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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue identificar la concentracion de los extractos etanélicos de hojas
y raices de Plantago major que presento mayor actividad antimicrobiana in vitro frente a las cepas
patdgenas evaluadas, en comparacién con un antimicrobiano de referencia y un control negativo.
Se empled un disefio experimental, de tipo aplicado y nivel descriptivo, usando como control
positivo cloranfenicol o clotrimazol al 1 % segun corresponda y como control negativo alcohol al
96°. Se evaluaron cinco microorganismos: Candida albicans, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae. Los extractos se probaron
a concentraciones de 80 %, 40 % y 20 % mediante difusion en agar y la CMI por dilucion en
caldo. Todos los tratamientos mostraron actividad antimicrobiana significativa, aunque inferior
al control positivo. En la mayoria de los casos, el extracto de raices al 20 % presentdé mayores
halos de inhibicion, con un PIR de 68,7 % frente a P. aeruginosa y 66,1 % frente a K. pneumoniae,
excepto en E. coli, donde el extracto de hojas al 40 % alcanzé un PIR de 71,9 %. La CMI fue de
50 mg/mL para la mayoria de cepas, excepto E. coli (25 mg/mL en raices). La Identificacion
fitoguimica identificé metabolitos secundarios como taninos, flavonoides, alcaloides, saponinas,
entre otros, asociados a la actividad antimicrobiana. Se concluyé que P. major present6 un
potencial antimicrobiano relevante, influenciado por la parte vegetal, la concentracion y el
microorganismo, destacando las raices como mas efectivas frente a la mayoria de cepas a

concentraciones de 20 % y 40 %.

Palabras clave: Plantago major, actividad antimicrobiana, concentracién minima inhibitoria
(CMI), Porcentaje de Inhibicion Relativa (PIR).
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ABSTRACT

The objective of this study was to identify the concentration of ethanolic leaf and root extracts of
Plantago major that exhibited the highest in vitro antimicrobial activity against the evaluated
pathogenic strains, in comparison with a reference antimicrobial and a negative control. An
applied experimental design of descriptive level was employed, using chloramphenicol or
clotrimazole at 1% as positive controls, and 96 % alcohol as negative control. Five
microorganisms were tested: Candida albicans, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, and Klebsiella pneumoniae. Extracts were evaluated at
concentrations of 80 %, 40 %, and 20 % using the agar diffusion method, and the minimum
inhibitory concentration (MIC) was determined by broth dilution. All treatments showed
significant antimicrobial activity, although lower than the positive control. In most cases, the root
extract at 20 % exhibited the largest inhibition zones, with a relative inhibition percentage (PIR)
of 68,7 % against P. aeruginosa and 66.1 % against K. pneumoniae, except for E. coli, where the
leaf extract at 40 % reached a PIR of 71,9 %. The MIC was 50 mg/mL for most strains, except for
E. coli (25 mg/mL for roots). The phytochemical identification revealed secondary metabolites
such as tannins, flavonoids, alkaloids, saponins, among others, associated with antimicrobial
activity. It was concluded that P. major presented a relevant antimicrobial potential, influenced
by the plant part, the concentration, and the microorganism, highlighting the roots as more

effective against most strains at concentrations of 20% and 40%.

Keywords: Plantago major, antimicrobial activity, minimum inhibitory concentration (MIC),

relative inhibition percentage (RIP).



I. INTRODUCCION

Durante los ultimos afios, las enfermedades infecciosas causadas por bacterias y hongos
resistentes a multiples farmacos se han consolidado como uno de los principales desafios
para la salud publica en todo el mundo. La resistencia antimicrobiana compromete la eficacia
de los tratamientos médicos convencionales, incrementa la morbilidad y mortalidad, y genera
una carga econdmica considerable para los sistemas sanitarios, especialmente en paises en

desarrollo (1).

Este escenario se vuelve mas complejo al considerar la creciente prevalencia de
microorganismos patdégenos multirresistentes como Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans, causantes
comunes de infecciones nosocomiales, urinarias, respiratorias y sistémicas (2, 3). Estas cepas
presentan alta capacidad de adaptacion frente a maltiples clases de antimicrobianos, lo que
limita las opciones terapéuticas disponibles y promueve el uso excesivo de antibidticos de

amplio espectro, contribuyendo a un circulo vicioso de resistencia y fracaso terapéutico (4).

En respuesta, la comunidad cientifica ha volcado su atencion hacia nuevas fuentes de
compuestos antimicrobianos, en particular los derivados de plantas medicinales. Estos
organismos poseen una diversidad quimica notable que ha sido aprovechada
tradicionalmente en diversas culturas para tratar infecciones y otras enfermedades (5). En la
actualidad, los metabolitos secundarios vegetales como alcaloides, flavonoides, saponinas,
taninos y terpenoides, los cuales han demostrado poseer propiedades antibacterianas y
antifingicas, al alterar la permeabilidad de membranas, inhibir la sintesis de proteinas o

interferir en la replicacién del acido desoxirribonucleico (ADN) microbiano (6).

El interés en las plantas como fuente de nuevos farmacos ha sido reforzado por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), que promueve activamente el desarrollo de
medicamentos derivados de recursos naturales, en especial en contextos donde el acceso a
tratamientos convencionales es limitado (8). En este contexto, el Plantago major, conocido
comunmente como llantén, representa una de las especies vegetales con mayor tradicién en
la medicina natural de muchas culturas. Diversos estudios cientificos han documentado sus
propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, cicatrizantes y, especialmente, antimicrobianas
(8,9).

Esta planta contiene una amplia variedad de compuestos bioactivos, como la aucubina, acido
salicilico, &cido ascorbico, mucilagos y flavonoides, los cuales han sido relacionados con la

inhibicion del crecimiento de bacterias Gram positivas y Gram negativas, asi como de
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hongos oportunistas (10). No obstante, la mayoria de las investigaciones han focalizado su
atencion en las hojas, dejando a las raices como una parte ain poco explorada desde el punto
de vista fitoquimico y farmacol6gico, a pesar de que estas también contienen metabolitos de

interés terapéutico (11).

En el Pery, el llantén crece de forma silvestre en diversas regiones, donde es cominmente
utilizado en la medicina tradicional para tratar afecciones respiratorias, digestivas y
dermicas. La escasa evidencia cientifica sobre la efectividad antimicrobiana de sus extractos,
especialmente en cepas de referencia estandarizadas, justifica la necesidad de llevar a cabo

investigaciones rigurosas que respalden su potencial como agente terapéutico natural.

Por ello, el presente trabajo de investigacién busco evaluar y comparar el efecto
antimicrobiano de las hojas y raices del Plantago major frente a cepas patdgenas mediante
los andlisis estadisticos ANOVA (Analisis de Varianza) y la prueba de Tukey HSD (Honestly
Significant Difference). Ademas, se busca generar evidencia cientifica sobre el potencial
antimicrobiano del Plantago major, asi como establecer una base sélida para futuros estudios
en el desarrollo de fitofarmacos o productos alternativos para combatir infecciones

resistentes a tratamientos convencionales.

1.1. Marco teérico

1.1.1. Resistencia antimicrobiana
Es la capacidad de los microorganismos para resistir los efectos de los
antimicrobianos que antes eran eficaces. Surge cuando estos sufren cambios que
les permiten sobrevivir y multiplicarse, dificultando el tratamiento de
infecciones y aumentando el riesgo de propagacién, complicaciones y
mortalidad. (12).

v" Antimicrobiano
Son compuestos naturales, semisintéticos o sintéticos que eliminan o
inhiben el crecimiento de microorganismos como bacterias, virus,
hongos y parésitos. Se emplean para tratar infecciones en humanos,
animales y en ambitos como la agricultura y la industria alimentaria (1).
+ Cloranfenicol
Es un antibidtico de amplio espectro. Se utiliza en infecciones
graves causadas por bacterias Gram positivas y Gram negativas
(13,2).
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+ Clotrimazol
Es un antimicédtico imidazélico de amplio espectro que inhibe la
sintesis de ergosterol en la membrana de los hongos, provocando su
muerte. Es eficaz contra Candida albicans y otros hongos patdgenos
(14,15).
v" Microorganismos
Son seres vivos microscopicos, en su mayoria unicelulares, que
comprenden a las bacterias, virus, hongos, protozoos y algunas algas. Son
esenciales en diversos procesos bioldgicos y ecoldgicos, aunque algunos
pueden ser patdgenos y provocar enfermedades en humanos, animales y
plantas (16).
v" Pseudomonas aeruginosa
Es una bacteria gramnegativa oportunista que puede prosperar
en ambientes hospitalarios y causar infecciones respiratorias,
urinarias y  sistémicas, sobre todo en pacientes
inmunocomprometidos (17).
v' Staphylococcus aureus
Es una bacteria grampositivo, implicado en infecciones de piel,
tejidos blandos y del sistema circulatorio (18).
v" Klebsiella pneumoniae
Es una bacteria gramnegativa encapsulada que forma parte de la
microbiota intestinal humana, pero que también puede causar
neumonias, infecciones urinarias y septicemias (19).
v Escherichia coli
Es una bacteria gramnegativo que reside normalmente en el
intestino, aunque algunas cepas pueden provocar infecciones
gastrointestinales y urinarias (20).
v Candida albicans
Es un hongo levaduriforme que vive como comensal en el cuerpo
humano, pero en ciertas condiciones puede causar candidiasis

mucocutanea o sistémica (21).

1.1.2. Enfermedades infecciosas
Son trastornos causados por microorganismos. Estas infecciones pueden
transmitirse de manera directa o indirecta de una persona a otra, o a través de

vectores o el medio ambiente. La gravedad varia desde afecciones leves hasta
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1.1.3.

1.14.

1.15.

enfermedades mortales, dependiendo del agente patdgeno y de la respuesta del
huésped (22).

Fitofarmaco

Los fitofarmacos son medicamentos elaborados a partir de principios activos
extraidos de plantas medicinales. A diferencia de los remedios tradicionales, se
obtienen mediante procesos estandarizados que garantizan su eficacia, seguridad
y dosis precisa. Se emplean en la prevencion y tratamiento de enfermedades,

gracias a compuestos naturales como alcaloides, flavonoides y terpenoides. (23).

Productos alternativos

Segun la OMS, son preparados no pertenecientes a la medicina convencional,
pero utilizados con fines terapéuticos. Incluyen extractos vegetales, aceites
esenciales, suplementos herbales, homeopatia, fitoterapicos y otros remedios
tradicionales empleados en la medicina tradicional, complementaria o integrativa
(24).

Meétodos para determinar la actividad antimicrobiana

Los métodos para determinar la actividad antimicrobiana comprenden
principalmente técnicas de difusion y dilucion, empleadas para evaluar la
capacidad inhibitoria de extractos o compuestos frente a microorganismos

pat6genos in vitro (25).
v Difusion en agar (técnica de pozo en agar)

Es una técnica cualitativa para evaluar la actividad antimicrobiana de
extractos liquidos. Consiste en inocular un agar con la suspension
microbiana estandarizada, realizar pozos de 6 a 8 mm y depositar un
volumen definido del extracto (10-25 uL). Tras la incubacion a 37 °C por
24-48 h, se mide el halo de inhibicidn, cuyo tamafio refleja la eficacia del

compuesto frente al microorganismo ensayado (26).

+ Porcentaje de Inhibicion Relativa (PIR)
Es un parametro que permite establecer una comparacién de la eficacia
inhibitoria de extractos o compuestos en relacién con un control positivo.
Su calculo se realiza a partir de los didmetros de los halos de inhibicion,
indicando el porcentaje de actividad que presenta la muestra frente a un

antimicrobiano de referencia (25).
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1.16.

v Dilucion en caldo o agar
Es una técnica cuantitativa para evaluar la actividad antimicrobiana, que
consiste en preparar concentraciones seriadas decrecientes del agente en
estudio (caldo o agar), inocularlas con una suspension microbiana
estandarizada e incubar (27).
+ Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
Se define como la menor concentracion capaz de inhibir el crecimiento

visible del microorganismo (27).

Plantago major
Conocida como llantén, es una planta perenne de la familia Plantaginaceae,
ampliamente distribuida en regiones templadas y valorada por sus reconocidas

propiedades medicinales tradicionales (8).

v' Parte utilizada:

+ Hojas > Empleadas frescas o secas, ricas en flavonoides, mucilagos,
iridoides y taninos; se usan para afecciones respiratorias, digestivas,
inflamatorias y como cicatrizante.

+ Raices = Menos utilizadas que las hojas, pero también reportadas en
estudios por su actividad antimicrobiana y antiinflamatoria.

+ Semillas > Destacadas por su contenido de mucilagos y efecto laxante
(8, 28).

v' Composicién quimica

Contiene mucilagos, iridoides (aucubina, catalpol), flavonoides (apigenina,

luteolina), acidos fendlicos (&cido cafeico, acido ferulico), taninos y minerales

(29).

v Propiedades medicinales

El Plantago major posee propiedades medicinales ampliamente reconocidas,

entre las que destacan su efecto antiinflamatorio, antimicrobiano, cicatrizante,

expectorante, antioxidante y analgésico. Estas acciones se deben a la presencia

de metabolitos secundarios como flavonoides, iridoides, taninos, aucubina y

acidos fenolicos (8,11)

v Acciones farmacol6gicas

Actividad antimicrobiana, emoliente, antitusiva, cicatrizante y moduladora

del sistema inmune (29).

Se investigd la actividad antimicrobiana de extractos obtenidos a partir de

hojas secas de Plantago major (50 mg/mL), mediante los métodos de

ultrasonido y maceracion. Los resultados mostraron una mayor eficacia frente
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a bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis,
una accion reducida contra Gram negativas como Pseudomonas aeruginosa y
un efecto limitado frente a hongos como Candida albicans, Saccharomyces
cerevisiae y Aspergillus niger. Dicho efecto se relaciond con la presencia de
compuestos fendlicos y flavonoides (30).
Asimismo, el extracto de hojas de Plantago major evidencié una notable
capacidad para atenuar la inflamacion y el dafio de la mucosa en ratas con
colitis ulcerosa inducida por acido acético, siendo este efecto mas marcado a
dosis altas. Por el contrario, el extracto derivado de las semillas de P. major
mostré una accién protectora mas limitada frente a esta condicion (31).
Modo de empleo

Uso tradicional en forma de infusiones, extractos, cataplasmas, tinturas y
jarabes (29).

Contraindicaciones

No recomendado en embarazo, lactancia, personas alérgicas a la familia
Plantaginaceae o en casos de trastornos gastrointestinales severos (29).
Toxicidad

En dosis altas puede causar reacciones alérgicas cutaneas o gastrointestinales
leves; no se reporta toxicidad grave en humanos a dosis terapéuticas (29).

+ Dosis terapéuticas comunes

» Oral (infusién o planta en polvo): Se recomienda consumirde 3a5
g de la hierba seca, 1-3 veces al dia. También es frecuente preparar
una infusién con 150 mL (una taza), 3-4 veces al dia (32, 33).

= Aplicacién externa (compresas): Infundir 2 cucharaditas de planta
en 150 mL de agua fria, luego hervir, filtrar y aplicar como compresa
sobre heridas o zonas afectadas, hasta 3-4 veces al dia (33).

» Estudios farmacoldgicos (dosis en animales para efectos
antiinflamatorios y hepatoprotectores): Dosis efectivas observadas
en ratas fueron de 10, 20 y 25 mg/kg por via sistémica, donde la dosis
de 20-25 mg/kg mostrd efectos comparables al control estandar. La
dosis media efectiva (EDso) fue de 7,507 mg/kg (32, 34).

Identificacion fitoquimica

Es un andlisis cualitativo que permite reconocer la presencia de metabolitos
secundarios en extractos vegetales mediante reacciones quimicas especificas,
tales como cambios de color, precipitacion o formacion de espuma, con el fin
de detectar compuestos bioactivos responsables de posibles efectos
terapéuticos. (35).
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+ Flavonoides: Compuestos fenolicos con propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y antimicrobianas.
* Prueba de Shinoda: coloracion rojiza o anaranjada al reaccionar con
Mg + HCI (36).
+ Compuestos fendlicos: Moléculas con uno o més anillos fendlicos; tienen
capacidad antioxidante y protectora.
= Reaccion con cloruro férrico (FeCls): color azul, verde o negro (36).
+ Taninos: Polifenoles de alto peso molecular con efecto astringente y
antimicrobiano.
»  FeCl: color azul-negro o verde.
»  Prueba de gelatina: formacion de precipitado (37).
+ Saponinas: Glucosidos tensoactivos con efectos inmunomoduladores y
expectorantes.
» Prueba de espuma: agitar en agua forma espuma persistente (>1 cm)
(36).
+ Azlcares reductores: Carbohidratos capaces de reducir reactivos
(Fehling/Benedict).
» Prueba de Fehling o Benedict: precipitado rojo ladrillo (37).
+ Aminodcidos: Precursores de proteinas y posibles metabolitos secundarios.
* Prueba de Ninhidrina: coloracion violeta al reaccionar con
aminodcidos libres (36).
+ Alcaloides: Compuestos nitrogenados bioactivos con efectos farmacolégicos
notables.
» Pruebas de Mayer: (precipitado blanco/amarillento).
» Pruebas de Dragendorff: (precipitado naranja/rojizo).
* Pruebas de Wagner: (precipitado marron rojizo) (38).
+ Triterpenos / Esteroides: Derivados del isopreno con propiedades
antiinflamatorias y hormonales.
= Reaccion de Liebermann-Burchard: coloracion azul-verdosa o
violeta (37).
+ Quinonas: Compuestos aromaticos oxigenados con accién antimicrobiana.
= Prueba de Borntrager: tras extraccion alcalina, coloracién roja o
rosado (36).

1.2. Problema general:

¢Cual de las concentraciones de los extractos etanolicos de hojas y raices de Plantago

major presentard la mayor actividad antimicrobiana in vitro frente a las cepas
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patdgenas evaluadas en comparacién con el antimicrobiano de referencia y el control

negativo?

1.3. Problemas especificos:

v Problema especifico 1
¢Cudles serdn los metabolitos secundarios presentes en los extractos etanolicos de
las hojas y raices del Plantago major (llantén) que crecen en zonas rurales de Ica,
2025?

v" Problema especifico 2
¢Cual de las concentraciones de los extractos etandlicos de hojas y raices de
Plantago major presentara el mayor Porcentaje inhibitorio relativo (PIR) in vitro
frente a las cepas patdgenas evaluadas en comparacion con el antimicrobiano de
referencia y el control negativo?

v Problema especifico 3
¢Qué diferencias existen en las Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI) de los
extractos etanolicos de hojas y raices de Plantago major recolectados en zonas
rurales de Ica en 2025, frente a las cepas patogenas evaluadas?

v Problema especifico 4
¢Cuél de las concentraciones de los extractos etandlicos de hojas o raices del
Plantago major (llantén) mostrara mayor efecto antimicrobiano frente a las cepas

patdgenas evaluadas?

1.4. Planteamiento del problema

La creciente aparicion de infecciones provocadas por microorganismos resistentes a
mdaltiples antimicrobianos constituye una seria amenaza para la salud publica mundial.
Esta resistencia reduce drasticamente la efectividad de los tratamientos actuales, lo que
incrementa los indices de complicaciones clinicas y los costos sanitarios, especialmente

en paises con recursos limitados (1).

Entre los agentes més preocupantes se encuentran Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans, patdgenos
que han desarrollado mecanismos de resistencia frente a varios grupos de antibidticos,
complicando su control y tratamiento (2,3,4).

En este contexto, la blsqueda de compuestos antimicrobianos alternativos se ha
orientado hacia el uso de plantas medicinales, debido a su riqueza en metabolitos con
potencial terapéutico, como flavonoides, taninos, alcaloides y saponinas, que actdan a

través de distintos mecanismos sobre las células microbianas (5,6).
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El Plantago major (llantén) es una planta empleada tradicionalmente con fines
curativos, y estudios recientes han demostrado que sus hojas poseen propiedades
antimicrobianas atribuibles a diversos compuestos bioactivos como la aucubina y el
acido salicilico (8,9,10). No obstante, existe escasa informacion sobre la actividad
antimicrobiana de sus raices, a pesar de que también contienen metabolitos secundarios

con posibles beneficios farmacoldgicos (11).

En el Pery, el llantén es una planta cominmente utilizada en la medicina popular. Sin
embargo, su eficacia frente a cepas microbianas de referencia no ha sido suficientemente
validada cientificamente. Esta falta de evidencia justifica la necesidad de investigar y
comparar la actividad antimicrobiana de los extractos etanélicos de hojas y raices del
Plantago major, con el objetivo de aportar datos relevantes para el desarrollo de
tratamientos naturales frente a la creciente resistencia a los antimicrobianos

convencionales.
1.4.1. Antecedentes de la investigacion

» Antecedentes internacionales

Rahamouz-Haghihi y Sharafi (39), en el afio 2025, en Iran realizaron un
estudio cuyo proposito fue evaluar los extractos de raiz de Plantago major
obtenidos con distintos disolventes y analizados mediante cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS), con el fin de determinar
su composicion quimica y su actividad biolégica. El extracto de
diclorometano mostr6 la mayor actividad antibacteriana frente a Salmonella
paratyphi, con un halo de inhibicién de 18,0 £ 1,4 mm, una concentracién
minima inhibitoria de 1,5 mg/mL y una concentracion minima bactericida de
2 mg/mL. En los ensayos de citotoxicidad, el extracto de diclorometano
presentd el menor valor de Clso frente a células HCT116 (184,84 ug/mlL),
mientras que el extracto de butanol mostr6 menor toxicidad sobre células
HEK293 (Clso = 748,19 pg/mL). El analisis quimico revel6 la presencia de
compuestos como acido n-hexadecanoico, acido linolénico, acido palmitico,
éster metilico y acido estedrico. Estos resultados sugieren que los extractos de
P. major, especialmente el de diclorometano, constituyen una fuente
prometedora de metabolitos con potenciales aplicaciones antibacterianas y
anticancerigenas.

Ramirez (40), publicé en el afio 2022, en Argentina, un estudio con el objetivo
de determinar el perfil fitoquimico del extracto de Plantago tomentosa Lam y

su actividad antimicrobiana frente a Peptoestreptococcus spp y Actinomyces
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spp. Se llevo a cabo un estudio observacional con disefio experimental,
transversal y de enfoque cuantitativo. Se identifico que la parte aérea y la raiz
contenian taninos, azlcares, aminoacidos, esteroides, alcaloides, fenoles y
saponinas. La actividad antimicrobiana se evalu6 mediante el método de
difusién en agar de Kirby-Bauer y pruebas de sensibilidad semicuantitativa,
utilizando como control negativo la solucién fisiol6gica estéril y como
controles positivos Plac Out® y propilenglicol. Se analizaron dos
concentraciones del extracto (25 % y 100 %). Los resultados mostraron que la
concentracion al 100 % generd halos de inhibicién frente a cepas de
Peptoestreptococcus spp., mientras que frente a Actinomyces spp. no se
evidenci6 actividad inhibitoria en ninguna de las concentraciones evaluadas,
ni en el control negativo ni en el propilenglicol. En contraste, Plac Out®
produjo halos inhibitorios en todos los ensayos. En conclusion, P. tomentosa
Lam. presentd actividad antimicrobiana contra Peptoestreptococcus spp., pero
no contra Actinomyces spp.

AKKus et al. (41), en el afio 2021; en Turquia, realizo un estudio cuyo objetivo
fue determinar la actividad antimicrobiana y la concentracion minima efectiva
(MIC) de extractos de hojas de Plantago major utilizando diferentes
solventes: hexano, metanol, etanol y agua. El estudio fue de tipo experimental
in vitro, en el cual se empled extraccidn con Soxhlet para obtener extractos en
diversos solventes. Se evalu6 la actividad antibacteriana y antifingica frente
a microorganismos como Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans y C. tropicalis, utilizando el
método de dilucion en caldo para determinar MIC en funcion del solvente,
microbio y tiempo. Donde los resultados mostraron los extractos de hexano y
agua tienen actividad frente a S. aureus, B. subtilis, P. aeruginosa, C. albicans
y C. tropicalis con una MIC de 4 mg/mL, mientras que contra Escherichia coli
y Pseudomonas vulgaris, presento un MIC de 8 mg/mL. Los extractos de
metanol y etanol demostraron mayor actividad: el extracto etandlico inhibid
S. aureus, E. faecalis y P. aeruginosa a 2 mg/mL, y demostro actividad frente
a B. subtilis, E. coli y P. vulgaris a 4 mg/mL. Concluyendo que todos los
extractos de Plantago major muestran actividad antimicrobiana significativa,
especialmente los obtenidos con etanol y metanol, siendo mas eficaces frente
a bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus y Enterococcus
faecalis.

Pensantes et al. (42), en el afio 2020, en Brasil, realizé un estudio cuyo

objetivo fue determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de
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Plantago major sobre Porphyromonas gingivalis y Fusobacterium nucleatum.
Mediante pruebas de susceptibilidad bacteriana, la técnica de difusion en agar
y la determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) por
macrodilucion en caldo. Se emple6 como control positivo una solucién de
clorhexidina al 0,12 % mas cloruro de cetilpiridinio al 0,05 %, y como control
negativo etanol al 70°. Se analizaron cuatro concentraciones del extracto (25
%, 50 %, 75 % y 100 %) disueltas en etanol al 70 %. Los resultados indicaron
que las concentraciones del 75 %y 100 % generaron halos de inhibicion frente
a ambas cepas evaluadas, con un promedio de 14,9 mm. En contraste, el etanol
al 70° no evidenci6 actividad antimicrobiana. La CMI se determin6 en 50 %
para ambas especies. En conclusion, el extracto etanélico de Plantago major
demostrd un efecto antibacteriano in vitro frente a Porphyromonas gingivalis
y Fusobacterium nucleatum, mostrando sensibilidad a las concentraciones del
75 %y 100 % y una CMI del 50 %.

Antecedentes nacionales

Galvez et al. (43), en el afio 2021, en Huancayo — Per(, realiz6 un estudio con
el objetivo de determinar el efecto antimicético de Plantago major comparado
con nistatina frente a Candida albicans. Realizando un estudio transversal,
prospectiva con disefio experimental. Mediante el método de difusion en pozo,
usando como control negativo al etanol y como control positivo la nistatina,
se empled las concentraciones del 50% y 100%. Los resultados mostraron
halos de inhibicion de 12,62 + 0,54 mm para el extracto de llantén al 50%, y
de 14,59 + 0,31 mm para el extracto de llantén al 100%. En cuanto a los
controles, el negativo presenté un halo de inhibicién de 6,12 + 0,21 mm,
mientras que el positivo mostr6 un halo promedio de 24,20 + 0,37 mm. Estos
datos permitieron concluir que el Plantago major tiene un efecto antimicético
inferior al de la nistatina frente a Candida albicans.

Tello (44), en el afio 2020, en Tacna - Peru, realizo un estudio con el objetivo
de evaluar el efecto antibacteriano del extracto etandlico y acuoso del
Plantago major (llantén) frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.
Realizando un estudio experimental in vitro. Mediante el método de difusion
con discos; empledndose la clorhexidina al 0,12 % como control positivo y
agua destilada como control negativo, evaluandose 4 concentraciones (100%,
75 %, 50 % y 25 %). Los resultados evidenciaron que el extracto etandlico
contenia terpenos, diterpenos, saponinas terpenoidales y aceite esencial,
mientras que en el extracto acuoso Unicamente se identificaron terpenos. En

relacion con la actividad antibacteriana frente a Streptococcus mutans ATCC
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25175, el extracto acuoso no mostré un efecto significativo. En el caso del
extracto etandlico, se observaron halos de inhibicion de 11,91 mm a la
concentracion del 100 % y de 8,05 mm al 75 %. Asimismo, al evaluar
volimenes de 25 UL, los halos obtenidos fueron de 12,29 mm (100 %), 10,68
mm (75 %), 10,41 mm (50 %) y 9,37 mm (25 %). En conjunto, estos resultados
permitieron concluir que tanto el extracto acuoso como el etandlico de
Plantago major no evidencian una actividad antibacteriana significativa frente
a S. mutans ATCC 25175.

Aguilar (45), en el afio 2020, en Trujillo- Perd, realiz6 un estudio cuyo
objetivo fue comprobar el efecto antibacteriano de extracto hidroalcohdlico de
Allium sativum (ajo) y Plantago major (llantén) frente a cultivo de
Escherichia coli. Realizando un estudio de tipo experimental, de enfoque
cuantitativo. Mediante el método de difusion de discos de Kirby Bauer, como
control negativo el suero fisiol6gico 0,9% y control positivo al norfloxacino
10 ug, usando 20 pl del extracto de Allium sativum a concentraciones de 50%
y 75%, obteniendo la muestra 1 y 2, también se us6 20 pl del extracto de
Plantago major a concentraciones de 50% y 75% obteniendo la muestra 3 y
4. Los resultados obtenidos mostraron valores de inhibicion de 06,00 + 0,00;
31,2 + 0,6; 165 + 0,7; 21,6 £+ 0,6; 13,7 + 0,4; y 17,7 £ 0,4 mm,
respectivamente. Segln el andlisis estadistico ANOVA, se encontraron
diferencias significativas entre estos valores (p < 0,05). Esto permitié concluir
que los extractos hidroalcohdlicos de Allium sativum y Plantago
major ejercen un efecto inhibidor sobre cultivos de Escherichia coli, aunque

su eficacia no supera a la de la Norfloxacina.

1.5. Justificacion e importancia de la investigacion

Desde el punto de vista tedrico, el uso de plantas medicinales como alternativa frente a
infecciones microbianas ha despertado un creciente interés dentro de la comunidad
cientifica, debido a la aparicion de cepas resistentes a antibidticos convencionales.
Plantago major, conocida comunmente como llantén, es una especie ampliamente
utilizada en la medicina tradicional por sus propiedades cicatrizantes, antiinflamatorias
y antimicrobianas. Estudios recientes han reportado que esta planta contiene
compuestos bioactivos como flavonoides, taninos y &cidos fenolicos, que podrian estar
involucrados en su accién antimicrobiana (42). No obstante, alin existen pocos estudios
que comparen la eficacia antimicrobiana de sus hojas en relacion con sus raices. Este
vacio teorico justifica la necesidad de explorar el comportamiento diferencial de ambas

partes frente a microorganismos patdgenos de relevancia clinica.
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Desde un enfoque metodoldgico, la investigacion se desarrolla mediante un disefio
experimental in vitro, utilizando los métodos de difusion en agar y dilucién para asi
poder determinar la actividad antimicrobiana de los extractos y el MIC. Estas técnicas
han demostrado ser eficaces para medir la susceptibilidad microbiana, al permitir
cuantificar con precision los halos de inhibicién. El uso de cepas estandarizadas (ATCC)
de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae y Candida albicans garantiza la confiabilidad de los resultados,
permitiendo su comparacion con investigaciones similares realizadas a nivel

internacional.

En el plano préctico, la presente investigacion podria aportar informacion util para el
desarrollo de productos naturales con potencial uso terapéutico, como pomadas, geles o
soluciones antimicrobianas de base fitoterapéutica. En un contexto donde los
antimicrobianos sintéticos enfrentan una disminucion de su efectividad debido a la
resistencia bacteriana, identificar alternativas de origen vegetal puede representar una
via complementaria en la prevencion o tratamiento de infecciones leves, particularmente

en zonas con acceso limitado a medicamentos de alto costo (46).

Desde el punto de vista regional y social, este estudio adquiere relevancia adicional al
desarrollarse con muestras de llantén recolectadas en zonas rurales de Ica, una region
donde el uso de plantas medicinales forma parte del conocimiento ancestral transmitido
por generaciones. Validar cientificamente las propiedades antimicrobianas del Plantago
major cultivado en esta zona no solo respalda el saber tradicional, sino que también
promueve el aprovechamiento racional de los recursos vegetales locales con fines
terapéuticos. Ademas, esta investigacion puede estimular futuras estrategias de

investigacion y conservacion de la flora medicinal autoctona.

1.6. Objetivos

» Objetivo general
Identificar la concentracion de los extractos etandlicos de hojas y raices de Plantago
major que presentara la mayor actividad antimicrobiana in vitro frente a las cepas
patégenas evaluadas, en comparacién con un antimicrobiano de referencia y un
control negativo.
» Objetivos especificos
e Objetivo especifico 1
Identificar los metabolitos secundarios presentes en los extractos etandlicos
de las hojas y raices del Plantago major (llantén) que crecen en zonas rurales
de Ica, 2025.
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e Obijetivo especifico 2
Identificar la concentracién del extracto etanolico de hojas y raices de
Plantago major que presentard el mayor Porcentaje de Inhibicién Relativa
(PIR) in vitro frente a las cepas patdgenas evaluadas en comparacion con el
antimicrobiano de referencia y el control negativo.

e Objetivo especifico 3
Hallar las diferencias existentes de las Concentraciones Minimas
Inhibitorias (CMI) de los extractos etandlicos de hojas y raices de Plantago
major recolectados en zonas rurales de Ica en 2025, frente a cepas patdgenas
evaluadas.

o Obijetivo especifico 4
Identificar la concentracién de los extractos etandlicos de hojas o raices del
Plantago major (llantén) que mostrara mayor efecto antimicrobiano frente a

las cepas patdgenas evaluadas.

1.7. Hipotesis

» Hipotesis general

Los extractos etandlicos de las hojas y raices del Plantago major (llantén) presentan

efecto antimicrobiano in vitro frente a cepas patdgenas evaluadas.

» Hipdbtesis especificas

Hipotesis especifica 1

Al menos una de las concentraciones con extracto etandlico de hojas y raices de
Plantago major presentara mayor Porcentaje Inhibitorio Relativo (PIR) in vitro
frente a cepas patogenas evaluadas en comparacion con el antimicrobiano de
referencia y el control negativo.

Hipotesis especifica 2

Al menos una de las Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI) de los
extractos etandlicos de hojas y raices de Plantago major recolectados en zonas
rurales de Ica en 2025, se diferencia de las demas frente a las cepas patdgenas
evaluadas.

Hipotesis especifica 3

Al menos una de las concentraciones de los extractos etanolicos de hojas o raices
del Plantago major (llantén) mostrara mayor efecto antimicrobiano frente a las

cepas patdgenas evaluadas.
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1.8. Descripcion del Contenido Capitular

v

Capitulo I: Este capitulo desarrolla los elementos introductorios fundamentales del
estudio. En él se presentan el planteamiento del problema, la revision de
antecedentes, la justificacion e importancia del tema, los objetivos generales y
especificos, asi como el marco tedrico que sustenta conceptualmente la
investigacion.

Capitulo I1: En esta seccion se describe detalladamente el enfoque metodoldgico
aplicado. Se expone la poblacién y muestra del estudio, las variables involucradas,
las técnicas e instrumentos utilizados para la recoleccion de datos, el procedimiento
seguido y los métodos empleados para el analisis estadistico de los resultados.
Capitulo I1l: Comprende la presentacion de los resultados obtenidos en la
investigacion. Los datos son organizados en tablas y graficos, permitiendo responder
de manera directa a cada uno de los objetivos especificos planteados.

Capitulo IV: Aqui se lleva a cabo el andlisis critico de los resultados. Se comparan
los hallazgos del estudio con los reportados por otros investigadores, destacando
similitudes, diferencias e interpretaciones relevantes en el contexto del problema
investigado.

Capitulo V: Contiene las conclusiones de la investigacion, formuladas a partir de
los resultados alcanzados y en coherencia con los objetivos propuestos desde el
inicio del trabajo.

Capitulo VI: Se plantean recomendaciones orientadas a mejorar aspectos
relacionados con el estudio, como en la orientacion hacia futuras investigaciones que
profundicen los hallazgos obtenidos o aborden nuevas interrogantes.

Capitulo VI1I: Relne todas las referencias bibliogréaficas consultadas a lo largo de la
investigacion, elaboradas segun el estilo Vancouver, garantizando la rigurosidad
académicay la trazabilidad de las fuentes utilizadas.

Capitulo VIII: Finalmente, este capitulo incluye los anexos que complementan la
investigacion. Se presentan documentos, evidencias, fichas técnicas u otros
materiales relevantes que respaldan el proceso metodol6gico y los resultados

obtenidos.
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Il. ESTRATEGIA METODOLOGICA

2.1. Enfoque, tipo, nivel y disefio de la investigacion

2.1.1.

2.1.2.

2.1.3.

2.1.3.

Enfoque de investigacion
Cuantitativo, debido a que se utilizaron métodos y técnicas para la medicion de

las unidades de analisis (47), midiéndose los halos de inhibicion de cada una de
las concentraciones.

Tipo de investigacion

Aplicada, porque se buscé aportar una solucion a la problemética de la
resistencia microbiana mediante el uso del extracto etandlico de hojas y raices
de Plantago major frente a cepas patdgenas, integrando conocimientos de

diversas ciencias (48).

Nivel de la investigacion
Descriptiva, porque permitio detallar las caracteristicas y propiedades del objeto

de estudio dentro de un contexto geografico y temporal especifico, limitando el
analisis Unicamente a la poblacion evaluada (48, 49).

Disefio de investigacion

Experimental, porque se manipularon activamente las concentraciones de los
extractos etanolicos de hojas y raices de Plantago major (llantén) para observar

su efecto sobre el crecimiento de distintas cepas microbianas (50).

2.2. Poblacién y muestra

> Poblacién

La poblacion de estudio estuvo constituida por todos los individuos adultos de
Plantago major (llantén) que crecieron de forma silvestre en zonas rurales de la
provincia de Chincha, especificamente en caminos rurales y en riberas de
canales de regadio, durante el afio 2025, los cuales se recolectaron a finales de
otofio e inicios de invierno.
Muestra
La muestra final estuvo conformada por aproximadamente 385 individuos
adultos de Plantago major, determinada mediante la formula de Cochran para
poblaciones infinitas, con un nivel de confianza del 95 % y un margen de error
del 5 %. En ausencia de datos precisos sobre la proporcién de cada habitat, la
muestra se distribuy6 proporcionalmente: 134 plantas en caminos rurales y 133
en riberas de canales.

v" Criterios de inclusion:

- Hojas y raices frescas.
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- Hojas y raices sanas.
- Hojas y raices sin contaminantes u hongos.
v" Criterios de exclusion:
- Hojas y raices dafiadas.
- Hojas y raices contaminadas.
- Hojas y raices secas.
» Unidad de anélisis
e Cepas de Candida albicans ATCC 10231.
e Cepas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.
e Cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213.
e Cepas de Klebsiella pneumoniae ATCC 13883.
e Cepas de Escherichia coli ATCC 13216.
v" Criterio de inclusién
Crecimiento uniforme del microorganismo en la placa de cultivo.
v" Criterio de exclusion
Presencia de contaminacion cruzada (colonias distintas a las del
microorganismo evaluado).

Crecimiento irregular o incompleto del microorganismo.

2.3. Variables de la investigacion

e Variable independiente
- Extractos etano6licos de las hojas y raices del Plantago major.

v" Dimensiones
= Identificacion botanica de la especie vegetal.
= |dentificacion fitoquimica de los extractos.
= Caracteristicas organolépticas de los extractos etandlicos de las hojas
y raices del Plantago major.
= Concentraciones del extracto etandlico de hojas de Plantago major.

= Concentraciones del extracto etanélico de raices de Plantago major.

e Variable dependiente
- Actividad antimicrobiana.
v Dimensiones
» Ensayo de susceptibilidad antimicrobiana por el método de difusion
en agar por pozos.

= Determinacidn del Porcentaje de Inhibicion Relativa (PIR).
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= Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) determinada mediante el

método de dilucion en caldo.

» Operacionalizacion de las variables

Variables de Definicion Dimensiones Indicadores Escala de
estudio conceptual medicion
Identificacion botanica | Género y especie
Identificacion Reacciones de coloracion | \/zriable
fitoquimica y/o precipitacion cualitativa
Caracteristicas Color, olor y sabor nominal
organolépticas
Extracto etandlico de las
Variable Sustancia hojas del Plantago major
independiente obtenida de la | Concentraciones del al 20%.
Los extractos materia prima | €Xtracto etandlico de —
etandlicos de las | (Plantago las hojas del Plantago | Extracto etanolico de las
. ] . maior. hojas del Plantago major
hojas y raices del | major) que J 1 20 % )
Plantago major. | contiene una a > T Variable
pequeRia Ex_tracto etandlico de |f’iS cuantitativa
- hojas del Plantago major | nominal
porcion. al 80%.
concentrada de F
sus Extracto etandlico de Ia}s
metabolitos. raices del Plantago major
al 20 %.
Concentramo’ngs del Extracto etandlico de las
extrac,to etanglico de raices del Plantago major
las _ralces del Plantago al 40%.
major Extracto etandlico de las
raices del Plantago major
al 80%.
Método de Difusién en | Sensibilidad (mm).
Variable Facultad que | agar.
dependiente presenta una Variable
Actividad sustancia para | Determinacion del Por porcentaje (%). cuantitativa
antimicrobiana impedir el PIR. de razon.
frente a cepas crecimiento
patdgenas. microbiano. CML. mg /mL
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2.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de la informacién

2.4.1. Procedimientos experimentales
» Materiales

v' Materiales de laboratorio
= Probeta de 100 mL.
= Vasos de precipitacion.
= Embudos de vidrio.
= Baguetas.
= Tubos de ensayos.
= Gradillas.
= Lunas de reloj.
= Placas Petri.
= Pipetasde 1 mLy 2 mL.
=  Micropipetas de 100 pL y 1000 pL.
=  Viales.
= Placa escavada de porcelana.
= Propipetas.
= Pipeta Pasteur.
= Torundas.
= Asade siembra.
= Ronde quemar.
= Mechero de Bunsen.

v Material biol6gico
= Extracto de las hojas y raices de Plantago major
= Cepas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027.
= Cepas de Staphylococcus aureus ATCC 29213.
= Cepas de Klebsiella pneumoniae ATCC 13883.
= Cepas de Escherichia coli ATCC 13216.
= Cepas de Candida albicans ATCC 10231.

v' Medios de cultivo
= Caldo nutritivo (CN).
= Agar Muller Hinton (HM).
= Agar Dextrosa Sabouraud (SDA).
= Caldo Dextrosa Saboraud (SDB).
= Agar MacCon Key (MAC o0 MCK).
= Agar Salmonella-Shigella ( SS).
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= Agar Manitol Salado (MSA).
= Agar Cetrimide (ACT).
= Caldo Infusién Cerebro-Corazon (caldo BIH).
= Agar Infusidn Cerebro-Corazon (Agar BIH).
v Solventes y reactivos
= Alcohol 96°.
= Cloranfenicol.
= Agua destilada.
= Acido clorhidrico (HCI).
= Limaduras de magnesio.
= Gelatinaal 1 %.
= Cloruro férrico al 0,5 %.
= Reactivo de Fehling Ay B.
= Ninhidrina.
= Reactivo Dragendorff.
= Reactivo de Mayer.
» Reactivo de Wagner.
» Reactivo de Hager.
= Diclorometano.
= Anhidrido acético.
= Acido sulfrico.
» Hipoclorito de sodio.
v' Equipos de laboratorio
» Balanza analitica.
= Refrigeradora.
» Campana bacterioldgica de flujo laminar.
= Autoclave.
= Incubadora.
= Estufa.
= Equipo rotavapor.
= Molino.
v' Otros
= Papel de filtro.
= Papel de aluminio.
= Hisopos estériles.
= Papel kraft.

= Cinta masking tape.
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= Frascos de vidrio.

= Algodon.

= Plumoén indeleble.

= Mascarilla.

= Toca.

= Guantes.

2.4.1.1. Técnica: Obtencioén del extracto etandlico de las hojas y raices del

Plantago major

R/
0'0

Identificacion taxondmica

La identificacion taxondmica de la planta medicinal se realizé en el
departamento de Ica, a cargo del bidlogo certificado Dr. David
Méaximo Miranda Huaman (CPB 3681) (ver Anexo 1). La muestra
vegetal, estuvo compuesta por hojas, tallo y raiz en buen estado, fue
entregada para su evaluacion.

Recoleccién de las muestras

A finales de otofio e inicios de invierno, por la mafana, se
recolectaron las hojas y raices adultas de Plantago major, siguiendo
los criterios de inclusién y exclusion previamente establecidos. Se
pesaron aproximadamente 1900 g de hojas y 2250 g de raices, las
cuales fueron colocadas sobre papel kraft y envueltas para su
traslado.

Limpieza de las muestras

La limpieza de las hojas de Plantago major se realiz6 con un trapo
y agua potable para eliminar el polvo, seguida de un enjuague con
agua destilada para remover los minerales presentes. Las raices se
limpiaron con un cepillo y agua potable, y luego se enjuagaron con
agua destilada para asegurar su pureza.

Secado de las muestras

Una vez limpias, las muestras de hojas y raices de Plantago major
fueron presecadas sobre papel Kraft, colocandolas sin superposicion
en un lugar seco, sin exposicion solar y cubierto con una tela fina
para evitar el polvo. Las hojas se secaron a temperatura ambiente
durante 4 dias y luego en estufa a 45 °C por 3 horas, con intervalos
de una hora (ver figura 5). Las raices se secaron a temperatura
ambiente durante 15 dias y posteriormente en estufa a 45 °C por 5

horas, también con intervalos de una hora.
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Molienda de la muestra

Las hojas y raices secas de Plantago major fueron trituradas en

partes pequefias mediante molienda manual con un molino.

Preparacion de los extractos etandlicos

Una vez molidas, las muestras de hojas y raices de Plantago major

fueron pesadas para su posterior maceracion.

e Se maceraron 200 g de hojas con 1,1 L de alcohol etilico al 96 %
en un frasco de vidrio de 3 L. Inicialmente se afiadieron 850 mL
de alcohol para la humectacién durante 30 minutos, y luego se
incorporaron los 250 mL restantes. El frasco se protegié con
papel aluminio y se almacend en un lugar sombreado entre 15 y
20 dias, con agitacion constante

e Igualmente, se maceraron 200 g de raices con 1 L de alcohol
etilico al 96% en un frasco de 5 L, utilizando el mismo
procedimiento. Adicionalmente, se realizd6 una segunda
maceracion con 95 g de raices en 500 mL de alcohol, siguiendo
los mismos pasos. Ambos frascos se conservaron en reposo
durante 20 a 25 dias, protegidos de la luz directa y con agitacion
frecuente (ver anexol1l).

Todos los frascos fueron debidamente rotulados con la informacién

correspondiente (fecha, parte vegetal, cantidad, solvente, entre

otros).

2.4.1.2. Técnica: Secado de los extractos etandlicos de las hojas y raices de

Plantago major.

R/
0'0

Secado de los extractos

Finalizado el periodo de maceracion (entre 15y 25 dias), se filtraron
los extractos utilizando papel de filtro Whatman en recipientes
limpios y desinfectados. Se reservaron 50 mL de cada extracto para
la identificacion fitoquimica.

Luego, los extractos fueron concentrados por evaporacion a presion
reducida en un rotavapor, con el fin de eliminar el alcohol etilico.
Antes de transferirlos a vasos de precipitados, estos fueron pesados
para calcular el rendimiento del extracto seco. Finalmente, los
extractos se sometieron a bafio Maria a baja temperatura para
eliminar completamente el solvente residual (ver anexoll).
Rendimiento de los extractos

El rendimiento se calculé segln la siguiente formula:
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Peso del extracto seco

Rendimiento (%) = — x 100
Peso de la muestra inicial

Donde:
e Peso del extracto seco: corresponde al peso del extracto luego
de la evaporacion total del solvente.
e Peso de la muestra inicial: cantidad de planta utilizada para la
maceracion.
v Rendimiento del extracto de hojas
- Peso del vaso con extracto: 81,0642 g
- Peso del vaso vacio: 67,4198 g
- Peso del extracto seco: 13,6444 g

- Peso de la muestra inicial: 200 g

13,644 g
Rendimiento= —— X100 =6,82%
2009

v' Rendimiento del extracto ae raices (2 maceraciones)

Primera maceracion

- Peso del vaso con extracto: 94,6235 g
- Peso del vaso vacio: 87,6860 g
- Peso del extracto seco: 6,9375 ¢

- Peso de la muestra inicial: 200 g

6,9375 g
Rendimiento= —— X100 =3,47%

200 g

Sequnda maceracién

- Peso del vaso con extracto: 149,2363 g
- Peso del vaso vacio: 145,9263 ¢
- Peso del extracto seco: 3,31 g

- Peso de la muestra inicial: 95 g

3,31g
Rendimiento= ——— x100 =3,48%

9 g
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Bafio maria

Figura 1: Organigrama de la obtencion de los extractos etandlicos de Plantago major.

2.4.1.3. Técnica: Identificacidn fitoquimica de los extractos etanélicos

Se realizé la identificacion fitoquimica para la identificacion de los
metabolitos secundarios presentes en los extractos etandlicos de hojas y

raices de Plantago major, se realizaron pruebas cualitativas especificas
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basadas en reacciones de coloracion o precipitacion, llevadas a cabo en

placa excavada o tubos de ensayo, segun el tipo de compuesto a evaluar

(ver anexo 12).

Los procedimientos aplicados fueron los siguientes:

v Flavonoides: Se colocé una gota del extracto en una placa excavada,
se afiadieron limaduras de magnesio y una gota de &cido clorhidrico
concentrado, dejando reposar cinco minutos. La aparicion de una
coloracion roja o rosada indicé una reaccion positiva.

v/ Taninos: Se coloc6 una gota del extracto etandlico en una placa
excavada, seguida de dos gotas de gelatina al 1 %. La formacién de
turbidez o precipitado confirmé una reaccion positiva.

v Compuestos fendlicos: Se mezclé una gota del extracto etandlico con
1 a 2 gotas de cloruro féerrico al 0,5 %. La aparicion de una coloracion
intensa azul, verde o negra indic6 una reaccion positiva.

v’ Saponinas: Se mezclaron 1 mL de extracto etanélico y 2 mL de agua
destilada, agitandose durante un minuto. La formacién de espuma
persistente mayor a 2 mm indicé resultado positivo.

v AzUcares reductores: En un tubo de ensayo se mezclé 1 mL del
extracto etandlico con 1 mL del reactivo de Fehling (A + B). La mezcla
se calentd en bafio maria durante 10 minutos. La aparicion de un
precipitado rojo ladrillo indico resultado positivo.

v" Aminodcidos: Se mezclaron 1 mL de extracto etandlico y 1 mL de
ninhidrina en un tubo de ensayo, llevandose a bafio maria por 20
minutos. La aparicion de una coloracion pdrpura indicé una reaccion
positiva.

v' Alcaloides: Se colocd una gota del extracto etandlico en varias

cavidades de una placa excavada + HCI (Acido clorhidrico) al 1%:

+ + 1 gota del reactivo Dragendorff, siendo positivo por presentar
precipitado naranja.

+ + 1 gota del reactivo Wagner, siendo positivo por precipitado
marrdn castafio.

+ + 1 gota del reactivo Mayer, siendo positivo por precipitado

blanco.

v' Triterpenos, esteroides y quinonas: Se colocd 10 mL del extracto

etandlico en un vaso de precipitacion y se evapord completamente en
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bafio maria. El residuo se disolvié en diclorometano y se distribuy6 en

dos tubos de ensayo (51).

= Al primero se le afiadié anhidrido acético y &cido sulfirico
concentrado; la aparicién de un color azul verdoso o verde
oscuro indicd la presencia de triterpenos y esteroides.

= Al segundo se le agregd hidroxido de sodio al 5%,
observandose una coloracion rosa junto a una fase verde y un
precipitado denso, confirmando la presencia de quinonas (ver
tabla 1).

2.4.1.4. Técnica: determinacion de las caracteristicas organolépticas
Para la evaluacion de las caracteristicas organolépticas de los extractos
etandlicos de hojas y raices de Plantago major, se consideraron los
siguientes parametros:

v Color: Se colocaron 10 mL de cada extracto en vasos precipitados
limpios, se dejaron reposar 30 minutos y se evalud el color a simple
vista bajo luz natural (ver anexo 13).

v" Olor: Una vez evaluado el color, se valoré el olor acercando el vaso
precipitado a la nariz y facilitando la percepcion del aroma con la
palma de la mano.

v Aspecto (textura): Culminada la evaluacién del olor, se aplicé una
gota de cada extracto en los dedos indice y pulgar, frotdndolos
suavemente para evaluar su textura.

v Sabor: Finalmente, se tomd una gota de cada uno de los extractos
etanolicos y se llevo a la boca con fines exclusivamente sensoriales,

evaluando el sabor de forma descriptiva (ver tabla 2).

2.4.1.5. Técnica: Reactivacion de los microorganismos ATCC
v" Preparacion de los medios de cultivo:

Se prepararon los medios de cultivo necesarios para el sembrado de

las cepas ATCC.

< HM: Se empled para Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa, pesando 38
o/L y calentando la mezcla hasta disolver completamente. El
medio se esterilizd en autoclave a 121 °C por 15 minutos, se
enfrio a 45-50°C y se vertieron 20 mL en 35 placas Petri

estériles, que se conservaron entre 2 'y 8 °C.
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SDA: Para el cultivo y aislamiento de Candida albicans se
preparo en proporcion reducida (16,25 g en 250 mL), calentando
la mezcla hasta lograr su completa disolucion. Luego fue
esterilizado en autoclave a 121°C por 15 minutos, se enfrié a 45—
50 °C y se vertieron 20 mL en 30 placas Petri estériles, que se

conservaron entre 2 y 8 °C (27, 53).

v" Preparacion de los medios para la reactivacion de las cepas.

R/
0.0

Caldo BHI: Se preparé el medio disolviendo 9,25 g en 250 mL
de agua destilada, calentando la mezcla hasta lograr su completa
disolucion. Posteriormente, se esteriliz6 en autoclave a 121 °C
durante 15 minutos. Una vez esterilizado, se distribuyeron 5 mL
en cinco tubos de ensayo con tapa estériles, los cuales fueron
almacenados a una temperatura de 2 a 8 °C hasta su uso.

Agar BHI: Se disolvieron 13 g del medio en 250 mL de agua
destilada y la mezcla se calentd hasta alcanzar una ebullicién
suave. Posteriormente, se esterilizd en autoclave a 121 °C
durante 15 minutos. Una vez esterilizado, se distribuyeron 5 mL
en cinco tubos de ensayo con tapa estériles, los cuales se
almacenaron en refrigeracién a una temperatura de 2 a 8 °C hasta
su utilizacion.

SDB: Se disolvieron 13,25 g en 250 mL de agua destilada, se
calent6 hasta ebullicion suave, se esterilizé en autoclave a 121°C
por 15 minutos, se vertieron 5 mL en 3 tubos de ensayo con tapa
estériles y se almacend para su uso en refrigeracién de 2 a 8 °C.
CN: Se preparé con 13 g/L, se calentd hasta disolucién, se
esterilizo en autoclave a 121°C y almaceno en frascos estériles.
MAC: Para el aislmiento de Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae, se disolvieron 13 g en 250 mL, se calentd, esterilizd
en autoclave a 121°C, se vertieron 20 mL en 4 placas Petri y se
refrigeraron de 2 a 8°C.

ACT: Para el aislamiento de Pseudomonas aeruginosa, se
prepararon 11,25 g en 250 mL de agua destilada, se calento,
esterilizé en autoclave a 121°C, se vertieron 20 mL en 4 placas
Petri y se refrigeraron de 2 a 8°C.

MSA: Para el aislamiento selectivo de Staphylococcus aureus,

se disolvieron 27,75 g en 250 mL de agua destilada, se calento
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hasta ebullicién suave, se esterilizd6 en autoclave a 121°C, se
vertio en 2 placas Petri y se refrigerd entre 2 y 8 °C.
v Reactivacion de las cepas:
Las cepas as cepas bacterianas se atemperaron a temperatura
ambiente por 3—4 horas, luego se inocularon en 4 mL de caldo BHI
y se incubaron a 37 °C por 18-24 horas. Al evidenciarse turbidez,

se sembraron en medios selectivos y diferenciados:

= MSA ->Staphylococcus aureus.
= MAC - Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae.

= ACT -> Pseudomonas aeruginosa.

Tras de 24 h de incubacion a 37 °C, se selecciond una colonia de
cada especie y se sembré en agar BIH, incubandose nuevamente
por 24 ha 37 °C. Luego, se realiz6 una Gltima siembra en 4 mL de
CN, incubado por 24 h a 37°C, y se ajusto la turbidez de cada
cultivo a una concentracion equivalente a 0,5 en la escala de
McFarland.

Para Candida albicans, un hongo, la cepa fue atemperada durante
3 a4 horas tras ser retirada del refrigerador. Luego, se sembré en
4 mL de SDB e incubd a 37 °C por 24h, observandose turbidez
como indicio de crecimiento. Posteriormente, se sembrd en SDA
con cloranfenicol para evitar crecimiento bacteriano e incubd por
24 ha37 °C. Se seleccionod una colonia representativa, se resembro
en SDA y se incub6 nuevamente por 24 h. Finalmente, se realiz6
una siembra en 4 mL de SDB ¢ incubd por 24 h a 37 °C, ajustando
la turbidez a 05 en la escala de McFarland.
Todo el procedimiento se llevé a cabo en campana de flujo
laminar, utilizando un mechero de Bunsen para mantener la

asepsia y evitar la contaminacion cruzada (26, 52) (ver anexo 14).
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Reactivacion de los

Iicroorganismos

Temperatura ambiente

0.3 escala McFarland

Figura 2: Organigrama de la reactivacion de los microorganismos.
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2.4.1.6. Técnica: Preparacién de las diferentes concentraciones (20%, 40 %y
80 %) de cada uno de los extractos etanolicos.
Una vez obtenido el rendimiento de los extractos etanolicos de hojas y raices
de Plantago major, se procedio a preparar tres concentraciones (80 %, 40 %
y 20 %) utilizando alcohol al 96° como disolvente, con el fin de emplearlas
en el enfrentamiento contra los microorganismos.
4+ Extracto etano6lico de hojas:
« Concentracion al 80 % (H1): Se disolvieron 13,6 g del extracto
seco en 17 mL de alcohol al 96°.
< Concentracion al 40 % (H2): A partir de la solucion H1, se
tomaron 5 mL vy se diluyeron con 5 mL de alcohol al 96°.
% Concentracion al 20 % (H3): A partir de la solucion H2, se
tomaron 4 mL y se mezclaron con 4 mL de alcohol al 96°.
+ Extracto etandlico de raices:
Para este caso, se trabajo con dos extractos individuales que posteriormente
fueron unificados:
e Primer extracto: Se disolvieron 6,9 g en 8,6 mL de alcohol al 96°.
e Segundo extracto: Se disolvieron 3,3 g en 4,1 mL de alcohol al
96°.
Ambos fueron combinados para formar una solucién madre:
% Concentracion al 80 % (R1): Mezcla total de ambos

extractos disueltos.

7
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Concentracion al 40 % (R2): A partir de R1, se tomaron
5 mL y se diluyeron con 5 mL de alcohol al 96°.
¢ Concentracion al 20 % (R3): A partir de R2, se tomaron

4 mL y se mezclaron con 4 mL de alcohol al 96°.

2.4.1.7. Técnica: Dilucion del cloranfenicol (control positivo).
Como control positivo se prepard6 una solucién de cloranfenicol,

disolviendo entre 150 y 250 pg en 5 mL de agua destilada.

2.4.1.8. Técnica: Evaluacion de la actividad antimicrobiana.
Los ensayos se realizaron dentro de una campana de flujo laminar
bacteriol6gico, utilizando un mechero de Bunsen para mantener

condiciones asépticas y evitar la contaminacion cruzada.

+ Método de difusion en agar por pozos.
Se emplearon 30 placas Petri: 24 con 20 mL de MH para bacterias y 6

con agar SDA para Candida albicans, rotuladas segun el
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microorganismo Yy la parte vegetal evaluada (15 placas para hojas y 15
para raices de Plantago major). Los ensayos se realizaron por
triplicado.
Cada placa fue sembrada por estria cruzada con un hisopo estéril
humedecido en la suspensién del microorganismo correspondiente.
Luego, se marcaron 5 posiciones en la base de la placa en forma de cruz:
» En la parte superior, el simbolo (+) correspondiente al control
positivo (cloranfenicol para bacterias o clotrimazol al 1% en
solucién para Candida albicans).
= En el centro, el simbolo (-) correspondiente al control negativo
(alcohol al 96°).
= Aladerecha, el nimero 1, correspondiente al extracto al 80 %.

= Debajo del control negativo, el nimero 2, para el extracto al 40 %.

A la izquierda, el nimero 3, indicando el extracto al 20 %.

Una vez rotuladas las placas, se realizaron perforaciones en el medio
con la parte superior de un tubo de ensayo estéril de 8 mm de diametro.
Los fragmentos extraidos fueron retirados cuidadosamente con un asa
bacterioldgica estéril. Luego, los orificios se sellaron con 40 uL. de HM
fundido, o con SDA fundido en el caso de Candida albicans. Tras la
solidificacion, se llenaron con una pipeta Pasteur hasta el ras con los
extractos segln su concentracion y parte vegetal correspondiente,
ademas de los controles positivos y negativos. Las placas se incubaron
a 37°C durante 24 horas. Finalmente, se midieron los halos de
inhibicién con una regla (26, 52) (ver anexo 15 y 16) y se calcularon
los valores del PIR (ver tabla 5).

media del diametro del halo de
PIR (%) = inhibicion del extracto

X100

Medida del didmetro del halo de
inhibicion del control positivo

Método de dilucion en caldo.

Se utilizaron 10 series de 10 tubos de ensayo (5 para los extractos de
hojas y 5 para los de raices), rotulados del 1 al 10 segun el tipo de
extracto (H: hojas, R: raices) y el microorganismo correspondiente.
Para las bacterias, se afiadieron 0,5 mL de CN en los tubos del 2 al 10,

y 0,5 mL del extracto al 80 % en los tubos 1 y 2. A partir del tubo
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nimero 2, se realizaron diluciones seriadas: se homogeneiz6 el
contenido (CN y extracto) aspirando y descargando cinco veces con una
micropipeta, y luego se transfirieron 0,5 mL sucesivamente hasta el
tubo nimero 9. Del tubo 9 también se extrajeron 0,5 mL, los cuales
fueron descartados para mantener un volumen uniforme en todos los
tubos. Posteriormente, se agrego 0,5 mL de la suspension bacteriana
reactivada a cada tubo.

En el caso de Candida albicans, se emple6 SDB en lugar de CN,
siguiendo el mismo procedimiento.

Todos los tubos fueron sellados con torundas estériles de algoddn y se
incubaron a 37 °C durante 24 horas.

Finalizada la incubacién, se procedi6 a observar en los tubos la
presencia de turbidez, lo que indic6 que los microorganismos habian
crecido, hallandose asi la CMI (ver tabla 8) (ver anexo 17 y 18). Para
determinar la Concentracién Minima Bactericida (CMB), se prepararon
4 placas Petri con 20 mL de HM y 2 con SDA, divididas en 10 sectores
y rotuladas del 1 al 10, indicando el tipo de extracto y el
microorganismo correspondiente. EI contenido de los tubos se sembro
en los sectores respectivos utilizando un asa bacterioldgica previamente
esterilizada, y las placas fueron incubadas nuevamente durante 24 horas
a 37 °C. Finalmente, se evalud la presencia o ausencia de crecimiento
microbiano en cada sector para determinar la CMB de cada extracto.
(26, 27, 52) (ver anexo 19).

2.4.1.9. Técnica: Inactivacion y eliminacién de los microorganismos.

+ Inactivacion de microoganismos.
Finalizados los ensayos microbioldgicos, se procedio a la inactivacion
de los cultivos para evitar riesgos bioldgicos y cumplir con las hormas
de bioseguridad. Todo el material contaminado, como placas Petri,
tubos de ensayo y torundas de algodon, fue sumergido completamente
en hipoclorito de sodio al 5% durante 30 minutos, asegurando la
destruccion de los microorganismos.

+ Eliminacion de los microorganismos
Una vez inactivados, los residuos liquidos se descartaron en un
contenedor destinado a desechos bioldgicos, mientras que el material
solido fue embolsado, rotulado como residuo biocontaminado y

eliminado segun el protocolo correspondiente.
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2.4.1.10. Técnica: Esterilizacion de los materiales.
Los materiales reutilizables (tubos de vidrio, frascos y placas Petri) fueron
desinfectados previamente con hipoclorito, lavados con agua y detergente,
enjuagados con agua destilada y secados al ambiente. Luego, se
envolvieron en papel kraft y se esterilizaron en autoclave a 121 °C durante
15 minutos, a una presion de 15 Ib/pulg?, quedando listos para su préximo

uso en condiciones seguras.

2.5. Instrumentos de recoleccion de la informacion.
+ Hojas de datos: Utilizados para anotar los datos obtenidos como los resultados de
las identificaciones fitoquimicas (ver Anexo 3), organolépticos (ver anexo 4), cada
réplica experimental, como los valores de los halos de inhibicién (ver anexo 5y 6),
la presencia o ausencia de crecimiento microbiano en los ensayos de CMI (ver anexo
7y 8).

2.6. Herramientas para el analisis estadistico.

+ Software estadistico (SPSS y Microsoft Excel): Se emplearon los programas SPSS
y Microsoft Excel para el procesamiento y analisis estadistico de los datos. Los
valores de los halos de inhibicion (en milimetros), obtenidos mediante el método de
difusion en agar, fueron analizados con ANOVA de un solo factor y un nivel de
confianza del 95 %. Este analisis permiti6 identificar diferencias significativas en la
actividad antimicrobiana de los extractos etanolicos de hojas y raices de Plantago
major en distintas concentraciones (20%, 40% y 80 %) frente a cada
microorganismo y comparado con el control positivo.
Cuando el ANOVA mostr6 diferencias significativas (p <0,05), se aplicé la prueba
de Tukey HSD para determinar entre qué grupos se encontraban dichas diferencias.

Los resultados se presentaron en tablas y graficos para facilitar su interpretacion.

2.7. Aspectos éticos
El presente estudio se desarrollé respetando los principios éticos fundamentales
establecidos para investigaciones cientificas. No se trabajé con seres humanos ni
animales, por lo tanto, no fue necesaria la aprobacion de un comité de ética institucional.
Todos los procedimientos microbiolégicos se realizaron cumpliendo estrictamente las
normas de bioseguridad y buenas précticas de laboratorio, con el fin de minimizar
cualquier riesgo de contaminacién y exposicion a los microorganismos utilizados.
Asimismo, se garantizo el uso responsable y la inactivacion adecuada de los cultivos
bacterianos y flangicos al finalizar los experimentos, mediante su esterilizaciéon en

autoclave antes de su eliminacion como residuos biolégicos.
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Los materiales vegetales recolectados (hojas y raices de Plantago major) provienen de
zonas rurales de Ica y fueron utilizados exclusivamente con fines cientificos, respetando

el principio de sostenibilidad y sin causar dafios al ecosistema local.
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. RESULTADOS
Objetivo especifico 1: Identificar los metabolitos secundarios presentes en los extractos
etandlicos de las hojas y raices del Plantago major (llantén) que crecen en zonas rurales de Ica,
2025.

Tabla 1:Resultados de la identificacion fitoquimica de los extractos etanolicos de hojas y

raices de Plantago major (llantén).

Metabolitos secundarios Hojas Raices
Flavonoides + e
Compuestos fendlicos +++ ++
Dragendorff +++ 4+
Alcaloides Wagner +++ 4+
Mayer ++ ++
Taninos ++ +
Saponinas T4+ +
Triterpenos +++ +H+
Quinonas ++ o+
AzUcares reductores + ++
Aminoacidos +++ ER

Leyenda:

< + - Presente

Segun latabla 1, ambos extractos (hojas y raices) de Plantago major contienen flavonoides,
compuestos fendlicos, alcaloides, taninos, saponinas, triterpenos, quinonas, azlcares
reductores y aminoéacidos en distintas proporciones. Las hojas destacan por su mayor
contenido de saponinas, taninos y compuestos fendlicos, mientras que las raices presentan
niveles ligeramente superiores de flavonoides, quinonas y azlcares reductores; en cambio,

el contenido de alcaloides es similar en ambas partes de la planta.
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Tabla 2: Resultados del analisis organoléptico de los extractos etanolicos de hojas y

raices de Plantago major (llantén).

Caracteristicas Hojas Raices
organolépticas
Color Verde oscuro Marrén un poco oscuro
Olor Alcanforado Avainillado/Acaramelado
Aspecto Fluido Fluido
Sabor Amargo Acida / amargo

Las diferencias observadas pueden atribuirse a la variabilidad en la composicion
fitoquimica entre hojas y raices. El olor avainillado y dulce de las raices se asocia a
compuestos fendlicos o ciertos flavonoides, mientras que el aroma alcanforado en las hojas
sugiere la presencia de terpenoides o aceites esenciales. El sabor amargo presente en ambos
extractos se asocia con los glucésidos o taninos. Esta caracterizacion sensorial

complementa la identificacion fitoquimica realizada.

Objetivo especifico 2: Identificar la concentracion del extracto etan6lico de hojas y raices de
Plantago major que presentara el mayor Porcentaje de Inhibicion Relativa (PIR) in vitro frente a
las cepas patogenas evaluadas en comparacion con el antimicrobiano de referencia y el control

negativo.

Tabla 3: Promedio + desviacion estandar de los halos de inhibicion (mm) del extracto etandlico

de hojas de Plantago major frente a microorganismos patogeno, control positivo y negativo.

Microorganismo 80% (H) 40% (H) 20% (H) Control Alcohol
positivo 96°
Candida albicans 140+£10 180+10 213+15 400x1,0 8,0£0,0
Staphylococcus 140+1,0 17,7+£06 187x15 420%1,0 8,0£0,0
aureus

Pseudomonas 133+15 170+10 140+10 31,7+0,6 8,0+0,0
aeruginosa

Escherichia coli 14,7 +£0,6 230+10 130+1,0 32,0%1,0 8,0+£0,0

Klebsiella 130+£10 150+10 16,3+0,6 257x0,6 8,000
pneumoniae

Leyenda: (H) >Hojas

Los resultados indicaron que el extracto etandlico de hojas de Plantago major presentd actividad
antimicrobiana frente a todas las cepas evaluadas. En todos los casos, el control positivo
(cloranfenicol o clotrimazol al 1%) mostro halos de inhibicién superiores a los de los extractos,

mientras que el control negativo (alcohol 96°) mantuvo un halo constante de 8,0 mm sin actividad
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antimicrobiana. Las hojas registraron sus mayores halos frente a Candida albicans (21,3 mm),
Staphylococcus aureus (18,7 mm) y Klebsiella pneumoniae (16,3 mm) con la concentracion al
20%, lo que sugirié una mejor difusion a menor concentracion. En Pseudomonas aeruginosa y
Escherichia coli, la inhibicién més alta se obtuvo con la concentracion al 40% (17,0 mmy 23,0
mm, respectivamente). La consistencia de estos valores se reflejé en las desviaciones estandar
bajas, lo que respald6d la confiabilidad y reproducibilidad de la actividad antimicrobiana

observada.

Tabla 4: Promedio £ desviacion estandar de los halos de inhibicién (mm) del extracto etandlico

de raices de Plantago major frente a microorganismos patdgeno, control positivo y negativo.

Microorganismo 80% (R) 40% (R) 20% (R) Control Alcohol
positivo 96°

Candida albicans 160+£26 21,7+15 16,7+1,2 41,3+1,2 8,0+0,0
Staphylococcus 147+06 223+06 21,0+1,0 42,7+0,6 8,0+0,0
aureus
Pseudomonas 13,7+15 18,7+£12 21315 31,0£1,0 8,000
aeruginosa
Escherichia coli 13,7+1,2 143+0,6 18,7+0,6 30,7+0,6 8,0+0,0
Klebsiella 127+0,6 133+0,6 170£1,0 25,7+1.2 8,0x0,0
pneumoniae

Leyenda:R) 2> Raiz

Los resultados indicaron que el extracto etandlico de raices de Plantago major presentd actividad
antimicrobiana frente a todas las cepas evaluadas. En todos los casos, el control positivo mostro
halos de inhibicion superiores a los de los extractos, mientras que el control negativo no presento
actividad antimicrobiana, manteniendo un halo constante de 8,0 mm. Los extractos de raices
registraron sus mayores halos contra Candida albicans y Staphylococcus aureus a la
concentracion del 40% (21,7 mm y 22,3 mm, respectivamente). En Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, la mayor inhibicion se observo con la concentracion
del 20% (21,3 mm; 18,7 mm y 17,0 mm, respectivamente). Estos resultados respaldaron el
potencial antibacteriano del extracto de raices, siendo este ligeramente mas efectivo que el

extracto de hojas.
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Figura 3: Actividad antimicrobiana (promedio de halos de inhibicién) de los
extractos etanolicos de hojas y raices de Plantago major en comparacion con el
control positivo frente a Candida albicans.

0.2 Control positivo

El extracto etandlico de Plantago major mostr6 actividad antimicrobiana significativa frente a
Candida albicans. Se observo que, a menor concentracion del extracto, se obtuvo un mayor halo

de inhibicidn; sin embargo, el control positivo (clotrimazol al 1%) present6 un halo de inhibicién
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Figura 4: Actividad antimicrobiana (promedio de halos de inhibicién) de los
extractos etandlicos de hojas y raices de Plantago major en comparacion con el
control positivo frente a Staphylococcus aureus.
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El extracto etandlico de Plantago major evidencié una actividad antimicrobiana significativa

contra Staphylococcus aureus. Se identifico que las concentraciones mas bajas del extracto
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generaron halos de inhibicion de mayor tamafio; no obstante, el control positivo (cloranfenicol)
registré un halo notablemente superior al obtenido por cualquiera de los tratamientos ensayados.

18.7
17
l |
0.4 0.8

Figura5: Actividad antimicrobiana (promedio de halos de inhibicion) de los extractos
etandlicos de hojas y raices de Plantago major en comparacion con el control positivo
frente a Pseudomonas aeruginosa.
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El extracto etandlico de Plantago major evidencié una actividad antimicrobiana significativa
frente a Pseudomonas aeruginosa. No obstante, el control positivo produjo halos de inhibicion

notablemente mayores en comparacion con todos los tratamientos evaluados.
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Figura 6: Actividad antimicrobiana (promedio de halos de inhibicién) de los extractos
etanodlicos de hojas y raices de Plantago major en comparacion con el control positivo
frente a Escherichia coli.
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El extracto etandlico de Plantago major mostré una actividad antimicrobiana significativa frente
a Escherichia coli. Sin embargo, el control positivo presenté halos de inhibicion

considerablemente mayores en comparacion con todos los tratamientos evaluados.

30

25.7 25.7

25

3
-g 20
£ 163 7
2 15 & Hoi
c 0jas
o o 13 127 :
= M Raices
2
3
o 10
h4

5

0

0.2 0.4 0.8 Control positivo

Figura 7: Actividad antimicrobiana (promedio de halos de inhibicion) de los extractos
etandlicos de hojas y raices de Plantago major en comparacion con el control positivo
frente a Klepsiella pneumoniae.

El extracto etandlico de Plantago major evidencié una actividad antimicrobiana significativa
frente a Klepsiella pneumoniae. No obstante, el control positivo produjo halos de inhibicion

notablemente mayores en comparacion con todos los tratamientos evaluados.

Tabla 5: Porcentaje de Inhibicién Relativa (PIR) de los extractos etandlicos de hojas y raices

de Plantago major frente a microorganismos patdgenos.

Microorganismo PIR PIR PIR PIR PIR PIR
80% 40% 20% 80% 40% 20%

(H) (H) (H) (R) (R) (R)

Candida albicans 35,0% 45,0% 53,3% 38,7% 525%  40,4%
Staphylococcus aureus 33,3% 42,1% 44,6% 344%  523%  49,2%
Pseudomonas aeruginosa  42,0% 53,6%  441% 44.2% 60,3% 68,7%
Escherichia coli 45,9% 71,9%  40,6% 44,6% 46,6% 60,9%
Klebsiella pneumoniae 50,6% 58,4% 63,4% 49,4% 51,8% 66,1%

Leyenda: R-> Raiz H->Hojas
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Los valores calculados del porcentaje de inhibicion relativa (PIR) indicaron que los extractos
etandlicos de hojas y raices de Plantago major presentaron una actividad antimicrobiana de
nivel moderado, con una eficacia relativa que oscild entre 71,9 % y 44,6 %, dependiendo de la
concentracion, la parte de la planta utilizada y el microorganismo evaluado.

Las cepas mas sensibles fueron Escherichia coli, con un PIR de 71,9 % para el extracto de hojas
al 20 %; Pseudomonas aeruginosa, con 68,7 % para el extracto de raices al 20 %; y Klebsiella
pneumoniae, con 66,1 % para el extracto de raices al 20 % y 63,4 % para el extracto de hojas al
20 %. Por otro lado, los valores mas bajos se registraron frente a Staphylococcus aureus con el
extracto de hojas al 20 % y Candida albicans con el extracto de raices al 40 % (PIR: 52,5 %).
Estos resultados confirmaron que, aunque los extractos no igualaron completamente al
antibidtico de referencia en términos absolutos, su efecto inhibitorio fue relevante desde el punto
de vista microbioldgico. Asimismo, en la mayoria de los casos se observo que la concentracion
del 20 % resultd méas efectiva que la del 40 %, lo que podria deberse a que, a mayor
concentracion, el extracto no logré difundirse adecuadamente en la placa. Se realizo el analisis
ANOVA para determinar si existieron diferencias significativas entre los tratamientos evaluados

gue presentaron un mayor PIR vs el antibiético de referencia.

Tabla 6: ANOVA del efecto de las concentraciones del extracto etandlico de hojas y raices de
Plantago major y control positivo de los halos de inhibicion frente a las cepas evaluadas con un
nivel de confiabilidad de 95% (0=0.05).

Microorganismo  Partede  SCE SCD SCT CME CMD F P-value
la planta

Candida Hoja 843,56 8,667 852,222 421,78 1,44 2920 1,05171E-06

albicans

Staphylococcus  Hoja 1137,6 7,333 1144,889 568,78 1,22 4654 2,62793E-07

aureus

Pseudomonas Hoja 536,2 4,667 540,8889 268,11 0,778 344,7 6,42238E-07

aeruginosa

Escherichia coli Hoja 542,0 6,0 548,0 271,0 1,0 271 1,31254E-06

Klebsiella Hoja 202,67 3,333 206,0 101,33 0,556 182,4 4,23677E-06

pneumoniae

Candida Raiz 1020,2 10,0 1030,22 510,11 1,667 306,1 9,1455E-07

albicans

Staphylococcus  Raiz 884,67 3,333 888,0 442,33 0,556 796,2 5,28929E-08

aureus

Pseudomonas Raiz 252,67 9,333 262,0 126,33 1,556 81,21 4,52071E-05

aeruginosa

Escherichia coli Raiz 42956 2,0 431,5556 214,78 0,333 644,3 9,95359E-08

Klebsiella Raiz 240,67 5,333 246,0 120,33 0,889 1354 1,01904E-05

pneumoniae
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Leyenda:

7

« SCT — Suma de cuadrados total.

< CME — Cuadrado medio del efecto.

% F — Estadistico F.

< CMD — Cuadrado medio del error.

< P-valor — Probabilidad asociada a F.

% SCE — Suma de cuadrados del efecto (o “grupo”).

% SCD — Suma de cuadrados del error (o “residual”).

+ Hipdtesis nula (Ho): Todas las medias de los grupos son iguales.

+ Hipdtesis alternativa (Hi): Al menos una de las medias de los halos de inhibicion

es significativamente diferente.

Se realiz6 un ANOVA de un factor con un nivel de confianza del 95% (a. = 0,05), comparando

tres tratamientos (40%, 20% y control positivo) para cada cepa y parte de Plantago major. El

objetivo fue evaluar si existian diferencias significativas entre los tratamientos con el antibiético

de referencia. En todos los casos, el ANOVA mostré un p- value < 0,05; lo que llevo al rechazo

de la hipdtesis nula y a la aceptacion de la hipoétesis alterna, indicando que al menos uno de los

tratamientos difiere significativamente de los demas. Por lo tanto, se aplicd la prueba post hoc de

Tukey para determinar especificamente entre qué grupos se presentaron dichas diferencias.

Tabla 7: Prueba de Tukey (o = 0,05) para los tratamientos de extracto etandlico de hojas y raices

(40 % y 20 %) de Plantago major vs control positivo frente a los microorganismos evaluados.

Microorganismo grupo 1 grupo 2 Diferencia de p-value Diferencia
medianas significativa

Candida Hojas 40%  Antimicrobiano 22 1,1663E-06 Sl
albicans Hojas 20%  Antimicrobiano ~ 18,6666667  3,2683E-06 SI
Staphylococcus ~ Hojas 40%  Antimicrobiano  24,33333333 4,262E-07 Sl
aureus Hojas 20%  Antimicrobiano  23,33333333 5,2175E-07 Sl
Pseudomonas Hojas 40%  Antimicrobiano 14,6666667 2,12792E-06 Sl
aeruginosa Hojas 20%  Antimicrobiano 17,6666667 6,87071E-07 Sl
Escherichia Hojas 40%  Antimicrobiano 9 8,1844E-05 Sl
coli Hojas 20%  Antimicrobiano 19 9,3092E-07 s
Klebsiella Hojas 40%  Antimicrobiano 10,6666667 5,407E-06 S
pneumoniae Hojas 20%  Antimicrobiano 9,33333333 1,2006E-05 Sl
Candida Raices 40%  Antimicrobiano 19,6666667 3,6859E-06 Sl
albicans Raices 20% Antimicrobiano  24,6666667  9,0055E-07 Sl
Raices 40%  Antimicrobiano 20,3333333 1,7224E-07 Sl
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Microorganismo

grupo 1 grupo 2 Diferencia de p-value Diferencia

medianas significativa

Staphylococcus  Raices 20%  Antimicrobiano 21,6666667 1,29E-07 Sl
aureus

Pseudomonas Raices 40% Antimicrobiano 12,3333333 4,7585E-05 Sl
aeruginosa Raices 20%  Antimicrobiano 9,66666667 0,00019172 Sl
Escherichia Raices 40% Antimicrobiano 16,3333333 1,4648E-07 Sl
coli Raices 20%  Antimicrobiano 12 5,6414E-07 Sl
Klebsiella Raices 40%  Antimicrobiano 12,3333333 9,2693E-06 Sl
pneumoniae Raices 20%  Antimicrobiano 8,66666667 7,2484E-05 Sl

Segin la prueba

de Tukey HSD, el antimicrobiano de referencia presento diferencias

significativas frente a todos los tratamientos. Lo que indica que el antimicrobiano es mas efectivo

que los extractos etanolitos (40 % y 20 %) de hojas y raices de Plantago major.

Objetivo especifico 3

Hallar las diferencias existentes de las Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI) de los

extractos etanélicos de hojas y raices de Plantago major recolectados en zonas rurales de Ica en

2025, frente a las cepas patdgenas evaluadas.

Tabla 8: CMI del extracto etandlico de las hojas y raices de Plantago major frente a cepas

patogenas.
Microorganismo  Parte de la planta CMI (%) Equivalente
(mg/mL)
Candida albicans Hojas 5% 50,0
Staphylococcus Hojas 5% 50,0
aureus
Pseudomonas Hojas 5% 50,0
aeruginosa
Escherichia coli Hojas 5% 50,0
Klebsiella Hojas 5% 50,0
pneumoniae
Candida albicans Raices 5% 50,0
Staphylococcus Raices 5% 50,0
aureus
Pseudomonas Raices 5% 50,0
aeruginosa
Escherichia coli Raices 2,5% 25,0
Klebsiella Raices 5% 50,0
pneumoniae
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En general, tanto los extractos etanélicos de hojas como de raices de Plantago major
ejercieron actividad antimicrobiana efectiva incluso a bajas concentraciones, inhibiendo el
crecimiento de las cepas patdgenas a concentraciones al 5% (50 mg/mL). Salvo Escherichia

coli, cuya CMI fue del 2,5% en el extracto de raices, lo que evidenci6 una mayor sensibilidad.
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Figura 8: Comparacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto
etandlico de hojas y raices de Plantago major frente a cinco cepas microbianas.

El extracto etandlico de raices de Plantago major presentd una mayor eficacia frente a
Escherichia coli, logrando inhibir su crecimiento a concentraciones del (2,5%). En
contraste, Candida albicans, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y
Klebsiella pneumoniae mostraron susceptibilidad principalmente a concentraciones del
5%. La superioridad observada en el extracto de raices podria estar relacionada con una
mayor concentracion o diversidad de metabolitos secundarios con actividad
antimicrobiana. En conjunto, los resultados respaldan el potencial de los extractos
etanolicos de hojas y raices de P. major como una alternativa natural para el control de

microorganismos patégenos.
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Objetivo especifico 4: Identificar la concentracion de los extractos etanolicos de hojas o raices

del Plantago major (llantén) que mostrara mayor efecto antimicrobiano frente a las cepas

patégenas evaluadas.

Tabla 9: Comparacion de las medias de los halos de inhibicion de los extractos etanolicos e
hojas y raices de Plantago major frente a cada cepa evaluada.

Microorganismo  80% (H) 40% (H) 20% (H) 80% (R) 40%(R) 20% (R)
Candida albicans 14,0+10 18,0+1,0 213+15 16,0+26 217+15 16,7+12
Staphylococcus  140+10 17706 18715 14706 223+06 210£1,0
aureus
Pseudomonas 133+15 170+£10 140+£10 137+15 187+12 213+15
aeruginosa
Escherichiacoli 14,7+0,6 230+10 130+10 13,7+12 143+06 18,706
Klebsiella 130+10 150+10 163+06 127+0,6 133+06 17,0+1,0
pneumoniae

En la mayoria de las cepas evaluadas, el extracto que presenté mayor inhibicién fue el de raices,

con una concentracion del 20% frente a Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae, y del

40% frente a Staphylococcus aureus y Candida albicans. En cambio, el extracto de hojas solo

mostré un mayor halo de inhibicion frente a Escherichia coli. Esta diferencia podria deberse a la

variacion en la cantidad y tipo de metabolitos secundarios presentes en cada parte de la planta, lo

que respalda su reconocida propiedad antimicrobiana.

Tabla 10: ANOVA de los halos de inhibicién de los extractos de hojas y raices de Plantago
major frente a las cepas evaluadas con un nivel de confiabilidad de 95 % (a=0.05)

Microorganismo Parte de  SCE SCD SCT CME CMD F P-valor
la planta

Candida albicans Hoja y 132,28 24,667 156,94 26,456 2,06 12,9  0,00017792
raiz

Staphylococcus Hoja y 166,28 10,667 176,94 33256 0,89 374  6,4986E-07

aureus raiz

Pseudomonas Hoja y 157,3 20,667 178,0 31,467 1,72 18,3 3,0696E-05

aeruginosa raiz

Escherichia coli Hoja 'y 224,44 8,667 233,11 44,889 0,72 62,2 3,6886E-08
raiz

Klebsiella Hoja y 50,44 8,0 58,44 10,089 0,67 151  7,9995E-05

pneumoniae raiz

Leyenda:

KD

% SCE — Suma de cuadrados del efecto (o “grupo”).
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«» SCT — Suma de cuadrados total.

% CME — Cuadrado medio del efecto.

< F — Estadistico F.

« CMD — Cuadrado medio del error.

< P-valor — Probabilidad asociada a F.

% SCD — Suma de cuadrados del error (o “residual”).

+ Hipotesis nula (Ho): Todas las medias de los grupos son iguales.

+ Hipdtesis alternativa (Hi): Al menos una de las medias de los halos de inhibicién

es significativamente diferente.

Se realizo un ANOVA de un factor con un nivel de confianza del 95% (o = 0,05), comparando

seis tratamientos (extractos al 80%, 40% y 20% de hojas y raices) frente a cada microorganismo.

El objetivo fue evaluar si existian diferencias significativas entre los tratamientos. En todos los

casos, el ANOVA mostr6 un valor de p < 0,05; lo que llevé al rechazo de la hipétesis nulay a la

aceptacion de la hipotesis alternativa, indicando que al menos uno de los tratamientos diferia

significativamente de los demas. Por lo tanto, se aplicd la prueba post hoc de Tukey para

determinar especificamente entre qué grupos se presentaron dichas diferencias.

Tabla 11: Prueba de Tukey (o = 0,05) de comparaciones multiples para la identificacién del

tratamiento con mayor halo de inhibicion en hojas o raices de Plantago major frente a cada

microorganismo evaluado.

Microorganismo  Grupo 1 Grupo 2 Diferencia p-value Diferencia
de significativa
medianas

Hojas 80%  Hojas 40% 4 0,04536245 Sl
Hojas 80%  Hojas 20%  7,33333333  0,00046053 Sl
Hojas 80%  Raices 80% 2,66666667 0,27373491 NO
Hojas 80%  Raices 40% 7,66666667  0,00030485 Sl
Hojas 80%  Raices20% 2,66666667 0,27373491 NO
Hojas 40%  Hojas 20%  3,33333333  0,11582932 NO
Hojas 40%  Raices 80% 1,33333333  0,85607929 NO

Candida albicans 0254006  Raices 40% 3,66666667  0,07290167 NO
Hojas 40%  Raices20%  1,33333333  0,85607929 NO
Hojas 20%  Raices 80% 4,66666667 0,01734755 Sl
Hojas 20%  Raices 40% 0,33333333  0,99967368 NO
Hojas 20%  Raices 20%  4,66666667  0,01734755 Sl
Raices 80% Raices 40% 5 0,01074519 Sl
Raices 80%  Raices 20% 0 1 NO
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Microorganismo  Grupo 1 Grupo 2 Diferencia p-value Diferencia
de significativa
medianas
Raices 40% Raices 20% 5 0.01074519 Si
Hojas 80% Hojas 40%  3,66666667  0,00475449 Sl
Hojas 80% Hojas 20%  4,66666667  0,00062106 Sl
Hojas 80%  Raices 80% 0,66666667  0,94777088 NO
Hojas 80% Raices 40% 8,33333333  1,7866E-06 Sl
Hojas 80%  Raices 20% 7 1,1546E-05 sl
Hojas 40%  Hojas 20% 1 0,7803967 NO
Staphylococcus  Hojas 40%  Raices 80% 3 0,020173 SI
aureus Hojas 40%  Raices 40% 4,66666667  0,00062106 sl
Hojas 40%  Raices 20%  3,33333333  0,00973638 sl
Hojas 20%  Raices 80% 4 0,00236216 Si
Hojas 20%  Raices 40% 3,66666667  0,00475449 Sl
Hojas 20%  Raices 20%  2,33333333  0,08607431 NO
Raices 80% Raices 40% 7,66666667  4,3998E-06 Sl
Raices 80% Raices 20%  6,33333333  3,2531E-05 Sl
Raices 40% Raices 20% 1,33333333  0,53800241 NO
Hojas 80%  Hojas 40%  3,66666667  0,04498533 Sl
Hojas 80%  Hojas 20%  0,66666667  0,98708738 NO
Hojas 80%  Raices 80%  0,33333333  0,99949826 NO
Hojas 80%  Raices 40%  5,33333333  0,00335553 sl
Hojas 80%  Raices 20% 8 8,6264E-05 Sl
Pseudomonas Hojas 40%  Hojas 20% 3 0,12496946 NO
elsLglinneEl Hojas 40%  Raices 80%  3,33333333  0,07551507 NO
Hojas 40%  Raices 40% 1,66666667  0,63906095 NO
Hojas 40%  Raices 20% 4,33333333  0,01574004 Sl
Hojas 20%  Raices 80%  0,33333333  0,99949826 NO
Hojas 20%  Raices 40%  4,66666667  0,00933699 sl
Hojas 20%  Raices 20%  7,33333333  0,00020098 Sl
Raices 80%  Raices 40% 5 0,00557379 Sl
Raices 80% Raices 20% 7,66666667  0,00013093 Sl
Raices 40% Raices 20% 2,66666667  0,2018525 NO
Hojas 80% Hojas40%  8,33333333  5,7062E-07 Sl
Hojas 80%  Hojas20%  1,66666667  0,22935608 NO
Hojas 80%  Raices 80% 1 0,70394901 NO
Hojas 80%  Raices 40%  0,33333333  0,99602175 NO
Hojas 80%  Raices 20% 4 0,00097302 sl
Hojas 40% Hojas 20% 10 7,38E-08 Si
~ Hojas40% Raices 80% 9,33333333  1,6092E-07 Sl
Escherichiacoli 55254006  Raices 40% 8,66666667  3,6899E-07 sI
Hojas 40%  Raices 20% 4,33333333  0,00047386 Sl
Hojas 20%  Raices 80% 0,66666667 0,92186776 NO
Hojas 20%  Raices 40%  1,33333333  0,43507937 NO
Hojas 20%  Raices 20% 5,66666667  3,5081E-05 Sl
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Microorganismo  Grupo 1 Grupo 2 Diferencia p-value Diferencia
de significativa
medianas

Raices 80% Raices 40% 0,66666667 0,92186776 NO
Raices 80%  Raices 20% 5 0,00012221 Sl
Raices 40%  Raices 20%  4,33333333  0,00047386 Sl
Hojas 80%  Hojas 40% 2 0,09055324 NO
Hojas 80%  Hojas 20%  3,33333333  0,00323511 Sl
Hojas 80%  Raices 80% 0,33333333  0,99521006 NO
Hojas 80%  Raices 40% 0,33333333  0,99521006 NO
Hojas 80%  Raices 20% 4 0,00068154 Sl
Hojas 40%  Hojas 20%  1,33333333  0,39548968 NO
Hojas 40%  Raices 80% 2,33333333  0,03945125 Sl

Klebsiella Hojas 40%  Raices40%  1,66666667 0,19847424 NO

pneumoniae Hojas 40%  Raices 20% 2 0,09055324 NO
Hojas 20%  Raices 80%  3,66666667  0,0014635 Sl
Hojas 20%  Raices 40% 3 0,00733683 Sl
Hojas 20%  Raices 20% 0,66666667  0,90926657 NO
Raices 80% Raices 40% 0,66666667 0,90926657 NO
Raices 80% Raices 20% 4,33333333  0,00032714 Sl
Raices 40% Raices 20% 3,66666667 0,0014635 Sl

La prueba de Tukey HSD permitio identificar entre qué tratamientos existieron

diferencias significativas, complementando los resultados presentados en la Tabla 10.

Este analisis posibilitdé determinar, para cada microorganismo, la concentracion y parte

vegetal (hoja o raiz) que registr6 el mayor halo de inhibicion y que fue estadisticamente

superior frente a otros tratamientos.
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Figura 9: Comparacion de halos de inhibicion frente a Candida albicans entre extractos

etanolicos de hojas y raices de Plantago major.
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Se observo que el mayor halo de inhibicion lo presentd el extracto de raices al 40 % (21,7
mm), el cual fue significativamente mayor que la mayoria de los tratamientos; sin embargo,
no mostro diferencia significativa frente a las hojas al 20 % (21,3 mm) ni frente a las hojas al
40 % (18,0 mm). Por tanto, no se pudo afirmar estadisticamente que el extracto de raices al 40

% fuera superior a los extractos de hojas al 20 % y 40 % frente al Candida albicans.
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Figura 10: Comparacion de halos de inhibicion frente a Staphylococcus aureus entre
extractos etanolicos de hojas y raices de Plantago major.

Se observod que el mayor halo de inhibicion lo present6 el extracto de raices al 40 % (22,3 mm),
el cual fue significativamente mayor que la mayoria de los tratamientos; sin embargo, no mostré
diferencia significativa frente a las raices al 20 % (21,0 mm). Por tanto, no se pudo afirmar
estadisticamente que el extracto de raices al 40 % fuera superior a al extracto de raices al 20 %

frente a Staphylococcus aureus.
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Figura 11: Comparacion de halos de inhibicion frente a Pseudomonas aeruginosa
entre extractos etanélicos de hojas y raices de Plantago major.

Se observd que el mayor halo de inhibicion lo presenté el extracto de raices al 20 % (21,3 mm),
el cual fue significativamente mayor que la mayoria de los tratamientos; sin embargo, no mostrd
diferencia significativa frente a las raices al 40 % (18,7 mm). Por tanto, no se pudo afirmar
estadisticamente que el extracto de raices al 20 % fuera superior a al extracto de raices al 40 %

frente a Pseudomonas aeruginosa.
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Figura 12: Comparacién de halos de inhibicidn frente a Escherichia coli entre
extractos etandlicos de hojas y raices de Plantago major.

Se observé que el mayor halo de inhibicion lo present6 el extracto etandlico de hojas al 40% (23,0
mm), el cual fue significativamente superior a los demas tratamientos evaluados frente a
Escherichia coli. Estos resultados indicaron que, en las condiciones del ensayo, el extracto de
hojas al 40% mostr6 la mayor eficacia antibacteriana contra Escherichia coli.
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Figura 13: Comparacion de halos de inhibicion frente a Klepsiella pneumoniae entre
extractos etandlicos de hojas y raices de Plantago major.
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Se observo que el mayor halo de inhibicion lo present6 el extracto de raices al 20 % (17 mm), el
cual fue significativamente mayor que la mayoria de los tratamientos; sin embargo, no mostré
diferencia significativa frente a las hojas al 20 % (16,3 mm) hojas al 40% (15 mm). Por tanto, no
se pudo afirmar estadisticamente que el extracto de raices al 20 % fuera superior a los extractos

de hojas al 20 % y 40 % frente a Klepsiella pneumoniae.
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IV. DISCUSION

El presente estudio evalud la actividad antimicrobiana de los extractos etanélicos de hojas y raices
de Plantago major obtenidos de zonas rurales de Ica frente a cinco cepas patdgenas de relevancia
clinica, todas caracterizadas por su elevada resistencia antimicrobiana. Los resultados
evidenciaron que ambos extractos presentaron actividad significativa contra todas las cepas

evaluadas; sin embargo, la inhibicién no super6 la del antimicrobiano de referencia.

En la comparacion interna, se observd que, en la mayoria de los casos, las concentraciones mas
bajas (2040 %) generaron halos de inhibicién mayores que la concentracién mas alta (80 %).
Este comportamiento difirié de lo reportado por otros autores, quienes sefialaron un aumento
progresivo del halo a mayor concentracion. La diferencia podria atribuirse a que, a
concentraciones elevadas, el extracto presenta mayor viscosidad, dificultando su difusién en el
medio de cultivo. Ramirez (2022), quien emple6 propilenglicol como vehiculo para mejorar la
difusién del extracto, obteniendo halos comparables a los de estudios sin vehiculo. Asimismo, se
registré que el extracto de raices presenté mayor eficacia que el de hojas en la mayoria de las
cepas evaluadas, lo que podria relacionarse con diferencias en la concentracion y diversidad de

metabolitos secundarios.

En Candida albicans, Galvez et al. (2021), reportaron halos de inhibicion moderados (12,6—-14,6
mm) con extractos al 50—100 %, inferiores a los observados con nistatina. En contraste, en este
estudio, el extracto de raices al 40 % alcanz6 un halo de 21,7 mm, diferencia que podria atribuirse
a variaciones metodoldgicas o a la cepa utilizada. En Staphylococcus aureus, los resultados
coincidieron parcialmente con los de Akkus et al. (2021), quienes indicaron alta actividad de los
extractos etanélicos y metandlicos de hojas, con un halo de 14,64 mm a una concentracion de 2
mg/mL, mientras que en este estudio se obtuvo 22,3 mm con el extracto de raices al 40 %. Frente
a Escherichia coli, el extracto de hojas al 40 % produjo un halo de 23,0 mm, superior a los ~17,7
mm reportados por Aguilar (2020), con extractos al 75 % de las hojas. Por su parte, Rahamouz-
Haghighi y Sharafi (2025), reportaron que el extracto de raiz a 100 mg/mL mostré un halo de
18 mm frente a Salmonella paratyphi, lo que coincidi6 con los resultados de este estudio, donde
el extracto de raiz al 20 % presento halos de 21,3 mm frente a Pseudomonas aeruginosa, 18,7 mm
frente a E. coli y 17,0 mm frente a Klebsiella pneumoniae. Estos hallazgos confirmaron que la
actividad antimicrobiana de los extractos dependié de la parte vegetal, la concentracion, la cepa

microbiana y posibles diferencias metodoldgicas entre estudios (pozo vs disco).

Respecto a la concentracion minima inhibitoria (CMI), la mayoria de las cepas present6 un valor

de 50 mg/mL para ambos extractos, excepto E. coli, que mostr6 una CMI de 25 mg/mL con

62



extracto de raices, lo que evidencia mayor sensibilidad. Este hallazgo concuerda parcialmente con
AKKus et al. (2021), quienes obtuvieron CMI més bajas (4 mg/mL para E. coli y 2 mg/mL para
S.aureus y P. aeruginosa), y difiere de lo reportado por Pensantes et al. (2020), quienes hallaron
CMI de 500 mg/mL para bacterias Gram negativas. Estas diferencias podrian atribuirse a
variaciones metodoldgicas, a la edad de la planta o al periodo de recoleccion de la planta, ya que,
segin Ramirez (2022), quien trabaj6 con Plantago tomentosa Lam., la estacionalidad influyé de
forma notable en el rendimiento de los extractos: en invierno, la parte aérea presenté un 6,7 %y
las raices un 5,3 %, mientras que en primavera la parte aérea disminuy6 a 1,8 % y las raices
alcanzaron un 5,6 %. Estos datos evidenciaron una mayor variabilidad en la parte aérea que en la
raiz, lo que podria explicar, al menos en parte, las diferencias en la actividad antimicrobiana
observadas entre estudios realizados en distintas épocas de recoleccion y con diferentes especies
del mismo género. En el presente estudio, la recoleccion se efectué durante la temporada de
finales de otofio e inicios de invierno, lo que, de acuerdo con lo mencionado anteriormente, podria
haber favorecido un mayor rendimiento y una mayor concentracion de metabolitos activos,

especialmente en una parte de la planta.

La identificacion fitoquimica revel6 metabolitos como taninos, flavonoides, saponinas,
compuestos fenolicos, alcaloides y aminoacidos, coincidiendo con lo reportado por Tello (2020)
y Ramirez (2022) en otra especie del género Plantago (Plantago tomentosa Lam). Estos
compuestos, ampliamente documentados por su accion antimicrobiana, podrian explicar los
resultados obtenidos. Sin embargo, la falta de un analisis cuantitativo impide establecer con

precision la relacion entre la cantidad de metabolitos y la actividad antimicrobiana observada.

Entre las limitaciones del estudio se destaca la escasa difusidn del extracto a altas concentraciones,
la ausencia de un perfil fitoquimico cuantitativo y la limitada informacion cientifica sobre la
actividad antimicrobiana de las raices de P. major, lo que dificulta comparaciones directas. Esta
Gltima limitacion podria estar asociada a la dificultad para recolectar suficiente biomasa radicular,

dado el reducido tamafio de las raices en esta especie.

En conjunto, los resultados respaldaron el potencial antimicrobiano de P. major, influenciado por
la parte vegetal utilizada, tiempo de recoleccién, la concentracion del extracto y el tipo de
microorganismo, y sugieren que podria ser considerada como fuente de compuestos bioactivos

con aplicaciones terapéuticas potenciales.
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1.

V. CONCLUSIONES

La identificacion fitoquimica de los extractos etandlicos de hojas y raices de Plantago
major recolectados en zonas rurales de Ica evidencid la presencia de flavonoides,
compuestos fendlicos, alcaloides, taninos, saponinas, triterpenos, quinonas, azlcares
reductores y aminoacidos, con una mayor intensidad de compuestos fenélicos, taninos y
saponinas en las hojas, y una ligera mayor concentracion de flavonoides, quinonas y

azucares reductores en las raices, 1o que le brinda su propiedad antimicrobiana.

La concentracion de extracto que presentd la mayor actividad inhibitoria relativa (PIR)
in vitro varidé segun el microorganismo y la parte vegetal evaluada. En la mayoria de los
casos, el extracto del 20 % mostré un PIR superior a los extractos del 40 % y 80 %, con
valores méaximos de PIR: 71,9 % para E. coli (hojas al 20 %), 68,7 % para P. aeruginosa
(raices al 20 %) y 66,1 % para K. pneumoniae (raices al 20 %); sin embargo, ninguno de
estos tratamientos mostrd diferencias significativas frente al antimicrobiano de

referencia.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) fue de 50 mg/mL para la mayoria de las cepas
en ambos extractos, excepto para E. coli, que presentd una CMI de 25 mg/mL con

extracto de raices, evidenciando una mayor sensibilidad.

En el anélisis comparativo de la actividad antimicrobiana, el extracto etandlico de raices
de P. major mostr6 mayor eficacia frente a P. aeruginosa y K. pneumoniae a una
concentracion del 20 %, y frente a S. aureus y C. albicans al 40 %. Por su parte, el extracto
de hojas presento su efecto mas notable frente a E. coli al 40 %. Entre las concentraciones
evaluadas, no se observaron diferencias significativas en la mayoria de los casos, excepto
para el extracto de hojas al 40% frente a E. coli, que mostrd6 un incremento
estadisticamente significativo en comparacion con las demas concentraciones. Estos
hallazgos sugieren que la eficacia antimicrobiana de los extractos de P. major depende
de manera integrada de la parte de la planta utilizada, la concentracion del extracto, el

periodo de recoleccion y la especie microbiana evaluada.
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1.

VI. RECOMENDACIONES

Ampliar el estudio a cepas multirresistentes, replicar el ensayo frente a bacterias aisladas
de pacientes con infecciones nosocomiales, a fin de evaluar el potencial del extracto

frente a patdgenos con perfiles de resistencia mas exigentes.

Realizar un analisis fitoquimico de hojas y raices de Plantago major en diferentes
estadios fenoldgicos (juvenil, adulto y senescente), recolectadas en distintas estaciones
del afio, con el fin de determinar las concentraciones exactas de los metabolitos
secundarios responsables de la actividad antimicrobiana y evaluar la influencia de la

estacionalidad y del estadio de desarrollo de la planta en el rendimiento y la eficacia.

Evaluar el uso de vehiculos o adyuvantes (por ejemplo, propilenglicol) que mejoren la

difusion de los extractos en medios sélidos, especialmente en concentraciones elevadas.

Elaborar fitofarmacos y productos naturales a partir de los extractos de P. major,
considerando que, en la mayoria de los casos, el extracto de raices mostré mayor eficacia
antimicrobiana frente a las cepas evaluadas. No obstante, frente a Candida albicans, el
extracto de hojas resulté méas efectivo, por lo que ambas partes de la planta podrian
evaluarse para desarrollos especificos. Se sugiere su incorporacion en formulaciones
topicas o desinfectantes de origen vegetal, priorizando estudios de estabilidad, toxicidad
y compatibilidad, con el fin de garantizar la seguridad y eficacia de los productos

derivados.
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VI, ANEXOS

8.1. Anexo 01: Certificacion botanica

CERTIFICACION BOTANICA

“ANO DEL BICENTENARIO, DE LA CONSOLIDACION DE NUESTRA
INDEPENDENCIA, Y DE LA CONMEMORACION DE LAS HEROICAS
BATALLAS DE JUNIN Y AYACUCHO”

El Bidlogo. Que, suscribe ha determinado que, la muestra biologica
presentada por la egresada en Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional “San Luis Gonzaga” HUAYCOCHEA LLANCARI, PAOLA
CRISTINA con DNI N°72130637, para su clasificacion taxonomica,
pertenece al nombre cientifico de Plantago major L. “llantén”, segun

Sistema de Clasificacion de Arthur Cronquist, (1988).

REINO: PLANTAE
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA

CLASE: MAGNOLIOPSIDA
ORDEN: LAMIALES
FAMILIA: PLANTAGINACEAE
GENERO: Plantago
ESPECIE: . Plantago major L.

N.V. “llantén”

Se emite la presente certificacion a solicitud del interesado para fines de

estudio.

Ica, 04 de noviembre 2024

CBP. 3681
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8.2. Anexo 02: Matriz de consistencia

PROBLEMA OBJETIVO HIPOTESIS VARIABLES E METODOLOGIA
INDICADORES
PROBLEMA GENERAL OBJETIVO GENERAL HIPOTESIS GENERAL TIPO, ENFOQUE, NIVEL
Y DISENO DE LA
¢Cual de las concentraciones de los | Identificar la concentracion de los | Los extractos etanélicos de las INVESTIGACION
extractos etandlicos de hojas y | extractos etandlicos de hojas y | hojas y raices del Plantago
raices de Plantago major presentara | raices de Plantago major que | major (llantén) presentaran Enfoque de la investigacion:
la mayor actividad antimicrobiana | presentara la mayor actividad | efecto antimicrobiano in vitro .
R X . . . Cuantitativo
in vitro frente a cepas patdgenas | antimicrobiana in vitro frente a las | frente a cepas patdgenas
evaluadas en comparacion con el | cepas patogenas evaluadas, en | evaluadas. Tipo de investigacion:
antibimicrobiano de referencia y el | comparacion con un )
control negativo? antimicrobiano de referencia y un Aplica
control negativo. Nivel de la investigacion:
PROBLEMAS ESPECIFICOS OBJETIVOS ESPECIFICOS HIPOTESIS ESPECIFICAS Descriptivo
Variable

¢Cuales seran los metabolitos
secundarios presentes en los
extractos etandlicos de las hojas y
raices del Plantago major (llantén)
que crecen en zonas rurales de Ica,
20257

Identificar los metabolitos
secundarios presentes en los
extractos etanolicos de las hojas y
raices del Plantago major (llantén)
que crecen en zonas rurales de Ica,
2025.

¢Cual de las concentraciones de los
extractos etandlicos de hojas y
raices de Plantago major presentara
el mayor Porcentaje inhibitorio
relativo (PIR) in vitro frente a las

Identificar la concentracion del
extracto etandlico de hojas y raices
de Plantago major que presentara
el mayor Porcentaje de Inhibicién
Relativa (PIR) in vitro frente a

Al menos wuna de las
concentraciones con extracto
etandlico de hojas y raices de
Plantago major presentard un
mayor Porcentaje Inhibitorio

Independiente

Los extractos
etandlico de las
hojas y raices del
Plantago major
(llantén).

Disefio de la investigacion:

Experimental

POBLACION

Constituida por todos los
individuos adultos de Plantago
major (llantén) que crecieron

de forma silvestre en zonas

73




cepas patégenas evaluadas en
comparacion con el antimicrobiano
de referencia y el control negativo?

cepas patdgenas en comparacién
con el antimicrobiano de
referencia y el control negativo.

Relativo (PIR) in vitro frente a
las cepas patdgenas evaluadas
en comparacion con el
antimicrobiano de referencia y
el control negativo.

¢Qué diferencias existen en las
Concentraciones Minimas
Inhibitorias (CMI) de los extractos
etandlicos de hojas y raices de
Plantago major recolectados en
zonas rurales de Ica en 2025, frente
a las cepas patdgenas evauadas?

Hallar las diferencias existentes de
las Concentraciones Minimas
Inhibitorias (CMI) de los extractos
etandlicos de hojas y raices de
Plantago major recolectados en
zonas rurales de Ica en 2025,
frente a las cepas patdgenas
evaluadas.

Al menos una de las
Concentraciones Minimas
Inhibitorias (CMI) de los
extractos etandlicos de hojas y
raices de Plantago major
recolectados en zonas rurales de
Ica en 2025, se diferencia de las
demés, frente a las cepas
patdgenas evaluadas.

¢Cual de las concentraciones de los
extractos etandlicos de hojas o
raices del Plantago major (llantén)
mostrara mayor efecto
antimicrobiano frente a las cepas
patdgenas evaluadas?

Identificar la concentracion de los
extractos etandlicos de hojas o
raices del Plantago major (llantén)
gue mostrara mayor efecto
antimicrobiano frente a las cepas
patdgenas.

Al menos una de las
concentraciones de los extractos
etandlicos de hojas o raices del
Plantago  major  (llantén)
mostrara mayor efecto
antimicrobiano frente a las
cepas patdgenas evaluadas.

Variable
Dependiente

Actividad
antimicrobiana in
vitro frente cepas
patdgenas.

rurales de la provincia de
Chincha.

MUESTRA

Conformada por
aproximadamente 385

individuos adultos de Plantago
major, determinada mediante
la formula de Cochran para
poblaciones infinitas, con un
nivel de confianza del 95 % y

un margen de error del 5

TECNICA DE
RECOLECCION DE
DATOS

- Observacion

- Medicidn de halos con
una regla milimetrada.

INSTRUMENTOS

- Hoja de recoleccién de
datos.
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8.5. Anexo 03: Hoja de recaudacion de datos de la identificacion fitoquimica de las hojas y

raices del Plantago major.

Metabolitos secundarios Hojas Raices

Flavonoides

Compuestos fenolicos

Dragendorff

Alcaloides Wagner

Mayer

Taninos

Saponinas

Triterpenos

Quinonas

AzUcares reductores

Aminoéacidos

8.6. Anexo 04: Hoja de recaudacion de datos de las caracteristicas organolépticas de las hojas

y raices del Plantago major.

Caracteristicas Hojas Raices

organolépticas

Color
Olor
Aspecto
Sabor
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8.7. Anexo 05: Hoja de recaudacion de datos de los halos de inhibicion por triplicado de las
hojas del Plantago major, control positivo (+) y control negativo (-) frente a cada cepa

evaluda.

MICROORGANISMOS CONCENTRACIONES - HOJAS
80% 40% 20% C(+) c()

Candida albicans

Staphylococcus aureus

Pseudomonas
aeruginosa

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

8.8. Anexo 06: Hoja de recaudacion de datos de los halos de inhibicion por triplicado de las
raices del Plantago major, control positivo (+) y control negativo (-) frente a cada cepa

enfrentada.

MICROORGANISMOS CONCENTRACIONES - RAICES
80% 40% 20% C+) C()

Candida albicans

Staphylococcus aureus

Pseudomonas
aeruginosa

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae
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8.9. Anexo 7: Hoja de recoleccion de datos de las Concentraciones Minimas Inhibitorias

(CMI) de las hojas de Plantago major frente a las cepas evaliadas.

MICROORGANISMOS

CONCENTRACIONES - Hojas

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
CN
80% | 40% | 20% | 10% | 5% | 2,5% | 1,25% | 0,625% | 0,3125% /
SDB

Candida albicans

Staphylococcus aureus

Pseudomonas
aeruginosa

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

8.10. Anexo 8: Hoja de recoleccién de datos de las Concentraciones Minimas Inhibitorias

(CMI) de las hojas de Plantago major frente a las cepas evaliadas.

MICROORGANISMOS

CONCENTRACIONES - Hojas

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
CN
80% | 40% | 20% | 10% | 5% | 2,5% | 1,25% | 0,625% | 0,3125% /
SDB

Candida albicans

Staphylococcus aureus

Pseudomonas
aeruginosa

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae
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8.11. Anexo 11: Esquema fotografico de la obtencidon de los extractos etandlicos de hojas y raices de Plantago major.

#Nota: Muestra de Alto Laran
Altitud:111.9m

Recoleccion de Plantago major de zonas
rurales des distrito de Alto Laran.

Limpieza de las hojas de Plantago major.

Secado a temperatura ambiente de las
hojas de Plantago major.

Limpieza de las raices de Plantago major.
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Secado en estufa de las raices a
menos de 45°C.

Molienda manual.



Maceracion de las hojas y raices de Evaporacion del solvente de las hojas y
Plantago major con su debida rotulacion. raices mediante bafio maria.

Filtrado de las hojas y raices con papel de

filto Whatman. rotavapor.
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8.12. Anexo 12: Identificacion fitoquimica de las hojas y raices de Plantago major.

flavonoides

control Compuestos

fenolicos

control

Identificacion de flavonoides, compuestos fendlicos y alcaloides.

Raices

Control

Identificacion de taninos. Identificacion de Saponinas

Aziicares reductores Aminoicidos

Control

Identificacion de azUcares reductores. Identificacion de aminoacidos.
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] ;
. ' i uinonas Triterpenos /
Quinonas Triterpenos / Q P!

R

esteroides esteroides

Raices

Identificacion de triterpenos y Identificacion ~ de triterpenos vy
quinonas de las hojas. quinonas de las raices.

8.13. Anexo 13: Evolucién organoléptica de las hojas y raices de Plantago major.

Evaluacion de olor y color de los extractos etanolicos.

8.14. Anexo 14: Reactivacion de los microorganismos en sus medios de cultivo.

Sembrado de los microoganismos en su Reactivacion de los
medio selectivo correspondiente. microorganismos en sus medios de
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8.15. Anexo 15: Esquema fotogréfico del método de difusion en agar.

Sembrado de los microorganismos
en placas Petri.

Preparacion de las diferentes
concentraciones de las hojas y raices
de Plantago major.

Rotulado de las placas Petri para la
realizacion de los pozos.

Sellado de los pozos

Llenado de los pozos con el Medicion de los halos de
extracto correspondiente. inhibicion con la regla
milimetrada.
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8.16. Anexo 16: Fotos de los halos de inhibicion de los extractos etanélicos de las hojas y
raices de Plantago major a sus diferentes concentraciones, control positivo y
negativo frente a las cepas evaluadas.

Candida albicans

Halos inhibitorios de las hojas y raices frente a Candida albicans.

Staphylococcus
aureus

Halos inhibitorios de las hojas y raices frente a Staphylococcus
aureus.

Klebsiella

. pneumoniae

Halos inhibitorios de las hojas y raices frente a Klebsiella
pneumoniae.
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. Escherichia

Halos inhibitorios de las hojas y raices frente a Escherichia coli.

Pseudomonas
aeruginosa

Halos inhibitorios de las hojas y raices frente a Pseudomonas
aeruginosa,

8.17. Anexo 17: Esquema fotografico del método de dilucion en caldo.

Colocacion de 0,5 mL de caldo Dilucidn seriada del extracto etanolico
nutritivo en los tubos del niimero 2 al al 80%.
10.
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Incorporacién de 0,5 mL de la Sellado de los tubos con torundas
suspension bacteriana a cada tubo. estériles.

Lectura de la Inhibicion de las

cepas (CMI). Incubacion de los
microorganismos a 37°C a
24h.

Siembra de los microorganismos
en las placas Petri (CMB).
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8.18. Anexo 18: Visualizacién la inhibicion microbiana en tubos para hallar la CMI de

cada extracto etandlico de hojas y raices de Plantago major frente a las cepas

evaluadas.
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8.19. Anexo 19: Visualizacion del crecimiento microbiano en placas para hallar la CMB
de cada extracto etandlico de hojas y raices de Plantago major frente a las cepas

evaluadas.
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8.20. Anexo 20: Constancia de permiso de laboratorio

UNIVERSIDAD NACIONAL SAN LUIS GONZAGA

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

CONSTANCIA

LA JEFA DE LABORATORIO DE FARMACOGNOSIA DE LA FACULTAD DE
FARMACIA Y BIOQUIMICA DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL SAN LUIS GONZAGA.

HACE CONSTAR QUE LA ESTUDIANTE:

HUAYCOCHEA LLANCARI Paola Cristina

Cédigo N.° 20172271

Se le autoriza el uso de las instalaciones del laboratorio para el desarrollo de su proyecto
de tesis, el cual lleva como titulo: “Actividad antimicrobiana in vitro de los extractos
etandlicos de hojas y raices del Plantago major (llantén) que crecen en zonas rurales de
Ica, 2025." para la obtencién del Titulo Profesional. Asesorado por la Dra. Jessica
Huarcaya Rojas los dias viernes de 11 am a 1pm

Se expide la presente constancia para los fines pertinentes.

ﬁ % /’ % Ica, 4 de diciembre 2024
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