streptococcus mutans cepa
ATCC 25175.

1.3.2. Objetivos especificos

v Determinar la concentracion inhibitoria minima del extracto hidroalcohdlico de
Zingiber officinale (Kion) frente al Streptococcus mutans cepa ATCC 25175

v Determinar la concentracion inhibitoria minima del cloruro de cetilpiridinio
(CPC) frente al Streptococcus mutans cepa ATCC 25175

v Comparar las concentraciones del extracto alcoholico de Zingiber officinale
(Kion) al 50%, 75% y 100% frente al Streptococcus mutans cepa ATCC 25175

v Comparar la concentracion inhibitoria minima del extracto alcoholico de
Zingiber officinale (Kion) frente a la concentracion inhibitoria minima del cloruro de
cetilpiridinio (CPC).

v Determinar la tasa de formacion de colonias de Strepfococcus mutans cepa

ATCC 25175 en un medio de cultivo.



1.4.  Justificacion

El presente estudio, busca ampliar el conocimiento del Zingiber officinale como
alternativa natural para la salud oral como coadyuvante, ya sea usado como base para futuros
dentifricos o enjuagues bucales, ya que se tiene investigaciones previas mostrando su
efectividad frente al Streptococcus mutans, pero siendo comparada uUnicamente con
clorhexidina al 0.12% y antibioticos, mas no estudios previos comparandola con cloruro de
cetilpiridinio (CPC).

Tener mas alternativas de tratamiento preventivo y coadyuvante al abordar casos de
prevencion de salud oral, o relacionadas a caries dental
1.5. Hipotesis

Es probable que el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohdlico de Zingiber
officinale tendra igual o mayor efectividad antimicrobiana frente a las cepas de Streptococcus

mutans que el cloruro de cetilpiridinio (CPC).



II. MARCO TEORICO
2.1. Bases tedricas sobre el tema de investigacion
2.1.1. Biofilm oral

El Biofilm es una comunidad de microorganismos, la cual se adhiere a superficies y
posee una matriz extracelular polimérica autogenerada. Dicha matriz, protege a las bacterias
que conforman el biofilm del ambiente externo, lo cual dificulta la acciéon de agentes
antimicrobianos y la respuesta inmune del huésped (Dolan & Costerton, 2002).

En la cavidad oral, el Streptococcus mutans se destaca como uno de los principales
microorganismos implicados en la formacion del biofilm oral el cual también se denomina
placa bacteriana. Esta bacteria, posee la capacidad de sintetizar glucanos extracelulares a partir
de sacarosa, esto le facilita tanto su adherencia a las superficies dentales como su agrupacion
con otras especies microbianas (Koo et al., 2013).

El desarrollo y proliferacion del biofilm oral, se produce cuando no hay una correcta
higiene o no se usa una adecuada técnica de cepillado, llegando a convertirse en cariogénicos
al consumirse azucares fermentables que, como producto final del metabolismo del azucar,
producen 4cidos que disuelven el esmalte y dentina. Si dicho proceso no se controla, llevaria a
la manifestacion de caries dental. Sin embargo, algunos componentes de la saliva y la ingesta
de algunos alimentos pueden controlar la formacion o inhibir el crecimiento del biofilm (Meyer
etal., 2021)

2.1.2. Streptococcus mutans

Dentro de la microflora oral, existen diversos microorganismos, causantes de distintas
enfermedades, siendo la enfermedad mas predominante, la caries dental, la cual es ocasionada
principalmente por el Streptococcus mutans serotipo C, la cual esta relacionada con las etapas

iniciales de la enfermedad.



Como sabemos, el Streptococcus mutans es una bacteria aerobia gram negativa, cuya
energia libre es elevada, lo que le permite adherirse facilmente a superficies como el titanio,
acero, acrilico y esmalte dental. Esta cepa es una de las principales bacterias implicadas en la
etiologia de la caries dental. Produce acido lactico como resultado de la fermentacion de
carbohidratos, ocasionando en este ultimo, la desmineralizacion del esmalte y, en
consecuencia, la caries dental, la cual, es una cavitacion en las superficies dentarias, ocurrido
a través del tiempo como resultado de un agente patogeno. Esto ocurre inicialmente por la
formacion de placa bacteriana, donde el Strepfococcus mutans encuentra un habitad donde
reproducirse y desarrollarse, produciendo acidos que destruyen los tejidos dentarios, siendo
este microorganismo patogeno el precursor de esta enfermedad (Montenegro, 2023)

Elinicio de la proliferacion de esta bacteria en el 6rgano dental, empieza por la adhesion
al sustrato por medio de dos mecanismos, que son dependientes e independientes de la glucosa,
siendo el principal el dependiente, en el cual interactuan la proteina PAC del Streptococcus
mutans, junto con las proteinas del biofilm, conformando no solo la union, si no la proliferacion
de la pelicula dental y la invasion bacteriana a esta. (Roa, 2014).

Este crecimiento de biofilm provoca directamente la proliferacion de microorganismos,
creando las condiciones Optimas para el intercambio de material genético y aumentar el ciclo
de virulencia.

En el caso de Streptococcus mutans, a medida que se va desarrollando, genera
productos de acido lactico, acido propidnico, acido acético y acido féormico, originados por la
degradacion de glucosa, sacarosa, etc. Estos dcidos generan la descomposicion y degradacion
del esmalte dental debido a la liberacién de hidrogeniones, ocasionando la desmineralizacion.
Este proceso, gracias al acido lactico, cambia el nivel de pH de 7 a 4.2, en aproximadamente

24 hrs. (Ojeda, 2013)
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Como se sabe, el Streptococcus mutans es una bacteria transmisible, se puede encontrar
en boca después de la primera erupcion dental, por lo que existen diversos factores para
determinar su etiopatogenia, uno de estos, es la trasmision dada de madre a hijo, o de padre o
hermanos, ocasionando caries en la infancia, y debido a que forma parte de la microflora, se
encuentra en pacientes que tengan, o no, caries dental. (Gamboa, 2014)

2.1.3. Caries dental

Segun conceptos actuales dados por Basso (2019) sabemos, que mas allad de ser una
enfermedad infecciosa, de la cual Black sefialaba que el tratamiento definitivo era la remocion
de todo el tejido infectado para luego colocar una restauracion; es una enfermedad causada por
el desequilibrio de la microflora oral por la ingesta de carbohidratos fermentados, cuya
degradacion por parte de bacterias, genera acidos que degradan el esmalte, formando lesiones
cariosas. Las lesiones cariosas, son las que se observan y son clinicamente detectables, ya sea
por el color, o si hay cavitacion o no en la estructura dental, ocasionadas por la degradacion de
acidos del biofilm. Y de acuerdo a su estadio de desarrollo y progresion, podemos distinguir
en lesiones activas y lesiones detenidas, ambas con estadios iniciales y avanzados.
(Schwendicke, 2018)

En el caso de las lesiones activas, en su estadio inicial presentan una coloracion
amarillenta o blanquecina con pérdida de brillo y rasposo al tacto, ubicandose en los surcos y
fisuras; y en su estadio avanzado, la dentina esta expuesta y se presenta blanda al tacto.

Por otro lado, las lesiones de caries detenidas se presentan como cicatrices, lesiones que
no avanzaran mas, en cuyo estadio inicial se presentan de color negro o amarronada, de textura
brillosa, que al tacto se presenta dura y lisa, y en el estadio avanzado, la dentina se presenta
dura y brillante. (Santos, 2021).

Para poder abordar las lesiones cariosas, se debe tener claro los rasgos clinicos de la

lesion, se debe poder identificar qué tipo de dentina sera removida, para asi evitar tratamientos
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innecesarios. Para poder realizar una adecuada identificacion, la mejor manera de hacerlo, es a
través del tacto, guidndonos por la dureza de la dentina; pueden observarse cuatro tipos de
zonas diferentes en la dentina: necrdtica, contaminada, desmineralizada y translucida

La zona necroética presenta dentina blanda junto con biofilm, esta dentina debe ser
eliminada. La zona contaminada y desmineralizada se correlacionan clinicamente, a mayor
profundidad, la dentina blanda se convierte en coridcea, la cual es una dentina més dura, pero
que puede ser removida al ejercer un poco de presion con la cureta. Ya que, en los conceptos
actuales, predomina la vitalidad pulpar, en caso esta lesion llegue hasta mas alla del tercio
interno de la dentina, se llegd al consenso de preservar esta dentina afectada sobre el piso de
camara, haciendo una incompleta remocion de este tejido, mas si removiéndolo de las paredes
de la cavidad. (Conrads, 2018)

La dentina esclerdtica y normal, generalmente se ubica en la zona profunda, se
caracteriza por dentina firme y dura, siendo fisicamente resistente a la excavacion manual,
unicamente siendo posible su remocidon con una turbina

A través de los anos, el tratamiento contra la caries dental ha ido evolucionando.
Antiguamente, se creia en la eliminacion total del tejido cariado, removiendo la dentina que
cambio de color, junto a la extension preventiva, para asegurar los margenes de la restauracion,
y que esta tenga mayor retencion mecanica, puesto que se utilizaban amalgamas. Con el pasar
de los afios y la introducciéon de nuevos materiales, junto con investigaciones y clinica,
surgieron nuevos tipos de tratamientos, en los cuales predomina la vitalidad pulpar, la
conservacion de la mayor estructura dental posible, otorgandole el nombre de odontologia de
minima intervencion; minimizar el dolor del tratamiento y preservar la longevidad de la

restauracion. (Ricketts, 2018)
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2.1.4. Fitoterapia y salud oral

El uso de plantas con propiedades terapéuticas, es una practica ampliamente extendida
y que se da desde hace miles de afos en todo el mundo. Estas especies, consideradas
medicinales, poseen compuestos que contribuyen con la prevencion o tratamiento de
afecciones y/o enfermedades. La organizacion mundial de salud (OMS) reconoce la relevancia
de la medicina tradicional y su uso, formando la fitoterapia, parte de la medicina tradicional,
considerandosele como recurso complementario dentro del sistema de salud, siendo ademéas un
recurso utilizado por el 60% de la poblacion mundial (OMS, 2025). En ese sentido, al
encontrarse el Pert, entre los 10 paises con mayor biodiversidad, no es la excepcion, que
podamos recurrir al uso de planta como alternativa terapéutica, pues tenemos plantas como por
ejemplo la coca, cuyo uso se remonta a tiempos pre hispanicos. Gracias a la transmision de las
costumbres y tradiciones, conocemos del empleo y propiedades que se atribuyen a las distintas
plantas, y ahora, con el avance de la tecnologia e investigacion, sabemos exactamente, las
propiedades reales y los componentes activos principales que otorgan dichas facultades, como,
por ejemplo, los gingeroles, que presentan propiedades antiinflamatorias, bactericidas,
bacteriostaticas, vienen siendo estudiados a lo largo de estos ultimos afios. (Becerril, 2008)

Podemos definir entonces como planta medicinal, a aquella planta, de la que se puede
obtener componentes que presenten caracteristicas para tratar o aliviar los sintomas de alguna
enfermedad, o que contenga alguna materia prima para la elaboracién de medicamentos. Esta
planta, para considerarse planta medicinal, debe presentar propiedades curativas o preventivas.
(Gutiérrez, 2003). Cabe considerar ademas que segiin la OMS (2025), el 50% de medicamentos
proceden de fuentes de origen natural
2.1.5. Zingiber officinale

El kion, cuyo nombre cientifico es Zingiber officinale, también llamado jengibre, es

una planta que pertenece a la familia Zingiberaceae; tiene sus origenes en Asia, es usado
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tradicionalmente en China e India para la preparacion de alimentos, asi como para tratar
distintos males como fiebre, dolores, etc. Tiene una raiz de contextura rugosa y nudosa de color
grisaceo, de sabor agrio y picante y altamente aromatico. (Berdonces, 2010)

El mayor productor y exportador de Kion en el mundo, es China. Requiere para su
desarrollo, un clima tropical humedo, en una temperatura superior a los 30°C. Aqui en Peru,
gracias a la diversidad de micro climas que poseemos, es posible su cultivo, principalmente en
los departamentos de Junin y Huanuco, en la selva central. (Enriquez, 2013)

Esta planta, debido a su gran cantidad de componentes, posee propiedades terapéuticas,
entre ellas: analgésicas, gracias a sus fenoles y gingeroles; antimicrobianas, gracias a la
presencia de terpenos; antiinflamatorio, disminuyendo la sintesis de prostaglandinas a través
de la inhibicion de las vias de ciclooxigenasas; y antioxidantes, gracias a los monoterpenoides,
gingeroles y diarilheptanoides, que demostraron ser hepatoprotectoras. (Zamora, 2017)

Las propiedades antiinflamatorias del kion previenen la inflamacion de las encias. Por
ello, también ayuda a disminuir las probabilidades de desarrollar enfermedades como gingivitis
y periodontitis. (Sunstar, 2021)

Su raiz o rizoma, contiene metabolitos secundarios; los compuestos quimicos organicos
encontrados en el kion, los podemos dividir en dos grupos; compuestos fenolicos volatiles, y
no volatiles. Los volatiles, son aceites esenciales, siendo el mas importante el zingeberol; y en
los no volatiles, tenemos a los gingeroles, los shogaols, paradols y zingerones, entre los mas
relevantes. De todos estos compuestos, los gingeroles y shogaols que son los componentes mas
importantes, puesto que se les atribuye la mayor parte de beneficios de esta planta. (Reyes,
2021)

El extracto etandlico de la raiz de jengibre, ha demostrado poseer una fuerte actividad
antioxidante. Hay evidencia que indica que el extracto de jengibre realizado con etanol, es una

sustancia prometedora para el detallado estudio de sus efectos protectores contra compuestos
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citotoxicos. Presenta un alto contenido de componentes fenolicos y una intrinseca capacidad
antirradical. El extracto del rizoma de jengibre es conocido por su fuerte eficacia en la
reduccion de radicales libres, mediada sobre todo por sus componentes fenolicos entre los
cuales estan presentes el gingerol, zingeron y shogaol, entre otros. Una mezcla de no-resinas
fenolicas, contribuye a la actividad antioxidante y es responsable del fuerte aroma de jengibre
en los suplementos de dieta, bebidas y alimentos (Falconi, 2011).

2.1.6. Cloruro de cetilpiridinio

El cloruro de cetilpiridinio (CPC) es una sal cuaternaria de amonio, un antiséptico de
amplio espectro, con accion sobre bacterias gram positivas, gram negativas, hongos y algunos
virus. Logra su permanencia en la cavidad oral hasta por 5 horas realizando una actividad anti
placa, evitando su formacion. (Suarez, 2020)

Se presenta como una sal de color beige la cual es soluble en agua. Su composicion
quimica estd formada por una piridina con carga positiva como un grupo de cabeza hidroéfilo
combinado con una cadena de hexadecano como cadena lateral lipofila. Debido a esta
estructura molecular, es caracterizado como tensioactivas anfotero. (Mao, 2020)

Su mecanismo de accion, se basa en la interaccion con los lipidos de la membrana
citoplasmatica bacteriana, generando lisis celular, es decir, el CPC penetra a través de la
membrana de la bacteria, gracias a los polos positivos de su estructura que se unen a los polos
negativos de la bacteria, esto ocasiona la salida de componentes del citoplasma de la bacteria
a través de la membrana, debido a que el CPC no permite la reparacion de ésta, impidiendo su

crecimiento, y por ende, ocasionandole la muerte. (Ochoa, 2021)
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. METODO

3.1. Tipo de investigacion

Disefio: Experimental puro

Enfoque: Cuantitativo, debido a que consiste en recolectar y analizar datos numéricos

Periodo y secuencia del estudio: Longitudinal

Tiempo de ocurrencia de los hechos: Prospectivo

Registro de informacion: Prolectivo
3.2. Ambito temporal y espacial

La cepa bacteriana de Streptococcus mutans cepa ATCC 25175 fue adquirida por los
laboratorios Gen Lab del Pera S.A.C, traida desde EEUU en un lapso de dos meses; para
posteriormente elaborar el extracto alcohdlico de Zingiber officinale (Kion), realizar los
cultivos de la cepa bacteriana, pruebas de efecto antibacteriano del cloruro de cetilpiridinio y
del extracto hidroalcoholico de kion, asi como el conteo de unidades formadoras de colonias.
Los procedimientos se realizaron en el Laboratorio CENPROFARMA — Centro de Control
Analitico, de la facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos.
3.3. Variables
3.3.1. Variable dependiente

Diametro del halo inhibitorio
3.3.2. Variable independiente

Agente antimicrobiano y concentraciones



3.3.3. Operacionalizacion de variables

16

muestra

VARIABLES DEFINICION INDICADORES ESCALA | VALOR
Concentration del Cantidad de extracto de Zingiber Concentraciones del extracto diluido en
Razon mg/ml
extracto officinale (Kion) porcentajes al 50, 75y 100%
Diametro del halo Anchura maxima del cuerpo circular Longitud de la recta que une dos puntos
Razon mm
inhibitorio formado por el bactericida extremos de la circunferencia
Estima la concentracion de
Unidad formadora de UFC/ml,
microorganismos presentes en una Contador de colonias, camara de recuento | Razén
Colonias (UFC) UFC/g
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3.4. Poblacion y muestra
3.4.1. Poblacion
Cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175
3.4.2. Muestra
El tamafo de la muestra fue definido a través de la siguiente formula, la cual se usa
para comparar dos medias independientes en estudios experimentales:

n= 2 (Zan + Zp)* . (0)?

(d)’

n: Es el tamafio de muestra necesario por cada grupo

Zq2 : Constante correspondiente al nivel de confianza.

Zp: Representa el poder o potencia estadistica

o: Desviacion estandar esperada

d: Diferencia minima detectable entre los grupos

Para el célculo, se us6 un nivel de confianza del 95% (Za2= 1.96) el cual, es un valor
estandar para estudios de investigacion, y una potencia estadistica del 80% (Zp= 0.842) que
asegura la capacidad del estudio para detectar diferencias reales entre grupos. Asi mismo, se
asumiod una desviacion estdndar y una diferencia minima esperada de 1.0, segun antecedentes
de estudios similares.

n= 2(1,96 +0,842)* (1,0)

(1)
n=16
Aplicando la féormula, el resultado determind 16 muestras experimentales por cada
grupo de estudio, garantizdndose asi que los resultados posean la sensibilidad necesaria para

detectar las diferencias significativas entre cada sub grupo.
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3.5. Instrumentos

Para recolectar los datos obtenidos de las mediciones de cada uno de los halos de
inhibicion, se cred una ficha de recoleccion de datos donde se documentaron las medidas de
las distintas concentraciones del extracto hidroalcohoélico de Zingiber officinale y del cloruro
de cetilpiridinio, en las horas establecidas.
3.5.1. Materiales

Para poner en marcha la elaboracion del extracto hidroalcohdlico de Zingiber officinale,
la elaboracion de las placas a observar y las mediciones correspondientes al experimento in
vitro, se utilizaron los siguientes materiales e instrumentos, cuya calibracion estd dada por el
laboratorio con el cual se trabajo:

Placas Petri de 90 mm de didmetro x 15mm de altura

Asa de Drigalsky de vidrio

Tubos de 150 mm con tapa rosca

Viales de vidrio de SmL de capacidad

Viales de vidrio de 10 mL de capacidad

Punta de micropipeta calibrada de 20 — 200uL

Punta de micropipeta calibrada de 0.5 — 5 uL

Micropipeta calibrada de 20 — 200uL

Micropipeta calibrada de 0.5 — 5 uLL

Frascos de vidrio de 500 mL con tapa rosca

Frascos de vidrio de 200 mL con tapa rosca

Gradillas

Espatulas

Sacabocado con didmetro interno de 6 mm

Papel craft



Asa bacteriologica

Escala de Mc Farland

Baguetas de vidrio

Indicador multiparametro de esterilizacion
Vernier Digital

Céamara de Recuento de Colonias
Rallador

Vaso de precipitado Beakers

Probeta volumétrica de 1000 mL,500 mL y 50 mL
Mortero

Parafilm

Embudo Biichner

Matraz kitasato

Discos de papel de filtro Whatman N° 42

Pipeta pasteur

3.5.2. Insumos

Kion 1 kg

Enjuague bucal Colgate Plax

Streptococcus mutans cepa ATCC 25275

Alcohol 96°

Agua Destilada

Cloruro de Sodio grado bacterioldgico marca Oxoid
Caldo Cerebro — corazon marca Merck

Agar Cerebro — corazén marca Merck

Agar Mueller Hinton marca Oxoid

19
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Agar TSB (soya tripticaseina) triptona soya
3.5.3. Equipos

Incubadora 35°C EQ-CCA-026 Labor LP-11 S:69-6315/4

Autoclave vertical digital EQ-CCA-054 Reles AL/D 50L S:476-15

P 730 S: Potenciometro EQ-CCA-005 Inolab 730 S: 10380849

Bafio Maria EQ-CCA -009 Memmert WNE-10 S: L307.0363

Balanza analitica EQ-CCA-037 AND HR 250 AZ S: GA7702480

Balanza marca Sartorius

Estufa EQ-CCA-001 Memmert UN55 S: B215-2490

Mechero de Bunsen

Ultrasonido

Bomba de Vacio
3.6. Procedimientos
3.6.1. Elaboracion extracto hidroalcohdlico

Las muestras de kion fueron llevas al Centro de Control Analitico de la facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Mayor de San Marcos, donde también se realizaron
las pruebas de sensibilidad bacteriana y la elaboracion del extracto hidroalcohdlico.

3.6.1.1. Preparacion de materiales. Una vez entregadas las muestras de kion, estos
fueron llevados a la sala de recepcion y esterilizacion, donde fueron lavados para eliminar
cualquier impureza que hubiera en ellos, que pudiera interferir con la elaboracion del extracto,
después, fueron colocados encima de un papel craft para desinfectarlos con alcohol a 70° y
luego enjuagar con agua. Finalmente, fueron secados encima de papel craft a una temperatura
de 35 °C

3.6.1.2. Preparacion del extracto. Los rizomas de kion se trituraron con un rallador

para asi aumentar las superficies de contacto, se colocaron en un beakers con una relacion
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peso/volumen 2:3, pesandose un total de 600 gramos de kion rayado y en una probeta se calculd
900 ml de mezcla entre agua con alcohol a una proporcién de 70% alcohol y 30% agua. En un
frasco ambar se mezclo6 los gramos de kion con la mezcla de alcohol y agua, hasta que toda la
muestra esta cubierta y se sello el frasco.

Durante 30 minutos a temperatura ambiente se coloco el frasco con solvente y muestra
en el ultrasonido, este proceso ayuda en el aumento del rendimiento y la calidad de los
compuestos que se desean extraer. Al finalizar, se rotul6 el frasco con los datos de la especie e
inicio de maceracion, se coloco el frasco en un ambiente cerrado y fresco durante 15 dias.
Transcurridos los 15 dias, se continud con la filtracion.

3.6.1.3. Filtracion. Se procedi6 a armar el equipo para la filtraciéon: Bomba de vacio,
embudo Biichner, matraz Kitasato y papel Whatman N°42. La solucion macerada fue vertida
al embudo manteniendo una agitacion constante. Una vez culminada la filtracion, el extracto
se dividi6 en 2 placas de vidrio. Ambas placas se mantuvieron en estufa por 2 dias a 35°C,
hasta observar una reduccion del volumen. Culminada la reduccién del volumen, se procede a
la preparacion final del extracto hidroalcoholico de kion.

3.6.1.4. Preparacion del extracto hidroalcohoélico en diferentes concentraciones. El
residuo obtenido fue el extracto hidroalcohdlico de kion al 100%, esto fue vertido en un frasco
ambar, previamente esterilizado en autoclave. Para la preparacion del extracto etandlico de
kion al 75% (v/v), se calcul6 75 mL del residuo y se disolvio en 25 mL de la mezcla de alcohol
y agua en proporcion 70:30 (70% de alcohol y 30% de agua), esto fue vertido en un frasco
ambar. Para la preparacion del extracto etanodlico de kion al 50% (v/v), se calculdé 50 mL del
residuo y se disolvié en 50 mL de la mezcla de alcohol y agua en proporcion 70:30 (70% de

alcohol y 30% de agua), esto fue vertido en un frasco ambar.
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3.6.2. Eficacia antibacteriana

3.6.2.1. Fase pre analitica. Antes de realizar el analisis experimental se ejecutaron los
siguientes pasos, los cuales forman parte de la fase pre analitica:

A. Preparacion de materiales. Para su respectiva esterilizacion, en calor seco, las
placas petri se envolvieron en papel craft, y se llevaron a la estufa por dos horas a una
temperatura de 180°C. Mientas que las puntas para las micropipetas, los viales de vidrio y tubos
con tapa rosca fueron esterilizados, a calor humedo, por medio de la autoclave a 121° Cy 15
Ib/pg2 durante quince minutos.

B. Preparacion medios de cultivo. En dos tubos de ensayo, se prepararon 20 mililitros
de caldo cerebro-corazon, segun las instrucciones del fabricante, y luego fueron esterilizadas
en una autoclave.

De igual manera, se prepar6 en un frasco de vidrio 100 mililitros de agar cerebro-
corazén para luego ser esterilizado en la autoclave. Una vez esterilizado el agar, este se enfrid
en bafio Maria a una temperatura entre 45 - 50° Celsius, y posteriormente fue vertida en una
placa petri.

En un frasco de vidrio se prepararon 800 mL de agar Mueller Hinton, previo a su
esterilizacion en autoclave, se midid que tenga el PH requerido (7,0 a 7,6), para calcular esta
medida, se sumergio el bulbo del electrodo del potenciémetro en el agar. Una vez corroborado
que cumplia con el PH adecuado, se procedi6 a llevar a la autoclave para esterilizar, a una
temperatura de 121°C y 15 1b/pg2 durante 15 minutos.

Terminado el tiempo, se procedi6é a enfriar mediante bafio Maria a unos 45 - 50°
Celsius. Ya a una temperatura ambiente, se vertié el preparado a placas Petri estériles,
introduciendo un aprox 30 mL, lo que, en placas de 90 mm, da muestras homogéneas de 4mm

de fondo. Una vez colocado en las placas, se dejé a temperatura ambiente para que solidifique.
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Por ultimo, se prepararon 100 mL de suero fisiologico estéril, mezclando 900 mg de
cloruro de sodio bacterioldgico y 100 mL de agua destilada, para luego esterilizar la mezcla en
la autoclave. Terminada la esterilizacion, se afiadié volimenes de 10 mL a 4 tubos de ensayo
estériles.

C. Activacion de la cepa. Las cepas se encontraban refrigeradas entre 4-8°C en placas
con agar de cerebro-corazon. Para cada cepa se tomo una colonia con el asa bacteriologica y
se sembrd en tubos con caldo de cerebro-corazon estéril, y se llevo a la incubadora a 37°C por
24 horas. La turbidez demostro el crecimiento de las cepas. Se sembré del caldo de cerebro-
corazodn a placas con agar de cerebro-corazon. Se llevo a la incubadora a 37°C por 24 horas.

3.6.2.2. Fase analitica. En esta fase, se realizaron actividades propias de la fase
experimental, las cuales consistieron en:

A. Preparacion del inoculo. De las colonias puras de Streptococcus mutan ATCC
25175 se tomaron una cierta cantidad de colonias para ser diluidas en tubos de ensayo que
contenian 10 mL de suero fisiologico estéril, de manera que las soluciones que se resultaron,
obtuvieran una turbidez correspondiente al tubo n°1 de la escala de MacFarland, con una
concentracion de 3x10® UFC/mL. A partir de esta solucion, se hicieron diluciones de 1 en 3,
tomando 3 ml de esta solucion preparada, y diluyéndola con 9 mL de suero fisiologico dentro
de un tubo con tapa rosca. Obteniendo como resultado soluciones con concentraciones de 1x108
UFC/mL.

B. Inoculacion de las placas. A las placas donde se encontraba el agar Mueller Hinton
se le agrego 100 uL de cada inoculo bacteriano que se prepar6 anteriormente (concentracion
1x10® UFC/mL.), el inéculo fue esparcido con ayuda de una espatula de Drigalsky, para obtener
un crecimiento homogéneo, se deslizo el asa en forma paralela y compacta abarcando toda la

superficie de la placa. Este procedimiento fue repetido rotando la placa unos 60° dos veces
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mas. Este procedimiento debe realizarse con sumo cuidado para que no haya errores al
momento de la toma de resultados. Se dejo secar de 3 a 5 minutos antes de formar los pocillos

C. Formacion de pocillos. El sacabocados fue esterilizado con alcohol y flameado con
el mechero, para luego formar los pocillos. Se debe considerar que cada pocillo debe estar
ubicado a 15 mm de los bordes de la placa y deben estar distribuidos de modo que los halos
inhibitorios no se superpongan uno con otro

D. Sembrado de las muestras. Se us6 16 placas para las muestras. Un control positivo,
un control negativo, 3 concentraciones del extracto hidroalcohdlico de kion (100%, 75% y
50%). En total 5 pocillos en 16 placas Petri.

Cada muestra y controles se sembraron afiadiendo 40 uL en cada pocillo. Como control
negativo o muestra blanco se usoé una solucion del 70% de alcohol de 96° y 30% de agua
destilada. En 16 placas Petri se sembrd 40uLL en un pocillo por cada placa Petri. Como control
positivo se uso Colgate Plax (Cloruro de cetilpiridinio). En 16 placas Petri se sembr6 40 uL en
un pocillo por cada placa Petri.

E. Incubacion. Las placas de las diluciones de la muestra juntos con los controles
fueron almacenadas en una incubadora a una temperatura de 37 °C por 72 horas

3.6.2.3. Fase post analitica. Pasado el tiempo de incubacién, cada placa fue evaluada.
Las zonas a ser medidas deben presentarse de forma uniformemente circular, en capas
homogéneas, lo cual indica un buen crecimiento bacteriano. Los didmetros de los halos
inhibitorios fueron medidos en milimetros, pasando por el centro de cada pocillo. Se obtuvo
un promedio, considerando tres mediciones por cada pocillo, y se redonded para obtener un
numero natural para reportar.

3.6.3. Recuento microbiano
Del indculo bacteriano preparado (3x108 UFC/mL) se agregé 1 mL a 2 mL del extracto

hidroalcohélico de kion al 100% para obtener una concentracion de 1x10® UFC/mL. De la
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solucion obtenida, se afladié 1 mL en 99 mL de caldo TSB para obtener la dilucion 107!, Para
las posteriores diluciones sucesivas se tomé 1 mL de dilucién 107! en 9 mL de caldo TSB para
obtener la dilucion 107 y para obtener la dilucién 107 se tomo6 1 mL de la dilucién 102 en 9
mL de caldo TSB. Se pipeteo por duplicado, en placas Petri, alicuotas de 1 mL de las diluciones
de 10!, 1072, 1073, Se colocé el agar para recuento en placa en bafio maria a 44-46°C. Luego se
vertio inmediatamente en las placas Petri 10-15 mL de medio fundido y templado. El periodo
de tiempo transcurrido no debe superar 20 minutos e inferior a 10 minutos.

Posteriormente, se mezcld el indculo con el medio fundido, inclinando y girando las
placas. Con el fin de controlar la esterilidad, se prepar6 una placa conteniendo el medio y el
diluyente sin inocular. Una vez solidificado el agar, se invirtio las placas y se las incub6 a 37°C
durante 24 horas. Para el calculo del recuento estandar en placa, se debe elegir 2 placas
correspondientes a una dilucion. Hallar la media aritmética y multiplicar por el factor de
dilucion. A este método utilizado para la medicion de las UFC es USP 42 recuento en placa
por siembra en profundidad
3.7. Analisis de datos

Los datos obtenidos se recopilaron en la ficha de recoleccion de datos, posteriormente,
los datos recabados, fueron llevados a bases de datos creadas en Excel, para luego ser
procesados mediante andlisis estadisticos, por medio de la prueba ANOVA y T de Student,
para la estadistica inferencial, y pruebas de media y desviacion estandar, para la estadistica
descriptiva. Los resultados obtenidos fueron interpretados en tablas y graficos de barra para su
mejor compresion.

3.8. Consideraciones éticas
Este trabajo de investigacion no tiene ningun conflicto de interés con las marcas

comerciales de enjuagues bucales que seran usadas en la investigacion, no busca favorecer ni
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desprestigiar, y ha sido realizado bajo los protocolos de ética establecidos por la Universidad

Nacional Federico Villarreal
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IV. RESULTADOS

Tanto la obtencion del extracto hidroalcoholico de kion, como las diluciones en las
diferentes concentraciones que el estudio requeria (100%,75% y 50%) y los andlisis de
sensibilidad microbiana frente al Streptococcus mutans cepa ATCC 25175, fueron realizados
en el Centro de Control Analitico de la facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. Se evaluo el efecto inhibitorio de 3 diferentes concentraciones
50%., 75% y 100%, mediante la medicién de los halos de inhibicion en un total de 48 muestras
(n=16 por grupo). Las lecturas se realizaron de forma longitudinal en tres momentos, uno a las
24 horas, el siguiente a las 48 hrs y el ultimo, a las 72 hrs, utilizando como grupo control
positivo al Cloruro de Cetilpiridinio al 0.07% (Colgate plax Soft Mint), y como control
negativo, agua destilada.

Previo a la aplicacion de las pruebas de analisis inferencial, se realizé la verificacion de
los supuestos paramétricos de normalidad, evaluando individualmente cada uno de los 12
subgrupos experimentales (N=16). Debido al tamafio de la muestra, se us6 la prueba Shapiro —
Wilk. La distribucion de la zona de inhibicion de todos los subgrupos, fue normal, ya que el
valor p fue consistentemente superior al umbral de significancia 0.05 en todos los casos. Dado
que el supuesto de normalidad se cumplid en cada uno de los 12 subgrupos experimentales, se
confirmd la idoneidad de la aplicacion de pruebas estadisticas paramétricas (ANOVA y T de
Student)
Tabla 1
Concentracion inhibitoria del extracto alcohdlico de Zingiber officinale frente al

Streptococcus mutans
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Tiempo N Media DE Mediana DIQ Min Max
50%
24 h 16 8.50 0.13 8.51 0.21 8.32 8.70
48 h 16 7.50 0.12 7.50 0.20 7.30 7.72
72 h 16 6.80 0.02 6.80 0.04 6.76 6.84
75%
24 h 16 9.50 0.13 9.51 0.21 9.30 9.71
48 h 16 8.49 0.10 8.50 0.19 8.32 8.69
72 h 16 7.51 0.12 7.50 0.19 7.32 7.71
100%
24 h 16 11.50 0.02 11.50 0.04 11.46 11.54
48 h 16 10.50 0.08 10.51 0.13 10.32 10.63
72 h 16 8.78 0.06 8.78 0.09 8.70 8.90

Nota. Los resultados descriptivos de la Tabla 1, detallan el tamafio promedio del halo de

inhibicidn para cada combinacion de concentracion del extracto hidroalcohdlico de Zingiber

officinale (50%, 75%, 100%) y tiempo de incubacion (24,48 y 72 horas). El maximo efecto

inhibitorio del Zingiber officinale frente al Streptococcus mutans cepa ATCC 25175 se registro

en la concentracion al 100% a las 24 horas, mostrando una media de 11.50 = 0.02 mm . Asi

mimo, se aprecia que, de forma general, la capacidad de inhibicion disminuyd conforme
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transcurri6 el tiempo. Asi, se observa que en concentracion del 100% del extracto
hidroalcoholico, el halo se redujo de 11.50 mm a las 24 horas a 10.50 mm pasadas las 48 horas,
y finalmente a 8.70 mm a las 72 horas. La menor eficacia antimicrobiana se registré en la
concentracion del 50% del extracto hidroalcohdlico a las 72 horas, registrando una media de
6.80 £ 0.02 mm. El andlisis descriptivo sugiere que el efecto del extracto hidroalcohoélico de
kion, depende tanto del tiempo de exposicion como de la concentracion, siendo mas efectivo
al 100%.

Figura 1

Concentracion inhibitoria del extracto alcohdlico de Zingiber officinale frente al

Streptococcus mutans

Concentracion inhibitoria minima del extracto alcohdlico de

Zingiber officinale frente al Streptococcus mutans
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Nota. Se evalud 16 muestras con extracto alcoholico de Zingiber officinale en concentraciones
de 50%, 75% y 100%, a las 24, 48 y 72 horas. Se encontr6 que el halo inhibitorio del promedio
al 50% y 75% se mantuvieron por debajo de 10 mm; sin embargo, al 100% se observo que a

las 24 horas el halo inhibitorio promedio fue 11.5 + 0.4 siendo el mas alto.
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Concentracion inhibitoria minima del cloruro de cetilpiridinio frente al Streptococcus mutans

Tiempo N Media DE Mediana DIQ Min Max
CPC
24 h 16 14.8 0.1 14.8 0.2 14.60 15.01
48 h 16 14.5 0.1 14.5 0.2 14.30 14.70
72 h 16 14.2 0.1 14.2 0.2 14.00 14.40
Total 48 14.5 0.1 14.5 0.2 14 15.01

Nota. La tabla 2 muestra las medias del halo de inhibicion del Streptococcus mutans cepa

ATCC 25175 obtenidos con el cloruro de cetilpiridinio (CPC), usado como control positivo,

durante los 3 tiempos de observacion (24,48 y 72 horas). Se consideraron un total de 48

muestras, 16 por cada tiempo. El promedio total de la zona de inhibicién fue de 14.5 £ 0.1 mm.

La media mas alta se registr6 a las 24 horas (14.8 mm) y la mas baja, a las 72 horas (14.20

mm). Se observa una ligera tendencia a la disminucion del halo inhibitorio con el paso del

tiempo.

Figura 2

Concentracion inhibitoria minima del cloruro de cetilpiridinio frente al Streptococcus mutans



31

Concentracion inhibitoria minima del cloruro de cetilpiridinio frente al

Streptococcus mutans
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Nota. Respecto al cloruro de cetilpiridinio; se observo que el halo inhibitorio promedio del
Streptococcus mutans cepa ATCC 25175 disminuia ligeramente conforme avanzaban las
horas, siendo 14.8 £ 0.1 mm a las 24 horas, 14.5 = 0.1 mm a las 48 horas y 14.2 £ 0.1 mm a
las 72 horas.

Tabla 3

Resultados de la prueba de normalidad Shapiro Wilk de la zona de inhibicion para cada

subgrupo experimental
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Media
Tiempo Conclusion
Concentracion N (X) Estadistico W Valor p
(h) Normalidad
(mm)
Zingiber
officinale (kion) 24 16 8.5 0.939 0.331 Normal
50%
48 16 7.5 0.963 0.715 Normal
72 16 6.8 0.96 0.663 Normal
Zingiber
officinale (kion) 24 16 9.5 0.953 0.537 Normal
75%
48 16 8.49 0.955 0.573 Normal
72 16 7.51 0.965 0.746 Normal
Zingiber
officinale (kion) 24 16 11.5 0.96 0.663 Normal
100%
48 16 10.5 0.967 0.794 Normal
72 16 9.43 0.943 0.385 Normal
Control Positivo
24 16 14.81 0.966 0.764 Normal
(CPO)
48 16 14.5 0.959 0.636 Normal
72 16 14.21 0.97 0.844 Normal

Nota. Se considera que la distribucion es normal si el valor p de la prueba Shapiro — Wilk es p

> (.05. Los resultados presentados en la tabla 3, indican que la distribucion de la zona de
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inhibicion de todos los subgrupos (Zingiber officinale al 100%, 75%, 50% y Cloruro de
Cetilpiridinio a las 24,48 y 72 horas) fue normal

Figura 3

Cuantiles de normalidad de la zona de inhibicion
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Nota. El grafico cuantil — cuantil (Q-Q) de la normalidad del total de datos, presenta cuantiles
muestrales que se distribuyen de manera cercana a la linea diagonal de referencia, lo que
sugiere un adecuado ajuste de los datos a la distribucion normal tedrica. Se respalda de forma
grafica el supuesto de normalidad, en concordancia con la prueba Shapiro — Wilk (p > 0.05),
permitiendo la aplicacion de pruebas estadisticas paramétricas como el analisis de varianza
(ANOVA) y la prueba T de Student. En el Anexo F se presenta el histograma con curvas de
densidad

Tabla 4

Comparacion del extracto alcoholico de Zingiber officinale frente al Streptococcus mutans en

diferentes concentraciones
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Concentracion N° Media DE EE F P

50% 48 7.6 0.7 0.1

75% 48 8.5 0.8 0.1 42796.2 <0.001
100% 48 10.26 1.1 0.2

Nota. Se realiz6 un analisis de varianza (ANOV A) que permitié comparar el efecto promedio
del halo inhibitorio del Streptococcus mutans cepa ATCC 25175 de las 3 concentraciones del
extracto de kion (50, 75 y 100%), agrupando los 3 tiempos de evaluacion (24,48 y 72 horas)
para cada nivel. Los resultados del analisis ANOV A mostraron una diferencia estadisticamente
altamente significativa entre las concentraciones (F= 42796.2) y un nivel de significancia
inferior al 0.001 (P < 0.001). La concentracion al 100% obtuvo el mayor halo de inhibicion
promedio con 10.26 mm, seguida por el 75% con un halo de 8.5 mm y, finalmente 7.6 mm en
la concentracion al 50%.

Figura 4

Comparacion del extracto alcoholico de Zingiber officinale frente al Streptococcus mutans en

diferentes concentraciones

Comparacion del extracto hidroalcohélico de Zingiber officinale al

50%, 75% y 100% frente al Streptococcus mutans
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Nota. Al comparar las concentraciones se observo que el halo inhibitorio del Streptococcus
mutans cepa ATCC 25175 en promedio fue de 7.6 = 0.7 mm y 8.5 £ 0.8 mm al 50% y 75%;
mientras que al 100% fue 10.26 + 1.lmm. Las diferencias fueron estadisticamente
significativas (p<0.001), este hallazgo confirma que la concentracion es un factor determinante
en la eficacia antimicrobiana del extracto.

Tabla §

Comparacion de las concentraciones del extracto alcohdlico de Zingiber officinale frente al

Streptococcus mutans en diferentes horas

Tiempo N° Media DE EE F P

24 h 48 9.83 1.3 0.2

48 h 48 8.83 1.3 0.2 4664.2 <0.001
72 h 48 7.70 0.8 0.1

Nota. Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) para determinar el efecto del tiempo de
incubacioén (24,48 y 72 horas) en la zona de inhibicion del Streptococcus mutans cepa ATCC
25175 agrupando todas las concentraciones (50, 75 y 100%) para cada nivel de tiempo. Los
resultados del ANOVA, demostraron que el tiempo de incubacion tiene un efecto altamente
significativo sobre la zona de inhibicion (F= 4664.2, P < 0.001). La méaxima inhibicion
promedio se registro a las 24 horas, con una media de 9.83 = 1.3 mm. Con el paso de las horas,
se aprecia una disminucion de la eficacia antimicrobiana, alcanzando su medida mas baja a las
72 horas, presentando una media de 7.70m + 0.8 mm.

Figura 5

Comparacion de las concentraciones del extracto alcohdlico de Zingiber officinale frente al

Streptococcus mutans en diferentes horas
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Comparacion del extracto alcohdlico de Zingiber officinale a las 24, 48 y

72 horas frente al Streptococcus mutans

12
9.83
10 8.83
¢ 7.70
S
B 6
=
4
2
0
24 h 48 h 72 h
Tiempo

Nota. Segin tiempo, se observo que el halo inhibitorio promedio del Streptococcus mutans
cepa ATCC 25175, fue de 8.83 £ 1.3 mmy 7.7 = 0.8 mm a las 48 y 72 horas; sin embargo, a
las 24 horas fue 9.83 + 1.Imm. Estas diferencias fueron estadisticamente significativas
(p<0.001), se encontrd que a las 24 horas el halo inhibitorio fue mayor que a las 48 y 72 horas
de manera significativa.

Tabla 6

Comparacion de las concentraciones del extracto alcohdlico de Zingiber officinale frente a la

concentracion inhibitoria minima del cloruro de cetilpiridinio

IC95% 1C95%
Grupo N°  Media ES tu P

) (M

Cloruro de cetilpiridinio 48 14.51 0.04 14.43 1459 -27.49 0.001
Zingiber officinale

(Kion) 144 879 0.2 856  9.02
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Nota. 1C95%: intervalo de confianza del 95%. Prueba t de Student. P: nivel de significancia.
Para realizar la comparacion del efecto antibacteriano total del extracto hidroalcohdlico de
Zingiber officinale (kion), frente al control positivo CPC, se us6 la prueba ¢ de Student para
muestras independientes. Los resultados de la tabla 6 indican que existe una diferencia
estadisticamente significativa en la zona de inhibicion de ambos grupos (t=-27.49; p <0.001).
La media de la zona de inhibicion del CPC fue 14.51+ 0.04 mm, mientras que la media total
del kion fue de 8.79 + 0.12 mm. Esta diferencia muestra que el cloruro de cetilpiridinio presenta
una capacidad de inhibicion significativamente mayor que el extracto de kion

Figura 6

Comparacion de las concentraciones del extracto alcohdlico de Zingiber officinale frente a la

concentracion inhibitoria minima del cloruro de cetilpiridinio .
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Nota. Al comparar las concentraciones del extracto alcohdlico de Zingiber officinale (kion)
frente a la concentracion inhibitoria minima del cloruro de cetilpiridinio (CPC), se encontrd

que el cloruro de cetilpiridinio, muestra una media de inhibicion significativamente mayor
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(media: 14.51) en comparacion al kion (media: 8.79 mm). se encontrdé diferencias
estadisticamente significativas, P <0.001.
Tabla 7

Tasa de formacion de colonias de Streptococcus mutans en un medio de cultivo

Muestra Método Resultados
Control (inoculo) USP 42 1x10 8 UFC/ml
Extracto hidroalcoholico + USP 42 >1000 UFC/ml
inoculo

Nota. Se demostrd que el extracto hidroalcohdlico mas el inoculo mostraron un resultado
mayor a 1000 UFC/ml, evidenciando una disminucion significativa respecto a la proliferacion

bacteriana del Streptococcus mutans cepa ATCC 25175.
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

En esta investigacion experimental se evaluo la eficacia antimicrobiana del extracto
hidroalcoholico de Zingiber officinale a concentraciones de 50%, 75% y 100%, teniendo como
grupo control al cloruro de cetilpiridinio (CPC) al 0.07%, realizando la recoleccion de datos de
las muestras cada 24 horas, teniendo un total de 3 tomas de muestras, una a las 24, otra a las
48 y por ultimo a las 72 horas.

La eficacia antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico Zingiber officinale, se demostrd
a través de 2 métodos, siendo uno el conteo de unidades formadoras de colonias, donde se
obtuvo un resultado mayor a 1000 UFC/ml. El segundo método usado para evaluar la eficacia
antimicrobiana fue la medicion del halo inhibitorio. El andlisis estadistico demostrd que el
cloruro de cetilpiridinio posee una capacidad inhibitoria significativamente mayor que el kion
(t=-27.49; P <0.001). La media del halo de inhibicién del CPC fue 14.51 + 0.04 mm, mientras
que la media total del extracto de kion fue de 8.79 + 0.12 mm. A pesar de esta diferencia, los
resultados del ANOVA, confirmaron que el extracto hidroalcohélico de kion si presentd un
efecto antimicrobiano significativo, dependiente de la concentracion y el tiempo (p < 0.001 en
ambos factores).

Estos resultados frente al Streptococcus mutans pueden ser validados por distintos
estudios como el de Krkleck (2022), Honores (2022) y Orbegoso (2018), donde se compararon
distintas concentraciones de Zingiber officinale frente a diferentes cepas de esta bacteria,
utilizando cada uno distintos grupos controles, como clorhexidina al 2% o antibioticos. Krkleck
(2022) en vez de utilizar un extracto hidroalcohdlico, utilizo un aceite esencial, cambiando la
metodologia in vitro, por la in vivo, a través de cuyes; cuya investigacion confirmo la
efectividad antibacteriana del Zingiber officinale.

Honores (2022) en sus investigaciones, no solo utilizo Zingiber officinale como Unico

extracto etandlico, sino que compard una planta mas, el sauco, pero su efecto antimicrobiano
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no fue superior al kion, puesto que obtuvo un mayor promedio en la medicién del halo
inhibitorio a comparacion de esta investigacion, obteniendo resultados de 14.55 mm en sus
halos de inhibicion.

La comparacion del extracto hidroetandlico del Zingiber officinale frente a un aceite
esencial de la misma planta, fue realizada por Castillo et al. En el 2018, donde demostr6 que el
extracto hidroetandlico aprovechd mejor los componentes bioactivos de esta raiz, dando
mejores resultados respecto a su poder bactericida.

Pese a que todas estas investigaciones, demostraron la eficacia bacteriana a través del
método de medicion de halos inhibitorios en agares de cultivo, en el presente estudio se utilizd
ademas el modelo analitico del conteo de unidades formadoras de colonias, con el que se
obtuvieron resultados mas exactos, demostrando que el extracto disminuy¢ significativamente
la proliferacion del Streptococcus mutans en los agares de cultivo. Ninglin otro estudio ha
utilizado este método, el cual es el més preciso para evaluar la efectividad antimicrobiana, ya
que no se presentaria error debido al sesgo humano, el que puede darse al realizar las
mediciones de los halos inhibitorios con un pie de rey, como también pueden presentarse
errores de calculos matematicos y de dispersion.

Finalmente se obtiene como conclusion, coincidiendo con los demas autores, el poder
bactericida y bacterioestatico que presenta el Zingiber officinale frente a las cepas de
Streptococcus mutans y diferentes microorganismos que habitan la cavidad oral, agregando
que se debe de realizar el conteo de unidades formadoras de colonias para tener resultados mas

precisos sin error al sesgo.
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VI. CONCLUSIONES

6.1. Los resultados obtenidos, mostraron que la concentracion del extracto
hidroalcohodlico de Zingiber officinale (kion) fue un factor determinante y estadisticamente
significativo en la eficacia antimicrobiana. La mayor efectividad se obtuvo en la concentracion
al 100%(media 10.26 + 1.1 mm) en comparacion a las concentraciones al 50% y 75%,
estableciendo que, a mayor concentracion, mayor efecto antimicrobiano.

6.2. El tiempo de incubacion fue un factor que afectd significativamente el halo de
inhibicidén, mostrando que el efecto antimicrobiano decay6 progresivamente de las 24 a 72
horas (en sus tres concentraciones), Por el contrario, el efecto del cloruro de cetilpiridinio se
redujo minimamente en esos tres dias, manteniendo una media global de 14.51 + 0.04 mm.

6.3. El maximo efecto inhibitorio del extracto hidroalcohoélico de kion se observo en la
concentracion al 100% a las 24 horas, con una media en el halo de inhibicion de 11.50 &+ 0.02
mm. Este fue el mejor resultado obtenido en todas las combinaciones de concentracion y
tiempo

6.4. El extracto hidroalcoholico de Zingiber officinale demostré poseer propiedades
antibacterianas frente a la cepa ATCC 25175 de Streptococcus mutans en todas sus
concentraciones evaluadas (50%, 75% y 100%).

6.5. Al realizar la comparacion global del extracto hidroalcohdlico de kion con el
cloruro de cetilpiridinio, mediante la prueba ¢ de Student, se confirmé que el CPC presenta
eficacia significativamente mayor frente al Streptococcus mutans, La media del halo de
inhibicion del cloruro de cetilpiridinio (14.5Imm), super6 de manera estadisticamente
significativa (t= - 27.49; P <0.001) a la media total del extracto de kion (8.79 mm).

6.6. El recuento de las unidades formadoras de colonias, indicé que el extracto
hidroalcoholico de kion demostré actividad inhibitoria; el resultado de >1000 UFC/ml, sugiere

que el extracto hidroalcohdlico de kion ejerce un efecto bacteriostatico principalmente, en lugar
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de un efecto bactericida total, ya que no se logréd eliminar por completo el crecimiento

bacteriano del Streptococcus mutans
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VII. RECOMENDACIONES

7.1. Comparar el extracto hidroalcohoélico de Zingiber officinale con otros colutorios y
desinfectantes orales de origen quimico para evaluar su eficacia antibacteriana y
bacteriostatica.

7.2. Evaluar la eficacia antibacteriana del extracto hidroalcohdlico de Zingiber
officinale frente a otros microorganismos como bacterias u hongos que afecten la cavidad oral.

7.3. Combinar el compuesto activo del Zingiber officinale con otros componentes para
asi mejorar su efecto antibacteriano y bacteriostatico, y ampliar su tiempo de uso sin que pierda
sus propiedades.

7.4. Debido a que el estudio se realizd tinicamente in vitro, se recomienda realizar
estudios con modelos clinicos para validar estos resultados.

7.5. Se recomienda usar estudios in vivo, asi como confrontar el Zingiber officinale con
otras cepas bacterianas. Asi mismo, se podria probar diferentes métodos de extraccion del kion
que puedan aumentar su eficacia.

7.6. Los hallazgos sugieren que el extracto hidroalcohdlico de Zingiber officinale
podria considerarse como alternativa natural prometedora en enjuagues orales o geles que
contengan formulacion antimicrobiana, ya que el Kion puede representar una alternativa
natural atil para formular productos antimicrobianos que promuevan la prevencion en el &mbito
odontologico. Se recomienda investigar su estabilidad a largo plazo.

7.7. Para la evaluacion de eficacia antimicrobiana de extractos naturales, se recomienda
la inclusion sistematica del método de recuento unidades formadoras de colonias (UFC/ml), ya
que ofrece resultados cuantitativos mas exactos y minimiza el error de sesgo humano que puede

ocurrir con la medicidn del halo inhibitorio.
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Formulacion del

de Zingiber
officinale (kion) y
cloruro de
cetilpiridinio (CPC)
sobre el
Streptococcus
mutans cepa ATCC

25175 in vitro?

extracto alcohdlico de
Zingiber officinale (kion)
y cloruro de cetilpiridinio
(CPC) sobre el
Streptococcus mutans
cepa ATCC 25175.
Objetivos Especificos

- Determinar la
concentracion inhibitoria
minima del extracto
alcohdlico de Zingiber
officinale (kion) frente al
Streptococcus mutans
cepa ATCC 25175
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concentracion inhibitoria

alcoholico de
Zingiber
officinale
tendra igual o
mayor
efectividad
frente a las
cepas de
Streptococcus
mutans que el
cloruro de

cetilpiridinio.

halo de
inhibicion
-Variable
independiente
Agente

antimicrobiano

Objetivos Hipotesis Variables Metodologia
problema
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antibacteriano del | Compara la eficacia antibacteriano | dependiente: investigacion
extracto alcohdlico | antibacteriana in vitro del | del extracto Didmetro del -Disefio:

Experimental puro
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debido a que
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analizar datos
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Prospectivo
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minima del cloruro de
cetilpiridinio (CPC) frente
al Streptococcus mutans
cepa ATCC 25175
-Comparar las
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extracto alcohdlico de
Zingiber officinale (kion)
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concentracion inhibitoria
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Streptococcus
mutans ATC
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officinale (kion) frente a
la concentracion
inhibitoria minima del
cloruro de cetilpiridinio

(CPC).




9.2. Anexo B

9.2.1. Ficha de recoleccion de datos

Muestras

Extracto alcoholico de

Zingiber Officinale

(Concentracion)

25%

50%

75%

100%

CPC

Halo Inhibitorio

UFC

Control
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Control

negativo

Control

positivo

Control

negativo

10

11

12

13

14

15

16
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9.3. Anexo C

9.3.1. Certificado de Agar Mueller Hinton

@ Page 1 of 3

CERTIFICA 1T OF ANALYSIS

Delivery/Cussomer information
Date Privtea
PRODUCT CMO2ITB 2022.03,15
MUELLER HINTON AGAR So0g Defvery No
LOT NUMBER 3179958 Customer
Customer Order Number
EXPIRY DATE 2026.10.20
DATE OF !
MANUFACTURE 2021 1022 :
Physical Characteristics Reseo Specification
Armsarance St Straw powder
Co_ 1 oD reconstituton Stran Straw 2-3
pH (25°C) 2 72-74
Clarity Clea Clear
Microbiological Performance
Antibiotic susceptibility tests ure performed in accordance to. 1 ot e scceptance limits of, the current ISO/TS 16782,
Performance Is assessed using EUCAST methodology.
Sraphiplococcus aurews ATCCH25923 WDOCMONO34
lacubation at 35 + 1°C for 16-20 hours in ambient alr
Lame = Limits
(mm) (mm)
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Tetracycline TE30 28 4.3
Ciprofloxacen CIPS 4 2-%
Amoxicillin-clavulanate AMC3I0 M 8-
Ammeeillin-sulbactam SAM20 13 2%.1
Lie,__ id LZDXM 9 -3
Cefoxitin FOX 30 b ¢ | 2-9
Gentemicin CN10 2 9.7
Penicillin P10 13 26-37
Staphylococens awreny ATCCR29213 WDCMO0131
Incubation ut 35 = 1°C for 16-20 hours in ambient uir
Ponicillin M1 4 12« 18
Cefoxitin FOX30 28 24-30
Ciprofloxacin CIPS 2 21-27
Erythromycin EI§ 27 3.2
Gentamicin CN1O 20 19.28%
Linezolid LZD10 25 21-27
Tetraeycline TEID 25 23. 3

Tested by the Quuiice Contal | aboratory

OXOID LI
Wade Road, luhguoke. Poompenire K24 SPW. England

oxoidd thermofish o oo v axeld.com FOA fag o, 8010008
Confcam Pl P\ OMa
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9.4.1. Fotografias
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9.5. Anexo E
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9.5.1. Reporte eficacia antimicrobiana
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Universidad del Perd. Decana de América
v Facultad de Farmacia y Bioguimica
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EFECTO ANTIMICROBIANO
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9.6. AnexoF

9.6.1. Grdficos cuantil de las pruebas de normalidad de cada subgrupo

La normalidad de los datos fue evaluada de forma individual en cada uno de los 12 subgrupos
experimentales, usando la prueba Shapiro — Wilk, para complementar la inspeccion visual, se
presentan los graficos cuantil — cuantil (Q-Q) de cada uno de los12 subgrupos. En todos los
graficos Q-Q se evidencia una adecuada alineacion de los cuantiles muestrales en relacion a la
linea de referencia, lo que sugiere el cumplimiento del supuesto de normalidad, en
concordancia con los resultados de Shapiro — Wilk (p > 0.05).

- Grdfico Q — Q de la normalidad del subgrupo control positivo a 24h

15.1

Sample Quantiles
=
(o0}
|

Theoretical Quantiles

Para el subgrupo control positivo (CPC) a 24 horas, la prueba Shapiro- Wilk no mostré una

desviacion signiticativa de la normalidad W(16) = 0.97, p = 0.764
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- Grdfico Q — Q de la normalidad del subgrupo control positivo a 48h
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14.6 —
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Theoretical Quantiles
Para el subgrupo control positivo (CPC) a 48 horas, la prueba Shapiro- Wilk no mostré una
desviacion signiticativa de la normalidad W(16) = 0.96, p = 0.636

- Griafico Q — Q de la normalidad del subgrupo control positivo a 72h
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14.3 -

Sample Quantiles
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N
|

13.9 -

Theoretical Quantiles

Para el subgrupo control positivo (CPC) a 72 horas, la prueba Shapiro- Wilk no mostré una

desviacion signiticativa de la normalidad W(16) = 0.97, p = 0.844



65

- Grdfico Q — Q de la normalidad del subgrupo Zingiber Officinale al 100% a 24 h
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Theoretical Quantiles
Para el subgrupo control positivo (CPC) a 72 horas, la prueba Shapiro- Wilk no mostré una
desviacion signiticativa de la normalidad W(16) = 0.96, p = 0.664

- Griafico Q — Q de la normalidad del subgrupo Zingiber Officinale al 100% a 48 h
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Sample Quantiles

Theoretical Quantiles

Para el subgrupo Zingiber officinale al 100% a 48 horas, la prueba Shapiro- Wilk no mostrd

una desviacion signiticativa de la normalidad W(16) = 0.97, p = 0.794
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- Grdfico Q — Q de la normalidad del subgrupo Zingiber Officinale al 100% a 72 h
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Theoretical Quantiles

Para el subgrupo Zingiber officinale al 100% a 72 horas, la prueba Shapiro- Wilk no mostrod
una desviacion signiticativa de la normalidad W(16) = 0.94, p = 0.385
- Griafico Q — Q de la normalidad del subgrupo Zingiber Officinale al 75% a 24 h
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Theoretical Quantiles

Para el subgrupo Zingiber officinale al 75% a 24 horas, la prueba Shapiro- Wilk no mostr6 una

desviacion signiticativa de la normalidad W(16) = 0.95, p =0.536
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- Grdfico Q — Q de la normalidad del subgrupo Zingiber Officinale al 75% a 48 h
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Theoretical Quantiles
Para el subgrupo Zingiber officinale al 75% a 48 horas, la prueba Shapiro- Wilk no mostré una
desviacion signiticativa de la normalidad W(16) = 0.96, p =0.573
- Griafico Q — Q de la normalidad del subgrupo Zingiber Officinale al 75% a 72 h
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Theoretical Quantiles

Para el subgrupo Zingiber officinale al 75% a 72 horas, la prueba Shapiro- Wilk no mostr6 una

desviacion signiticativa de la normalidad W(16) = 0.96, p = 0.746
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- Gridfico Q — Q de la normalidad del subgrupo Zingiber Officinale al 50% a 24 h
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Theoretical Quantiles
Para el subgrupo Zingiber officinale al 50% a 24 horas, la prueba Shapiro- Wilk no mostré una
desviacion signiticativa de la normalidad W(16) = 0.94, p = 0.331
- Griafico Q — Q de la normalidad del subgrupo Zingiber Officinale al 50% a 48 h
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Theoretical Quantiles

Para el subgrupo Zingiber officinale al 50% a 48 horas, la prueba Shapiro- Wilk no mostr6 una

desviacion signiticativa de la normalidad W(16) =0.96, p =0.715
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- Grdfico Q — Q de la normalidad del subgrupo Zingiber Officinale al 50% a 72 h
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Theoretical Quantiles

Para el subgrupo Zingiber officinale al 50% a 72 horas, la prueba Shapiro- Wilk no mostré una
desviacion signiticativa de la normalidad W(16) = 0.96, p = 0.664

9.6.2. Histograma con curva de densidad de la zona de inhibicion

Density
N

A TN

[ | | | | 1
6 8 10 12 14 16

Column 1
X

El histograma de la zona de inhibicion del total de datos, nos permite confirmar visualmente la

frecuencia de las zonas de inhibicion. Se aprecia una forma bimodal con dos picos: uno entre
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8 y 10 mm. que representa las concentraciones de kion mas bajas y otro y entre 14y 16 mm que
representa el control positivo de alta eficacia. Esta bimodalidad se debe a la inclusion de valores

altos en los resultados del control positivo y las mediciones variable del extracto de Zingiber

officinale (kion)
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9.7. Anexo G

9.7.1. Anova tiempo por concentracion

ANOVA ¥

ANOVA - inhibicion ¥

Caszes Sum of Squares df Mean Square F p
Tiempo 93.350 2 49175 4664 2 = .00
Concentracion 1353.612 3 451.204 42796.2 <001
Tiempo = Concentracion 20135 5] 3.356 383 = 001
Residuals 1.898 120 0.011

Note. Type Il Sum of Squares

En el analisis ANOVA, Tiempo x concentracion, se puede apreciar el efecto de la
interaccion entre la concentracion y el tiempo sobre la zona de inhibicion. El valor P < 0.001
para la interaccion es altamente significativo. Es decir, el efecto de la concentracion no es el
mismo en todos los tiempos. Se puede evidenciar que la diferencia entre concentraciones,
cambia significativamente entre 24, 48 y 72 horas. Asi confirmamos que, el efecto de la
concentracion, no es constante a lo largo del tiempo ya que la diferencia en la eficacia del kion

al 50, 75 y 100%, cambia significativamente entre 24, 48 y 72 horas



