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RESUMEN  

 

Objetivo: Evaluar el efecto antimicrobiano del extracto acuoso y etanólico de la 

corteza de la Púnica Granatum (Granada) sobre Porphyromonas gingivalis 

ATCC® 33277™ y Streptococcus mutans ATCC® 25175™. Material y 

Métodos: El estudio realizado es de tipo experimental in vitro. Para evaluar el 

efecto antimicrobiano de ambos extractos se empleó el método de Kirby-Bauer. 

La obtención del extracto acuoso y etanólico fue mediante maceración. La 

población de estudio estuvo conformada por placas inoculadas con cepas de 

Streptococcus mutans ATCC® 25175™ y Porphyromonas gingivalis ATCC® 

33277™. Se utilizó como control positivo el Gluconato de clorhexidina al 0.12% 

y agua destilada como control negativo. Para la lectura de los halos de inhibición 

se utilizó el compás de Vernier. Ambos extractos fueron sometidos a un análisis 

de cromatografía para la identificación de componentes. Se realizaron la técnica 

de macrodilución en tubos de ensayo para la determinación de la Concentración 

Mínima Inhibitoria (CMI) y en placas Petri para la determinación de la 

Concentración Mínima Bactericida (CMB). Resultados: Para la prueba de 

normalidad se determinó con Shapiro-Wilk obteniendo el valor p > 0,05 en todos 

los volúmenes demostrando que los datos se distribuyeron de manera normal. Se 

aplicó el análisis de varianza (ANOVA) para la demostración de medias entre 

grupos estudiados, también se consideró la prueba POST HOC, de Tukey, para 

comparaciones múltiples, donde se evidenció la existencia de diferencias 

significativas entre los grupos de estudio. Es decir, el efecto antimicrobiano para 

cada grupo de estudio es diferente. Los resultados estadísticos demostraron efecto 

antimicrobiano en todos los volúmenes de ambos extractos sobre las dos bacterias. 

La CMI del extracto acuoso fue de 8,69 mg/µl, frente a Streptococcus mutans 

ATCC® 25175™ y 5,45 mg/µl frente a Porphyromonas gingivalis ATCC® 

33277™. La CMI del extracto etanólico fue de 16,7 mg/µl, frente a Streptococcus 

mutans ATCC® 25175™ y 17,7 mg/µl frente a Porphyromona gingivalis 

ATCC® 33277™. La CMB del extracto acuoso fue de 8,87 mg/µl, frente a 

Streptococcus mutans ATCC® 25175™ y 5,64 mg/µl frente a Porphyromonas 

gingivalis ATCC® 33277™. La CMB del extracto etanólico fue de 17,4 mg/µl, 

frente a Streptococcus mutans ATCC® 25175™ y 18,44 mg/µl frente a 

Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™. Conclusiones: La presente 



investigación demostró que el extracto etanólico y acuoso de la corteza de la 

Púnica Granatum (Granada) tiene efecto antimicrobiano sobre la Porphyromonas 

Gingivalis ATCC® 33277™ y Streptococcus mutans ATCC® 25175™. Por 

consiguiente, se concluyó que el extracto etanólico tiene un mayor poder 

antimicrobiano en comparación con el extracto acuoso sobre ambas bacterias. 

Estos resultados obtuvieron un nivel de confianza de 95%, el efecto 

antimicrobiano resultó proporcional al volumen del extracto acuoso frente a las 

dos bacterias.    

 

Palabras clave: Agente antimicrobiano, Streptococcus mutans, Porphyromonas 

gingivalis, Púnica Granatum, Antimicrobianos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Objective: To evaluate the antimicrobial effect of the aqueous and ethanolic 

extract of the bark of Púnica Granatum (Pomegranate) on Porphyromonas 

gingivalis ATCC® 33277™ and Streptococcus mutans ATCC® 25175™. 

Material and Methods: The study carried out is experimental in vitro. To 

evaluate the antimicrobial effect of both extracts, the Kirby-Bauer method was 

used. The aqueous and ethanolic extract was obtained by maceration. The study 

population consisted of plates inoculated with strains of Streptococcus mutans 

ATCC® 25175™ and Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™. 

Chlorhexidine gluconate at 0.12% was used as a positive control and distilled 

water as a negative control. The Vernier compass was used to read the inhibition 

zones. Both extracts were subjected to chromatography analysis for the 

identification of components. The macrodilution technique was carried out in 

test tubes for the determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 

and in Petri dishes for the determination of the Minimum Bactericidal 

Concentration (MBC). Results: For the normality test, it was determined with 

Shapiro-Wilk, obtaining the p value > 0.05 in all volumes, demonstrating that 

the data were normally distributed. Analysis of variance (ANOVA) was applied 

to demonstrate means between studied groups. Tukey's POST HOC test was also 

considered for multiple comparisons, where the existence of significant 

differences between the study groups was evident. That is, the antimicrobial 

effect for each study group is different. The statistical results demonstrated 

antimicrobial effect in all volumes of both extracts on the two bacteria. The MIC 

of the aqueous extract was 8.69 mg/µl, against Streptococcus mutans ATCC® 

25175™ and 5.45 mg/µl against Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™. 

The MIC of the ethanolic extract was 16.7 mg/µl, against Streptococcus mutans 

ATCC® 25175™ and 17.7 mg/µl against Porphyromonas gingivalis ATCC® 

33277™. The MBC of the aqueous extract was 8.78 mg/µl, against 

Streptococcus mutans ATCC® 25175™ and 5.54 mg/µl against 

Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™. The MBC of the ethanolic extract 

was 17.4 mg/µl, against Streptococcus mutans ATCC® 25175™ and 18.1 

mg/µl against Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™. Conclusions: The 

present investigation demonstrated that the ethanolic and aqueous extract of the 



bark of the Púnica Granatum (Pomegranate) has an antimicrobial effect on 

Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™ and Streptococcus mutans 

ATCC® 25175™. Therefore, it was concluded that the ethanolic extract has a 

greater antimicrobial power compared to the aqueous extract on both bacteria. 

These results obtained a confidence level of 95%, the antimicrobial effect was 

proportional to the volume of the aqueous extract against the two bacteria. 

 

Keywords: Antimicrobial agent, Streptococcus mutans, Porphyromonas 

gingivalis, Púnica Granatum, Antimicrobials. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 

 

INTRODUCCIÓN 

 

Las bacterias son microorganismos que han estado presentes en la Tierra desde el 

comienzo de la vida hasta el día presente; se encuentran en el agua, el aire y la tierra. En 

la boca habitan una gran cantidad de microorganismos, según los estudios demuestran 

que en un milímetro de saliva hay alrededor de 100 millones de microorganismo, 

pertenecientes a unas 600 especies diferentes. Las bacterias patogénicas más comunes 

encontradas en la cavidad bucal son Streptococcus mutans y Porphyromonas 

gingivalis.(1)   

 

El Streptococcus mutans es una bacteria anaeróbica facultativa gram positiva que 

prospera en un ambiente pH ácido y se alimenta de azúcares. Es la principal causa de la 

formación de la caries dental, siendo el principal motivo de la destrucción y pérdida 

dental. (2) La caries dental, según la Organización Mundial de la Salud (OMS), lo 

describe como un proceso multifactorial localizado que comienza después de la 

erupción de los dientes. Este proceso conduce al reblandecimiento del tejido duro del 

diente y puede progresar hasta la formación de una cavidad. La caries dental es una de 

las afecciones más comunes en el mundo, afectando entre el 95% y el 99% de la 

población.(3)   

 

La Porphyromonas gingivalis es una bacteria anaeróbica estricta gramnegativa que se 

establece en el surco gingival, el espacio ubicado entre el diente y la encía; un entorno 

ideal para su colonización debido a la ausencia de oxígeno. La OMS reconoce a la 

Porphyromonas gingivalis como el principal agente etiológico de la enfermedad 

periodontal, contribuyendo al inicio y desarrollo de la periodontitis, que es una forma 

grave de enfermedad periodontal conllevando a la movilidad de los dientes y futura 

pérdida.(4)  

 

Durante muchos siglos en diversas culturas, las plantas medicinales han sido empleadas 

como remedios para las dolencias de todo tipo, y en odontología no es una excepción.  

En la actualidad, las propiedades antimicrobianas de las plantas medicinales han 

generado un gran interés, especialmente en su capacidad para combatir las bacterias 

presentes en la cavidad bucal. Se consideran una alternativa natural, segura y económica 
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a los medicamentos sintéticos, que están siendo cada vez más cuestionados debido a la 

creciente resistencia microbiana causada por su uso excesivo. En respuesta a esta 

preocupación, los investigadores están dedicando más atención al estudio de las plantas 

y sus componentes, con el objetivo de desarrollar medicamentos alternativos que sean 

beneficiosos para la salud de la población.(5) 

 

En el Perú, la rica biodiversidad de plantas, frutas y hortalizas ha llevado al uso creciente 

de extractos y esencias de hierbas como agentes antimicrobianos naturales para el 

control de enfermedades infecciosas orales.(6) Según estudios, la granada (Púnica 

Granatum) es una fruta que se distingue por su alto grado contenido de antioxidantes y 

compuestos bioactivos. Estos compuestos han demostrado poseer una variedad de 

propiedades beneficiosas para la salud, incluyendo actividad bactericida, antifúngica, 

antiviral, antiinflamatoria, vermífuga, estimulante, refrigerante, astringente, laxante, 

diurética y antihelmíntica. Por lo tanto, la fruta de granada podría ser beneficiosa en la 

prevención y el tratamiento de enfermedades bucales comunes como la caries dental, la 

gingivitis y otras afecciones orales. Este enfoque hacia el empleo de sustancias naturales 

para el cuidado bucal refleja tanto la tradición como el interés actual en buscar 

alternativas seguras y efectivas a los tratamientos convencionales.(7) 

 

Por lo tanto, este estudio tiene como propósito evaluar el efecto antimicrobiano del 

extracto acuoso y etanólico de la Púnica Granatum (Granada) sobre la Porphyromonas 

gingivalis ATCC® 33277™ y Streptococcus mutans ATCC® 25175™. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 

 

CAPÍTULO I 

EL PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 

 

1.1.Fundamentación del problema 

 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) destaca la alta prevalencia de la caries y la 

gingivitis, manifestándolo como las afecciones bucodentales más frecuentes que afectan 

de manera generalizada y significativa a nivel mundial, siendo desproporcionadamente 

perjudicial a personas de escasos recursos y que viven alejadas de la ciudad creando una 

desigualdad en el acceso de atención odontológica, dificultando la prevención y 

tratamiento temprano de las enfermedades bucodentales. Representando un problema de 

salud pública relevante que requiere de enfoque efectivos de prevención y 

tratamiento.(8,9)   

 

La caries dental se distingue por la destrucción del órgano dentario y la enfermedad 

periodontal por el deterioro de los tejidos que sostienen al diente, ambas son causantes 

por colonias bacterianas presente en la placa bacteriana. (10) Según MINSA en el Perú la 

prevalencia de la caries es del 90.4% y de la enfermedad periodontal es del 85%, donde 

ambos van en aumento en jóvenes y adultos mayores. La caries y la gingivitis pueden 

causar dolor, incomodidad y problemas de salud bucal graves, por lo que puede impactar 

negativamente la calidad de vida y el bienestar de las personas de bajos recursos. Además, 

el costo de los tratamientos dentales puede ser prohibitivo para aquellos con recursos 

financieros limitados. (11)  

 

A pesar de los avances en odontología, los tratamientos convencionales pueden presentar 

limitaciones, como efectos secundarios adversos o resistencia bacteriana. Esto destaca la 

necesidad de explorar enfoques alternativos y complementarios para el cuidado bucal. 

(12) 

 

Según reportes del Ministerio de Salud (MINSA) en Perú, aproximadamente el 55% de 

la población opta por la automedicación en lugar de acudir a consultas médicas, lo que 

representa un riesgo para su salud.(13) Un ejemplo de esta práctica es el uso de 

clorhexidina, un antiséptico reconocido por su eficacia para disminuir y eliminar la carga 
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bacteriana. Sin embargo, su uso indiscriminado puede ocasionar efectos secundarios 

adversos, como manchas oscuras en los dientes y alteraciones en el gusto. Además, se ha 

observado que su uso prolongado está asociado con la formación de cálculos supra 

gingivales.(14) 

 

Al proponer un plan de tratamiento con medicamentos convencionales, existe el riesgo 

de provocar daños secundarios en el paciente debido a un uso irracional, especialmente 

en aquellos que se automedican o prolongan su uso más allá de lo recomendado. Esto 

puede resultar en daños en las encías, el esmalte dental o incluso toxicidad por ingestión. 

Por lo tanto, el uso de tratamientos basados en productos naturales podría ofrecer una 

alternativa segura y económica para el tratamiento de enfermedades bucales comunes, 

especialmente para aquellos con recursos limitados o dificultades para acceder a la 

atención odontológica. (15) 

 

Estudios previos han demostrado que la Púnica Granatum (Granada) contiene compuestos 

bioactivos con propiedades antimicrobianas (16) frente a cepas orales comunes tales 

como: Prevotella intermedia, Aggregatibacter actinomycetemcomitans , Cándida 

albicans,  Streptococcus sanguinis (2,17,18); favorece la cicatrización frente a 

quemaduras y también demostraron que ayuda en la prevención y tratamiento contra el 

cáncer. Esto proporciona una base científica sólida para investigar su potencial uso en el 

cuidado bucal. (19,20) Además, existe un creciente interés en el uso de productos 

naturales y extractos de plantas en el cuidado de la salud, debido a su potencial para ser 

seguros, efectivos y accesibles. Esto motiva la investigación de la cáscara de granada 

como una posible alternativa natural para el tratamiento de enfermedades bucales. (7) 

 

Por ello estos puntos proporcionan evaluar el efecto antimicrobiano del extracto acuoso 

y etanólico de Púnica Granatum (Granada) sobre la Porphyromonas gingivalis y 

Streptococcus mutans. 

 

1.2.Formulación del problema 

 

¿Cuál de los dos extractos de la corteza de la Púnica Granatum (Granada) presenta 

mayor efecto antimicrobiano sobre la Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™ y 

Streptococcus mutans ATCC® 25175™?  
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1.3.Objetivos de la investigación 

 

1.3.1. Objetivo general 

   

Comparar el efecto antimicrobiano del extracto acuoso y etanólico de la corteza de 

la Púnica Granatum (Granada) sobre Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™ 

y Streptococcus mutans ATCC® 25175™.   

 

1.3.2. Objetivos específicos 

 

• Evaluar el efecto antimicrobiano del extracto acuoso de la corteza de la 

Púnica Granatum (Granada) en volúmenes de 30ul, 27.5ul, 25ul, 22.5ul, 20ul, 

17.5ul sobre Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™ y Streptococcus 

mutans ATCC® 25175™.  

 

• Evaluar el efecto antimicrobiano del extracto etanólico de la corteza de la 

Púnica Granatum (Granada) en volúmenes 30ul, 27.5ul, 25ul, 22.5ul, 20ul, 

17.5ul sobre Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™ y Streptococcus 

mutans ATCC® 25175™. 

 

• Determinar la concentración mínima inhibitoria (CMI) del extracto acuoso y 

etanólico de la Púnica Granatum (Granada) sobre Porphyromonas gingivalis 

ATCC® 33277™ y Streptococcus mutans ATCC® 25175™. 

 

• Determinar la concentración mínima bactericida (CMB) del extracto acuoso 

y etanólico de la Púnica Granatum (Granada) sobre Porphyromonas 

gingivalis ATCC® 33277™ y Streptococcus mutans ATCC® 25175™. 

 

1.4.Justificación 

 

En los últimos años, se observó un notable incremento en el uso de plantas medicinales en 

todo el mundo. El 80% de la población de países en vías de desarrollo recurre 

exclusivamente a plantas medicinales tradicionales para cubrir sus necesidades básicas de 
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salud. La Organización Mundial de la Salud (OMS) reconoce el potencial de las plantas 

medicinales para el bienestar y la salud de la población del mundo. La OMS promueve el 

uso seguro y eficaz de las plantas medicinales como parte integral de los sistemas de 

atención médica, especialmente en regiones donde los recursos son escasos y el acceso a la 

atención médica convencional resulta difícil.    

 

La investigación previa ha demostrado que la cáscara de granada contiene compuestos 

bioactivos con potencial actividad antimicrobiana. Estos compuestos pueden ser efectivos 

contra las bacterias causantes de la caries dental y la gingivitis, lo que sugiere que los 

extractos de cáscara de granada podrían ser una opción terapéutica prometedora para estas 

enfermedades bucales. 

 

Actualmente, Perú cuenta con una rica biodiversidad de plantas y frutas con efectos 

terapéuticos. Es factible realizar esta investigación ya que la granada (Púnica Granatum) se 

encuentra en varias regiones del país y es reconocida por sus propiedades medicinales, 

además de ser de fácil acceso. En esta investigación se pretende conocer a la Púnica 

Granatum (Granada) mediante el extracto acuoso y etanólico como antimicrobiano frente a 

la bacteria cariogénica (Streptococcus mutans) y periodontal (Porphyromonas gingivalis) 

en un estudio in vitro.   

 

Otros estudios de referencia han demostrado que la Púnica Granatum (Granada) contiene 

compuestos bioactivos como polifenoles, elagitaninos y ácidos fenólicos, que poseen 

propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerígenas, antihelmínticas, 

antibacterianas, antitumorales, antivirales y astringentes. Estos hallazgos sugieren que los 

compuestos bioactivos de la granada podrían emplearse en la formulación y desarrollo de 

productos destinados al cuidado bucal y en estrategias terapéuticas en odontología, 

promoviendo la salud oral y ayudando a prevenir enfermedades como la caries dental y la 

enfermedad periodontal.  

 

Además, la granada fomenta y promueve la investigación como una alternativa terapéutica 

a la clorhexidina. Esto puede ser especialmente beneficioso para zonas rurales y 

comunidades alejadas de centros de salud, donde el acceso a productos convencionales 

puede ser limitado debido a bajos niveles socioeconómicos. Utilizar la granada como 

recurso natural no solo ofrece una solución accesible y económica, sino que también puede 
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reducir los efectos secundarios asociados con el uso prolongado de clorhexidina, mejorando 

así la salud bucal en estas áreas desfavorecidas. 

 

Este presente trabajo de investigación aporta la línea de investigación experimental en 

‘’Innovación tecnológica y biomateriales dentales de la Escuela Profesional de odontología 

de la Universidad Privada de Tacna’’ donde se evaluó el efecto antimicrobiano de los 

extractos sobre la Porphyromonas gingivalis y Streptococcus mutans mediante la 

medición del diámetro de la inhibición del crecimiento bacteriano. Su desarrollo permitirá 

encontrar otra alternativa para prevenir y tratar la caries y gingivitis. Además, ayudará o 

complementará a futuras investigaciones, permitiendo resolver las dudas sobre el porcentaje 

de efecto antimicrobiano y a la vez sea utilizado como recurso natural por el paciente, como 

una buena alterativa para su salud bucal y general.   
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CAPÍTULO II 

REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1.Antecedentes de la investigación 

 

2.1.1. A nivel Internacional  

 

Gulube Z. et al. ‘’ Effect of Punica Granatum on the virulence factors of cariogenic 

bacteria Streptococcus mutans’’ Sudáfrica. 2016 (2)  

 

Los autores tuvieron como objetivo investigar el efecto de la cáscara de la granada sobre 

el Streptococcus mutans. La metodología que usaron fue de preparar concentraciones de 

extractos crudos de la cáscara de la Granada, donde usaron 3 concentraciones mínimas 

sub-bactericidas de 1,56, 3,125 y 6,25 mg/ml.  

Los datos obtenidos se analizaron utilizando las pruebas de suma de rangos de Kruskal-

Wallis y Wilcoxon, revelando que las concentraciones de Púnica Granatum (granada) 

eliminaron exitosamente los Streptococcus mutans cariogénicos. Estos resultados 

sugieren que la Púnica Granatum (granada) podría ser efectiva en la prevención de la 

caries dental. La Concentración Mínima Bactericida (CMB) fue de 6,25 mg/ml, siendo la 

más mínima encontrada. La Granada redujo de manera significativa la producción de 

ácidos con un valor (p < 0,01). Además, la formación de biopelículas disminuyó 

destacadamente en un 91% después de 6 horas y en un 65% después de 24 horas. El 

gluconato de clorhexidina, utilizado como control positivo, eliminó las cepas de prueba. 

 

Procópio L. et al. ‘’ Punica granatum L. (Pomegranate) Extract: In Vivo Study of 

Antimicrobial Activity against Porphyromonas gingivalis in Galleria mellonella 

Model’’ Brasil. 2016  (5)  

 

En este estudio los autores tuvieron como finalidad determinar la actividad 

antimicrobiana del extracto glicólico de granada contra el patógeno periodontal llamado 

Porphyromonas gingivalis utilizando a la Galleria mellonella como modelo in vivo. La 

metodología que aplicaron fue la utilización de quince larvas por grupo e inyectarlas en 

concentraciones altas de 200, 100 y 25 mg/mL de extracto glicólico de granada en la cual 
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mostró un efecto tóxico que los llevo a la muerte. Concluyeron que el extracto glicólico 

de la granada tuvo acción antimicrobiana contra la Porphyromonas gingivalis en 

concentraciones de 12,5, 6,25, 3,1 y 2,5 mg/mL 

 

Millo G. et al. ‘’ Antibacterial Inhibitory Effects of Punica Granatum Gel on 

Cariogenic Bacteria: An in vitro Study’’ Tailandia. 2017(21)  

 

El objetivo de los investigadores fue determinar si un gel elaborado a base de Púnica 

Granatum (Granada) tiene efecto antimicrobiano contra Streptococcus mutans, 

Streptococcus sanguinis y Lactobacillus casei. La metodología consistió en usar el 

extracto de la Granada disuelto en 500 mg/ml de agua. Utilizaron cromatografía para 

identificar y cuantificar la punicalagina y también determinaron la concentración mínima 

bactericida. Ensayaron el gel antimicrobiano de Púnica Granatum, un gel de clorhexidina 

al 2% y un gel blanco, midiendo las zonas de inhibición mediante el método de difusión 

en agar. Los resultados indicaron que el extracto acuoso de Púnica Granatum a 500 mg/ml 

inhibió completamente a Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis y Lactobacillus 

casei, sugiriendo su potencial para prevenir caries, aunque con una inhibición 

significativamente menor que la clorhexidina (control positivo). La Concentración 

Mínima Inhibitoria (CMI) fue de 250 mg/ml para S. mutans, 125 mg/ml para S. sanguinis 

y 500 mg/ml para L. casei. Los investigadores tenían como propósito determinar si existía 

un efecto antimicrobiano de un gel hecho a base de Granada contra los Streptococcus 

mutans, Streptococcus sanguinis y Lactobacillus casei. 

 

Ferrazzano G. et al. ‘’ In Vitro Antibacterial Activity of Pomegranate Juice and Peel 

Extracts on Cariogenic Bacteria’’ Italia.  2017 (22)  

 

El propósito de los investigadores fue evaluar la eficiencia del extracto hidroalcohólico 

de la cáscara y jugo de granada contra los microorganismos de mayor influencia, 

causantes del desarrollo de la caries dental. La metodología incluyó la determinación de 

la concentración mínima inhibitoria (CMI) y la concentración mínima bactericida (CMB) 

frente a las cepas Streptococcus mutans y Rothia dentocariosa. Los resultados mostraron 

que el extracto inhibió vigorosamente el desarrollo y la subsistencia de Streptococcus 

mutans, con una actividad inhibitoria moderada. El crecimiento de la cepa Streptococcus 

mutans y del aislado clínico R. dentocariosa Rd1 se inhibió con una concentración de 
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extracto de jugo de granada de 25 μg/μl y 20 μg/μl, respectivamente. Los extractos de 

jugo de granada mostraron un MBC de 40 μg/μl contra Streptococcus mutans y un MBC 

de 140 μg/μl contra R. dentocariosa Rd1. Los extractos de cáscara de granada mostraron 

un MIC de 10 μg/μl y un MBC de 15 μg/μl frente a ambos microorganismos probados. 

Ambas bacterias analizadas en este estudio son sensibles a la ampicilina.  

 

2.1.2. A nivel Nacional  

 

Serquén L. et al. ‘’Susceptibilidad de Cándida albicans a extracto etanólico de 

cáscara de Púnica Granatum’’. Lambayeque: Universidad Nacional Pedro Ruiz 

Gallo. 2020 (23)  

 

El propósito del estudio era evaluar la sensibilidad de distintas cepas de Cándida albicans 

ante el extracto etanólico de la cáscara de granada. El procedimiento involucró el uso de 

cuatro cepas de Cándida albicans (C1, C2, C3, C4) y cinco concentraciones distintas de 

Púnica Granatum (50 mg/mL, 100 mg/mL, 150 mg/mL, 200 mg/mL, 250 mg/mL), con 

tres repeticiones para cada cepa. Los resultados indicaron que el extracto etanólico de la 

cáscara de granada fue efectivo contra todas las cepas de Cándida albicans. Los diámetros 

promedios de los halos de inhibición fueron: 23,13 mm para la cepa C1, 20,93 mm para 

la cepa C2, 21,6 mm para la cepa C3 y 21,0 mm para la cepa C4. La Concentración 

Mínima Inhibitoria (CMI) fue de 1,56 mg/mL para las cepas C1 y C3, 3,125 mg/mL para 

la cepa C4 y 6,25 mg/mL para la cepa C2. 

 

Álvarez L. ‘’Comparación del efecto antimicrobiano del extracto etanólico de la 

Psidium Guajava (Guayaba) y Púnica Granatum (Granada) sobre el Streptococcus 

Mutans estudio in vitro’’. Huánuco: Universidad Nacional Hermilio Valdizán. 2018 

(24)  

 

El propósito de la investigación fue evaluar en un análisis in vitro si los extractos 

etanólicos de guayaba y granada tienen diferentes efectos antimicrobianos sobre 

Streptococcus mutans. El procedimiento incluyó la preparación de extractos en 

diferentes concentraciones (100%, 75%, 50%, 25% y 12,5%). Se tomaron cinco colonias 

de cepas y se introdujeron en tubos de ensayo que contenían 5 mL de agua estéril. 

Utilizaron la técnica de difusión en agar Müller-Hinton, aplicando los extractos etanólicos 
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de ambos frutos en las diferentes concentraciones y luego incubaron las muestras a 37°C. 

El análisis de datos se realizó con el programa SPSS 23 para Windows. Al comparar los 

extractos etanólicos de granada y guayaba, se observó que la medida del halo promedio 

de inhibición fue de aproximadamente 7,675 mm para la granada y 15,4 mm para la 

guayaba, lo que indica una diferencia significativa en la eficacia antimicrobiana entre los 

extractos. Se concluyó que el extracto de guayaba fue más efectivo contra Streptococcus 

mutans que el extracto de granada.  

 

2.2.Marco Teórico 

 

2.2.1. Púnica Granatum (Granada) 

 

2.2.1.1. Descripción botánica 

 

La Púnica Granatum, conocida como Pomegranate en inglés, romanzeira 

en portugués, An Shi Liu en China y granado en España y Latinoamérica, 

es una fruta jugosa. El árbol de granada crece hasta alcanzar una altura 

que oscila entre los 3 y los 6 metros. Se adapta a climas tropicales y 

templados, típicos de la región mediterránea. Sus hojas son verdes, lisas, 

brillantes, onduladas y alargadas. La flor tiene forma acampanada con 5 

a 8 pétalos de un color anaranjado brillante. El fruto es en forma de baya 

globosa que puede ser amarilla, roja o verde, dependiendo de la región 

donde se cultive.(25) 

 

2.2.1.2. Clasificación taxonómica 

 

 

 

 

 

 

 

Púnica Granatum (26) 
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2.2.1.3. Distribución geográfica 

 

La Púnica Granatum (Granada) se encuentra en varios países del mundo 

debido a su capacidad de adaptarse fácilmente a diferentes climas, 

aunque su origen se sitúa en Irán y el norte de India. Los principales 

exportadores y productores de granada a nivel mundial incluyen India, 

Israel, China, España y Egipto. En América Latina, Perú y Chile destacan 

por su alta producción y exportación de esta fruta.(27) 

 

2.2.1.4. Composición química 

 

2.2.1.4.1. Semilla 

 

La Granada contiene aceite que representa del 12 al 20% del 

peso total de la fruta y el 80% del peso de las semillas. Este 

aceite incluye triacilgliceroles y en menor cantidad ligninas 

y ácidos hidroxicinámicos. Entre los ácidos grasos 

conjugados, se encuentra el ácido púnico, y entre los no 

conjugados están el ácido linoleico, oleico, palmítico y 

esteárico. Además, contiene tocoferoles (especialmente γ-

tocoferoles), ácido ursólico, esteroles (daucosterol, 

campesterol, estigmasterol, β-sitosterol y colesterol), 

esteroides sexuales (estradiol, estrona, testosterona y estriol) 

y ácidos hidroxibenzoicos como el ácido gálico y el ácido 

elágico.(25)  

 

2.2.1.4.2. Jugo 

 

La Granada contiene antocianinas y flavonoides, que 

aumentan la intensidad del color del fruto según su 

maduración. También está compuesto por ácidos 

hidroxicinámicos (ácido clorogénico, ácido cafeico, ácido p-

cumárico), catequinas, proantocianidinas, quercetina y 

elagitaninos como la punicalina y la punicalagina.(25) 
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2.2.1.4.3. Pelar 

 

La Granada contiene flavonoides como la kemferol y la 

quercetina, así como flavonas glucosiladas como la 

naringina. También se encuentran presentes las antocianinas 

(delfinidina, cianidina, pelargonidina y sus formas 

glicosiladas), así como los flavonoles glicosilados (rutina, 

kemferol-3-O-glucósido) y las flavonas (luteolina). Además, 

contiene ácidos hidroxibenzoicos como el ácido elágico y el 

ácido gálico, ácidos hidroxicinámicos como el ácido cafeico, 

el ácido clorogénico y el ácido p-cumárico, y catequinas y 

epicatequina.(25) 

 

2.2.1.4.4. Hojas 

 

La Granada está compuesta por taninos y algunos glucósidos 

como la apigenina y la naringina, que han demostrado tener 

efectos anticancerígenos.(25) 

 

2.2.1.4.5. Flores 

 

La Granada está compuesta por ácido ursólico, triterpenoides 

como el ácido maslínico y el ácido asiático, así como 

polifenoles como la punicalagina y la punicalina. La flor de 

la granada combate las anomalías cutáneas relacionadas con 

el envejecimiento y posee propiedades antioxidantes y 

hepatoprotectoras. Además, ayuda a reducir la toxicidad 

cardíaca y los niveles de glucosa.(25) 

 

2.2.1.5. Efecto antimicrobiano 

 

Las plantas o frutos con propiedades antimicrobianas están compuestos 

por químicos naturales presentes en los alimentos, que pueden inhibir el 
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crecimiento bacteriano o causar la destrucción casi completa de los 

microorganismos patógenos.(28) 

 

La actividad antibacteriana de la granada y sus componentes ha sido 

objeto de análisis en varios estudios, los cuales han demostrado su 

capacidad para inhibir significativamente diversos microorganismos.(28) 

 

Según un estudio, se determinó que la Granada (Púnica Granatum) 

mostró una acción antimicrobiana efectiva contra Porphyromonas 

gingivalis.(5) Otro estudio concluyó que el extracto hidroalcohólico de 

la granada tuvo un efecto antimicrobiano significativo contra diversas 

bacterias bucales comunes, incluyendo Streptococcus sanguinis, 

Streptococcus salivarius, Streptococcus sobrinus y Enterococcus 

faecalis, con una concentración mínima inhibitoria (CMI) y una 

concentración bactericida mínima (CMB) de 3.9 mg/mL para 

Streptococcus mutans (17) lo que sugiere su potencial para prevenir la 

caries dental. Además, otro estudio señala que concentraciones elevadas 

de granada pueden eliminar completamente Streptococcus mutans, 

bacteria asociada a la caries dental.(2) 

 

2.2.1.6. Efecto antiinflamatorio  

 

La inflamación es una respuesta fisiológica de defensa del cuerpo 

humano que se activa para proteger contra lesiones, venenos y otros 

agentes dañinos. Esta respuesta, conocida como inflamación aguda, 

ayuda a eliminar microbios infecciosos, eliminar irritantes y mantener las 

funciones normales del cuerpo. Sin embargo, la inflamación crónica a 

largo plazo puede provocar disfunciones en la fisiología normal del 

cuerpo.(29) 

 

La Granada (Púnica Granatum), debido a su contenido de taninos, ofrece 

beneficios antiinflamatorios. Estudios sugieren que la granada puede ser 

efectiva en el tratamiento de enfermedades periodontales como la 

gingivitis y la periodontitis al combatir bacterias como Porphyromonas 
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gingivalis, Prevotella Intermedia y Aggregatibacter 

Actinomycetemcomitans.(18)  

 

2.2.2. Extractos de especies vegetales 

 

2.2.2.1. Extracto acuoso 

 

El extracto acuoso es una preparación líquida donde el agua 

estéril/destilada es el solvente principal empleado. Este extracto presenta 

un color y aroma característicos y suaves. Se obtiene mediante un 

proceso que incluye secado, triturado, inmersión en agua, percolación, 

filtración y secado de una fruta o planta. A partir del extracto puro, se 

pueden elaborar diferentes concentraciones para su estudio.(30) 

 

2.2.2.2. Extracto etanólico 

 

El extracto etanólico es una preparación líquida donde el etanol/alcohol 

es el solvente principal empleado. Este extracto presenta un olor 

característico. El extracto etanólico se produce mediante un proceso que 

implica el uso de materia vegetal deshidratada, que se somete a una serie 

de pasos, incluyendo secado, triturado, impregnación con etanol, 

filtración y secado. A partir de la solución, se pueden preparar diferentes 

concentraciones para su estudio.(31) 

 

2.2.3. Enfermedades más prevalentes en la cavidad bucal  

 

2.2.3.1. Caries 

 

2.2.3.1.1. Definición  

 

La OMS define la caries dental como una enfermedad 

multifactorial de origen localizado, caracterizada por la 

desmineralización del tejido duro del diente (esmalte), dando 
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lugar a la formación de una cavidad. , esta enfermedad se da  

inicio después de la erupción dentaria  (32) 

 

La caries dental es considerada multifactorial debido a la 

interacción de tres principales elementos en la cavidad bucal, 

según lo establecido por Keyes: la presencia de 

microorganismos como el Streptococcus mutans, que ejerce 

un papel crucial en el inicio de la caries; el huésped, 

representado por la saliva y el diente; y el tercer factor, la 

dieta o sustrato, que se refiere al consumo de 

carbohidratos.(33) Con el tiempo, esta conceptualización ha 

evolucionado, y diversos autores han añadido otros factores 

como el tiempo, la educación, la capacidad buffer de la 

saliva, su composición, el sexo y el nivel de conocimiento, 

entre otros.(34) 

 

La caries dental se caracterizas por la degradación de los 

tejidos duros del diente, causada por la acumulación de 

biofilm dental en la superficie del diente, que proviene de 

alimentos ricos en carbohidratos y que ocasiona una 

desmineralización o pérdida de esmalte. Este proceso 

evoluciona de manera progresiva e irreversible.(35) 

 

La caries dental es una de las afecciones más prevalentes a 

nivel mundial en la actualidad., afectando a personas de todas 

las edades, géneros y niveles socioeconómicos. Se estima 

que entre el 95% y el 99% de la población mundial padece 

de caries dental. El consumo excesivo de bebidas azucaradas 

y la falta de una adecuada higiene bucal se cuentan entre las 

principales causas de esta enfermedad. En el Perú, según 

datos del Ministerio de Salud (MINSA), el 90% de los 

escolares presenta caries dental. Las consecuencias 

principales de esta enfermedad tienen un impacto 

significativo en la calidad de vida de las personas.(34)  
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2.2.3.1.2. Streptococcus Mutans 

 

Los Streptococcus mutans son microorganismos 

cariogénicos clave asociados con el desarrollo de la caries 

dental. Estos microorganismos producen varios ácidos, 

incluyendo ácido acético, láctico, propiónico y fórmico, 

durante el metabolismo de carbohidratos como la fructosa, 

sacarosa y glucosa. Estos ácidos se acumulan en la placa 

dental, lo que conduce a un proceso de desmineralización 

gradual al provocar la pérdida de minerales como el calcio y 

fosfato en el diente, resultando en una apariencia porosa.(36)  

 

Características   

 

El Streptococcus mutans, descubierto por Clarke en 1924, es 

una bacteria coco Gram positiva, no móvil, que tiende a 

formar cadenas. Tiene la capacidad de producir ácido láctico 

y puede modificar el pH de un entorno de neutro (pH 7) a 

ácido (pH 4.2) en aproximadamente 24 horas. Esta bacteria 

es neutrofílica, lo que significa que puede sobrevivir en 

medios con un pH neutro.(36) Además, es acidógena, ya que 

puede fermentar azúcares para producir ácido láctico, lo que 

conduce a una disminución del pH y a la desmineralización 

del esmalte dental. Es acidúrica, ya que puede seguir 

produciendo ácidos incluso en un entorno ácido. El hábitat 

natural del Streptococcus mutans es la cavidad oral humana, 

donde se adhiere fácilmente a la superficie del diente.(30) 
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Taxonomía  

 

Streptococcus mutans (37) 

 

2.2.3.2. Enfermedad periodontal 

 

2.2.3.2.1. Definición 

 

Según los estudios muestran consistentemente que las 

enfermedades periodontales son una de las afecciones 

inflamatorias crónicas más frecuentes. Alrededor del 10% de 

la población mundial se estima que padece formas graves de 

estas enfermedades periodontales. La falta de higiene oral 

adecuada y el consumo de tabaco se consideran como las 

principales causas de esta condición.(38) 

 

Asimismo, en Perú, según informes del MINSA, la 

incidencia de enfermedades periodontales oscila entre el 85% 

y el 87%. Hasta el momento, no se ha documentado ningún 

informe de periodontitis crónica en el país, y estas afecciones 

tienden a afectar más a personas mayores de 40 años.(39)  

 

La enfermedad periodontal afecta los tejidos de soporte de 

los dientes, manifestándose a través de síntomas como 

hinchazón, sangrado de las encías, dolor dental, halitosis, 

separación de los dientes, recesión y movilidad. (9) Por lo 

general, estas afecciones son causadas por bacterias 

anaerobias Gram negativas que proliferan en el surco 
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gingival y generan una respuesta inflamatoria asociada a la 

placa bacteriana que se acumula debajo de las encías.(40) 

 

Entre las patologías periodontales más comunes se encuentra 

la periodontitis crónica, la cual está asociada con la presencia 

de diversas bacterias, entre las que destacan Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans, Porphyromona gingivalis, 

Prevotella intermedia, Treponema denticola y Bacteroides 

forsythus. Estos microorganismos desempeñan un papel 

crucial en la formación de bolsas periodontales, la 

reabsorción ósea y la destrucción de los tejidos de soporte. 

En particular, Porphyromona gingivalis es considerada la 

bacteria más comúnmente asociada con esta patología. (39) 

 

2.2.3.2.2. Porphyromona gingivalis 

 

La Porphyromona gingivalis es una bacteria que se 

encuentra con mayor prevalencia en casos de periodontitis 

crónica y periodontitis agresiva, siendo poco común en 

pacientes sanos. Estudios recientes han demostrado que la 

Porphyromona gingivalis está estrechamente asociada con 

la destrucción del tejido de soporte dental.(41)  

 

Características   

 

La Porphyromona gingivalis es una bacteria anaeróbica 

Gram negativa, con forma de cocobacilo que mide 

aproximadamente entre 0.5 y 0.8 micras. Se caracteriza por 

poseer fimbrias, pero no flagelos, y no es esporulado. Su 

nutrición se basa en péptidos y aminoácidos, y requiere 

hemina como fuente de hierro.(4) 

 

Según investigaciones, se ha demostrado que la 

Porphyromona gingivalis posee la habilidad de adherirse a 
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diversos tejidos, incluidos los tejidos periodontales. Además, 

puede atacar células del huésped y multiplicarse. Para lograr 

esto, utiliza diversos componentes bacterianos como 

lipopolisacáridos, fimbrias, proteasas y hemaglutininas.(42) 

 

La Porphyromona gingivalis presenta numerosas vesículas 

en su superficie, las cuales contienen diversas enzimas que 

desempeñan un papel crucial en su virulencia. Estas enzimas 

son capaces de degradar compuestos proteicos, lo que 

contribuye a su capacidad para causar daño en los tejidos 

periodontales.(39–41). 

 

Taxonomía  

 

 

 

 

 

 

 

     Porphyromona gingivalis (39) 
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CAPITULO III 

HIPÓTESIS, VARIABLES Y DEFINICIONES OPERACIONALES 

 

3.1.Hipótesis  

 

Hipótesis general 

 

H0:  

 

El extracto acuoso y etanólico de la Púnica Granatum (Granada) no presenta efecto 

antimicrobiano frente a las cepas de Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™ y 

Streptococcus mutans ATCC® 25175™. 

 

H1:  

 

El extracto acuoso y etanólico de la Púnica Granatum (Granada) si presenta efecto 

antimicrobiano frente a las cepas de Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™ y 

Streptococcus mutans ATCC® 25175™. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3.2.Operacionalización de variables de estudio  

 

VARIABLE 

INDEPENDIENTE 

DEFINICIÓN 

CONCEPTUAL  

DEFINICIÓN 

OPERACIONAL  
INDICADOR TIPO 

ESCALA DE 

MEDICION 

Valor 

Final    

AGENTES 

ANTIMICROBIANOS  

 Es una sustancia que se 

elabora a partir de la 

cáscara de la Púnica 

Granatum (Granada)  por 

medio de procesos de 

desecado, pulverización, 

maceración en agua/ 

etanol, filtración y secado 

de dicho solvente.(43) 

La clorhexidina es una 

sustancia antimicrobiana 

considerada un Gold 

estándar.(44) 

 Preparado obtenido 

por un proceso de 

maceración, el que se 

utiliza para elaborar 

soluciones a 

diferentes 

volúmenes.(43) 

La clorhexidina es 

una sustancia 

antiséptica que se usó 

para comparar con los 

extractos de la 

Granada. (44)  

Extracto acuoso de la 

corteza de la Púnica 

Granatum (Granada) 

Cuantitativa 
NUMÉRICA - 

RAZÓN 

 

30ul 

27,5ul 

25ul 

22,5ul 

20ul 

17,5ul  

Cuantitativa 
NUMÉRICA-

RAZÓN 
24h 

Extracto etanólico de la 

corteza de la Púnica 

Granatum (Granada) 

Cuantitativa 
NUMÉRICA - 

RAZÓN 

 

30ul 

27,5ul 

25ul 

22,5ul 

20ul 

17,5ul  

Cuantitativa 
NUMÉRICA - 

RAZÓN 

 

24h 

 

Gluconato de clorhexidina 

al 0.12% 

Cuantitativa 
NUMÉRICA - 

RAZÓN 
 0.12%  

Cuantitativa 
NUMÉRICA - 

RAZÓN 

 

24h 
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VARIABLE 

DEPENDIENTE 

DEFINICIÓN 

CONCEPTUAL  

DEFINICIÓN 

OPERACIONAL  
INDICADOR 

 

TIPO 

 

ESCALA 

DE 

MEDICIÓ

N 

 

VALOR 

FINAL 

 

 

EFECTO 

ANTIMICROBIANO 

 
 

Interacción entre los 

extractos de la Púnica 

Granatum (Granada) y las 

cepas bacterianas (43)   

Proceso que mide la sensibilidad 

de la bacteria frente a diferentes 

volúmenes de extractos, 

manifestándose como un halo 

alrededor del disco.(43) 

 

CMI: Se define como la mínima 

concentración del extracto que 

causa una de la inhibición 

bacteriana. 

 

CMB: Se define como la mínima 

concentración del extracto que 

mata a un 99.9% de la cepa.(45)  

Halo de inhibición 

   

Cuantitativa NUMERIC

A-RAZÓN 

mm. 

   

CMI 

 

 

Cualitativa  

 

 

NOMINAL 

 

 

mg/µL 

   

   

CMB 

   

Cuantitativa  NUMERIC

A-RAZÓN 

UFC 

mg/µL 

   

CEPAS 

BACTERIANA 

Población de bacterias con 

características genéticas y 

fenotípicas comunes que las 

distinguen de otras 

bacterias.(46) 

 

Conjunto de bacterias que son 

usadas para la determinación de 

su sensibilidad frente al agente 

antimicrobiano.  

Porphyromonas 

gingivalis ATCC® 

33277™ 

 

Cualitativa 

 

NOMINAL Pg. 

Streptococcus 

mutans ATCC® 

25175™ 

Cualitativa NOMINAL Sm. 



24 

 

CAPÍTULO IV 

METODOLOGÍA DE LA INVESTIGACIÓN 

 

4.1.Diseño de investigación 

 

4.1.1. Diseño 

 

El diseño del estudio es de tipo experimental, transversal, prospectivo, analítico e 

in vitro debido a que para determinar el efecto antimicrobiano se utilizaron las 

cáscaras de la Púnica Granatum (Granada) para la preparación del extracto acuoso 

y etanólico en distintos volúmenes, impregnados en discos de sensibilidad 

colocados en placas petris inoculadas de cepas de Porphyromonas gingivalis 

ATCC® 33277™ y Streptococcus mutans ATCC® 25175™, haciendo 

comparación con grupo control positivo y negativo.    

 

4.1.2. Tipo de investigación  

 

• Experimental: Porque para determinar el efecto antimicrobiano se manejó 

de manera in vitro, usándose dos extractos (Acuoso y Etanólico) de la Púnica 

Granatum (Granada) en distintos volúmenes sobre cepas de Porphyromona 

gingivalis ATCC® 33277™ y Streptococcus mutans ATCC® 25175™.  

 

• Transversal: Debido a que la medición para los resultados se realizó en un 

periodo en un solo tiempo determinado.  

 

• Prospectivo: Debido a que fueron datos únicos de la investigación; se llevó 

a cabo mediante la observación y examinación de los resultados transcurrido 

el tiempo estimado a medida que fue sucediendo la aparición del efecto.  

 

• Analítico: Porque me permitió evaluar mi hipótesis que planteé que es buscar 

el efecto antimicrobiano de la Púnica Granatum (Granada). 
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• In vitro: Porque esta investigación se efectuó en un medio de cultivo 

controlado y se manejó todo en un laboratorio de microbiología. 

 

4.2.Ámbito de estudio 

 

Los procedimientos experimentales se llevaron a cabo en la ciudad de Tacna, en la 

Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann, ubicada en la Avenida Miraflores S/N. 

El desarrollo del estudio fue supervisado por el Biólogo Microbiólogo Esp. de 

Laboratorio de Microbiología Edwin Denis Obando, quien estuvo a cargo del laboratorio 

de la Facultad de Ciencias. 

Se desarrolló entre los meses de octubre 2021 a marzo del 2022.  

 

4.3.Muestra y unidad de estudio  

 

4.3.1. Unidad de estudio  

 

Placas Petri con cepas de Porphyromona gingivalis ATCC® 33277™ y 

Streptococcus mutans ATCC® 25175™ con discos de sensibilidad impregnadas 

de diferentes volúmenes de extracto acuoso y etanólico de la Púnica Granatum 

(Granada). 

 

4.3.2. Grupo control  

 

Este proyecto de investigación tuvo dos grupos de control que sirvió para la 

comparación con los extractos.  

 

• Grupo control positivo: Clorhexidina al 0.12%  

• Grupo control negativo: Agua destilada.  

 

4.3.3. Tamaño de muestra  

 

Para el cálculo del tamaño de muestra se utilizó el programa de software EPIDAT 

versión 4.2. (Servicio de Epidemiologia de la dirección Xeral de Salud Pública del 
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ministerio de Salud y Organización Panamericana de Salud (OPS-OMS)) Se tomó 

los datos obtenidos de un estudio de Millo G y cols. , dichos datos fueron de la 

clorhexidina al 0.12% como muestra del grupo de control positivo (21) 

 

En el programa de EPIDAT se realizó el muestreo para el cálculo de tamaños de 

muestras para el contraste de hipótesis para la comparación de medias en grupos 

independientes.  

Con varianzas iguales, una diferencia de medias a detectar de 31.180, una 

desviación estándar común de 2.89, razón de tamaños muestrales de 1%, intervalo 

de confianza de 95% y una potencia de 80% 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dando como resultado una totalidad de 4 unidades de estudio de muestra total. 

 

 

 

 

 

Para este proyecto de investigación estará representado por 2 tipos de cepas: 

Porphyromona gingivalis ATCC ® 33277 ™ y Streptococcus mutans ATCC ® 

25175 ™ a 6 volúmenes (30ul; 27,5ul; 25ul; 22.5ul; 20ul; 17.5ul) del extracto 

etanólico y acuoso de la cáscara de Púnica Granatum, (Granada) y se considerará 

8 repeticiones por volumen. 
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4.3.4. Criterios de selección  

 

• Criterios de Inclusión 

 

- Cepa de Porphyromona gingivalis ATCC® 33277™ sembrado 

correctamente en agar.  

- Cepa de Streptococcus mutans ATCC® 25175™ sembrado 

correctamente en agar.  

- Gluconato de Clorhexidina al 0,12% en buen estado.  

 

• Criterios de Exclusión 

 

- Placas Petri contaminadas en el estudio de cultivo. 

- Colonias de Porphyromona gingivalis ATCC® 33277™ y Streptococcus 

mutans ATCC® 25175™ contaminadas. 

-  Volúmenes de los extractos contaminados.  

 

4.4. Recolección de datos  

 

4.4.1. Instrumentos de recolección de datos 

 

Ficha de recolección de datos 

 

• La ficha es de diseño propio en el cual se registró el diámetro de los halos de 

cada volumen que fueron medidas por una regla vernier en milímetros. (VER 

ANEXO 2 - A, B, C, D)  

• La ficha en donde se registró los valores obtenidos para realizar el procedimiento 

de la determinación del CMI y CMB de los extractos. (VER ANEXO 2-E, F, 

G, H, I, J)  
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4.4.2. Técnicas de recolección de datos  

 

                        Observación directa 

• Con la ayuda de una regla vernier se medió en milímetros las zonas de 

inhibición mostrados en halos para la determinación del efecto 

antimicrobiano de la Granada (Púnica Granatum).  Para la determinación del 

CMI se vio el primer tuvo sin presencia de turbidez y para el CMB la 

cantidad de UFC (unidades formadoras de colonias).  

 

4.5. Equipos y materiales  

 

4.5.1. Equipos  

 

- Autoclave 

- Incubadora  

- Refrigeradora 

- Balanza analítica 

- Cocina de resistencia por espiral/calor 

- Vibrador 

- Computadora  

 

4.5.2. Materiales  

 

- Cepa de Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™  

- Cepa de Streptococcus mutans ATCC® 25175™ 

- Púnica Granatum (Granada) 

- Gluconato de Clorhexidina al 0.12%  

- Papel filtro Whatman  

- Discos de sensibilidad  

- Agua destilada  

- Ron de quemar  

- Alcohol 70% 

- Papel kraft 

- Papel de aluminio  
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- BHI  

- Mueller Hinton 

- Agar Nutritivo 

- Regla Vernier  

- Hisopos estériles 

- Frasco Boeco  

- Gradillas  

- Placas Petri  

- Probeta graduada 

- Damajuana  

- Tubos de ensayo  

- Asa digralsky  

- Asa bacteriológica  

- Viales  

- Puntas / Tips  

- Micropipeta  

- Mango y hoja de bisturí  

- Jarra de anaerobiosis  

- Sobre Gas-Pak  

- Escala McFarland  

- Matraz de Erlenmeyer 

 

4.6.Procedimientos y métodos  

 

4.6.1. Coordinación 

 

Se hizo previa coordinación con mi asesora a cargo, Mg. Esp. Karina Portugal 

Motocanche. 

Nos contactamos con el Biólogo Microbiólogo Edwin Denis Obando Velarde, 

Especialista de Laboratorio de Microbiología de la Escuela Profesional de 

Biología Microbiología de la Facultad de Ciencia, quién estaba a cargo del área 

en la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann y por medio de él se solicitó 

el permiso para el uso del laboratorio de Microbiología, con el fin de poder 

ejecutar el proyecto. 
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4.6.2. Obtención de la Púnica Granatum 

 

4.6.2.1. Recolección de la muestra 

 

Se recolectaron 10 kg de Granada (Púnica Granatum) en el mercado 

zonal ‘’modelo’’ en la ciudad de Chiclayo del departamento de 

Lambayeque, Perú. En la recolección se consideró que las frutas estén 

maduras, sin ningún agrietamiento, infestación o pudrición en la cáscara. 

(VER ANEXO N°8) 

 

4.6.2.2. Lavado 

 

La Granada (Púnica Granatum) fue llevada al laboratorio de la 

Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann en la cual se procedió a 

lavarlos con abundante agua potable para eliminar toda la suciedad.  

Se retiró toda la cáscara separándolo del fruto, se realizó el lavado de la 

cáscara con abundante agua potable, eliminando todo el mesocarpio y 

endocarpio que se encuentra en la cara interna de la cáscara. 

Posteriormente se desinfectó con hipoclorito de sodio al 5%, y por último 

se volvió a lavar con agua destilada estéril, para eliminar el cloro residual 

de la cáscara. (VER ANEXO N°8)  

  

4.6.2.3. Secado 

 

Las cáscaras de la Púnica Granatum (Granada) se extendieron sobre 

papel absorbente y se dejaron escurrir durante 1 hora. 

Después fueron colocadas sobre papel Kraft y con un dispensador de 

spray se comenzó a rociar hipoclorito de sodio al 0.5% para que de ese 

modo se pueda eliminar las bacterias, hongos o mohos que se puedan 

encontrar en el medio ambiente. Se realizó ese procedimiento por 2 días 

para mantenerlos conservados. 
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Pasados los 2 días, las cáscaras fueron transportadas a una bandeja 

metálica y fue llevado a una estufa a 50°C por 48 horas. (VER ANEXO 

N°8)  

 

4.6.2.4. Pulverización / Tamización 

 

Las cáscaras de la Púnica Granatum (Granada) fueron recolectadas en 

una bandeja metálica para luego ser trituradas con el uso de un molinillo 

eléctrico hasta obtener la sustancia en polvo y tamizarlas para separarla 

de las partículas que no fueron totalmente pulverizados. (VER ANEXO 

N°8)  

 

4.6.2.5. Almacenamiento 

 

El polvo de la Púnica Granatum (Granada) fue vertido en un frasco de 

vidrio de aproximadamente 1000 ml de capacidad y fue cubierto con 

papel de aluminio para su conservación y almacenamiento. (VER 

ANEXO N°8)  

                                                                                                                                                                                                                                                                                            

4.6.1. Obtención del extracto acuoso de la Púnica Granatum (Granada)   

 

4.6.1.1. Preparación del extracto acuoso de la Púnica Granatum (Granada)  

 

Se pesaron 100 g. de muestra molida de la corteza de la Púnica Granatum 

(Granada) y se colocaron en un frasco Boeco de vidrio de capacidad de 

1000 ml y se le añadió 500 ml de agua destilada/estéril, se tuvo en cuenta 

que el frasco Boeco debe contener como máximo ¾ parte del recipiente. 

Se comenzó a agitar para su dilución completa del polvo al líquido, 

revisando que no queden partículas de polvo en las paredes. Luego fue 

envuelto con papel de aluminio para su posterior maceración en ausencia 

de la luz por 2 días realizando ciertos movimientos de agitación durante 

1 minuto cada 2 horas. Dejándolo en un refrigerador a una temperatura 

de 5°C.  
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Pasadas las 48 horas de maceración se hizo el filtrado con ayuda de papel 

de filtro Whatman de la marca ALBET en probetas y embudos de vidrio 

para la obtención de la sustancia estéril libre de impurezas.  

Transcurridas el tiempo de filtración, se obtuvo un total de 192 ml de 

extracto acuoso de la Púnica Granatum (Granada). 

 

El extracto acuoso obtenido de la filtración fue colocado en placas Petris 

y llevada a una estufa a una temperatura de 50° C para su posterior 

evaporación por dos días y así obtener el principio activo de la cáscara 

de granada.  

 

Para el retiro del extracto seco, se realizó mediante el raspado con un 

mango y hoja de bisturí hasta obtener el polvillo (principio activo), la 

cual fue llevada a un frasco de vidrio para luego pesarla con una balanza 

analítica Kern ® de la cual se obtuvo 9.62 g. de polvillo (principio activo) 

de la Púnica Granatum (Granada). El frasco se envolvió con papel de 

aluminio para cubrirlo de la luz y su posterior uso.  

 

4.6.1.2. Volúmenes determinados para el extracto acuoso de la Púnica                 

Granatum (Granada): 

              

Se trabajó a diferentes volúmenes medidas en microlitros, las cuales 

fueron: 30ul; 27.5ul; 25ul; 20ul; 17.5ul (Cada una con una diferencia 

significativa de 2.5 ul, considerando que cada disco de sensibilidad 

absorbe como máximo 30ul).  

 

4.6.1.3. Determinación de las concentraciones del extracto acuoso de la 

Púnica Granatum (Granada):  

 

Se pesó 1.4795 g. de (polvillo / principio activo) del extracto acuoso de 

la Púnica Granatum (Granada) el cual se diluyó en 5ml de agua destilada. 

Esta solución fue preparada en un frasco ámbar. 
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Mediante la fórmula se determinó la densidad: 

     

D = M 

      V 

 

Siendo:  

D: densidad (Magnitud de la cantidad de masa contenido en 

determinado volumen) 

M: masa (Cantidad de materia de un cuerpo) 

V: volumen (Magnitud del espacio ocupado por un cuerpo)  

 

El polvillo (1.4795 g.) más el agua destilada (5ml.) obtuvo un peso de 

295.9 mg. El peso se obtuvo mediante una balanza analítica Kern.  

 

Estos datos fueron obtenidos de la siguiente manera:  

 

Teniendo nuestros datos:  

D: X               D: 1.4795 g.  =   0.2959 g/ml.   

M: 1.4795 g.      5ml. 

V: 5ml. 

  

 Se convirtió de gramos a miligramos mediante la regla de tres:  

 

                           1g..............................1000mg 

                                                  0.2959 g................................x 

                                                                    x = 295.9 mg 

 Entonces:  

 A partir de 295.9 mg. Se hallo las diferentes concentraciones para cada 

volumen:  

A. Para el volumen de 30 ul.  

 

                295.9 mg .......................... 1000 ul.  

    x ..........................   30 ul. 

                                                                                x: 8.877 mg/ul.  
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B. Para el volumen de 27.5 ul.  

 

                295.9 mg .......................... 1000 ul.  

     x .........................   27.5 ul. 

                                                                                x: 8.13725 mg/ul.  

 

C. Para el volumen de 25 ul.  

 

                295.9 mg .......................... 1000 ul.  

    x ..........................   25 ul. 

                                                                                x: 7.3975 mg/ul.  

 

D. Para el volumen de 22.5 ul.  

 

                295.9 mg .......................... 1000 ul.  

    x ...........................   22.5 ul. 

                                                                                x: 6.65775 mg/ul.  

 

E. Para el volumen de 20 ul.  

 

                295.9 mg .......................... 1000 ul.  

    x ..........................   20 ul. 

                                                                                x: 5.918 mg/ul.  

 

F. Para el volumen de 17.5 ul.  

 

                295.9 mg .......................... 1000 ul.  

    x ...........................  17.5 ul. 

                                                                                x: 5.17825mg/ul.  
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4.6.2. Obtención del extracto etanólico de la púnica Granatum (Granada)  

 

4.6.2.1. Preparación del extracto etanólico de la Púnica Granatum 

(Granada) 

 

Para extraer el extracto etanólico del fruto, primero se pesaron 200 g de 

muestra molida de la corteza y se colocaron en una damajuana de 

capacidad de 5L y se añadió 1000 ml. de etanol (alcohol 70°), se tuvo en 

consideración que la damajuana debería contener como máximo ¾ parte 

del recipiente. Luego fue envuelto con papel de aluminio y se lo colocó 

en su canasta para su fácil transporte. Se dejó en ausencia de la luz por 

93 días realizando ciertos movimientos de agitación de 3 veces al día, 

durante la mañana, tarde y noche para su maceración. Se aisló en un 

ambiente libre de humedad y sol.  

 

Pasados los 93 días de maceración se hizo el filtrado con ayuda de papel 

de filtro Whatman de la marca ALBET en probetas y embudos de vidrio 

para la obtención de una sustancia estéril y libre de impurezas.   

 

Transcurridos las horas de filtración se pudieron obtener 420ml. de 

extracto etanólico de la Púnica Granatum (Granada). 

Este extracto etanólico obtenido de la filtración fue colocado en placas 

Petri y llevada a una estufa a una temperatura de 50° C para su posterior 

evaporación por dos días y así obtener el extracto seco de la cáscara de 

granada.  

 

Para la extracción del extracto seco se realizó mediante el raspado con la 

ayuda de un mango y hoja de bisturí hasta obtener el polvillo (principio 

activo), la cual fue llevada a un frasco de vidrio para pesarse en una 

balanza analítica Kern®, de la cual se obtuvo 20.62 gramos de polvillo 

(principio activo). El frasco se envolvió con papel de aluminio para 

protegerlo de la luz y su posterior uso.  
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4.6.2.2. Determinación de los volúmenes del extracto etanólico de la Púnica 

Granatum (Granada):  

 

Se trabajó a diferentes volúmenes medidas en microlitros, las cuales 

fueron: 30ul; 27.5ul; 25ul; 20ul; 17.5ul (Cada una con una diferencia 

significativa de 2.5 ul, considerando que cada disco de sensibilidad 

absorbe como máximo 30ul).  

 

4.6.2.3. Determinación de las concentraciones del extracto etanólico de la 

Púnica Granatum (Granada): 

 

Se utilizó 5.3665 g. de (polvillo / principio activo) del extracto etanólico 

de la Púnica Granatum (Granada) el cual se diluyó en 5ml de agua 

destilada. Esta solución fue preparada en un frasco ámbar. 

Mediante la fórmula se determinó la densidad: 

      

D = M 

      V 

Siendo:  

D: densidad (Magnitud de la cantidad de masa contenido en 

determinado volumen) 

M: masa (Cantidad de materia de un cuerpo) 

V: volumen (Magnitud del espacio ocupado por un cuerpo)  

 

El polvillo (5.3665 g.) más el agua destilada (5ml) obtuvo un peso de 

1073.3 mg. El peso se obtuvo mediante una balanza analítica Kern.  

 

 Estos datos fueron obtenidos de la siguiente manera: 

 

Teniendo nuestros datos:  

D: X               D: 5.3665 g.  =   1.0733 g/ml.   

M: 5.3665 g.                            5ml 

V: 5ml 

 Se convirtió de gramos a miligramos mediante la regla de tres:  
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                         1g..............................1000mg 

                                                      1.0733 g...............................x 

                                                                         x = 1073.3 mg 

 

                                  Entonces:  

 

A partir de 1073.3 mg. Se hallo las diferentes concentraciones para cada 

volumen.  

 

A. Para el volumen de 30 ul.  

 

                1073.3 mg ......................... 1000 ul.  

      x .........................  30 ul. 

                                                                                x: 32.199 mg/ul.  

 

B. Para el volumen de 27.5 ul.  

 

                1073.3 mg ......................... 1000 ul.  

      x .......................... 27.5 ul. 

                                                                                x: 29.51575 mg/ul.  

 

C. Para el volumen de 25 ul.  

 

                1073.3 mg ......................... 1000 ul.  

       x ......................... 25 ul. 

                                                                                x: 26.8325 mg/ul.  

 

D. Para el volumen de 22.5 ul.  

 

                1073.3 mg ..........................1000 ul.  

       x ......................... 22.5 ul. 

                                                                                x: 24.14925 mg/ul.  
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E. Para el volumen de 20 ul.  

 

                1073.3 mg ..........................1000 ul.  

      x .......................... 20 ul. 

                                                                                x:  21.466 mg/ul.  

 

F. Para el volumen de 17.5 ul.  

 

                1073.3 mg ..........................1000 ul.  

      x ..........................17.5 ul. 

                                                                                x: 18.78275 mg/ul.  

 

4.6.3. Obtención de las cepas bacterianas 

 

Las cepas Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™ y Streptococcus mutans 

ATCC® 25175™   fueron obtenidas por el laboratorio de la facultad de Ciencias 

de la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann. 

 

4.6.4. Preparación de los medios de cultivos 

 

4.6.4.1. Preparación de Müeller Hinton II Agar 

 

Müeller Hinton II Agar es un medio de cultivo sólido que permite el 

desarrollo de la bacteria para hallar la prueba de susceptibilidad frente a 

antimicrobianos. 

Para cada prueba de extracto se realizó el mismo método.  

Para la preparación se tomó en cuenta las indicaciones del fabricante, 

siendo: 

                               38g.............................1000 ml 

 

Teniendo en cuenta que se usó matraz de fondo redondo de 500 ml para 

28 placas Petri (15 ml.). Siendo 225 ml. que se necesitó.   

 

Realizando la regla de tres:  
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38g ............................. 1000 ml. 

 x ............................. 225 ml. 

                                               x = 8.55 g. 

 

Entonces; para la disolución se usó 8.55 g. del medio y 225 ml. de agua 

destilada.  

Para este procedimiento se necesitó de la ayuda de una cocina de 

resistencia por espiral/calor para la disolución de Müeller Hinton II Agar.  

Se llevó a la autoclave por 15 minutos a 121°C X 15 libras de presión.  

Se retiró el Müller Hinton en estado de gelificación y para revertirlo a 

estado líquido se usó la cocina de resistencia por espiral/calor. 

 

Esta preparación se usó como medio de cultivo para las bacterias de 

Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™ y Streptococcus mutans 

ATCC® 25175™ en placas Petris estériles rotuladas para su gelificación. 

 

4.6.4.2. Preparación de Nutrient Agar  

 

Nutrient Agar es un medio de cultivo sólido que permite el aislamiento 

de bacterias.  

 

Para la preparación se tomó en cuenta las indicaciones del fabricante, 

siendo: 

                               28g.............................1000 ml. 

 

Teniendo en cuenta que se usó matraz Erlenmeyer de 250ml para 4 viales. 

Siendo 70 ml. que se necesitó.   

 

Realizando la regla de tres:  

28g.............................1000 ml. 

x......................................70 ml. 

x = 1.96 g. 
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Entonces; para la disolución se usó 1.96 g. del medio y 70 ml de agua 

destilada.  

Para dispensar el Nutrient Agar se usó papel de aluminio y para calcular 

el agua destilada una probeta. Se disolvió con la ayuda de una cocina de 

resistencia por espiral/calor y se llevó a la autoclave. 

   Esta preparación se usó como medio de cultivo para las bacterias de 

Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™ y Streptococcus mutans 

ATCC® 25175™ en viales de vidrio. 

   

4.6.4.3. Preparación de Brain Heart Infusion Broth (BHIB)  

 

Brain Heart Infusion Broth es un medio de cultivo líquido que permite el 

desarrollo de bacterias.  

 

Para la preparación se tomó en cuenta las indicaciones del fabricante, 

siendo: 

                               37g.............................1000 ml. 

 

Teniendo en cuenta que se usó matraz Erlenmeyer de 250 ml. para la 

distribución en 10 tubos de ensayo (cada tubo de ensayo tiene capacidad 

para 10 ml.). Siendo 100 ml. que se necesitó.   

 

Realizando la regla de tres:  

37g.............................1000 ml. 

  x.............................100 ml. 

x = 3.7 g. 

Entonces; para la disolución se usó 3.7 g. del medio y 100 ml. de agua 

destilada.  

 Se llevó a la autoclave por 15 minutos a 121°C X 15 libras de presión.   

   Esta preparación se usó como medio de cultivo para las bacterias de 

Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™ y Streptococcus mutans 

ATCC® 25175™ en tubos de ensayo estériles.    
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4.6.5. Preparación de los discos  

 

Los discos de papel filtro (IMIPENEM) de la marca OXOID® fueron preparados. 

Se utilizó en total 200 discos. Siendo 48 discos para el extracto acuoso frente a 

Streptococcus mutans más 2 discos para el control, 48 discos para el extracto 

acuoso frente a Porphyromonas gingivalis más 2 discos para el control. Para el 

extracto etanólico se uso 48 discos frente a Streptococcus mutans más 2 discos 

para el control, 48 discos para el extracto etanólico frente a Porphyromonas 

gingivalis más 2 discos para el control. Los discos se colocaron en un vaso 

precipitado/Beaker con agua estéril y se esterilizaron mediante la autoclave a 

121°C X 15 libras de presión por 15 minutos.  

Posteriormente los discos de sensibilidad fueron distribuidos en las paredes del 

vaso Beaker para su posterior secado en la estufa por 30 minutos a 180°C.  (VER 

ANEXO 8) 

 

4.6.6. Preparación de las placas Petri y Tips  

   

Las placas Petris usadas fueron de material de vidrio, estando constituidas por una 

base y una tapa. Se envolvieron con papel Kraft cada placa Petri, siendo en total 56 

placas. 

Los Tips/Puntas para la micropipeta se prepararon de 1000 μl (azul) 200 μl 

(amarilla) y 10 μl (blanca) en porta Tips, posteriormente fueron envueltas en papel 

Kraft.  

Las placas Petris y Tips fueron llevadas a la autoclave a 121°C X 15 libras de 

presión por 15 minutos para su esterilización.  

 

4.6.7. Activación de las cepas bacterianas 

 

4.6.7.1. Siembra en Caldo de Brain Heart Infusion Broth (BHIB) para   

Streptococcus mutans ATCC® 25175™ y Porphyromonas gingivalis ATCC® 

33277™ 

Con ayuda de un asa bacteriológica (aro de metal Nicromo) se retiró una 

pequeña muestra sólida de la bacteria y se transportó a un tubo de ensayo 
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contenido por caldo de Brain Heart Infusion Broth (previamente 

rotulada) realizando la técnica por suspensión. 

El tubo de ensayo sembrado fue colocado en una jarra de anaerobiosis 

con un sobre Gas-Pak (para que el oxígeno quede eliminado y las 

bacterias puedan realizar su crecimiento). La jarra se llevó a la 

incubadora a 24 horas a 34°C en forma anaerobia. 

 

4.6.7.2. Siembra en Nutrient Agar para   Streptococcus mutans ATCC® 

25175™ y Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™ 

 

Transcurrida las 24 horas la siembra en Caldo BHI fue transportado en 

Nutrien Agar.  

Con un asa bacteriológica se cargó una pequeña muestra liquida del tubo 

de ensayo y se realizó la siembra mediante la forma de estría, de abajo 

hacia arriba en forma de S en el vial contendido de Nutrien Agar.  

El vial fue colocado en una jarra de anaerobiosis con un sobre Gas-Pak 

(para que el oxígeno quede eliminado y las bacterias puedan realizar su 

crecimiento). La jarra se llevó a la incubadora a 24 horas a 34°C en forma 

anaerobia 

 

4.6.7.3. Siembra en Caldo de Brain Heart Infusion Broth (BHIB) para   

Streptococcus mutans ATCC® 25175™ y Porphyromonas gingivalis ATCC® 

33277™ 

 

Transcurrida las 24 horas la siembra en Nutrien Agar fue transportado en 

Caldo BHI.  

Con un asa bacteriológica se cargó una pequeña muestra sólida del vial 

y se transportó a un tubo de ensayo contenido por caldo de Brain Heart 

Infusion Broth (previamente rotulada) realizando la siembra mediante 

técnica por suspensión. El tubo, vial y asa se flameó antes y después de 

usar y se protegió con algodón en la entrada del envase. Previamente se 

dejó enfriar el asa antes de introducir al medio.  
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El tubo de ensayo fue colocado en una jarra de anaerobiosis con un sobre 

Gas-Pak (para que el oxígeno quede eliminado y las bacterias puedan 

realizar su crecimiento). La jarra se llevó a la incubadora a 2 horas. 

Pasados las 2 horas se comparó el tubo de ensayo inoculado con la escala 

McFarland para visualizar la turbidez.    

 

4.6.8. Determinación de la susceptibilidad del extracto acuoso y etanólico de la 

Púnica Granatum (Granada) mediante el método de Kirby-Bauer. 

 

4.6.8.1. Preparación de las placas Petri con Mueller Hinton II Agar 

 

Se usó la cocina de resistencia por espiral/calor para convertir el Mueller 

Hinton II Agar de estado sólido a líquido. El Agar se dejó enfriar por 

unos minutos y se pasó a distribuir en cada placa Petri (siendo en total 56 

placas Petri, 28 para el extracto acuoso y 28 para extracto etanólico 

siendo 14 placas Petri para Streptococcus mutans y 14 Porphyromonas 

gingivalis).  

Para garantizar la esterilidad del medio se usó calor alrededor de todas 

las placas.  

Las placas Petris previamente fueron rotuladas según los volúmenes de 

30μL, 27.5μL, 25μL, 22.5μL, 20μL, 17.5μL y según la bacteria 

(Streptococcus mutans / Porphyromonas gingivalis).  

 

4.6.8.2. Preparación de los discos de sensibilidad  

 

Los discos de sensibilidad desnaturalizados (IMIPENEM) de la marca 

OXOID® fueron distribuidos para 8 repeticiones por volumen. Estos 

discos fueron impregnados de extracto acuoso según los volúmenes de 

30μL, 27.5μL, 25μL, 22.5μL, 20μL, 17.5μL para cada bacteria 

(Streptococcus mutans / Porphyromonas gingivalis). Para la 

distribución se uso una micropipeta de 100ul con punta amarilla de 100 

ul.  
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4.6.8.3. Inoculación de las placas Petri  

 

Para la inoculación se depositó 100 ul de bacteria (Streptococcus mutans 

/ Porphyromonas gingivalis) en cada placa Petri para cada extracto 

(Acuoso/Etanólico) con ayuda de una micropipeta y se dispersó con un 

asa digralsky de vidrio en toda la placa en movimiento circular.  

 

4.6.8.4. Distribución de los discos de sensibilidad a placas inoculadas  

 

Con la ayuda de una micropipeta los discos de sensibilidad fueron 

embebidos por el extracto (Acuoso/Etanólico) en los diferentes 

volúmenes (30μL, 27.5μL, 25μL, 22.5μL, 20μL, 17.5μL) más el grupo 

control; luego con una pinza estéril se procedió a distribuir en las placas 

Petris, considerándose 4 discos para cada placa Petri. Posteriormente 

fueron envueltas con papel Kraft.  

 

4.6.8.5. Incubación  

 

Las placas Petri envueltas por papel kraft fueron depositados en jarras de 

anaerobiosis de forma invertida para su posterior crecimiento de la 

bacteria (se usaron 4 jarras de anaerobiosis por bacteria). Estuvo en la 

incubadora por 24 horas a 34°C en forma anaerobia.  

 

4.6.8.6. Lectura  

  

Después de la incubación (24 horas) se examinaron las placas para 

evaluar la inhibición del crecimiento bacteriano indicada por una zona 

sin crecimiento alrededor de los discos de sensibilidad.  

Con una regla de vernier (calibrador digital) se midió el diámetro del halo 

de inhibición (desde donde se encuentra el disco hasta donde se inhibió 

el crecimiento). La medida fue expresada en milímetros. La ausencia de 

un halo de inhibición fue interpretada como ausencia de actividad. 
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4.6.9. Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) por método de 

macrodilución para el extracto acuoso y etanólico.  

 

Para hallar la CMI (Concentración Mínima Inhibitoria) se realizó la técnica de 

dilución en caldo (Mueller Hinton) mediante el método de macrodilución, usándose 

tubos de ensayos en un medio de cultivo líquido.  

 

4.6.9.1. Preparación de los medios para la activación de las cepas 

bacterianas  

4.6.9.1.1. Preparación de Nutrient Agar  

 

Nutrient Agar es un medio de cultivo sólido que permite el 

aislamiento de bacterias.  

 

Para la preparación se tomó en cuenta las indicaciones del 

fabricante, siendo: 

                               28g.............................1000 ml. 

 

Teniendo en cuenta que se usó matraz Erlenmeyer de 250 ml. 

para 4 viales. Siendo 70 ml. que se necesitó.   

 

Realizando la regla de tres:  

 28g............................. 1000 ml. 

                            x............................. 70 ml. 

x = 1.96 g. 

Entonces; para la disolución se usó 1.96 g. del medio y 70 

ml de agua destilada.  

Para dispensar el Nutrient Agar se usó papel de aluminio y 

para calcular el agua destilada una probeta. Se disolvió con 

la ayuda de una cocina de resistencia por espiral/calor y se 

llevó a la autoclave. 

   Esta preparación se usó como medio de cultivo para las 

bacterias de Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™ y 

Streptococcus mutans ATCC® 25175™ en viales de vidrio. 
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4.6.9.1.2. Preparación de Brain Heart Infusion Broth (BHIB)  

 

Brain Heart Infusion Broth es un medio de cultivo líquido 

que permite el desarrollo de bacterias.  

 

Para la preparación se tomó en cuenta las indicaciones del 

fabricante, siendo: 

                               37g.............................1000 ml. 

 

Teniendo en cuenta que se usó matraz Erlenmeyer de 250ml 

para la distribución en 10 tubos de ensayo (cada tubo de 

ensayo tiene capacidad para 10ml). Siendo 100ml que se 

necesitó.   

 

Realizando la regla de tres:  

37g............................. 1000 ml. 

   x.............................. 100 ml. 

                                      x = 3.7 g. 

Entonces; para la disolución se usó 3.7 g. del medio en 100 

ml de agua destilada.  

 

Se llevó a la autoclave por 15 minutos a 121°C X 15 libras 

de presión.   

Esta preparación se usó para la distribución en tubos de 

ensayo estériles. 

 

4.6.9.2. Activación de las cepas  

 

Con ayuda de un asa bacteriológica se retiró una muestra solida de la 

bacteria (Streptococcus mutans / Porphyromonas gingivalis) y se llevó 

a un tubo contenida por caldo de BHIB (Brain Heart Infusion Broth) 

realizando la siembra por técnica por suspensión. El tubo fue colocado 

en una jarra de anaerobiosis y llevado a la incubadora a 24 horas a 34°C. 

Transcurridas las 24 horas la siembra en Caldo BHIB fue transportado en 
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Nutrien Agar realizando la siembra en estrías. El vial fue colocado en la 

jarra de anaerobiosis y llevado a la incubadora a 24 horas a 34°C. Por 

último, después de las 24 horas la siembra en Nutrien Agar fue 

transportado en Caldo BHIB y se dejó en la incubadora por 2 horas. 

Pasados las 2 horas se comparó el tubo de ensayo inoculado con las 

bacterias con la escala McFarland para visualizar la turbidez.    

 

4.6.9.3. Preparación de caldo BHIB para la macrodilución  

 

Para la preparación se necesitó 4.81 g. de Brain Heart Infusion Broth.  

 

Para el cálculo se tomó en cuenta las indicaciones del fabricante, siendo: 

 

                                        37g.............................1000 ml. 

 

Teniendo en cuenta que se usó matraz Erlenmeyer de 250 ml. para la 

distribución en 44 tubos de ensayo (considerándose 3000 ul por tubo)  

Realizando la regla de tres:  

 37g............................. 1000 ml. 

    x.............................. 132 ml. 

x = 4.8 g. 

 

Entonces; para la disolución se usó 4.8 g. del medio en 132 ml de agua 

destilada.  

El caldo BHIB se llevó a la autoclave por 15 minutos a 121°C X 15 libras 

de presión.   

 

4.6.9.4. Preparación de los extractos  

 

Se pesaron 2 g. de muestra (polvillo / principio activo) del extracto 

(acuoso/etanólico) de la Púnica Granatum (Granada) y cada muestra se 

diluyó en 5ml de agua destilada. Esta solución fue preparada en un frasco 

ámbar.  
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4.6.9.5. Preparación de tubos de ensayo  

 

En total se necesitaron 44 tubos de ensayo, 22 para extracto acuoso y 22 

para extracto etanólico (ocupándose 11 tubos para Streptococcus 

mutans y 11 Porphyromonas gingivalis). Considerándose que son 6 

volúmenes (30μL, 27.5μL, 25μL, 22.5μL, 20μL, 17.5μL) más los grupos 

controles (Positivo y Negativo). Los tubos de ensayo fueron esterilizados 

en autoclave a 121°C X 15 libras de presión por 15 minutos.  

  

4.6.9.6. Siembra a través del método de macrodilución en Caldo BHIB 

 

Con ayuda de micropipeta graduada con Tips/puntas se vertió el Caldo 

BHIB (Brain Heart Infusion Broth.) en cada tubo de ensayo según la 

cantidad calculada en microlitros. (VER ANEXO N°7 G, H, I, J)  

De la misma manera se procedió para la distribución de los volúmenes 

calculados de cada extracto (acuoso/etanólico) de la Púnica Granatum 

(Granada) en cada tubo de ensayo excepto para control positivo y 

negativo. (VER ANEXO N°7 G, H, I, J)  

Para la distribución de las bacterias (Streptococcus mutans / 

Porphyromona gingivalis) cultivadas en caldo BHIB se consideró la 

cantidad de 300 ul para cada tubo de ensayo excepto para el control 

negativo. (VER ANEXO N°7 G, H, I, J) 

Se tuvo en cuenta que cada tubo de ensayo debió contener en total 3000 

ul (Extracto – BHI – Bacteria). (VER ANEXO N°7 G, H, I, J) 

Teniendo en cuenta que en cada distribución se colocó tapones de 

algodón en la boca del tubo de ensayo para evitar la contaminación de la 

muestra.  

 

4.6.9.7. Incubación  

 

Los 44 tubos de ensayo fueron colocados en jarra de anaerobiosis en 

incubadora por 24 horas a 34°C. 
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4.6.9.8. Lectura 

 

Al día siguiente se realizó la lectura visual, se determinó como CMI 

(Concentración Mínima Inhibitoria) al primer tubo de aspecto cristalino 

(sin muestra de turbidez). (VER ANEXO N°8) 

Para el extracto acuoso: 

- Porphyromona gingivalis: Tubo N° 4 

- Streptococcus mutans: Tubo N° 7 

Para el extracto etanólico:  

- Porphyromona gingivalis: Tubo N° 6 

- Streptococcus mutans: Tubo N° 3 

La concentración contenida de cada CMI se trasladó a tablas. (VER 

ANEXO N°7 K) 

 

4.6.10. Determinación de la Concentración Mínima Bactericida (CMB) para el 

extracto acuoso y etanólico  

  

Para hallar la CMB (Concentración Mínima Bactericida) se realizó tomando 

muestra de los tubos traslucidos y cultivándolos en placas Petri.  

 

4.6.10.1. Preparación de Mueller Hinton II Agar 

 

Para la preparación se tuvo en cuenta del uso de 3 placas Petri para cada 

estudio, siendo en total el uso de 12 placas petris.  

 

Para el cálculo se tomó en cuenta las indicaciones del fabricante, siendo: 

 

                               38g.............................1000 ml. 

 

Teniendo en cuenta que se usó matraz de fondo redondo de 500 ml para 

12 placas Petri (15ml). Siendo 180 ml que se necesitó.   

 

Realizando la regla de tres:  

 38g............................. 1000 ml. 
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    x.............................. 180 ml. 

x = 6.84 g. 

Entonces; para la disolución se usó 6.84 g. del medio Mueller Hinton II 

Agar en 180 ml. de agua destilada.  

El Mueller Hinton II Agar fue esterilizado en autoclave por 15 minutos a 

121°C X 15 libras de presión.   

Para el día que se usó el Müller Hinton se revirtió de estado de 

gelificación a estado líquido mediante el uso de una cocina de resistencia 

por espiral/calor y se vertió en todas las placas Petri.  

 

4.6.10.2. Selección de tubos  

 

Para la selección se tomó los 3 primeros tubos de ensayo que no 

presentaron turbidez siendo (VER ANEXO N°8):  

Para el extracto acuoso: 

- Porphyromona gingivalis: Tubo N° 4,5 y 6 

- Streptococcus mutans: Tubo N° 7,8 y 9 

Para el extracto etanólico:   

- Porphyromona gingivalis: Tubo N° 6, 7 y 8  

- Streptococcus mutans: Tubo N° 3,4 y 5 

 

4.6.10.3. Siembra en placas Petri 

 

Para la siembra se usó el método por diseminación en superficie, 

consistiendo en colocar una pequeña muestra liquida de cada tubo de 

ensayo seleccionado en el centro de cada placa Petri rotulada con medio 

de cultivo. Con ayuda de una espátula Digralsky se esparció por toda la 

placa. Cada placa fue envuelta en papel Kraft.  

                                    

4.6.10.4. Incubación  

 

Las 12 placas Petri envueltas fueron depositados en jarras de anaerobiosis 

de forma invertida. Estuvo en la incubadora por 24 horas a 34°C.   



51 

 

4.6.10.5. Lectura  

 

Al día siguiente se determinó la CMB (Concentración Mínima 

Bactericida) mediante el recuento de UFC (Unidad formadora de 

colonias), siendo: (VER ANEXO N°8) 

Para el extracto acuoso: 

- Porphyromona gingivalis:  

✓ Placa del tubo N° 4: 3 UFC 

✓ Placa del tubo N° 5: 1 UFC  

✓ Placa del tubo N° 6: 0 UFC (CMB) 

- Streptococcus mutans:  

✓ Placa del tubo N° 7: 3 UFC 

✓ Placa del tubo N° 8: 1 UFC 

✓ Placa del tubo N° 9: 0 UFC (CMB) 

Para el extracto etanólico:  

- Porphyromona gingivalis:  

✓ Placa del tubo N° 6: 7 UFC 

✓ Placa del tubo N° 7: 1 UFC 

✓ Placa del tubo N° 8: 0 UFC (CMB) 

- Streptococcus mutans:  

✓ Placa del tubo N° 3: 5 UFC 

✓ Placa del tubo N° 4: 2 UFC 

✓ Placa del tubo N° 5: 0 UFC (CMB) 

Los resultados fueron descritos en una tabla con sus correspondientes 

concentraciones. (VER ANEXO N°7 K) 

 

Se realizó los procedimientos siguiendo según lo relatado por el libro de Tomas 

Agurto Saenz; Manual de técnicas en microbiología (47) y el Manual de Pruebas 

de sensibilidad antimicrobiana de Stephen J.Cavarieli.(48) 
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4.7.Cromatografía  

 

Para el análisis de Marcha Fito química y Perfil de compuestos Fenólicos se coordinó con 

el LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRÍA DE LA 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO DE LA 

FACULTAD DE CIENCIAS.   

 

Se hizo él envió de las muestras mediante la empresa OLVA COURIER®, sede de Tacna 

para el correspondiente análisis de la Púnica Granatum (Granada).  

 

Se pidió fecha de resultados, haciéndome entrega el día 05 de julio del 2022. (VER 

ANEXO 5)  
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CAPÍTULO V 

PROCEDIMIENTO DE ANÁLISIS DE DATOS 

 

Para realizar el procedimiento de análisis de datos en este proyecto de investigación se procedió 

en un primer momento mediante el uso de la estadística descriptiva o no inferencial y en 

segundo momento la aplicación de estadística inferencial.              

 

Primera parte – análisis descriptivo 

 

Los datos recolectados en fichas fueron trasladados al programa de Microsoft Office Excel 2019 

en Microsoft Windows para la organización de los datos que fueron obtenidos. Posteriormente 

se trasladó los datos recopilados para su análisis descriptivo en el programa estadístico SPSS 

Statistics versión 22.0 en español, donde representamos la desviación estándar, media, mediana, 

mínimo y máximo del halo inhibitorio por cada grupo de estudio. Además, se realizó diagramas 

de cajas y bigotes. 

 

Segunda parte – análisis inferencial 

 

Previamente se usó la prueba de Shapiro Wilk para poder determinar el criterio de normalidad 

de mi hipótesis si realmente cumple con un rango (≥0.05). 

Para la comprobación de la hipótesis de estudio se aplicó análisis de la varianza paramétrica 

(ANOVA) de un factor con el propósito de comparar el halo inhibitorio de las diferentes 

concentraciones de la Púnica Granatum (Granada) y gluconato de clorhexidina 0.12% de en las 

siguientes 2 cepas: Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™ y Streptococcus mutans 

ATCC® 25175™. 

Adicionalmente, consideramos una prueba POST HOC de Tukey, para comparaciones múltiple. 

 

 

 

 



54 

 

CAPÍTULO VI 

ASPECTOS ÉTICOS  

 

Antes de ejecutar se solicitó el permiso para usar la instalación de la Universidad Nacional 

Jorge Basadre Grohmann, previamente se coordinó con mi asesora Mg. Esp. Karina Portugal 

Motocanche. 

Una vez que el proyecto fue aprobado por los docentes del curso, fue sometido al comité de 

ética de la Universidad Privada de Tacna, el cual también otorgó su aprobación para la ejecución 

del proyecto de investigación. No hubo conflicto de intereses entre el investigador principal y 

la casa de estudios. (VER ANEXO 4) 

Antes de desarrollar el proyecto se obtuvo una apropiada instrucción sobre la manipulación de 

las cepas biológicas y se tuvieron todos los cuidados necesarios.  
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CAPITULO VII 

RESULTADOS  

 

El análisis de Marcha Fito química y Perfil de compuestos Fenólicos del extracto acuoso 

y etanólico de la Púnica Granatum (Granada) detectó la presencia de abundantes 

compuestos fenólicos, se ha evidenciado la presencia de abundantes Taninos en ambos 

extractos, muy poco Flavonoides en extracto acuoso y poco en extracto etanólico. 

Además, se ha evidenciado la presencia de 14 compuestos, se evidenció de ácido Gálico 

por la comparación del espectro ultravioleta de la muestra y el estándar, siendo en mayor 

cantidad en el extracto acuoso que etanólico; la cantidad de ácido gálico presente en la 

muestra se determinó mediante una curva de calibración con un estándar de ácido Gálico. 

La cantidad de compuestos fenólicos es la suma total de los compuestos hallados en mg/gr 

de extracto siendo mayor en el extracto etanólico. (VER ANEXO 5). 

 

Para la determinación del efecto antimicrobiano del extracto acuoso y etanólico de la 

corteza de la Púnica Granatum (Granada) sobre la Porphyromona gingivalis ATCC® 

33277™ y Streptococcus mutans ATCC® 25175™ se realizó el método de difusión de 

disco Kirby-Bauer. Obtenidos los resultados fueron registrados en base de datos, creando 

tablas y gráficos consecuentemente realizando su interpretación.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



56 

 

1. Objetivo específico 1  

 

Tabla 1. Resultados de los estadísticos descriptivos del efecto antimicrobiano del extracto 

acuoso de la corteza de la Púnica Granatum (Granada) en diferentes volúmenes frente a 

Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™.   

 

 

INTERPETACIÓN:  

En la Tabla 1, se observa que ha mayor volumen de extracto acuoso presenta mayor halo 

inhibitorio frente a la Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™, siendo una relación 

directamente proporcional entre estos volúmenes y el promedio de los diámetros del halo de 

inhibición, apreciándose que el mayor diámetro del halo de inhibición se presenta en el volumen 

de 30µl, con una media de 18,15 mm y el menor diámetro del halo de inhibición se encuentra 

en el volumen de 17,5µl, con una media de 14,33 mm. Todos los resultados están por debajo 

del efecto antimicrobiano del Gluconato de Clorhexidina al 0,12%, Para el control negativo se 

usó el agua destilada dando como resultados ningún crecimiento de halo inhibitorio.  

 

 

Agente 

antimicrobiano 

Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™ 

Volumen N Rango Mínimo Máximo Media 
Desviación 

estándar 

 

 

 

Extracto acuoso  

30 µl 8 0,40 17,99 18,39 18,1544 0,10366 

 27,5 µl 8 0,53 17,03 17,56 17,3794 0,13334 

25 µl 8 0,25 16,96 17,21 17,0681 0,06872 

22,5 µl 8 1,00 15,99 16,99 16,4663 0,35641 

20 µl 8 0,64 14,99 15,63 15,2825 0,18401 

17,5 µl 8 2,35 13,26 15,61 14,3300 0,64977 

GC 0,12% 8 2,37 20,81 23,18 21,9950 1,22386 

Agua 

destilada 

8 0 0 0 0 0 
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Figura 1.  Diagrama de cajas y bigotes del efecto antimicrobiano del extracto acuoso de la 

Púnica Granatum (Granada) en diferentes volúmenes frente a Porphyromonas gingivalis 

ATCC® 33277™. 

 

INTERPRETACIÓN:  

 

En el diagrama de cajas y bigotes, figura 1,se observa la distribución de datos intragrupo y 

claramente se percibe que el control positivo, Gluconato de Clorhexidina al 0.12%, es superior 

a los diferentes volúmenes del extracto acuoso de la Púnica Granatum, también se distingue, 

que la distribución de datos para los volúmenes, 17,5 µl; 20 µl; 22,5 µl; 25 µl; 27,5 µl y 30 µl, 

están muy próximos a sus respectivas medias, es decir, no hay variación de datos significativa 

intragrupo, excepcionalmente para las muestras de 17,5 µl se tiene una varianza significativa 

en comparación con los demás.   
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Tabla 2.  Resultados de los estadísticos descriptivos del efecto antimicrobiano del extracto 

acuoso de la corteza de la Púnica Granatum (Granada) en diferentes volúmenes frente a 

Streptococcus mutans ATCC® 25175™. 

 

 

INTERPETACIÓN:  

En la Tabla 2, se observa que ha mayor volumen de extracto acuoso presenta mayor halo 

inhibitorio frente al Streptococcus mutans ATCC® 25175™, siendo una relación directamente 

proporcional entre estos volúmenes y el promedio de los diámetros del halo de inhibición, 

apreciándose que el mayor diámetro del halo de inhibición se presenta en el volumen de 30µl, 

con una media de 14,28 mm y el menor diámetro del halo de inhibición se encuentra en el 

volumen de 17,5µl, con una media de 9,20 mm.  El Gluconato de clorhexidina al 0,12 % tiene 

mayor efecto antimicrobiano, 14,42 mm, en comparación a los volúmenes analizados del 

extracto acuoso de la Granada. Para el control negativo se usó el agua destilada dando como 

resultados ningún crecimiento de halo inhibitorio.  

 

 

 

 

Agente 

antimicrobiano  

Streptococcus mutans ATCC® 25175™ 

Volumen N Rango Mínimo Máximo Media 
Desviación 

estándar 

 

 

 

Extracto acuoso 

 30 µl 8 0,60 14,03 14,63 14,2869 0,16676 

 27,5 µl 8 0,51 13,21 13,72 13,5144 0,12827 

 25 µl 8 0,52 12,53 13,05 12,8463 0,16297 

 22,5 µl 8 0,97 11,96 12,93 12,2931 0,21586 

 20 µl 8 0,58 9,93 10,51 10,1856 0,15586 

 17,5 µl 8 1,29 8,36 9,65 9,2069 0,35190 

 GC 0,12% 8 0,79 14,03 14,82 14,4250 0,40795 

Agua 

destilada 

8 0 0 0 0 0 
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Figura 2. Diagrama de cajas y bigotes del efecto antimicrobiano del extracto acuoso de la 

corteza de la Púnica Granatum (Granada) en diferentes volúmenes frente a Streptococcus 

mutans ATCC® 25175™. 

 

INTERPRETACIÓN:  

 

En el diagrama de cajas y bigotes, figura 2, se observa notablemente que el grupo control 

positivo, Gluconato de Clorhexidina al 0,12%,  está por encima del efecto antimicrobiano de 

los volúmenes 17,5µl; 20µl; 22,5µl; 25µl; 27,5µl del extracto acuoso de Granada y 

excepcionalmente el volumen de 30µl es comparable con el grupo control positivo; También 

es posible ver que la distribución de datos intragrupo para los volúmenes 17,5µl; 20µl; 22,5µl; 

25µl; 27,5µl y 30µl; tienen una varianza significativamente.  
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2. Objetivo específico 2: 

Tabla 3. Resultados de los estadísticos descriptivos del efecto antimicrobiano del extracto 

etanólico de la corteza de la Púnica Granatum (Granada) en diferentes volúmenes frente 

a Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™. 

 

 

 

 

INTERPETACIÓN:  

En la Tabla 3, se observa que ha mayor volumen de extracto etanólico presenta mayor halo 

inhibitorio frente a la Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™, siendo una relación 

directamente proporcional entre éstos volúmenes y el promedio de los diámetros del halo de 

inhibición, apreciándose que el mayor diámetro del halo de inhibición se presenta en el volumen 

de 30µl, con una media de 21,47 mm y el menor diámetro del halo de inhibición se encuentra 

en el volumen de 17,5µl, con una media de 14,56 mm. Si comparamos el Gluconato de 

clorhexidina (0,12%) con los grupos que corresponden a los volúmenes 27,5µl, 25µl, 22,5µl, 

20µl, 17,5µl del extracto etanólico de Granada, vemos que el efecto antimicrobiano es mayor 

para el Gluconato de clorhexidina en comparación con los volúmenes estudiados, a excepción 

del volumen de 30µl que es comparable con el grupo del Gluconato. Para el control negativo 

se usó el agua destilada dando como resultados ningún crecimiento de halo inhibitorio.  

Agente 

antimicrobiano 

Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™ 

Volumen N Rango Mínimo Máximo Media 
Desviación 

estándar 

 

 

 

Extracto etanólico 

30 µl 8 4,87 19,09 23,96 21,4725 1,50121 

27,5 µl 8 2,19 19,53 21,72 20,4706 0,56010 

25 µl 8 1,46 17,30 18,76 18,0025 0,47969 

22,5 µl 8 1,90 15,84 17,74 16,4563 0,67390 

20 µl 8 1,60 14,59 16,19 15,2663 0,49890 

17,5 µl 8 0,98 14,01 14,99 14,5613 0,35719 

GC 0,12% 8 0,79 21,54 22,33 21,9350 0,40795 

Agua 

destilada 

8 0 0 0 0 0 
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Figura 3. Diagrama de cajas y bigotes del efecto antimicrobiano del extracto etanólico de 

la corteza de la Púnica Granatum (Granada) en diferentes volúmenes frente a 

Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™. 

 

INTERPRETACIÓN:  

 

En el diagrama de cajas y bigotes, figura 3, se evidencia el crecimiento proporcional del efecto 

antimicrobiano con respecto a volumen, también se observa que la distribución de datos para 

los volúmenes 17,5µl; 20µl; 22,5µl; 25µl; 27,5µl y 30µl; intragrupo es heterogéneo, se puede 

apreciar una distribución de datos con mayor varianza, la cual se aprecia en cada caja con 

bigotes respectiva. 
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Tabla 4. Resultados de los estadísticos descriptivos del efecto antimicrobiano del extracto 

etanólico de la corteza de la Púnica Granatum (Granada) en diferentes volúmenes frente 

a Streptococcus mutans ATCC® 25175™. 

 

 

 

INTERPETACIÓN:  

En la Tabla 4, se observa que ha mayor volumen de extracto etanólico presenta mayor halo 

inhibitorio frente al Streptococcus mutans ATCC® 25175™, siendo una relación directamente 

proporcional entre estos volúmenes y el promedio de los diámetros del halo de inhibición, 

apreciándose que el mayor diámetro del halo de inhibición se presenta en el volumen de 30µl, 

con una media de 25,46 mm y el menor diámetro del halo de inhibición se encuentra en el 

volumen de 17,5µl, con una media de 16,64 mm.  Si comparamos los resultados con el 

Gluconato de clorhexidina al 0,12 % podemos precisar que el extracto etanólico de la corteza 

de Granada en sus diferentes volúmenes tiene mayor efecto antimicrobiano. Para el control 

negativo se usó el agua destilada dando como resultados ningún crecimiento de halo inhibitorio.  

 

 

 

Agente 

antimicrobiano  

Streptococcus mutans ATCC® 25175™ 

Volumen N Rango Mínimo Máximo Media 
Desviación 

estándar 

 

 

 

Extracto etanólico 

30 µl 8 2,32 24,19 26,51 25,4625 0,60404 

27,5 µl 8 1,71 22,07 23,78 22,9156 0,43848 

25 µl 8 1,48 20,36 21,84 20,8881 0,39972 

22,5 µl 8 2,46 19,25 21,71 19,7700 0,58307 

20 µl 8 1,35 17,13 18,48 17,8488 0,37082 

17,5 µl 8 1,20 16,05 17,25 16,6481 0,33497 

GC 0,12% 8 0,35 16,28 16,63 16,4550 0,18074 

Agua 

destilada 

8 0 0 0 0 0 
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Figura 4. Diagrama de cajas y bigotes del efecto antimicrobiano del extracto etanólico de 

la corteza de la Púnica Granatum (Granada) en diferentes volúmenes frente a 

Streptococcus mutans ATCC® 25175™. 

 

INTERPRETACIÓN:  

 

En el diagrama de cajas y bigotes, figura 4, se observa que la distribución de datos para los 

volúmenes 17,5µl; 20µl; 22,5µl; 25µl; 27,5µl y 30µl; muestra una relación lineal entre el 

volumen y el efecto antimicrobiano in vitro (halos de inhibición) del extracto etanólico de la 

Púnica Granatum (Granada) sobre el crecimiento de Streptococcus mutans ATCC® 25175™. 

Además de que el efecto antimicrobiano del extracto etanólico de la corteza de Granada es 

mayor que el grupo control, Gluconato de Clorhexidina al 0,12%.   
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3. Objetivo específico 3:  

 

Tabla 5. Resultados de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) del extracto acuoso y 

etanólico de la corteza de la Púnica Granatum (Granada) frente a Porphyromonas 

gingivalis ATCC® 33277™ y Streptococcus mutans ATCC® 25175™. 

Positivo (+): Indica presencia de microorganismos (crecimiento micótico) 

Negativo (-): Indica ausencia de microorganismos 

 

 

INTERPRETACIÓN:  

 

En la tabla 5 al evaluar la concentración mínima inhibitoria (CMI), se puede observar que: 

- A partir del tubo 4 no hay presencia de turbidez del extracto acuoso de la corteza de la 

Púnica Granatum (Granada) por lo tanto hay la ausencia de microorganismos o ausencia del 

crecimiento bacteriano de la Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™, por tanto, la 

concentración mínima inhibitoria es 5,45565625 mg/µl. 

- A partir del tubo 7 no hay presencia de turbidez del extracto acuoso de la corteza de la 

Púnica Granatum (Granada) por lo tanto hay la ausencia de microorganismos o ausencia del 

crecimiento bacteriano de la Streptococcus mutans ATCC® 25175™, por tanto, la 

concentración mínima inhibitoria es 8,6920625 mg/µl. 

- A partir del tubo 6 no hay presencia de turbidez del extracto etanólico de la corteza de la 

Púnica Granatum (Granada) por lo tanto hay la ausencia de microorganismos o ausencia del 

Extracto Bacteria N° Tubo 
Concentración 

(mg/µl) 

Extracto 

(µl) 
BHI(µl) 

Turbidez 

CMI 

Acuoso 

Porphyromonas gingivalis 

ATCC® 33277™ 
4 5,45565625 19,4369818 2626,82 - 

Streptococcus mutans 

ATCC® 25175™ 
7 8,6920625 34,7143628 2488,89 - 

Etanólico 

Porphyromonas gingivalis 

ATCC® 33277™ 
6 17,7767 20,27103214 2598,18 

 

- 

Streptococcus mutans 

ATCC® 25175™ 
3 16,77065 15,95033231 2653,74 - 
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crecimiento bacteriano de la Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™, por tanto, la 

concentración mínima inhibitoria es 17,7767 mg/µl. 

- A partir del tubo 3 no hay presencia de turbidez del extracto etanólico de la corteza de la 

Púnica Granatum (Granada) por lo tanto hay la ausencia de microorganismos o ausencia del 

crecimiento bacteriano de la Streptococcus mutans ATCC® 25175™, por tanto, la 

concentración mínima inhibitoria es 16,77065 mg/µl. 
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4. Objetivo específico 4:  

 

Tabla 6. Resultados de la Concentración Mínima Bactericida (CMB) del extracto acuoso 

y etanólico de la corteza de la Púnica Granatum (Granada) frente a Porphyromonas 

gingivalis ATCC® 33277™ y Streptococcus mutans ATCC® 25175™. 

 

 

INTERPRETACIÓN:  

En la tabla 6, después de tomar el CMI, los 3 primeros tubos que no presentaron turbidez se 

inocularon e incubaron en placas Petri y se obtuvieron los siguientes resultados:  

- Para el extracto acuoso sobre la bacteria Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™ en 

la placa del tubo N°6 no presentó la formación de colonia resultando con una concentración 

mínima bactericida (CMB) de 5,64059375 µg/ml. 

- Para el extracto acuoso sobre la bacteria Streptococcus mutans ATCC® 25175™ en la 

placa del tubo N°9 no presentó la formación de colonia resultando con una concentración 

mínima bactericida (CMB) de 8,877 µg/ml. 

- Para el extracto etanólico sobre la bacteria Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™ en 

la placa del tubo N°8 no presentó la formación de colonia resultando con una concentración 

mínima bactericida (CMB) de 18,4474 µg/ml. 

Extracto Bacteria N° Placa Concentración (mg/µl) UFC 

Acuoso 

Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™ 6 5,64059375 0 

Streptococcus mutans ATCC® 25175™ 9 8,877 0 

Etanólico 

Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™ 8 18,4474 0 

Streptococcus mutans ATCC® 25175™ 5 17,44135 0  
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- Para el extracto etanólico sobre la bacteria Streptococcus mutans ATCC® 25175™ en la 

placa del tubo N°5 no presentó la formación de colonia resultando con una concentración 

mínima bactericida (CMB) de 17,44135 µg/ml. 
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5. Objetivo general:  

 

Tabla 7. Efecto antimicrobiano del extracto acuoso y etanólico de la corteza de la Púnica 

Granatum (Granada) sobre Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™ y Streptococcus 

mutans ATCC® 25175™.   

 

INTERPRETACIÓN:  

En la tabla 7, se observa que, el efecto antimicrobiano del extracto acuoso de la corteza de la 

Púnica Granatum (Granada) es mayor frente Porphyromonas gingivalis que, frente a 

Streptococcus mutans para los volúmenes analizados. Resultados contrarios se obtienen para 

el extracto etanólico de la corteza de la Púnica Granatum (Granada), donde el efecto 

antimicrobiano es mayor frente Streptococcus mutans que, frente a Porphyromonas gingivalis 

para todos los volúmenes analizados. También, se puede observar que el extracto etanólico de 

la corteza de la Púnica Granatum (Granada) tiene mayor efecto antimicrobiano frente 

 

Extracto acuoso de la Púnica Granatum (Granada) 

  

Volumen 

Porphyromonas gingivalis Streptococcus mutans 

Media Intervalo de confianza 95% 

L. Inferior               L. Superior 

Media Intervalo de confianza 95% 

L. Inferior               L. Superior 

17,5 µl 14,3300 13,9838 14,6762 9,2069 9,0194 9,3944 

20 µl 15,2825 15,1844 15,3806 10,1856 10,1026 10,2687 

22,5 µl 16,4663 16,2763 16,6562 12,2931 12,1781 12,4081 

25 µl 17,0681 17,0315 17,1047 12,8463 12,7594 12,9331 

27,5 µl 17,3794 17,3083 17,4504 13,5144 13,4460 13,5827 

30 µl 18,1544 18,0991 18,2096 14,2869 14,1980 14,3757 

GC 0,12% 21,9950 21,3428 22,6472 14,4250 14,2076 14,6424 

Agua 
destilada 

0 0 0 0 0 0 

 

Extracto etanólico de la Púnica Granatum (Granada) 

 

Volumen 

Porphyromonas gingivalis Streptococcus mutans 

Media Intervalo de confianza 95% 

L. Inferior               L. Superior 

Media Intervalo de confianza 95% 

L. Inferior               L. Superior 

17,5 µl 14,5613 14,3709 14,7516 16,6481 16,4696 16,8266 

20 µl 15,2663 15,0004 15,5321 17,8488 17,6512 18,0463 

22,5 µl 16,4563 16,0972 16,8153 19,7700 19,4593 20,0807 

25 µl 18,0025 17,7469 18,2581 20,8881 20,6751 21,1011 

27,5 µl 20,4706 20,1722 20,7691 22,9156 22,6820 23,1493 

30 µl 21,4725 20,6726 22,2724 25,4625 25,1406 25,7844 

GC 0,12% 21,9350 21,7176 22,1524 16,4550 16,3587 16,5513 

Agua 
destilada 

0 0 0 0 0 0 
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Streptococcus mutans que, el extracto acuoso de la misma bacteria, con un valor medio mínimo 

de 16,6481 mm de diámetro de halo de inhibición para el volumen de 17,5µl y un valor medio 

máximo de 25,4625 mm para el volumen de 30µl. Con respecto al efecto antimicrobiano frente 

a Porphyromonas gingivalis aplicando los dos extractos, acuoso y etanólico, se observa 

resultados aproximados en los volúmenes respectivos. 
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CONTRASTE DE HIPÓTESIS  

 

Para comprobar la hipótesis, se realizó previamente la prueba de normalidad; como n<50, se 

utilizó la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk.   

 

Tabla 8.  Pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk para muestras del extracto acuoso de 

la corteza de la Púnica Granatum (Granada) frente a Porphyromonas gingivalis ATCC® 

33277™.  

 
   

  H0: Los datos se distribuyen de manera normal.  

  H1: Los datos se distribuyen de manera No normal. 

 

 

INTERPRETACIÓN  

 

La tabla 8, muestra la significancia para cada variable (volumen), los cuales son mayores a 

0,05; a excepción del volumen 17,5 µl; por lo que aceptamos la hipótesis nula (H0), los datos se 

distribuyen de manera normal. De acuerdo con lo aceptado, se debe utilizar una prueba 

paramétrica. Posteriormente, se selecciona la prueba paramétrica de análisis de varianza 

(ANOVA). 

 

Para evidenciar la diferencia de medias entre los grupos estudiados, se realizó la prueba 

ANOVA. (Tabla 9).  

 

Volumen Kolmogórov-Smirnov a Shapiro-Wilk 

Estadístico gl. Sig. Estadístico gl. Sig. 

17,5 µl 0,216 8 0,044 0,906 8 0,100 

20 µl 0,170 8 0,200* 0,903 8 0,089 

22,5 µl 0,154 8 0,200* 0,946 8 0,428 

25 µl 0,103 8 0,200* 0,961 8 0,684 

27,5 µl 0,136 8 0,200* 0,932 8 0,263 

30 µl 0,152 8 0,200* 0,956 8 0,586 
 

*. Esto es un límite inferior de la significación verdadera. 

a. Corrección de significación de Lilliefors  
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Tabla 9. Resultados del análisis de varianza 

 

Ho: El extracto acuoso de la corteza de la Púnica Granatum (Granada) no presenta efecto 

antimicrobiano frente a Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™. 

Ha: El extracto acuoso de la corteza de la Púnica Granatum (Granada) presenta efecto 

antimicrobiano frente a Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™.  

 

 

La tabla 9, se puede ver que, la significancia es menor a 0,05 por lo tanto, aceptamos la hipótesis 

alterna, El extracto acuoso de la corteza de la Púnica Granatum (Granada) presenta efecto 

antimicrobiano frente a Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™. También, se desarrolló 

una prueba POST HOC, de Tukey, para comparaciones múltiples. (Tabla 10) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Suma de 

cuadrados Gl 

Media 

cuadrática F Sig. 

Entre grupos 582,299 6 97,050 321,330 <0,001 

Dentro de grupos 31,713 105 0,302   

Total 614,011 111    
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Tabla 10. Pruebas post hoc (Tukey) para comparaciones múltiples del extracto acuoso de 

la corteza de la Púnica Granatum (Granada) frente a Porphyromonas gingivalis. 

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05. 
  

También, consideramos una prueba POST HOC, de Tukey, poniendo en evidencia, la existencia 

de diferencias significativas entre los grupos, es decir, el efecto antimicrobiano para cada grupo 

de estudio es diferente debido a que que los p - valores son menores a 0,05.  

(I) Antimicrobiano Diferencia 

de medias 

(I-J) 

Error 

estándar 

Sig. Intervalo de confianza al 95% 

Límite inferior Límite superior 

17,5 μl 20 μl -,95250* 0,19430 0,001 -1,5366 -0,3684 

22,5 μl -2,13625* 0,19430 0,001 -2,7204 -1,5521 

25 μl -2,73812* 0,19430 0,001 -3,3223 -2,1540 

27,5 μl -3,04937* 0,19430 0,001 -3,6335 -2,4652 

30 μl -3,82437* 0,19430 0,001 -4,4085 -3,2402 

GC 0,12% -7,66500* 0,19430 0,001 -8,2491 -7,0809 

20 μl 17,5 μl ,95250* 0,19430 0,001 0,3684 1,5366 

22,5 μl -1,18375* 0,19430 0,001 -1,7679 -0,5996 

25 μl -1,78563* 0,19430 0,001 -2,3698 -1,2015 

27,5 μl -2,09688* 0,19430 0,001 -2,6810 -1,5127 

30 μl -2,87187* 0,19430 0,001 -3,4560 -2,2877 

GC 0,12% -6,71250* 0,19430 0,001 -7,2966 -6,1284 

22,5 μl 17,5 μl 2,13625* 0,19430 0,001 1,5521 2,7204 

20 μl 1,18375* 0,19430 0,001 0,5996 1,7679 

25 μl -,60187* 0,19430 0,039 -1,1860 -0,0177 

27,5 μl -,91312* 0,19430 0,001 -1,4973 -0,3290 

30 μl -1,68812* 0,19430 0,001 -2,2723 -1,1040 

GC 0,12% -5,52875* 0,19430 0,001 -6,1129 -4,9446 

25 μl 17,5 μl 2,73813* 0,19430 0,001 2,1540 3,3223 

20 μl 1,78563* 0,19430 0,001 1,2015 2,3698 

22,5 μl ,60187* 0,19430 0,039 0,0177 1,1860 

27,5 μl -0,31125 0,19430 0,681 -0,8954 0,2729 

30 μl -1,08625* 0,19430 0,001 -1,6704 -0,5021 

GC 0,12% -4,92687* 0,19430 0,001 -5,5110 -4,3427 

27,5 μl 17,5 μl 3,04937* 0,19430 0,001 2,4652 3,6335 

20 μl 2,09688* 0,19430 0,001 1,5127 2,6810 

22,5 μl ,91312* 0,19430 0,001 0,3290 1,4973 

25 μl 0,31125 0,19430 0,681 -0,2729 0,8954 

30 μl -,77500* 0,19430 0,002 -1,3591 -0,1909 

GC 0,12% -4,61563* 0,19430 0,001 -5,1998 -4,0315 

30 μl 17,5 μl 3,82437* 0,19430 0,001 3,2402 4,4085 

20 μl 2,87187* 0,19430 0,001 2,2877 3,4560 

22,5 μl 1,68812* 0,19430 0,001 1,1040 2,2723 

25 μl 1,08625* 0,19430 0,001 0,5021 1,6704 

27,5 μl ,77500* 0,19430 0,002 0,1909 1,3591 

GC 0,12% -3,84063* 0,19430 0,001 -4,4248 -3,2565 
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Tabla 11.  Pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk para muestras del extracto acuoso de 

la corteza de la Púnica Granatum (Granada) frente a Streptococcus mutans ATCC® 

25175™. 

 

 

H0: Los datos se distribuyen de manera normal.  

H1: Los datos se distribuyen de manera No normal          

 

 

La tabla 11, muestra los valores p o significancia, los cuales son mayores a 0,05 en todos los   

volúmenes; por lo que aceptamos H0, los datos se distribuyen de manera normal. De acuerdo 

con lo aceptado, se debe utilizar una prueba paramétrica. Posteriormente, se selecciona la 

prueba paramétrica de análisis de varianza (ANOVA). 

 

Para evidenciar la diferencia de medias entre los grupos estudiados, se realizó la prueba 

ANOVA. (Tabla 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Volumen Kolmogórov-Smirnov a Shapiro-Wilk 

Estadístico gl. Sig. Estadístico gl. Sig. 

17,5 µl 0,183 8 0,159 0,874 8 0,031 

20 µl 0,122 8 0,200* 0,971 8 0,858 

22,5 µl 0,156 8 0,200* 0,872 8 0,029 

25 µl 0,134 8 0,200* 0,933 8 0,272 

27,5 µl 0,143 8 0,200* 0,966 8 0,765 

30 µl 0,133 8 0,200* 0,967 8 0,790 
*. Esto es un límite inferior de la significación verdadera.  
a. Corrección de significación de Lilliefors 
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Tabla 12. Resultados del análisis de varianza 

 

Ho: El extracto acuoso de la corteza de la Púnica Granatum (Granada) no presenta efecto 

antimicrobiano frente a Streptococcus mutans ATCC® 25175TM. 

Ha: El extracto acuoso de la corteza de la Púnica Granatum (Granada) presenta efecto 

antimicrobiano frente a Streptococcus mutans ATCC® 25175TM. 

 

 

 

La tabla 12, se puede ver que el p - valor o significancia es menor a 0,05 por lo tanto, 

rechazamos la hipótesis nula y aceptamos la hipótesis del investigador, El extracto acuoso de 

la Púnica Granatum (Granada) presenta efecto antimicrobiano frente a Streptococcus mutans 

ATCC® 25175TM. 

También, consideramos una prueba POST HOC, de Tukey, para comparaciones múltiples, 

donde se evidencio la existencia de diferencias significativas entre los grupos de estudio. Es 

decir, el efecto antimicrobiano para cada grupo de estudio es diferente. (Tabla 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Suma de 

cuadrados Gl 

Media 

cuadrática F Sig. 

Entre grupos 387,401 6 64,567 1046,288 <0,001 

Dentro de grupos 6,480 105 0,062   

Total 393,881 111    
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Tabla 13. Pruebas post hoc (Tukey) para comparaciones múltiples del extracto acuoso de 

la corteza de la Púnica Granatum (Granada) frente a Streptococcus mutans. 

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05. 

 

Se realizó la prueba POST HOC de Tukey, se evidenció la existencia de diferencias 

significativas entre los grupos. Esto indica que el efecto antimicrobiano varía 

significativamente entre los diferentes volúmenes del extracto acuoso de la Púnica Granatum, 

ya que los valores de p son menores a 0.05. 

(I) Antimicrobiano Diferencia de 

medias (I-J) 

Error 

estándar 

Sig. Intervalo de confianza al 95% 

Límite inferior Límite superior 

17,5 μl 20 μl -,97875* 0,08783 0,001 -1,2428 -0,7147 

22,5 μl -3,08625* 0,08783 0,001 -3,3503 -2,8222 

25 μl -3,63937* 0,08783 0,001 -3,9034 -3,3753 

27,5 μl -4,30750* 0,08783 0,001 -4,5715 -4,0435 

30 μl -5,08000* 0,08783 0,001 -5,3440 -4,8160 

GC 0,12% -5,21812* 0,08783 0,001 -5,4822 -4,9541 

20 μl 17,5 μl ,97875* 0,08783 0,001 0,7147 1,2428 

22,5 μl -2,10750* 0,08783 0,001 -2,3715 -1,8435 

25 μl -2,66063* 0,08783 0,001 -2,9247 -2,3966 

27,5 μl -3,32875* 0,08783 0,001 -3,5928 -3,0647 

30 μl -4,10125* 0,08783 0,001 -4,3653 -3,8372 

GC 0,12% -4,23937* 0,08783 0,001 -4,5034 -3,9753 

22,5 μl 17,5 μl 3,08625* 0,08783 0,001 2,8222 3,3503 

20 μl 2,10750* 0,08783 0,001 1,8435 2,3715 

25 μl -,55313* 0,08783 0,001 -0,8172 -0,2891 

27,5 μl -1,22125* 0,08783 0,001 -1,4853 -0,9572 

30 μl -1,99375* 0,08783 0,001 -2,2578 -1,7297 

GC 0,12% -2,13188* 0,08783 0,001 -2,3959 -1,8678 

25 μl 17,5 μl 3,63937* 0,08783 0,001 3,3753 3,9034 

20 μl 2,66063* 0,08783 0,001 2,3966 2,9247 

22,5 μl ,55313* 0,08783 0,001 0,2891 0,8172 

27,5 μl -,66813* 0,08783 0,001 -0,9322 -0,4041 

30 μl -1,44062* 0,08783 0,001 -1,7047 -1,1766 

GC 0,12% -1,57875* 0,08783 0,001 -1,8428 -1,3147 

27,5 μl 17,5 μl 4,30750* 0,08783 0,001 4,0435 4,5715 

20 μl 3,32875* 0,08783 0,001 3,0647 3,5928 

22,5 μl 1,22125* 0,08783 0,001 0,9572 1,4853 

25 μl ,66813* 0,08783 0,001 0,4041 0,9322 

30 μl -,77250* 0,08783 0,001 -1,0365 -0,5085 

GC 0,12% -,91062* 0,08783 0,001 -1,1747 -0,6466 

30 μl 17,5 μl 5,08000* 0,08783 0,001 4,8160 5,3440 

20 μl 4,10125* 0,08783 0,001 3,8372 4,3653 

22,5 μl 1,99375* 0,08783 0,001 1,7297 2,2578 

25 μl 1,44062* 0,08783 0,001 1,1766 1,7047 

27,5 μl ,77250* 0,08783 0,001 0,5085 1,0365 

GC 0,12% -0,13813 0,08783 0,700 -0,4022 0,1259 
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Tabla 14.  Pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk para muestras del extracto etanólico 

de la corteza de la Púnica Granatum (Granada) frente a Porphyromonas gingivalis 

ATCC® 33277™. 

 
  

 H0: Los datos se distribuyen de manera normal. 

 H1: Los datos se distribuyen de manera No normal. 

 

 

La tabla 14, se nos puede advertir que la significancia para los diferentes volúmenes, son: p > 

0,05; por lo que aceptamos H0, los datos se distribuyen de manera normal, a excepción de las 

muestras cuyo volumen es 22,5 µl. Habiéndose realizado la prueba de normalidad, se aplicó la 

prueba de ANOVA para demostrar la diferencia de medias entre los grupos estudiados. (Tabla 

15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Volumen Kolmogórov-Smirnov a Shapiro-Wilk 

Estadístico gl Sig. Estadístico gl Sig. 

17,5 µl 0,181 8 0,167 0,878 8 0,036 

20 µl 0,186 8 0,143 0,900 8 0,081 

22,5 µl 0,222 8 0,034 0,815 8 0,004 

25 µl 0,141 8 0,200* 0,940 8 0,345 

27,5 µl 0,091 8 0,200* 0,981 8 0,968 

30 µl 0,148 8 0,200* 0,959 8 0,644 

*. Esto es un límite inferior de la significación verdadera. 

a. Corrección de significación de Lilliefors 
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Tabla 15. Resultados del análisis de varianza 

 

Ho: El extracto etanólico de la corteza de la Púnica Granatum (Granda) no presenta efecto 

antimicrobiano frente a Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™. 

Ha: El extracto etanólico de la corteza de la Púnica Granatum (Granda) presenta efecto 

antimicrobiano frente a a Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™. 

 

 

 

La tabla 15 se observa que, el p – valor es menor a 0,05 por lo tanto, aceptamos la hipótesis 

alterna, El extracto etanólico de la corteza de la Púnica Granatum presenta efecto 

antimicrobiano frente a Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™. También, consideramos 

una prueba POST HOC, de Tukey, para comparaciones múltiples, entre los grupos de estudio, 

evidenciando la existencia de diferencias significativas entre los grupos de estudio. Es decir, el 

efecto antimicrobiano es diferente para cada grupo de estudio. (Tabla 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Suma de 

cuadrados gl 

Media 

cuadrática F Sig. 

Entre grupos 874,541 6 145,757 268,889 <0,001 

Dentro de grupos 56,917 105 0,542   

Total 931,458 111    
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Tabla 16. Pruebas post hoc (Tukey) para comparaciones múltiples del extracto etanólico 

de la corteza de la Púnica Granatum (Granada) frente a Porphyromonas gingivalis. 

 

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05. 

Además, se llevó a cabo una prueba POST HOC de Tukey que reveló diferencias significativas 

entre los grupos. Esto demuestra que el efecto antimicrobiano varía de manera significativa 

entre los distintos volúmenes del extracto acuoso de la Púnica Granatum, ya que los valores de 

p son menores a 0.05. 

(I) Antimicrobiano Diferencia de 

medias (I-J) 

Error 

estándar 

Sig. Intervalo de confianza al 95% 

Límite inferior Límite superior 

17,5 μl 20 μl -0,70500 0,26031 0,106 -1,4876 0,0776 

22,5 μl -1,89500* 0,26031 0,001 -2,6776 -1,1124 

25 μl -3,44125* 0,26031 0,001 -4,2238 -2,6587 

27,5 μl -5,90937* 0,26031 0,001 -6,6919 -5,1268 

30 μl -6,91125* 0,26031 0,001 -7,6938 -6,1287 

GC 0,12% -7,37375* 0,26031 0,001 -8,1563 -6,5912 

20 μl 17,5 μl 0,70500 0,26031 0,106 -0,0776 1,4876 

22,5 μl -1,19000* 0,26031 0,001 -1,9726 -0,4074 

25 μl -2,73625* 0,26031 0,001 -3,5188 -1,9537 

27,5 μl -5,20437* 0,26031 0,001 -5,9869 -4,4218 

30 μl -6,20625* 0,26031 0,001 -6,9888 -5,4237 

GC 0,12% -6,66875* 0,26031 0,001 -7,4513 -5,8862 

22,5 μl 17,5 μl 1,89500* 0,26031 0,001 1,1124 2,6776 

20 μl 1,19000* 0,26031 0,001 0,4074 1,9726 

25 μl -1,54625* 0,26031 0,001 -2,3288 -0,7637 

27,5 μl -4,01437* 0,26031 0,001 -4,7969 -3,2318 

30 μl -5,01625* 0,26031 0,001 -5,7988 -4,2337 

GC 0,12% -5,47875* 0,26031 0,001 -6,2613 -4,6962 

25 μl 17,5 μl 3,44125* 0,26031 0,001 2,6587 4,2238 

20 μl 2,73625* 0,26031 0,001 1,9537 3,5188 

22,5 μl 1,54625* 0,26031 0,001 0,7637 2,3288 

27,5 μl -2,46813* 0,26031 0,001 -3,2507 -1,6856 

30 μl -3,47000* 0,26031 0,001 -4,2526 -2,6874 

GC 0,12% -3,93250* 0,26031 0,001 -4,7151 -3,1499 

27,5 μl 17,5 μl 5,90937* 0,26031 0,001 5,1268 6,6919 

20 μl 5,20437* 0,26031 0,001 4,4218 5,9869 

22,5 μl 4,01437* 0,26031 0,001 3,2318 4,7969 

25 μl 2,46813* 0,26031 0,001 1,6856 3,2507 

30 μl -1,00188* 0,26031 0,004 -1,7844 -0,2193 

GC 0,12% -1,46438* 0,26031 0,001 -2,2469 -0,6818 

30 μl 17,5 μl 6,91125* 0,26031 0,001 6,1287 7,6938 

20 μl 6,20625* 0,26031 0,001 5,4237 6,9888 

22,5 μl 5,01625* 0,26031 0,001 4,2337 5,7988 

25 μl 3,47000* 0,26031 0,001 2,6874 4,2526 

27,5 μl 1,00188* 0,26031 0,004 0,2193 1,7844 

GC 0,12% -0,46250 0,26031 0,567 -1,2451 0,3201 
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Tabla 17.  Pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk para muestras del extracto etanólico 

de la corteza de la Púnica Granatum (Granada) frente a Streptococcus mutans ATCC® 

25175™. 

 

 

H0: Los datos se distribuyen de manera normal.  

   H1: Los datos se distribuyen de manera No normal          

 

 

La tabla 17 muestra que, los p valores, son mayores a 0,05; por lo que aceptamos H0, los datos 

se distribuyen de manera normal. De acuerdo con lo aceptado, se debe utilizar una prueba 

paramétrica. Posteriormente, se selecciona la prueba paramétrica de análisis de varianza 

(ANOVA). 

 

Para evidenciar la diferencia de medias entre los grupos estudiados, se realizó la prueba 

ANOVA. (Tabla 18).  

 

 

 

 

 

 

 

Volumen Kolmogórov-Smirnov Shapiro-Wilk 

Estadístico gl Sig. Estadístico gl Sig. 

17,5 µl 0,183 8 0,159 0,874 8 0,031 

20 µl 0,122 8 0,200* 0,971 8 0,858 

22,5 µl 0,156 8 0,200* 0,872 8 0,029 

25 µl 0,134 8 0,200* 0,933 8 0,272 

27,5 µl 0,143 8 0,200* 0,966 8 0,765 

30 µl 0,133 8 0,200* 0,967 8 0,790 
 

*. Esto es un límite inferior de la significación verdadera. 

a. Corrección de significación de Lilliefors 
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Tabla 18.  Resultados del análisis de varianza 

 

Ho: El extracto etanólico de la corteza de la Púnica Granatum (Granada) no presenta efecto 

antimicrobiano frente a Streptococcus mutans ATCC® 25175TM. 

Ha: El extracto etanólico de la corteza de la Púnica Granatum (Granada) presenta efecto 

antimicrobiano frente a Streptococcus mutans ATCC® 25175TM. 

 

 

 

La tabla 18, se puede ver que la significancia es menor a 0,05 por lo tanto, rechazamos la 

hipótesis nula y aceptamos la hipótesis del investigador, El extracto etanólico de la corteza de 

la Púnica Granatum (Granada) presenta efecto antimicrobiano frente a Streptococcus mutans 

ATCC® 25175TM. También, consideramos una prueba POST HOC, de Tukey, poniendo en 

evidencia, la existencia de diferencias significativas entre los grupos, es decir, el efecto 

antimicrobiano para cada grupo de estudio es diferente. (Tabla 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Suma de 

cuadrados gl 

Media 

cuadrática F Sig. 

Entre grupos 1081,782 6 180,297 942,377 <0,001 

Dentro de grupos 20,089 105 0,191   

Total 1101,871 111    
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Tabla 19. Pruebas post hoc (Tukey) para comparaciones múltiples del extracto etanólico 

de la corteza de la Púnica Granatum (Granada) frente a Streptococcus mutans. 

 
(I) Antimicrobiano Diferencia de 

medias (I-J) 

Error 

estándar 

Sig. Intervalo de confianza al 95% 

Límite inferior Límite superior 

17,5 μl 20 μl -1,20062* 0,15465 0,001 -1,6655 -0,7357 

22,5 μl -3,12187* 0,15465 0,001 -3,5868 -2,6570 

25 μl -4,24000* 0,15465 0,001 -4,7049 -3,7751 

27,5 μl -6,26750* 0,15465 0,001 -6,7324 -5,8026 

30 μl -8,81437* 0,15465 0,001 -9,2793 -8,3495 

GC 0,12% 0,19313 0,15465 0,873 -0,2718 0,6580 

20 μl 17,5 μl 1,20062* 0,15465 0,001 0,7357 1,6655 

22,5 μl -1,92125* 0,15465 0,001 -2,3862 -1,4563 

25 μl -3,03937* 0,15465 0,001 -3,5043 -2,5745 

27,5 μl -5,06687* 0,15465 0,001 -5,5318 -4,6020 

30 μl -7,61375* 0,15465 0,001 -8,0787 -7,1488 

GC 0,12% 1,39375* 0,15465 0,001 0,9288 1,8587 

22,5 μl 17,5 μl 3,12187* 0,15465 0,001 2,6570 3,5868 

20 μl 1,92125* 0,15465 0,001 1,4563 2,3862 

25 μl -1,11812* 0,15465 0,001 -1,5830 -0,6532 

27,5 μl -3,14562* 0,15465 0,001 -3,6105 -2,6807 

30 μl -5,69250* 0,15465 0,001 -6,1574 -5,2276 

GC 0,12% 3,31500* 0,15465 0,001 2,8501 3,7799 

25 μl 17,5 μl 4,24000* 0,15465 0,001 3,7751 4,7049 

20 μl 3,03938* 0,15465 0,001 2,5745 3,5043 

22,5 μl 1,11812* 0,15465 0,001 0,6532 1,5830 

27,5 μl -2,02750* 0,15465 0,001 -2,4924 -1,5626 

30 μl -4,57437* 0,15465 0,001 -5,0393 -4,1095 

GC 0,12% 4,43313* 0,15465 0,001 3,9682 4,8980 

27,5 μl 17,5 μl 6,26750* 0,15465 0,001 5,8026 6,7324 

20 μl 5,06687* 0,15465 0,001 4,6020 5,5318 

22,5 μl 3,14562* 0,15465 0,001 2,6807 3,6105 

25 μl 2,02750* 0,15465 0,001 1,5626 2,4924 

30 μl -2,54687* 0,15465 0,001 -3,0118 -2,0820 

GC 0,12% 6,46063* 0,15465 0,001 5,9957 6,9255 

30 μl 17,5 μl 8,81437* 0,15465 0,001 8,3495 9,2793 

20 μl 7,61375* 0,15465 0,001 7,1488 8,0787 

22,5 μl 5,69250* 0,15465 0,001 5,2276 6,1574 

25 μl 4,57438* 0,15465 0,001 4,1095 5,0393 

27,5 μl 2,54688* 0,15465 0,001 2,0820 3,0118 

GC 0,12% 9,00750* 0,15465 0,001 8,5426 9,4724 

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05. 

Además, se realizó una prueba POST HOC de Tukey que reveló diferencias significativas entre 

los grupos. Esto demuestra que el efecto antimicrobiano varía de manera significativa entre los 

distintos volúmenes del extracto acuoso de la Púnica Granatum, dado que los valores de p son 

menores a 0.05. 



82 

 

CAPITULO VIII 

DISCUSIÓN  

 

Gracias a la biodiversidad natural de nuestro país contamos con plantas de beneficios 

terapéuticos. La utilización de plantas ha demostrado tener efectos analgésicos, 

antiinflamatorios, antibióticos, etc. incluso mucho antes de ser estudiadas y analizadas de 

manera científica. Se ha demostrado que la granada tiene propiedades beneficiosas para 

la salud bucal por sus componentes como el tanino, acido gálico y compuestos fenólicos. 

La Porphyromonas gingivalis y Streptococcus mutans, son una de las principales 

causantes de la gingivitis y caries. Estas enfermedades bucales se encuentran con mayor 

incidencia en personas que viven alejadas y tienen difícil el acceso a un centro de salud o 

tienen limitaciones económicas.   

 

 Por ello se llevó a cabo esta investigación donde se propuso comprobar el efecto 

antimicrobiano del extracto acuoso y etanólico de la corteza de la Púnica Granatum 

(Granada) sobre la Porphyromonas gingivalis y Streptococcus mutans. Habiendo 

realizado esta investigación, en los resultados demostraron la eficacia de ambos extractos 

como antimicrobiano sobre las dos bacterias, hallándose una diferencia significativa entre 

el efecto del extracto acuoso y el extracto etanólico de la Púnica Granatum (Granada).  

 

Según el estudio por Gulube Z, et al, (2) sus resultados coinciden con lo encontrado en 

mi estudio, quien también realizó el estudio de la cáscara de la Púnica Granatum  

(Granada) en extracto crudo, donde concluyeron que el efecto a altas concentraciones 

tiene el potencial de combatir contra la bacteria cariogénica Streptococcus mutans, 

siendo su concentración sub-bactericidas oscilante entre  12,5 y 25 mg/ml comparándolo 

con mi estudio se pudo observar que a concentraciones oscilantes entre 8,877 y 32,199 

mg/µl tubo poder antimicrobiano, estando casi cerca en los resultados. La concentración 

mínima inhibitoria más baja fue de 6,25 mg/ml en comparación de mi trabajo el más bajo 

fue de 8,69 mg/ µl, siendo mi resultado mayor que de Gulube.  

 

Según el estudio por Millo G, et al, (21). Han demostrado su efecto antimicrobiano del 

extracto acuoso de la Púnica Granatum frente al Streptococcus mutans, aclarando que 

ellos utilizaron la presentación en gel, esto nos hace suponer un mayor contacto para la 
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efectividad antimicrobiana comparada solo con el extracto acuoso de nuestro estudio. En 

sus resultados demostraron que a una concentración de 500 mg/ml de extracto acuoso 

mostró inhibición completa del Streptococcus mutans en comparación con nuestro 

trabajo se demostró que a una concentración de 5,17825 mg/ µl manifestó un efecto 

inhibitorio del extracto acuoso. Su CMI fue de 250 mg/ml en relación con el CMI 

obtenido de nuestro trabajo fue de 8,69 mg/ µl.  

 

Según el estudio por Ferrazzano G, et al, (22). Nos demuestra una vez más la efectividad 

de la Púnica Granatum. En su investigación realizaron el estudio con la cáscara y el jugo 

de granada, el extracto hidroalcólico de la cáscara de la granada demostró una moderada 

actividad inhibitoria frente al Streptococcus mutans, se encontró  un CMI de 10 µg/ul y 

un CMB de 15 µg/ul , valores menores y muy diferente a lo encontrado por nosotros, 

donde obtuvimos un CMI  de   16,7 mg/µl y un CMB de 17,4 µg/ml del extracto etanólico 

de la corteza de la granada frente al Streptococcus mutans, sin embargo en ambos 

trabajos se demuestra la mayor efectividad antimicrobiana.   

 

Según el estudio por Álvarez L,  (24).  Demostró el efecto inhibitorio del extracto 

etanólico de la Granada y Guayaba. Encontrándose el halo promedio de 7,675 mm, en 

concentración desde el 12,5% al 100%. de la granada sobre el Streptococcus mutans. 

Nuestros resultados al contrario mostraron un halo inhibitorio de 16,64 mm al 25,46 mm 

en volúmenes de 17,5 ul al 30 ul. Realizando la comparación, se apreció una diferencia 

significativa, siendo mi estudio con mayor resultado en cuanto al efecto antimicrobiano 

del extracto etanólico sobre el Streptococcus mutans. Ambos estudios demuestran la 

efectividad antimicrobiana de la granada.  

 

Según el estudio por Serquén L, et al, (23)  de igual modo pusieron a prueba el efecto 

antimicrobiano del extracto etanólico de cáscara de Púnica Granatum, pero en este caso 

frente a la Cándida Albicans, muy frecuente también en la cavidad bucal, y nos demuestra 

ser una alternativa a la prevención de la caries dental. Su halo de inhibición mayor fue en 

la concentración de 250 mg/ml de 28,33 mm. Comparando con mi trabajo se obtuvo un 

halo de inhibición mayor en el volumen e 30 ul de 25,46 mm.  Siendo que el extracto 

etanólico tuvo mayores resultados frente a la Cándida Albicans que Streptococcus 

mutans y Porphyromonas gingivalis. Como este estudio, existen otros autores que 

refieren la efectividad principalmente del extracto etanólico; más sin embargo no se ha 
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encontrado estudios que comparen con el extracto acuoso frente la Porphyromonas 

gingivalis, en todo caso nuestros resultados indican ser más efectivos frente al a 

Porphyromonas gingivalis.  

 

Las limitaciones de mi estudio el adquirir el cultivo de cepas bacterianas, se tuvo que 

realizar la compra en laboratorio fuera de la ciudad. Para la realización de este trabajo de 

investigación experimental se tuvo que considerar con la ayuda de un microbiólogo de 

guía, materiales y previo conocimiento acerca del uso y manejo de materiales del 

laboratorio; sin embargo, se realizó satisfactoriamente el trabajo, donde adquirí la 

habilidad y destreza del método de Kirby - Bauer, así como también los métodos y medios 

para cultivo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



85 

 

CAPITULO IX 

CONCLUSIONES 

 

✓ El efecto antimicrobiano del extracto acuoso de la corteza de la Púnica Granatum 

(Granada) demostró efecto antimicrobiano sobre ambas bacterias, siendo el de mayor 

efecto antimicrobiano para la Porphyromona gingivalis ATCC® 33277™ (14,33mm – 

18,1544mm) que para el Streptococcus mutans ATCC® 25175 (9,2069mm – 

14,2869mm).  

 

✓ El efecto antimicrobiano del extracto etanólico de la corteza de la Púnica Granatum 

(Granada) demostró efecto antimicrobiano sobre ambas bacterias, siendo el de mayor 

efecto antimicrobiano para el Streptococcus mutans ATCC® 25175 (16,6418 mm – 

25,4625mm) que para la Porphyromona gingivalis ATCC® 33277™ (14,5613mm – 

21,4725mm).  

 

✓ La concentración mínima inhibitoria (CMI) del extracto acuoso de la corteza de la 

Púnica Granatum (Granada), donde fue mayor para Streptococcus mutans ATCC® 

25175™ (8,69 mg/µl) como para Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™ (5,45 

mg/µl) en comparación con el extracto etanólico que fue mayor para Porphyromonas 

gingivalis ATCC® 33277™ (17,7mg/) que Streptococcus mutans ATCC® 25175™ 

(16,7 mg/µl).  

 

✓ La concentración bactericida (CMB) del extracto acuoso de la corteza de la Púnica 

Granatum (Granada), donde fue mayor para Streptococcus mutans ATCC® 25175™ 

(8,87 mg/µl) como para Porphyromonas gingivalis ATCC® 33277™ (5,64 mg/µl) en 

comparación con el extracto etanólico fue mayor para Porphyromonas gingivalis 

ATCC® 33277™ (18,44 mg/) que Streptococcus mutans ATCC® 25175™ (17,4 

mg/µl).  

 

✓ Se determinó que el extracto etanólico de la corteza de la Púnica Granatum (Granada) 

tiene mayor efecto antimicrobiano que el extracto acuoso de la misma corteza, con un 

valor medio mínimo de 14,5613 mm de diámetro de halo de inhibición para el volumen 

de 17,5µl y un valor medio máximo de 25,4625 mm para el volumen de 30µl.  
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CAPÍTULO X 

RECOMENDACIONES 

  

✓ Se recomienda seguir con los estudios en base de resultados obtenidos del extracto 

acuoso y etanólico de la púnica Granatum para las pruebas ‘’in vivo’’ en animales.  

✓ Se recomienda a la Escuela Profesional de Odontología enfocar más investigaciones, 

pero en animales e in vivo.  

✓ Se recomienda a la Escuela Profesional de Odontología fomentar la vinculación de la 

universidad-empresa para elaborar productos en diversas presentaciones del extracto 

etanólico de la Púnica Granatum dirigido a pacientes odontológicos, generando 

patentes.  

✓ Se recomienda a la comunidad científica profundizar la efectividad del extracto de la 

púnica Granatum frente a otros microorganismos.  
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Anexo 1, Matriz de consistencia 

PROBLEMA OBJETIVO HIPÓTESIS VARIABLE METODOLOGÍA 

Problema General 

 

¿Cuál de los dos 

extractos de la corteza 

de la Púnica Granatum 

(Granada) presenta 

mayor efecto 

antimicrobiano sobre 

la Porphyromonas 

gingivalis y 

Streptococcus 

mutans?  

 

Objetivo General 

 

Comparar el efecto 

antimicrobiano del 

extracto acuoso y 

etanólico de la corteza 

de la Púnica Granatum 

(Granada) sobre 

Porphyromonas 

gingivalis y 

Streptococcus mutans. 

 

Objetivos Específicos 

 

Evaluar el efecto 

antimicrobiano del 

extracto acuoso de la 

corteza de la Púnica 

Granatum (Granada) en 

volúmenes de 30ul; 

27,5ul; 25ul; 22.5ul; 

20ul; 17.5ul sobre 

Porphyromonas 

gingivalis y 

Streptococcus mutans. 

 

Evaluar el efecto 

antimicrobiano del 

extracto etanólico de la 

Hipótesis general 

 

H0:  

 

El extracto acuoso y 

etanólico de la Púnica 

Granatum (Granada) 

no presenta efecto 

antimicrobiano frente a 

las cepas de 

Porphyromonas 

gingivalis y 

Streptococcus mutans. 

 

H1:  

 

El extracto acuoso y 

etanólico de la Púnica 

Granatum (Granada) si 

presenta efecto 

antimicrobiano frente a 

las cepas de 

Porphyromonas 

gingivalis y 

Streptococcus mutans. 

 

VARIABLE 

INDEPENDIENTE 

 

EXTRACTO ACUOSO Y 

ETANÓLICO DE LA 

CORTEZA DE LA PUNICA 

GRANATUM (GRANADA). 

 

VARIABLE DEPENDIENTE 

 

LA PORPHYROMONAS 

GINGIVALIS ATCC 33277 Y 

STREPTOCOCCUS MUTANS 

ATCC 25175. 

 

Diseño de investigación 

 

El presente estudio es de diseño 

experimental. 

 

Tipo de investigación  

 

Experimental, transversal, 

prospectivo, analítico e in vitro.  

 

Ámbito de estudio 

 

El proyecto de investigación se 

desarrolló en la Universidad Nacional 

Jorge Basadre Grohmann, en la 

Facultad de Ciencias de la Salud, en 

el laboratorio de Microbiología. 

 

Unidad de estudio 

 

Placas Petris con cepas de 

Porphyromonas gingivalis ATCC 

33277 y Streptococcus mutans 

ATCC 25175 en la cual se le 

aplicaron discos con diferentes 

volúmenes de extracto acuoso y 

etanólico de la Púnica Granatum 

(Granada). 
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PROBLEMA OBJETIVO HIPÓTESIS VARIABLE METODOLOGÍA 

corteza de la Púnica 

Granatum (Granada) en 

volúmenes de 30ul; 

27,5ul; 25ul; 22,5ul; 

20ul; 17,5ul sobre 

Porphyromonas 

gingivalis y 

Streptococcus mutans. 

 

Determinar la 

concentración mínima 

inhibitoria (CMI) del 

extracto acuoso y 

etanólico de la Púnica 

Granatum (Granada) 

sobre la 

Porphyromonas 

gingivalis y 

Streptococcus mutans. 

 

Determinar la 

concentración mínima 

bactericida (CMB) del 

extracto acuoso y 

etanólico de la Púnica 

Granatum (Granada) 

sobre la 

Porphyromonas 

gingivalis y 

Streptococcus mutans. 

Grupo control 

 

-Grupo control positivo:  

Clorhexidina al 0,12%  

-Grupo control negativo: Agua 

destilada  

 

Tamaño de muestra 

 

Estuvo representado por 2 tipos de 

cepas: Porphyromonas gingivalis 

ATCC 33277 y Streptococcus 

mutans ATCC 25175 a 6 volúmenes 

(30ul; 27,5ul; 25ul; 22.5ul; 20ul; 

17.5ul) del extracto etanólico y 

acuoso de la cáscara de Púnica 

Granatum, (Granada) y se consideró 8 

repeticiones. 
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Anexo 2, Instrumentos de recolección de datos  

A. Ficha de recolección de datos sobre la sensibilidad bacteriana del extracto acuoso de corteza de Púnica Granatum (Granada) frente a 

Streptococcus mutans ATCC 25175. 

 

B. Ficha de recolección de datos sobre la sensibilidad bacteriana del extracto acuoso de corteza de Púnica Granatum (Granada) frente a 

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. 

 

Streptococcus mutans HALOS DE INHICIÓN (mm) 

Volumen (µl) 
Concentración 

(mg/µl) 
1ra, Repetición Media 2da, Repetición Media 3ra, Repetición Media 4ta, Repetición Media 5ta, Repetición Media 6ta, Repetición Media 7ma, Repetición Media 8va, Repetición Media MEDIA TOTAL 

30                           

27,5                           

25                           

22,5                           

20                           

17,5                           

Control Negativo 
 

Control Positivo (CHX)      

Porphyromonas gingivalis 

 HALOS DE INHICIÓN (mm) 

Volumen (µl) 
Concentración 

(mg/µl) 
1ra, Repetición Media 2da, Repetición Media 3ra, Repetición Media 4ta, Repetición Media 5ta, Repetición Media 6ta, Repetición Media 7ma, Repetición Media 8va, Repetición Media MEDIA TOTAL 

30                           

27,5                           

25                           

22,5                           

20                           

17,5                           

Control Negativo 
 

Control Positivo (CHX)      
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C. Ficha de recolección de datos sobre la sensibilidad bacteriana del extracto etanólico de corteza de Púnica Granatum (Granada) frente a 

Streptococcus mutans ATCC 25175. 

 

D. Ficha de recolección de datos sobre la sensibilidad bacteriana del extracto etanólico de corteza de Púnica Granatum (Granada) frente a 

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. 

 

 

 

Streptococcus mutans HALOS DE INHICIÓN (mm) 

Volumen (µl) 
Concentración 

(mg/µl) 
1ra, Repetición Media 2da, Repetición Media 3ra, Repetición Media 4ta, Repetición Media 5ta, Repetición Media 6ta, Repetición Media 7ma, Repetición Media 8va, Repetición Media MEDIA TOTAL 

30                           

27,5                           

25                           

22,5                           

20                           

17,5                           

Control Negativo 
 

Control Positivo (CHX)      

Porphyromonas gingivalis 

 HALOS DE INHICIÓN (mm) 

Volumen (µl) 
Concentración 

(mg/µl) 
1ra, Repetición Media 2da, Repetición Media 3ra, Repetición Media 4ta, Repetición Media 5ta, Repetición Media 6ta, Repetición Media 7ma, Repetición Media 8va, Repetición Media MEDIA TOTAL 

30                           

27,5                           

25                           

22,5                           

20                           

17,5                           

Control Negativo 
 

Control Positivo (CHX)      
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E. Ficha para la determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) del extracto acuoso de la Púnica Granatum sobre el 

Streptococcus mutans ATCC 25175. 

 

F. Ficha para la determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) del extracto acuoso de la Púnica Granatum sobre el 

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. 

Determinación de la concentración Mínima Inhibitoria (CMI) del extracto acuoso para Streptococcus mutans ATCC 25175 

TUBO CONCENTRACIÓN (mg) EXTRACTO (Vol.) BHIB (ul) BACTERIA (ul) 

T1     

T2     

T3     

T4     

T5     

T6     

T7     

T8     

T9     

T +     

T -     

Determinación de la concentración Mínima Inhibitoria (CMI) del extracto acuoso para Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 

TUBO CONCENTRACIÓN (mg) EXTRACTO (Vol.) BHIB(ul) BACTERIA (ul) 

T1     

T2     

T3     

T4     

T5     

T6     

T7     

T8     

T9     

T +     

T -     
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G. Ficha para la determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) del extracto etanólico de la Púnica Granatum sobre el 

Streptococcus mutans ATCC 25175. 

 

H. Ficha para la determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) del extracto etanólico de la Púnica Granatum sobre el 

Porphyromona gingivalis ATCC 33277. 

Determinación de la concentración Mínima Inhibitoria (CMI) del extracto acuoso para Streptococcus mutans ATCC 25175 

TUBO CONCENTRACIÓN (mg) EXTRACTO (Vol.) BHIB (ul) BACTERIA (ul) 

T1     

T2     

T3     

T4     

T5     

T6     

T7     

T8     

T9     

T +     

T -     

Determinación de la concentración Mínima Inhibitoria (CMI) del extracto acuoso para Porphyromona gingivalis ATCC 33277 

TUBO CONCENTRACIÓN (mg) EXTRACTO (Vol.) BHIB (ul) BACTERIA (ul) 

T1     

T2     

T3     

T4     

T5     

T6     

T7     

T8     

T9     

T +     

T -     
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I. Ficha de recolección de datos para la concentración mínima inhibitoria (CMI) del extracto acuoso y etanólico de la Púnica Granatum 

sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175 y Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

J. Ficha para la determinación de la concentración mínima bactericida (CMB) del extracto acuoso de la Púnica Granatum sobre el 

Streptococcus mutans ATCC 25175 y Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. 

 

Determinación de la concentración Mínima Inhibitoria (CMI)  

N° TUBO (TURBIDEZ +) CONCENTRACIÓN (mg) UFC (unidades formadoras de colonias) 

      

      

      

Determinación de la concentración Mínima Inhibitoria (CMI)  

TUBO CONCENTRACIÓN (mg) Turbidez (+/-) 

T1     

T2     

T3     

T4     

T5     

T6     

T7     

T8     

T9     

T +     

T -     
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Anexo 3, Proceso de Validación de Instrumentos 

 

No es necesario en mi proyecto de tesis. 
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Anexo 4, Constancia de Comité de ética  
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Anexo 5, Resultados de análisis de cromatografía del extracto acuoso y etanólico de la 

Púnica Granatum 
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Anexo 6, Diagrama  

A. Diagrama de obtención del principio activo del extracto acuoso y etanólico de la Púnica Granatum.  

 

  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Recolección de muestra 

 

Lavado de Cáscara de Granada 

 

Pulverización y Tamización  

 

Secado en estufa a 50°C por 48 horas 

 

Maceración  

 

 
Filtración  

 

Evaporación  

 

Extracto seco  

 

Extracto acuoso: 100 g de polvo y 500 

ml de agua destilada en frasco Boeco. 

Extracto etanólico: 200 g de polvo y 

1000 ml de alcohol 70° destilada en 

damajuana.  

 

Estufa a 50° x 2 días  



107 

 

Anexo 7, Recolección de datos  

A. Recolección de datos sobre la sensibilidad bacteriana del extracto acuoso de corteza de Púnica Granatum (Granada) frente a 

Streptococcus mutans ATCC 25175. 

 

Streptococcus mutans HALOS DE INHICIÓN (mm) 

Volumen (µl) 
Concentración 

(mg/µl) 
1ra, Repetición Media 2da, Repetición Media 3ra, Repetición Media 4ta, Repetición Media 5ta, Repetición Media 6ta, Repetición Media 7ma, Repetición Media 8va, Repetición Media MEDIA TOTAL 

30 8,877 14,53 14,39 14,46 14,12 14,03 14,075 14,23 14,05 14,14 14,63 14,39 14,51 14,23 14,38 14,305 14,15 14,18 14,165 14,23 14,36 14,295 14,28 14,41 14,345 14,286875 

27,5 8,13725 13,5 13,43 13,465 13,68 13,39 13,535 13,53 13,62 13,575 13,51 13,72 13,615 13,53 13,56 13,545 13,43 13,56 13,495 13,21 13,36 13,285 13,61 13,59 13,6 13,514375 

25 7,3975 12,99 12,96 12,975 13,01 12,83 12,92 12,93 12,81 12,87 12,68 12,71 12,695 12,73 12,53 12,63 12,81 12,87 12,84 12,59 13,01 12,8 13,03 13,05 13,04 12,84625 

22,5 6,65775 12,48 12,43 12,455 11,96 12,12 12,04 12,11 12,26 12,185 12,31 12,93 12,62 12,31 12,38 12,345 12,19 12,23 12,21 12,29 12,36 12,325 12,12 12,21 12,165 12,293125 

20 5,918 10,39 10,19 10,29 10,26 10,21 10,235 9,96 10,03 9,995 10,1 10,16 10,13 10,23 10,31 10,27 10,28 10,18 10,23 10 9,93 9,965 10,51 10,23 10,37 10,185625 

17,5 5,17825 9,62 9,65 9,635 9,31 9,09 9,2 9,26 9,38 9,32 9,56 9,23 9,395 9,36 9,41 9,385 9,18 9,03 9,105 8,36 8,51 8,435 9,12 9,24 9,18 9,206875 

Control Negativo 0 

Control Positivo (CHX) 14,82 14,03 14,425   14,425 

 

B. Recolección de datos sobre la sensibilidad bacteriana del extracto acuoso de corteza de Púnica Granatum (Granada) frente a 

Porphyromona gingivalis ATCC 33277. 

 

Porphyromona gingivalis HALOS DE INHICIÓN (mm) 

Volumen 

(µl) 

Concentración 

(mg/µl) 
1ra, Repetición Media 2da, Repetición Media 3ra, Repetición Media 4ta, Repetición Media 5ta, Repetición Media 6ta, Repetición Media 7ma, Repetición Media 8va, Repetición Media MEDIA TOTAL 

30 8,877 18,39 18,21 18,3 18,01 18,11 18,06 18,14 18,2 18,17 18,17 18,05 18,11 18,31 18,13 18,22 18,19 18,23 18,21 18,11 18,15 18,13 17,99 18,08 18,035 18,154375 

27,5 8,13725 17,43 17,44 17,435 17,36 17,43 17,395 17,03 17,15 17,09 17,31 17,41 17,36 17,39 17,45 17,42 17,31 17,36 17,335 17,56 17,43 17,495 17,51 17,5 17,505 17,379375 

25 7,3975 17,01 17,03 17,02 17,11 17,16 17,135 17,21 17,12 17,165 17,03 17,11 17,07 17,09 16,96 17,025 16,99 17,12 17,055 17,01 17 17,005 17,05 17,09 17,07 17,068125 

22,5 6,65775 16,99 16,98 16,985 16,31 16,59 16,45 16,12 16,33 16,225 16,17 16,43 16,3 16,96 16,83 16,895 16,91 16,38 16,645 16,15 16,11 16,13 15,99 16,21 16,1 16,46625 

20 5,918 15,41 15,56 15,485 15,03 15,15 15,09 14,99 15,09 15,04 15,31 15,11 15,21 15,63 15,34 15,485 15,36 15,39 15,375 15,41 15,35 15,38 15,16 15,23 15,195 15,2825 

17,5 5,17825 13,54 13,26 13,4 15,61 14,93 15,27 15,04 14,96 15 13,92 13,42 13,67 14,15 14,21 14,18 14,48 14,56 14,52 14,07 14,18 14,125 14,93 14,02 14,475 14,33 

Control Negativo 0 

Control Positivo (CHX) 23,18 20,81 21,995   21,995 
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C. Recolección de datos sobre la sensibilidad bacteriana del extracto etanólico de la corteza de la Púnica Granatum (Granada) frente a 

Streptococcus mutans ATCC 25175. 

 

 

D. Recolección de datos sobre la sensibilidad bacteriana del extracto etanólico de corteza de Púnica Granatum (Granada) frente a 

Porphyromona gingivalis ATCC 33277. 

 

 

Streptococcus mutans HALOS DE INHICIÓN (mm) 

Volumen (µl) 
Concentración 

(mg/µl) 
1ra, Repetición Media 2da, Repetición Media 3ra, Repetición Media 4ta, Repetición Media 5ta, Repetición Media 6ta, Repetición Media 7ma, Repetición Media 8va, Repetición Media MEDIA TOTAL 

30 32,199 25,26 25,19 25,225 25,16 25,54 25,35 25,62 25,76 25,69 26,06 25,08 25,57 24,95 24,84 24,895 26,23 26,1 26,165 25,83 26,51 26,17 25,08 24,19 24,635 25,4625 

27,5 29,51575 23,12 22,61 22,865 22,15 22,91 22,53 23,13 23,07 23,1 23,02 22,65 22,835 22,69 23,21 22,95 23,78 22,95 23,365 23,24 23,4 23,32 22,65 22,07 22,36 22,915625 

25 26,8325 21,31 21,02 21,165 20,58 20,84 20,71 20,56 21,08 20,82 21,24 21,84 21,54 20,4 21,35 20,875 20,73 20,65 20,69 20,66 20,95 20,805 20,36 20,64 20,5 20,888125 

22,5 24,14925 21,71 19,99 20,85 19,98 19,75 19,865 19,54 19,39 19,465 19,58 19,31 19,445 20,02 20 20,01 19,87 19,7 19,785 19,47 19,42 19,445 19,34 19,25 19,295 19,77 

20 21,466 17,97 17,95 17,96 17,13 17,23 17,18 18,04 18,09 18,065 18,48 18,17 18,325 17,91 17,43 17,67 17,51 17,74 17,625 18,02 17,69 17,855 18,26 17,96 18,11 17,84875 

17,5 18,78275 16,64 16,28 16,46 16,05 16,39 16,22 16,66 16,61 16,635 16,38 16,31 16,345 16,51 16,6 16,555 16,84 16,97 16,905 17,24 16,79 17,015 16,85 17,25 17,05 16,648125 

Control Negativo <6 

Control Positivo (CHX) 16,28 16,63 16,455   16,455 

Porphyromona gingivalis HALOS DE INHICIÓN (mm) 

Volumen (µl) 
Concentración 

(mg/µl) 
1ra, Repetición Media 2da, Repetición Media 3ra, Repetición Media 4ta, Repetición Media 5ta, Repetición Media 6ta, Repetición Media 7ma, Repetición Media 8va, Repetición Media MEDIA TOTAL 

30 32,199 19,15 21,09 20,12 20,25 21,62 20,935 23,76 23,12 23,44 21,58 22,46 22,02 23,96 21,37 22,665 23,05 19,09 21,07 20,54 19,91 20,225 21,1 21,51 21,305 21,4725 

27,5 29,51575 21,08 20,53 20,805 20,23 20,21 20,22 19,99 20,55 20,27 20,95 20,89 20,92 21,72 20,71 21,215 20,46 20,8 20,63 20,25 19,96 20,105 19,67 19,53 19,6 20,470625 

25 26,8325 17,58 17,41 17,495 17,3 17,38 17,34 17,85 17,91 17,88 18,76 18,42 18,59 18,64 18,35 18,495 18,62 18,36 18,49 17,83 17,59 17,71 17,91 18,13 18,02 18,0025 

22,5 24,14925 15,99 15,93 15,96 15,85 15,94 15,895 16,01 15,91 15,96 15,84 16,19 16,015 17,6 17,03 17,315 17,74 17,56 17,65 16,06 16,46 16,26 16,73 16,46 16,595 16,45625 

20 21,466 14,93 14,91 14,92 14,81 15,59 15,2 15,35 15,19 15,27 14,93 15,15 15,04 16,13 16,05 16,09 16,19 15,49 15,84 15,18 14,99 15,085 14,78 14,59 14,685 15,26625 

17,5 18,78275 14,5 14,66 14,58 14,87 14,64 14,755 14,79 14,89 14,84 14,01 14,87 14,44 14,99 14,15 14,57 14,23 14,06 14,145 14,93 14,1 14,515 14,36 14,23 14,295 14,5175 

Control Negativo <6 

Control Positivo (CHX) 22,33 21,54 21,935   21,935 
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E. Sustracción de datos relevantes de los cuadros anteriores de los diferentes resultados obtenidos para la determinación del CMI y CMB 

del extracto acuoso de la Púnica Granatum (Granada). 

 

 

 

 

 

EXTRACTO ACUOSO 

Streptococcus mutans 

Volumen 

(µl) 

Concentración 

(mg/µl) 

MEDIA TOTAL 

(mm) 

30 8,877 14,286875 

27,5 8,13725 13,514375 

25 7,3975 12,84625 

22,5 6,65775 12,293125 

20 5,918 10,185625 

17,5 5,17825 9,206875 

Control Negativo - 0 

Control Positivo 

CHX 

(30 µl) 

- 14,425 

EXTRACTO ACUOSO 

Porphyromona gingivalis 

Volumen 

(µl) 

Concentración 

(mg/µl) 

MEDIA TOTAL 

(mm) 

30 8,877 18,1544375 

27,5 8,13725 17,379375 

25 7,3975 17,068125 

22,5 6,65775 16,46 

20 5,918 15,2825 

17,5 5,17825 14,33 

Control Negativo - 0 

Control Positivo 

CHX 

(30 µl) 

- 21,995 
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F. Sustracción de datos relevantes de los diferentes resultados obtenidos para la determinación del CMI y CMB del extracto etanólico de 

la Púnica Granatum (Granada)  

 

 

 

 

 

EXTRACTO ETANÓLICO 

STREPTOCOCCUS MUTANS 

Volumen 

(µl) 

Concentración 

(mg/µl) 

MEDIA TOTAL 

(mm) 

30 32,199 25,4625 

27,5 29,51575 22,915625 

25 26,8325 20,888125 

22,5 24,14925 19,77 

20 21,466 17,84875 

17,5 18,78275 16,648125 

Control Negativo - <6 

Control Positivo 

CHX 

(30 µl) 

- 16,455 

EXTRACTO ETANÓLICO 

PORPHYROMONAS GINGIVALIS 

Volumen 

(µl) 

Concentración 

(mg/µl) 

MEDIA TOTAL 

(mm) 

30 32,199 21,4725 

27,5 29,51575 20,470625 

25 26,8325 18,0025 

22,5 24,14925 16,45625 

20 21,466 15,26625 

17,5 18,78275 14,5175 

Control Negativo - <6 

Control Positivo 

CHX 

(30 µl) 

- 21,935 
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G. Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) del extracto acuoso de la Púnica Granatum (Granada) para Streptococcus 

mutans ATCC 25175 

 

  

 

TUBO 
CONCENTRACIÓN 

(mg/ul) 

EXTRACTO ACUOSO 

(vol.) 
BHI (ul) 

BACTERIA 

Streptococcus 

mutans ATCC 

25175 

TOTAL (ul) 

T1 8,13725 27,5 2672,5 300 3000 

T2 8,22971875 27,8125 2644,69 300 3000 

T3 8,3221875 28,44460227 2616,25 300 3000 

T4 8,41465625 29,4143046 2586,84 300 3000 

T5 8,507125 30,7513184 2556,09 300 3000 

T6 8,59959375 32,4985525 2523,6 300 3000 

T7 8,6920625 34,7143628 2488,89 300 3000 

T8 8,78453125 37,4757326 2451,42 300 3000 

T9 8,877 40,8826173 2410,62 300 3000 

T +  - -  2700 300 3000 

T -  - -  3000  - 3000 
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H. Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) del extracto acuoso de la Púnica Granatum (Granada) para 

Porphyromona gingivalis ATCC 33277 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TUBO 
CONCENTRACIÓN 

(mg) 

EXTRACTO 

(Vol.) 
BHI (ul) 

BACTERIA 

Porphyromona 

gingivalis 

ATCC 33277 

TOTAL (ul) 

T1 5,17825 17,5 2682,5 300 3000 

T2 5,27071875 17,8125 2664,69 300 3000 

T3 5,3631875 18,4486607 2646,25 300 3000 

T4 5,45565625 19,4369818 2626,82 300 3000 

T5 5,548125 20,8253377 2,606 300 3000 

T6 5,64059375 22,6847429 2583,32 300 3000 

T7 5,730625 25,1152511 2558,21 300 3000 

T8 5,82553125 28,2546575 2529,96 300 3000 

T9 5,918 32,2910371 2497,67 300 3000 

T + - - 2700 300 3000 

T - - - 3000 - 3000 
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I. Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) del extracto etanólico de la Púnica Granatum (Granada) para 

Streptococcus mutans ATCC 25175 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TUBO 
CONCENTRACIÓN 

(mg) 
EXTRACTO (Vol.) BHI (ul) 

BACTERIA 

Streptococcus 

mutans ATCC 

25175 

TOTAL (ul) 

T1 16,09995 15 2685 300 3000 

T2 16,4353 15,31243886 2669,69 300 3000 

T3 16,77065 15,95033231 2653,74 300 3000 

T4 17,106 16,94703304 2636,8 300 3000 

T5 17,44135 18,35900948 2618,45 300 3000 

T6 17,7767 20,27103214 2598,18 300 3000 

T7 18,11205 22,80441539 2575,38 300 3000 

T8 18,4474 26,09995 2549,29 300 3000 

T9 18,78275 30,44909058 2518,85 300 3000 

T +  - -  2700 300 3000 

T -  - -  3000  - 3000 
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J. Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) del extracto etanólico de la Púnica Granatum (Granada) para 

Porphyromona gingivalis ATCC 33277 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TUBO 
CONCENTRACIÓN 

(mg) 
EXTRACTO (Vol.) BHI (ul) 

BACTERIA 

Porphyromona 

gingivalis 

ATCC 33277 

TOTAL (ul) 

T1 16,09995 15 2685 300 3000 

T2 16,4353 15,31243886 2669,69 300 3000 

T3 16,77065 15,95033231 2653,74 300 3000 

T4 17,106 16,94703304 2636,8 300 3000 

T5 17,44135 18,35900948 2618,45 300 3000 

T6 17,7767 20,27103214 2598,18 300 3000 

T7 18,11205 22,80441539 2575,38 300 3000 

T8 18,4474 26,09995 2549,29 300 3000 

T9 18,78275 30,44909058 2518,85 300 3000 

T + -   - 2700 300 3000 

T - -   - 3000 -  3000 



115 

 

 

K. Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) y concentración mínima bactericida (CMB) del extracto acuoso y 

etanólico de la Púnica Granatum sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175 y Porphyromona gingivalis ATCC 33277 

 

  CEPA BACTERIANA  

EXTRACTO Streptococcus mutans ATCC 25175 Porphyromona gingivalis ATCC 33277 

ACUOSO 
CMI 8,6920625  5,45565625 

CMB 8,877 5,64059 

ETANÓLIC

O 

CMI 16,77065 17,7767 

CMB 17,44135 18,4474 
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Anexo 8. Galería fotográfica 

PROCESAMIENTO DE LA GRANADA 

 

 

 

 

 

 

  

                                            Figura 5 y Figura 6. Selección de la fruta. 

 

 

 

 

 

 

 

                                        Figura 7 y Figura 8. Descascaramiento y lavado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                Figura 9 y Figura 10. Escurrimiento de la cáscara y esparcimiento en estufa.  
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                      Figura 11. Desecación de la cáscara en estufa a 50°C por 48 horas. 

 

 

      Figura 12 y Figura 13. Pulverización de la cáscara con ayuda de un molinillo eléctrico. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

                                Figura 14 y Figura 15. Tamización del polvo de la cáscara.  
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                     Figura 16. Obtención de polvo fino de la cáscara de la Granada. 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                        

 

 

                   Figura 17 y Figura 18. Almacenamiento y conservación del polvo fino.  

 

          PREPARACIÓN DEL EXTRACTO ACUOSO 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

              Figura 19 y Figura 20. Pesaje y preparación del polvo fino con agua destilada. 
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                          Figura 21. Conservación de la preparación para su maceración. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                       Figura 22 y Figura 23. Proceso de filtración con papel Whatman. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                    Figura 24, Figura 25. Obtención del extracto seco. 
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                            Figura 26 y Figura 27. Pesaje y conservación del extracto seco.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

          Figura 28 y Figura 29. Preparación de la sustancia del extracto acuoso de la Granada. 

               PREPARACIÓN DEL EXTRACTO ETANÓLICO 

 

 

 

  

 

 

 

 

                   

Figura 30, Figura 31 y Figura 32. Preparación del polvo fino con alcohol 70° para su 

maceración en una damajuana. 
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                                                    Figura 33. Proceso de filtración. 

 

 

Figura 34, Figura 35 y Figura 36. Principio activo en placa Petri llevada a estufa a una 

temperatura de 50°C para obtención de extracto seco. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37 y Figura 38. Extracción del extracto seco mediante raspado y envuelto para su 

conservación. 
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PRUEBA DE SENSIBILIDAD DEL EXTRACTO ACUOSO FRENTE A 

CEPAS PORPHYROMONA GINGIVALIS Y STREPTOCOCCUS MUTANS 

 

 

 

 

 

 

 

 

           Figura 39 y Figura 40. Preparación y dilución de la sustancia en vibrador eléctrico. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41, Figura 42 y Figura 43. Activación de las cepas Porphyromonas gingivalis y 

Streptococcus mutans mediante cultivo de las bacterias en caldo BHI introducidas en Jarra de 

anaerobiosis con sobre Gas-Pak llevadas a la incubadora por 24 horas a 34°C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 44, Figura 45, Figura 46, Figura 47 y Figura 48. Sembrado en estría de las cepas 

Porphyromonas gingivalis y Streptococcus mutans en viales. 
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                      Figura 49. Viales colocados en jarra de anaerobiosis con sobre Gas-Pack. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                Figura 50. Comparación de la turbidez de la muestra con la escala de McFarland.  

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 51, Figura 52, Figura 53 y Figura 54. Proceso de preparación de Agar Mueller Hinton 

mediante dilución por calor. 
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             Figura 55. Agar Mueller Hinton llevada a la autoclave vertical para su esterilización.  

 

 

 

 

 

 

Figura 56, Figura 57 y Figura 58. Mueller Hinton de sólido a líquido mediante el uso de calor.  

 

 

 

 

 

 

                               Figura 59. Placas Petri vertidas con Mueller Hinton.  

 

 

 

 

 

 

 

                                         Figura 60. Preparación de Agar Nutritivo. 

 

 

 

 



125 

 

 

   

 

 

 

 

 

                                             Figura 61. Agar nutritivo en viales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                       Figura 62. BHI vertidas en tubos de ensayos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       Figura 63. Inoculación de la bacteria Streptococcus mutans y Porphyromona gingivalis. 
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Figura 64, Figura 65 y Figura 66. Siembra de las bacterias Streptococcus mutans y 

Porphyromonas gingivalis en tubos de ensayo para su incubación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                    Figura 67. Placas Petri con Mueller Hinton gelificados por calor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                    Figura 68. Placas Petri rotuladas con nombre de bacteria y volumen. 
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Figura 69 y Figura 70. Distribución del extracto en volúmenes sobre los discos de sensibilidad. 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 71, Figura 72, Figura 73, Figura 74 y Figura 75. Sembrado de bacteria, distribución 

de discos en placas Petri, Placas Petri en jarra de anaerobiosis e incubación. 

 

 

 

 

 

 

Figura 76 y Figura 77. Medición de los halos de inhibición con una regla de vernier digital.  
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PRUEBA DE SENSIBILIDAD DEL EXTRACTO ETANÓLICO FRENTE 

A CEPAS PORPHYROMONAS GINGIVALIS Y STREPTOCOCCUS 

MUTANS 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 78 y Figura 79. Inoculación de la bacteria Streptococcus mutans y Porphyromonas 

gingivalis en viales. 

Figura 80, Figura 81 y Figura 82. Siembra de las cepas Streptococcus mutans y 

Porphyromonas gingivalis en tubos de ensayo con caldo BHI e incubación.  

 

 

 

 

             Figura 83. Discos de sensibilidad untados en extracto etanólico según volumen.  
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       Figura 84. Incubación de jarra de anaerobiosis con Placas Petri e incubada por 24 horas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 85. Medición de los halos de inhibición del extracto etanólico frente a Porphyromonas 

gingivalis. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 86. Medición de los halos de inhibición del extracto etanólico frente a Streptococcus 

mutans. 
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DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN MÍNIMA 

INHIBITORIA (CMI) 

 

 

 

 

 

 

 

       Figura 87 y Figura 88. Activación de las cepas bacterianas y preparación del caldo BHI. 

 

 

 

 

 

Figura 89 y Figura 90. Tubos de ensayo con extracto acuoso en distintos volúmenes, bacteria 

(Streptococcus mutans / Porphyromonas gingivalis) y caldo BHI.  

 

 

 

 

 

Figura 91 y Figura 92. Tubos de ensayo con extracto etanólico en distintos volúmenes, bacteria 

(Streptococcus mutans / Porphyromonas gingivalis) y caldo BHI.  

 

 

 

Figura 93. Tubos de ensayo después de incubación por 24 horas a 34°C. Según su turbidez se 

detectó los tubos que se usaran para determinación de CMB sembradas en placas Petri. 
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DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN MÁXIMA 

BACTERICIDA (CMB) 

 

 

Figura 94 y Figura 95. Lectura del CMB del Extracto etanólico frente a Streptococcus mutans.  

 

Figura 96 y Figura 97. Lectura del CMB del extracto etanólico frente a la Porphyromonas 

gingivalis.  

 

Figura 98 y Figura 99. Lectura del CMB del Extracto acuoso frente a Streptococcus mutans. 

 

Figura 100 y Figura 101. Lectura del CMB del extracto acuoso frente a la Porphyromonas 

gingivalis.  

 

 

 

 

 


