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5. Resumen

El Objetivo del presente trabajo de investigacion fue determinar el efecto
antibacteriano del extracto hidroetandlico de las semillas de Vitis vinifera (Uva) y
Vaccinium corymbosum (arandano) frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175, Trujillo-2019. Metodologia El estudio tuvo un disefio experimental,
prospectivo, transversal y analitico, de tipo cuantitativo y nivel explicativo; se llevo a
cabo en una muestra de 15 placas con cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175,
la bacteria fue expuesta a extractos hidroetanolicos de las semillas de uva y semillas
de arandano al 15 y al 30%, ademas se evaluo el extracto hidroetanolico mixto de las
semillas de uva + arandano al 15 y 30% y se compard con los controles positivo
(Clorhexidina al 0,12%) y negativo (SSfe). El efecto antibacteriano se midi6 por medio
de los halos de inhibicion, con un vernier. Resultados indicaron que, el promedio de
los halos de inhibicidn para el extracto de las semillas de uva fue de 10.07 mm. (15%)
y 12.11 mm. (30%); del extracto de las semillas de ardndano fue 9.35mm (15%) y
13.41 mm (30%), del extracto hidroetandlico mixto de las semillas de uva + arandano
fue de 11.29 mm (15%) y de 13.32mm (30%); se obtuvo (p= 0.000< 0.05) lo cual
indico que, si existe una diferencia estadistica entre los tratamientos. Conclusion El
extracto hidroetanolico de las semillas de arandano al 30% obtuvo mayor efecto
antibacteriano en comparacién de las demas concentraciones.

Palabras claves: Antibacteriano, Streptococcus mutans, Vaccinium corymbosum,

Vitis vinifera.
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Abstract:

The objective of this research was to determine the antibacterial effect of the
hydroethanolic extract of Vitis vinifera (grape) and Vaccinium corymbosum
(blueberry) seeds against strains of Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo-2019.
Methodology The study had an experimental, prospective, cross-sectional and
analytical design, quantitative type and explanatory level; It was performed on a
sample of 15 plates with strains of Streptococcus mutans ATCC 25175, the bacteria
were exposed to hydroethanolic extracts of grape seeds and blueberry seeds at 15%
and 30%, in addition the mixed hydroethanolic extract of grape seeds + blueberry at
15% and 30% was evaluated and compared with positive (Chlorhexidine 0.12%) and
negative (SSfe) controls. The antibacterial effect was measured by inhibition halos,
using a vernier. The results indicated that the average inhibition halos for grape seed
extract were 10.07 mm. (15%) and 12.11 mm. (30%); for the cranberry seed extract it
was 9.35 mm. (15%) and 13.41 mm. (30%), of the mixed hydroethanolic extract of
grape seeds + blueberry was 11.29 mm. (15%) and 13.32 mm. (30%); it was obtained
(p= 0.000< 0.05) which indicated that there is a statistical difference between the
treatments. Conclusion The hydroethanolic extract of cranberry seeds at 30% obtained

a greater antibacterial effect compared to the other concentrations.

Key words: Antibacterial, Streptococcus mutans, Vaccinium corymbosum, Vitis

vinifera.
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l. Introduccién

En la cavidad oral, una de las enfermedades con mayor prevalencia e incidencia en
los pacientes que acuden a la consulta odontoldgica es la caries dental, la cual es una
enfermedad de origen multifactorial que tiene sus inicios luego de la erupcion de las
piezas dentarias. Esta enfermedad, ocasiona en los pacientes dolor, antiestética,
ausencia temprana de piezas dentarias, maloclusion, entre otros.!

Algunos autores, definen a la caries como un proceso de desmineralizacion como
resultado del metabolismo de algunas bacterias, en la cual, con el paso del tiempo,
puede ocasionar la pérdida completa del mineral de la superficie dental y por ende la
formacion de la lesion cariosa.?

Dentro de las bacterias causantes de la caries dental, estan los Streptococcus mutans,
estas bacterias producen &cidos como el acido lactico, entre otros cuando metaboliza
los restos de los alimentos de la cavidad oral. Dichos &cidos transitan por medio del
biofilm hacia el esmalte dental poroso, descomponiéndose Yy liberando
hidrogeniones, los cuales descomponen de manera rapida el mineral del esmalte
dental, y por lo cual producen una cavidad.®

Las plantas medicinales, en muchos afios, han demostrado grandes propiedades con
poder curativo; en el area de odontologia, se ha estudiado ampliamente su actividad
antimicrobiana, debido a sus efectos favorables contra bacterias gram positivas y
negativas y pueden combatir agentes patolégicos de la cavidad oral como el S.
mutans ademas de contar con un precio modico que se encuentran al alcance de toda

la economia peruana.*

En nuestra region, la caries dental es considerada como un problema de salud publica,

la cual viene generando elevados malestares a la sociedad peruana, por lo cual,



siempre se esta en la busqueda de nuevos estudios para combatir a las bacterias

causantes de dicha enfermedad, con la finalidad de reducir la incidencia de la caries.*

Por tal motivo, se formul6 el siguiente enunciado del problema de investigacion: ¢ El
extracto mixto de las semillas de Vitis vinifera (Uva) y Vaccinium corymbosum
(arandano) al 30% presenta mayor efecto antibacteriano que las demas
concentraciones al 15% frente a Streptococcus mutans ATCC 25175? Y como
objetivo general: Comparar el efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de las
semillas de Vitis vinifera (Uva) y Vaccinium corymbosum (ardndano) frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo-2019. Y los objetivos especificos:
Evaluar el efecto antibacteriano del extracto hidroetandlicos de las semillas de uva al
15 y al 30%, de las semillas de arandano al 15 y 30%, ademas se evaluo la
combinacion del extracto hidroetanolico de las semillas de uva + semillas de
ardndano al 15 y 30% y se compard con los controles positivo (Clorhexidina al

0,12%) y negativo (SSFe).

El presente estudio es de gran interés porque, pretende motivar a los profesionales en
seguir investigando sobre las sustancias que se pueden obtener de las plantas
naturales que estd demostrado que poseen actividad antimicrobiana, ademas
mediante este estudio se busca implementar el extracto de estas plantas en
compuestos que ya existen como las pastas dentales, apositos, colutorios; con el
propdsito de disminuir el riesgo cariogénico en la poblacion, asi mismo es importante
porque, no existen estudios comparando la efectividad antibacteriana de estas dos
plantas, tampoco evaluando la combinacién de ellas para verificar si presenta un

efecto sinérgico frente a S. mutans.



La presente investigacion se llevo a cabo en una muestra de 15 placas con cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175.

El efecto antibacteriano se midié por medio de los halos de inhibicidn bacteriana en
milimetros, medidos con un vernier. Los resultados indicaron que, el promedio de
los halos de inhibicion para el extracto de las semillas de uva fue de 10.07 mm. (15%)
y 12.11 mm. (30%); del extracto de las semillas de ardndano fue 9.35mm (15%) y
13.41 mm (30%), de la combinacion del extracto hidroetandlico de las semillas de
uva + semillas de arandano fue de 11.29 mm (15%) y de 13.32mm (30%); se obtuvo
p= 0.000< 0.05, lo cual indicé que, si existe una diferencia estadistica entre los
tratamientos.

Se concluyd que el extracto hidroetandlico de las semillas de arandano al 30% obtuvo
mayor efecto antibacteriano en comparacion de las demas concentraciones, sobre las

cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.



I1. Revision de literatura
2.1 Antecedentes

Internacionales

Mishra P, et al.®> (India, 2019) “Comparacion de extractos de semillas de Punica
granatum, terminalia chebula y Vitis Vinifera utilizados como enjuague bucal en
niveles de Streptococcus mutans salival en nifios” Objetivo: El objetivo del estudio
fue comparar la eficacia de todas las Punica granatum, Terminalia chebula y Vitis
vinifera en los niveles salivales de Streptococcus mutans en nifios. Tipo de Estudio:
Se realizd un estudio experimental, transversal, prospectivo y analitico, conformada
por 80 nifios de 8 a 15 afios de edad. Materiales y métodos: Los sujetos se dividieron
aleatoriamente en 4 grupos de 20 cada uno a los que se les dio enjuagues bucales.
Los criterios para evaluar la eficacia se realizaron mediante la recoleccién de la
muestra de saliva para determinar el pH, la capacidad amortiguadora, el indice de
placa y el ensayo microbiolégico de Streptococcus mutans. Estos valores se
evaluaron al inicio, los dias 16 y 31. Se pidié a los nifios que interrumpieran el
enjuague bucal entre los dias 16 y 31. Se capacitd al supervisor para administrar los
enjuagues bucales correctamente. Resultados: El pH y la capacidad amortiguadora
mostraron que los valores eran casi iguales entre los cuatro grupos en varios
intervalos de tiempo, lo que mostrd resultados estadisticamente no significativos.
Punica granatum mostrd una reduccion maxima en el recuento de S. mutans seguida
de T. chebula y V. vinifera , aunque no fueron estadisticamente significativas. El
grupo de Vitis vinifera habia reducido con éxito méas puntuacion de placa el dia 16

(0,04) seguido de T. chebula (0,09) y P. granatum (0,12). Conclusion: Este estudio



demostré que V. vinifera habia mostrado la menor reduccion de placa debido a sus
propiedades antioxidantes y fitoquimicas. Y P. granatum mostré la méxima
sustantividad.

Reyes, et al.® (Ecuador,2019) “Efecto antibacteriano de extractos de Prunus
salicifolia (Capulli) y Vaccinium floribundum (Mortifio) sobre cepas de
Streptococcus mutans, en un estudio in vitro” Objetivo: El objetivo del estudio fue
analizar el Efecto antibacteriano de extractos de Prunus salicifolia (Capulli) y
Vaccinium floribundum (Mortifio) sobre cepas de Streptococcus mutans. Tipo de
estudio: Se realiz6 un estudio experimental, transversal, prospectivo y analitico.
Materiales y métodos: En cajas Petri sembradas con cultivo de cepas de S. mutans,
se colocaron 20 discos de fieltro impregnados con P. salicifoli, V. floribundum y
gluconato de clorhexidina, la evaluacion del efecto inhibidor se realizé a las 24 y 48
horas de incubacion. Resultados: Sefialaron que no se encontré una diferencia
estadisticamente significativa del efecto antibacteriano a las 24 y 48 horas 9 entre el
tipo de fruta —capuli y mortifio (cascara y pulpa) y el gluconato de clorhexidina al
0.12% (p >0.05). Conclusion: Se evidencid que los extractos de Prunus salicifolia
(Capulli) y Vaccinium floribundum (Mortifio) obtenidos tanto de pulpa como de
cascara tienen un efecto antibacteriano in vitro, a las 24 y 48 horas, sobre cepas de
Streptococcus mutans, similar al de la clorhexidina al 0.12% empleada como control.
Caicedo J, et al.” (Ecuador, 2018) “Efecto antimicrobiano de extractos acuosos de
la cascara, pulpay semilla de uva (Vitis vinifera) sobre Streptococcus mutans, estudio
in vitro”. Objetivo: Evaluar el efecto antibacteriano de la uva sobre S. mutans. Tipo
de estudio: Se realizd un estudio experimental, transversal, prospectivo y analitico.

Materiales y métodos: El estudio elabord extractos acuosos de la cascara, pulpa y



semilla de la uva en diferentes concentraciones del 40, 70 y 100%, y como grupo
control se utilizo clorhexidina al 0.12%, los cuales fueron expuestos sobre cepas de
S. mutans previamente activados y sembrados en un medio de cultivo. El efecto
antibacteriano se evalué mediante la medicién de los halos de inhibicion bacteriana
en milimetros. Resultados: Indicaron que, el extracto de semilla de uva al 100%
presentd actividad antimicrobiana con un halo de inhibicién de 13.4mm, similar a la
clorhexidina al 0,12%, y la concentracion al 70% presentd un halo de inhibicion de
5.3mm del mismo extracto menor inhibicién, asimismo los extractos de céascara y
pulpa en su diferente concentracién no presentaron halos de inhibicion frente a
Streptococcus mutans. Conclusién: El extracto de la semilla de uva al 100% present6
mayor efecto antibacteriano contra S. mutans.

Alarcén J.8 (Ecuador, 2018) “Efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Vitis
vinifera (uva) sobre Streptococcus mutans” Objetivo: Evaluar el efecto
antibacteriano de la uva sobre cepas de S. mutans. Tipo de estudio: Se realiz6 un
estudio experimental, transversal, prospectivo y analitico. Materiales y métodos: Se
llevd a cabo en una muestra de 30 placas con cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175 y se elaboraron extractos etandlicos de la pulpa de la uva en concentraciones
del 25%, 50% y 100%, asimismo como grupo control se utilizd clorhexidina al
0,12%, estos extractos fueron expuestos sobre las cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175 previamente activadas y sembradas en un medio de cultivo. Para
evaluar el efecto antibacteriano de se midieron los halos de inhibicion bacteriana en
milimetros. Resultados: Indicaron que, las concentraciones al 25 y 50% no produjo
halos de inhibicidn bacteriana, pero la concentracion al 100% present6 un halo de

4.35 mmy el grupo control fue 8.70 mm. Conclusién: Se evidenci6 que el extracto



etandlico a base de la pulpa de la uva al 100% presentd un efecto leve sobre cepas de
S. mutans.

Jacome R.° (Ecuador, 2017) “Descontaminacion de cepillos dentales de nifios del
club semillitas del futuro. Estudio comparativo. Objetivo: Evaluar el efecto
antimicrobiano del arandano frente a Streptococcus mutans”. Tipo de estudio:
Experimental in vitro, transversal y comparativo. Materiales y métodos: Se
utilizaron 37 cepillos dentales de nifios, los cuales fueron utilizados durante 30 dias
consecutivos y se verificd la presencia de S. mutans; se comparé el efecto
antimicrobiano del extracto hidroalcoholico de arandanos en concentraciones de
0.12% y 2% con un enjuague bucal con clorhexidina al 0.12% siendo desinfectados
durante 12 horas. Luego de ello, se realizd el conteo de UFC de S. mutans.
Resultados: Indicaron que, todas las muestras fueron contaminadas al 100% con S.
mutans, luego del proceso de desinfeccion los extractos fueron capaces de disminuir
la carga bacteriana. Conclusion: Se evidencio que los extractos de los arandanos
demostraron una efectividad antimicrobiana similar a la clorhexidina.

Lalaleo M.%(Ecuador, 2016) “Efecto inhibitorio del extracto alcohélico de mortifio
(Vaccinium floribundum kunth) sobre el Streptococcus mutans” Objetivo: Evaluar
el efecto antimicrobiano del extracto alcohdlico del arandano frente a Streptococcus
mutans. Tipo de estudio: Experimental in vitro, transversal. Materiales y métodos:
Se utilizaron 9 placas con cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 y se elabord
un extracto alcohdlico del arandano a una concentracion del 25%, 50%, 75% y 100%.
El S. mutans fue cultivado en placas Petri, en agar. Los extractos fueron colocados
sobre las placas Petri, ademas como grupo control positivo se utilizé el gluconato de

clorhexidina al 0.12% y control negativo el suero fisioldgico. Resultados: Indicaron



que, el extracto de ardndano al 25% en todas las repeticiones mostré un halo de
inhibicion de 13,11mm en comparacion con los demas extractos, los cuales hubo
bastante diferencia en los halos de inhibicion, pero fue menor a la clorhexidina.
Conclusion: El extracto alcohdlico de arandano al 25% obtuvo mayor efecto
antibacteriano en comparacién con las otras concentraciones.

Swadas M, et al.'! (India, 2016) “Evaluacién y comparacién de la actividad
antibacteriana contra el Streptococcus mutans del extracto de semilla de uva en
diferentes concentraciones con gluconato de clorhexidina: un estudio in vitro”.
Objetivo: Evaluar el efecto antibacteriano de la uva sobre S. mutans. Tipo de
estudio: Experimental in vitro, transversal. Materiales y métodos: Se utilizd 30
placas con cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175y se elaboraron extractos
etanolicos de las semillas de la uva en concentraciones del 500 mg / mL, 250 mg /
mL, 125 mg / mL y como grupo control clorhexidina al 2%, estos extractos se
agregaron sobre las cepas de S. mutans previamente activadas y sembradas en un
medio de cultivo. Para evaluar el efecto antibacteriano se midieron los halos de
inhibicidn bacteriana. Resultados: Indicaron que, la concentracion de 125 mg / mL
obtuvo un halo de 7mm, en la concentracién de 250 mg / mL obtuvo 6.3mm vy la
concentracion 500 mg / mL obtuvo 6.7mm. Conclusién: El extracto etandlico de la
semilla de la uva presenta efecto antibacteriano leve sobre S. mutans.

Mufioz Rm et al.’> (México, 2013) “Efecto inhibitorio del jugo de arandano
(Vaccinium macrocarpon) sobre microorganismos en saliva de nifios, estudio In
vitro” Objetivo: Evaluar el efecto antibacteriano del jugo de ardndano sobre algunas
bacterias de la saliva. Tipo de estudio: Experimental in vitro, transversal,

prospectivo. Materiales y métodos: El estudio se llevd a cabo en 80 muestras



salivales de nifios de ambos sexos, de una escuela perteneciente a México y se
aislaron 14 especies, los cuales fueron cultivados en medios de cultivo en placas
Petri. La actividad antimicrobiana del arandano se midié segin los halos de
inhibicion. Los resultados indicaron que, el 96.25% con un halo de inhibicion de
19.27mm de las bacterias mostraron sensibilidad al jugo de ardndano, mientras que
el 3.75% un halo de inhibicién de 5mm y presentaron resistencia. Las bacterias
predominantes fueron Streptococcus mutans, Enterococcus fecalis y Streptococcus
salivarius. Conclusién: El jugo de ardndano presenta un gran efecto antimicrobiano
frente a bacterias aisladas de la saliva, entre ellos el Streptococcus mutans.
Nacional

Sachdn et al.'® (Trujillo, 2019) “Efecto antibacteriano del extracto acuoso de
Vaccinium corymbosum  (arandano) comparado con mupirocina  sobre
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Objetivo: Evaluar el efecto antibacteriano del
extracto acuoso del fruto de Vaccinium corymbosum sobre Staphylococcus aureus
ATCC 25923. Tipo de estudio: Experimental in vitro, transversal, prospectivo.
Materiales y métodos: Se utilizaron 60 placas con cepas de Streptococcus mutans y
se prepararon concentraciones de extracto acuoso al 25%, 50%, 75% y 100%. Se
utilizd el inéculo de la bacteria a una turbidez semejante al tubo n° 0,5 del
nefelometro de MacFarland y por el método de Kirby Bauer de difusién en disco se
demostro la sensibilidad bacteriana. Resultados: En los resultados, obtuvieron que,
a mayor concentracion, mayor era el tamafio del halo de inhibicion, siendo mayor a
la concentracion del 100% con un promedio de 29,2mm, pero no logro superar el

tamafio promedio de halo de inhibicion de mupirocina con 38,3mm. Conclusién: El



extracto acuoso del Vaccinium corymbosum tiene efecto antibacteriano en todas las
disoluciones (sensible >14mm), sin embargo no supera a Mupirocina.

Gonzales J, et al.1* (Trujillo, 2015) “Efecto in vitro de extractos Etanélicos del fruto
de Vitis vinifera (UVA) Y Annona muricata (Guanabana), en la formacion de
biofilms Streptococcus mutans ATCC 25175” Objetivo: Evaluar el efecto
antibacteriano de la uva contra Streptococcus mutans ATCC 25175. Tipo de estudio:
Experimental in vitro, transversal, prospectivo. Materiales y métodos: Se utilizaron
12 placas con cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, y se elaboraron extractos
etanolicos de las céscaras del fruto de la uva en concentraciones del 0.09, 0.19, 0.39,
0.78, 1.56, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 y 100%, los cuales fueron expuestos sobre cepas
de Streptococcus mutans ATCC 25175 previamente activados y sembrados en un
medio de cultivo. Se midié la concentracién minima inhibitoria. Resultados:
Indicaron que, la concentracién al 100% obtuvo 0.203, al 50% fue 0.238, al 25% fue
0.310, al 12.5% fue 0.016. Conclusién: Para ambos extractos etandlicos procedentes
de Annona muricata y Vitis vinifera al 100% y 50% evidencio una ligera actividad

antimicrobiana sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.
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2.2 Bases tedricas
2.2.1 Caries dental
La caries dental, es una enfermedad multifactorial, caracterizada por la
desmineralizacion progresiva de las partes inorganicas de las piezas dentarias y
el posterior deterioro de éste.™®
Ademas, la caries es considerada como un proceso destructivo, por accion de los
microorganismos que forman parte de la placa bacteriana, que, a su vez,
representa el mayor factor asociado a la caries dental; se manifiesta por accion
de los &cidos presentes en la placa bacteriana desmineralizan la superficie del
esmalte dentario, por accion de las bacterias que ocasionan la descomposicién
de azucares y almidones, iniciando un proceso de desmineralizacion y creando
cavidades en el diente.™®
2.2.2 Etiologia
La caries, esta asociada a diversos factores como las de caracter biolégico, como
la consistencia de la adamantina, presencia de anticuerpos en la saliva, la
anatomia oclusal y el pH saliva. También estan los habitos alimenticios, la
higiene bucal y el consumo de agua.*®
Algunos estudios indican que, se han encontrado una alta incidencia y
prevalencia en los nifios con un nivel socioeconémico bajo.®
- Huésped: cuando el huésped es vulnerable debido a diversos factores
heredados, la edad, trastornos endocrinos, maloclusion dentaria y trastornos
salivales.
- Microflora: dentro de ellas estan los microorganismos protectores y otros que

son potencialmente patdgenos.
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- Tiempo: cuando hay un mayor tiempo de exposicion de la pieza dentaria a los
acidos producidos por las bacterias, existe un mayor riesgo de caries.

- Bacterias: algunas de las bacterias principales en la patologia de las lesiones
cariosas son S. mutans, Lactobacillus y Actinomyces. 16

2.2.3 Streptococcus mutans

Es un anaerobio facultativo, puede utilizar el oxigeno para el crecimiento; pero
si este no esta presente también puede sobrevivir, coco Gram positivo, que se
encuentra formando cadenas, carente de movilidad; es catalasa negativa,
acidogénico y acidrarico, forma parte de la placa bacteriana, forma polisacaridos
extracelulares, que va a facilitar el proceso de adherencia a la estructura
dentaria.®

En cultivos de agar sangre, su formacién de colonias se pueden observar con
facilidad por presentar 0.5 a 1mm de didmetro, presentar forma convexa, altas,
pulvinadas o en forma de mucoides, de color opaco y de aspecto como vidrio
esmerilado. 1

Streptococcus mutans produce acido lactico, tiene la caracteristica de modificar
el pH del medio de 7 a 4,2 en aproximadamente 24 horas, al metabolizar los
restos alimenticios de la cavidad bucal como la sacarosa, glucosa, fructosa, entre
otros.®

Estos &cidos llegan a los poros del esmalte a través de la placa dental, donde se
produce un proceso de desmineralizacion en el esmalte, donde el &cido se
descompone y libera iones de hidrogeno, que son los encargados de disolver los
minerales del esmalte y provocar la transmision de calcio y fosfato fuera del

esmalte. ¥/
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2.2.4 Factores de virulencia del S. mutans

Los mas involucrados en el desarrollo de la caries dental:

Acidogenicidad: S.mutans tiene la capacidad de fermentar azucares y formar
acido lactico como producto final de metabolismo, generando un ambiente &cido
y provocando que el pH baje hasta el punto critico que se de la desmineralizacion
del esmalte.

Aciduricidad: Es la capacidad de producir acido en un entorno de pH bajo.
Acidofilicidad: Tiene la capacidad de resitir un medio acido bombeando
protones fuera de la célula.®

Sintetiza fructanos y glucanos: Apatir de la sucrosa se producen los polimeros
glucano y fructano. Los glucanos insolubles van a ayudar en la adhesion a las
piezas dentarias y ser usado como reserva de nutrientes. 1

Produccion de dextranasa: Las bacterias tienen la capacidad de producir
dextranasa y la mutanasa, y ser utilizado por las bacterias como fuente de
energia.®

2.2.5 Clasificacion de Streptococcus mutans

Se pueden clasificar en 8 serotipos:

- S. mutans (serotipos c, e, fy k)

- S. sobrinus (serotipos d y g)

S. cricetus (serotipo a)

S. rattus (serotipo b)

S. ferus (serotipo c)

S. macacae (serotipo c) S. downei (serotipo h).1’
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S. mutans, se clasifica en S. no viridansy S. viridans. En el ser humano los
serotipos mas importantes son los ¢, e, fy d o g, conformando por S. mutans y S.
sobrinus, causantes principales de la caries dental. ¥’

2.2.6 Arandano

Vaccinium corymbosum L. planta nativa del Este de América del Norte, se llama
arandano, ardndano europeo alto, arandano americano o arbusto alto, arbusto con
ramas delgado y pequefio, y una altura de hasta 2,5m; tiene un fruto que es una
baya redonda de diametro entre 5-8 mm, caracterizada por color morado y su
pulpa verde. 18 1°

pertenece al grupo de Ericaceae y tiene alrededor de 450 especies, el fruto del
Vaccinium corymbosum L. esta compuesto de: azlcares, vitaminas del complejo
B, C, antioxidantes y minerales.?

Las especies V. corymbosum, V. brittonii, V. myrtillus y V. uliginosum en un
estudio sobre el contenido de flavonoides y acidos fendlicos, presentaron
quercetina, miricetina y &cido caustico en sus frutos.?>?2 La apariencia del fruto
es morado oscuro, indicando elevado contenido de polifenoles; con capacidad
antioxidante evidenciandose la presencia de acido galico y sus ésteres, derivados
del &cido clorogénico e hidroxicindmico, Ac. ascorbico, tocoferoles,
carotenoides, flavonoides, 4cidos fendlicos, antocianinas.?

Los componentes organicos de Vaccinium corymbosum L, como glucosa,
fructosa, acido citrico y malico, tienen componentes de sabor; también se
considera que presentan propiedades antioxidantes; Incluso las hojas de la planta

estdn compuestas por flavonoides derivados de la quercetina (rutosido y
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avicularina), taninos catéquicos (6-10%), iridoides, &cidos fenolicos
leucoantocianidinas acidos triterpénicos (ursolico, oleandlico) y cromo.?
Composicion

Contiene &cidos fendlicos como el Ac. cafeico, Ac. frulico, Ac. sinapinico, Ac.
3,4-dihidroxibenzoico, Ac. vanilico, Ac. p-cumarico, Ac. p-hidroxibenzoico,
Ac. siringico, Ac. cinamico, Ac. Géalico.?®

El genotipo de la planta y otros factores intervienen en la composicion de
metabolitos secundarios del arandano. 2*

Dentro de los flavonoides estan las antocianinas y las proantocianidinas,
contienen mayor variedad de compuestos con actividad farmacoldgica.
Flavonoides con esqueleto carbonado, con forma C6-C3-C6 (24). Dentro de la
naturaleza se encuentran tres tipos de flavonoides como: antocianinas
flavonoides y flavan-3- oles. Su estructura basica consta de dos anillos
aromaticos unidos por tres atomos de carbono, formando un anillo heterociclico.
El flavan-3-ol es una subclase de flavonoides se polimeriza formando
proantocianidinas con peso molecular variado. Cuando los monémeros se unen
entre si por un enlace simple en el anillo B, se forman oligomeros Ilamados
proantocianidinas de tipo B y si estan unidos por enlaces dobles se denominan
proantocianidinas de tipo A. el principio activo responsable de las actividades
bioldgicas atribuidas al arandano es gracias a las proantocianidinas de tipo A.%
26

Los compuestos fendlicos son un gran conjunto de sustancias quimicas, que son
resultado de metabolitos secundarios de las plantas. La forma frecuente es de

polimeros insolubles, han mostrado accion antibacteriana frente Helicobacter
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pylori 27 .Seglin Magarifios y col. (2004) 2 y Viskelis y col. (2009)*, mencionan
que V. corymbosum L. reduce la adhesion de C. lusitaniae, S. aureus, P.
mirabilis, K. pneumoniae, Enterococcus sp., P. aeruginosa y Salmonella sp. En
las especies Candida glabrata, C. krusei y Cryptococcus neoformans, inhibié su
crecimiento por la proantocianidinas del V. corymbosum L. a excepcion de C.
albicans y C. tropicalis donde su inhibicion fue insignificativa®. Sin embargo,
se ha demostrado que el pretratamiento de extracto de arandano en superficie del
medio de cultivo, presenta actividad antiadhesiva contra C. glabrata y actividad
de antibiofilm contra C. albicans.®

Mecanismo de accion

Aunque V. corymbosum L. no ha sido estudiado de manera completa y definitiva
sobre su mecanismo de accion, se han estudiado otras plantas y frutos
caracteristicas quimicas similares, por lo que se cree que el efecto de los fenoles
y polifenoles sobre los microorganismos se debe la inhibicién de crecimiento
enzimatica extracelular, por accion sobre los grupos silfihidrilos de sus
aminoacidos de cisteina o por reacciones inespecificas a las proteinas
bacterianas; los compuestos fendlicos desestabilizan y permeabilizan la
membrana citoplasmatica, actian directamente en el metabolismo microbiano y
privando substratos que requiere la bacteria para su crecimiento.°

La actividad antimicrobiana de los taninos, se da por interaccién con las
proteinas de la pared celular, sobre las adhesinas y la capacidad de unirse a
polisacaridos. Vaccinium corymbosum L. contiene taninos condensados
conocidos como proantocianidinas. Estas sustancias son compuestos fenolicos y

tienen actividades antiadherentes y antibacterianas. *
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Toxicidad

Estudios han demostrado que altas dosis de jugo de ardndano puede causar
interaccion con el medicamento warfarina, lo que aumenta el sangrado; méas no
se encontré efectos toxicos al consumo de Vaccinium corymbosum L.

2.2.7 Uva

La uva es conocida por su nombre cientifico como Vitis vinifera, esta es una
planta trepadora, lefiosa, y perenne, su tallo puede medir hasta 35 mts de largo,
sus hojas son delgadas y de forma circular a ovalado, con margenes dentados o
desdentados. El fruto, es una baya de consistencia blanda y carnosa, su cascara
se encuentra adherida a la pulpa, tiene una forma redonda a globosa, puede tener
un color verde, amarilla, roja o negra, tiene semillas de forma piriforme. 3t
Vitis vinifera contiene un 90% fibra y agua, es rica en antioxidantes y fuente de
hidratos de carbono, los componentes principales son taninos, proteina y
fructosa, ademas posee carotenoides, vitamina A, vitaminas del complejo B, y
otras mas como la C, la vitamina K, D y E; y entre los minerales que contiene
destacan el potasio, el cobre y el hierro, calcio, fésforo, magnesio, manganeso,
azufre y selenio.®!

Propiedades medicinales

El fruto de Vitis vinifera, durante muchos afios ha sido utilizada por sus
beneficios nutricionales y medicinales. 3

Los efectos medicinales de V. Vinifera se atribuyen principalmente a las
proantocianidinas, que son potentes antioxidantes y captadores de radicales
libres que pueden inhibir enzimas implicadas la degradacion de la pared capilar;

también se ha demostrado que los flavonoides contenidos en la fruta tienen la
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capacidad de reducir la aparicion de enfermedades cardiovasculares, asi como
brindan proteccion en el proceso de neurodegeneracion; la enfermedad de
Parkinson'y Alzheimer, ayudando a mantener la capacidad cognitiva.®?

La semilla V.vinifera contiene gran cantidad de antioxidantes complejos
oligoméricos y poliméricos que acttan sobre los radicales libres, evitando el
deterioro y envejecimiento prematuro de 6rganos, células y tejidos.

El resveratrol, es uno de los antioxidantes naturales mejor conocidos y se
encuentra en una gran cantidad en el jugo de uva negro, piel y semillas.®

La investigacion sobre compuestos fotoquimicos de productos derivados de la
uva, muestran que tiene efecto antibacteriano y puede inhibir pat6genos
relacionados a enfermedad periodontal y caries; esto se encontrd en las semillas
de la uva rico en proantocianidinas, que afectd el proceso de desmineralizacion
y remineralizacion in vitro de lesiones cariosas radiculares; se sugiere como una
via natural prometedora en el tratamiento no invasivo de lesiones cariosas de la
raiz dentaria, de igual manera el extracto de semilla de uva tuvo un buen aporte
en el proceso de remineralizacién de lesiones del en dientes primarios y puede
ser utilizado como agente natural efectivo en odontologia no invasiva.*
Composicion

- Flavonoides: las semillas de Vitis vinifera contienen 5% de flavonoides,
incluidos kaempferol-3-O-glucésidos, quercetina-3-O-glucdsidos, quercetina y
micricetina. Todos los flavonoides de la uva son derivados de flavan-3-ol.

- Polifenoles: entre el 60 a 70% de polifenoles se encuentran en las semillas de

Vitis vinifera.
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- Las semillas de uva contienen proantocianidinas, y son esteres de &cidos
galicos.®

La piel de la uva negra, presenta compuestos fenolicos, polifenoles como
monomeros, taninos oligbmeros y polimeros. Polifenoles como los &cidos
fendlicos (acidos benzoico e hidroxicinamico), estilbeno como el resveratrol,
flavan-3-ols como la catequina, epicatequina, flavonoles como kaempferol,
quercetina, micricetina, antocianinas, entre otros. 32

Los polifenoles poseen muchos efectos beneficiosos para la salud, como la
inhibicion del dafio de los radicales libres, antibacterianos, antiflngicos,
disminuyendo el riesgo de enfermedades cardiovasculares, anticancerigenas, y
antiinflamatorias.

Efectos antibacterianos

Los efectos antibacterianos de la uva, han sido demostrados y sus efectos son
gracias a sus componentes de acido galico, acidos hidroxicindmicos, flavanoles,
trans-resveratrol, y los taninos. 2

Como agente antimicrobiano, estos polifenoles pueden penetrar en la membrana
celular semipermeable, donde reaccionan con el citoplasma o las proteinas
celulares. Este potencial es mayor en el extracto de cascara de uva, ya que los
acidos fendlicos estan presentes en forma no disociada. 3

Toxicidad

Segun los estudios realizados, sobre todo en animales de experimentacion, se
demostro que los compuestos no presentaron efectos perjudiciales para la salud

de aquellos animales, de tal modo, se concluy6 que no presenta efectos toxicos.
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I11. Hipotesis

Hipétesis de investigacion:

e Hi: El extracto mixto de las semillas de Vitis vinifera (Uva) y Vaccinium
corymbosum (arandano) al 30% presenta mayor efecto antibacteriano que las
demas concentraciones al 15% frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

Hipotesis estadistica Hipotesis nula:

e HO: El extracto mixto de las semillas de Vitis vinifera (Uva) y Vaccinium
corymbosum (ardndano) al 30% no presenta mayor efecto antibacteriano que las

demas concentraciones al 15% frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.
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IVV. Metodologia
4.1 Disefio de la Investigacion
Tipo cuantitativo.
. Hernandez R. Fernandez C. Baptista M. (2014) El presente estudio hizo uso de
la estadistica, la recoleccion de datos, la medicion numéricay el analisis estadistico.3
Este estudio midio los halos de inhibicion bacteriana en milimetros e hizo uso de la
estadistica.
Segun la intervencion del investigador es experimental.
. Hernandez R. Fernandez C. Baptista M. (2014) Es un estudio el cual buscé
medir el efecto de la variable independiente sobre la variable dependiente. 3 Este
estudio busco determinar el efecto de los extractos hidroetandlicos de Vitis vinifera
y Vaccinium corymbosum sobre las cepas de S. mutans.
Segun la planificacion de la toma de datos es prospectivo.
. Hernandez R. Fernandez C. Baptista M. (2014) Es un estudio el cual se inicia
en un periodo de tiempo, comienza a realizarse en el presente, cuya medicion se dara
a lo largo de un periodo de tiempo de acuerdo a sucesos o individuos a través del
tiempo, hacia el futuro.®* Los resultados del estudio se registraron en una ficha de
recoleccion de datos luego de la ejecucion del estudio.
Segun el nimero de ocasiones en que mide la variable es transversal.
. Hernandez R. Ferndndez C. Baptista M. (2014) Define como un tipo de
investigacién observacional que analiza datos de variables recopiladas en un periodo
de tiempo sobre una poblacion. 34 En este estudio, todas las variables fueron medidas

luego 48 horas de incubacion.
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Segln el nimero de variables de interés es analitico.

. Hernandez R. Fernadndez C. Baptista M. (2014) EI andlisis estadistico fue
bivariado; plantea y pone a prueba hipotesis, establece la asociacion entre factores.
Porque el estudio se centrd en una relacion causa-efecto; este estudio busco encontrar
la relacion del efecto antibacteriano de Vitis vinifera y Vaccinium corymbosum sobre
S. mutans.

Nivel de la investigacion

Nivel Explicativo

. Hernandez R. Fernadndez C. Baptista M. (2014) Determinan las causas de los
fenomenos.>* Este estudio explico el comportamiento de los extractos
hidroetanodlicos Vitis vinifera y Vaccinium corymbosum frente a S. mutans.

Disefio de investigacion

La investigacion es de disefio experimental.

. Hernandez R. Fernandez C. Baptista M. (2014) Es un estudio el cual busco
medir el efecto de la variable independiente sobre la variable dependiente. Este
estudio buscé determinar el efecto de los extractos hidroetandlicos de Vitis vinifera

y Vaccinium corymbosum frente a las cepas de S. mutans.

Esquema: Donde:
GE A X O X = Variable experimental

GC A O, 01 O2 = Mediciones de cada grupo
A = Aleatorizacion
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4.2 Poblacion y muestra

La poblacion estuvo constituida por las cepas de S. mutans ATCC 25175.

Criterios de Seleccion

Criterios de inclusion

- Placas Petri inoculadas con Streptococcus mutans ATCC 25175.

Criterios de exclusion

- Placas Petri inoculadas con Streptococcus mutans ATCC 25175 con signos de

contaminacion o contaminadas durante el procedimiento de experimentacion.

Para determinar el tamafio de la muestra se utilizé la siguiente formula:

Tamario de Muestra

El tamafio de la muestra para el presente estudio fue:

N = (Zon + Zp)? 25°
(X1 - X2)2

Donde:

Zy /2 = 1,96, coeficiente de la distribucién normal para un o =0,05

Zp = 0,84; coeficiente de la distribucion normal para un § = 0,20

S=0,9781 (X1 - X2) el cual es un valor asumido por no estar completa la informacion
sobre los valores paramétricos en estudios similares.

Luego Reemplazando obtenemos:

n =15 placas

Es decir, se necesitaron 15 placas seleccionadas aleatoriamente para cada grupo de

tratamiento.
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Tipo de muestreo probabilistico aleatorio simple.

Grupos experimentales:

Grupo A: Extracto hidroetandlico de Vitis vinifera al 15%

Grupo B: Extracto hidroetanodlico de Vitis vinifera 30%

- Grupo C: Extracto hidroetandlico de Vaccinium corymbosum al 15%

- Grupo D: Extracto hidroetandlico de Vaccinium corymbosum 30%

- Grupo E: Extracto hidroetandlico mixto de Vitis vinifera y Vaccinium
corymbosum al 15%

- Grupo F: Extracto hidroetandlico mixto de Vitis vinifera y Vaccinium

corymbosum al 30%

- Control negativo: Solucion salina fisiologica estéril (SSFe)

- Control positivo: clorhexidina al 0,12%

Por lo tanto, se utilizaron 120 placas en total.
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T4

4.3 Definicion y Operacionalizacion de las variables

VARIABLE DEFINICION DEFINICIONES TIPO ESCALA INDICADOR VALOR
CONCEPTUAL OPERACIONALES
Efecto antibacteriano sobre S. | Sustancia con Diadmetro del halo
mutans ATCC 25175 propiedades capaces de de inhibicién de S.
(Dependiente) eliminar o inhibir el mutans ATCC Diametro del
crecimiento bacteriano.® 25175 Cuantitativa Deraz6n | Halo de mm.
inhibicion
Extracto hidroetandlico de [Sustancia muy concentrada | Extracto
Vitis vinifera (Independi gue se obtiene de una planta, | hidroetandlico de
ente) semilla y frutos por diversos | Vitis vinifera en | Cualitativa Ordinal Concentracion | 15%
procedimientos. concentraciones del extracto 30%
del 15% y 30%
Extracto hidroetandlico de | Resultado del proceso de | Extracto
Vaccinium corymbosum extraccion  del  principio | hidroetandlico de
(Independiente) activo de los componentes de | Vaccinium
diferentes plantas, semillas y | corymbosum en Cualitativa Ordinal Concentracion | 15%
frutos para obtener el | concentraciones del extracto 30%

extracto.

del 15% y 30%




4.4 Técnica e instrumento de recoleccion de datos

Técnica: observacion microbioldgica aplicando el método de Kirby Bauer.

Instrumento de medicion

Los halos de inhibicion bacteriana fueron medidos en milimetros con un vernier#?
que tiene una precision: + 0,02 mm y posee una pantalla de lectura LCD grande y
clara donde se puede configurar a cero en cualquier posicion del deslizador con la
tecla Zero/ABS para comparar mas los resultados de medicion. Se registrd en una
ficha de recoleccion de datos las medidas de los halos de inhibicion en la placa.

(Anexo 1)

Protocolos de experimentacion

Del permiso para la ejecucion del estudio

Se envid una solicitud a los responsables de los laboratorios de la Universidad
Nacional de Trujillo, con el propdsito de obtener una autorizacion para desarrollar la
parte experimental del estudio en el laboratorio de farmacognosia, ademas, se solicitd
el apoyo del profesional a cargo de dicho laboratorio hasta la ejecucion final de este
estudio. Al finalizar la investigacion se obtuvo constancias de cada area en la que
elaboramos y ejecutamos el estudio. (Anexo 2)

Preparacion de los extractos hidroetandlico de las semillas de Vitis vinifera (Uva)
y Vaccinium corymbosum “ariandano”3?

Seleccion de los frutos de Uva y ardndano

Los frutos recolectados fueron trasportados al laboratorio de la Universidad Nacional
de Trujillo, donde fueron seleccionados aquellos que estén maduros, en buen estado
y con diametro entre 13.30 — 16.30 mm.

Luego, ambos ejemplares fueron llevados al Herbarium Truxillense de la
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Universidad Nacional de Trujillo para su identificacion y posterior verificacion
taxondmica. (Anexo 3)

Lavado y desinfeccion de los frutos de Uva.

Una vez seleccionado los frutos de uva, se lavaron con agua destilada, luego se
desinfectaron con hipoclorito de sodio al 3,0% durante 2 minutos y se procedié a
extraer las semillas de los frutos, Luego se procedié a lavar el material vegetal con
agua destilada.®

Secado: Las semillas fueron colocadas sobre el papel Kraft y sometidas a secado
primero a temperatura ambiente por 24 horas, y luego en la estufa de circulacion de
aire por conveccion forzada a una temperatura de 40°C.

Pulverizacion: Una vez secadas las semillas se pulverizaron con ayuda de un molino.
Tamizaje: El polvo obtenido se pasé a través del tamiz N°0.75.

Almacenamiento: El polvo de las semillas, se guardaron en frascos de vidrio de
color ambar en boca ancha. %

Preparacion del extracto hidroetandlico de las semillas de Vitis Vinifera “Uva” y de
Vaccinium corymbosum “arandano” 3

Se pesaron con exactitud 38g de polvo de semilla de Vaccinium corymbosum
(arandano) y 62g de polvo de semillas de Vitis Vinifera (Uva).

Luego se llevaron a un cartucho de papel filtro y se colocaron en el extractor del
equipo de soxhlet por separado y se extrajeron con 150 ml de etanol- agua (70:30) a
una temperatura de 60°C a 80°C durante 2 horas.

Transcurrido el tiempo, cada extracto hidroetanolico se filtrd, con papel filtro
Whatman N°40, obteniéndose un extracto purificado libre de gérmenes.

Finalmente, el extracto hidroetandlico de las semillas de cada planta fueron llevados

27



a un rotavapor y luego a la estufa hasta obtener un extracto blando. A partir del
extracto blando se prepar6 las concentraciones de 15% (150mg/ml) y 30%
(300mg/ml) de Vaccinium corymbosum (ardndano) y Vitis Vinifera (Uva) por
separado y luego la mezcla de los extractos por cada concentracion de 15%
(150mg/ml) y 30% (300mg/ml).

Luego los extractos fueron guardados en frascos de vidrio de color &mbar y en
refrigeracion (4-8°C), hasta la realizacion del analisis microbioldgico. 3
Evaluacion del efecto del extracto hidroetanolico de las semillas de Vitis Vinifera
y Vaccinium corymbosum frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

De la obtencién y reactivacion de la cepa de S. mutans ATCC 25175. 36

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

Para evaluar la pureza se sembro por estria en Agar TSYB e incub6 a 37°C por 48
horas en condiciones de microaerofilia. Posteriormente se eligi6 una colonia
compatible con Streptococcus para realizar coloracién Gram.

A partir de una colonia se sembro en caldo BHI y en Agar Tripticasa Soya (TSA), y
se conservé hasta su posterior empleo.

De la evaluacion del efecto antibacteriano mediante el método de Kirby Bauer.®
La evaluacion del efecto antibacteriano, de los extractos de Vitis vinifera 'y Vaccinium
corymbosum a concentraciones de 15% Yy 30% sobre el crecimiento de Streptococcus
mutans ATCC 25175, se realizd6 mediante el método Kirby Bauer, de difusién en

agar.
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Para lo cual se procedio de la siguiente manera:

Estandarizacion del inéculo de S. mutans ATCC 25175. 3¢

La cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 mantenida en Caldo BHI se sembro
en Agar TSA, se incubd bajo condiciones de microanaerobiosis a 37°C durante 48
horas. Luego de 48 horas de 3 a 4 colonias de Streptococcus mutans ATCC 25175 se
diluyd en caldo BHI o solucion salina fisiologica estéril hasta obtener una turbidez
semejante al tubo nimero 0.5 del Nefeldbmetro de Mac Farland (1.5 x 108 ufc/mL)
Inoculacion de las placas

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del inéculo (1.5 x108
ufc/ml), se tomo6 una alicuota de 100ul y se colocé en cada una de las placas con Agar
Mdeller Hinton, con un hisopo estéril sumergido en la suspension, se distribuyd la
suspension bacteriana en tres direcciones para asegurar una distribucion uniforme del
indculo en la placa. Se dejo secar la placa a temperatura ambiente durante 3 a 5
minutos para que cualquier exceso de humedad superficial sea absorbido.*’
Preparacion de los discos con los extractos hidroetandlico de las semillas de Vitis
vinifera y de Vaccinium corymbosum. 36:37

Se prepararon discos de papel filtro Whatman namero 3 estériles, los cuales fueron
embebidos con 50 ul de cada una de las concentraciones de 15, y 30%. del extracto
hidroetandlico de las semillas de Vitis vinifera y 15, y 30 % del extracto
hidroetandlico del fruto de Vaccinium corymbosum. Luego, con una pinza estéril, se
colocaron los discos sobre las placas de Petri con Mueller Hinton inoculadas con la
cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Se empled como control positivo Gluconato de clorhexidina al 0.12% y como control

negativo (SSFe).
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Incubacion.

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

Lectura de los resultados

Después del tiempo de incubacion 48 horas se examino cada placa, y se midid los
didmetros (mm) de los halos de inhibicion del crecimiento alrededor de cada disco
segun los grupos de estudio, para lo cual se utilizé un vernier, disefiado para medir
la unidad de medida de longitud y confiable porque es un instrumento calibrado,
certificado con el estandar de calidad ISO 9001, de marca MITUTOYO Numero de
Modelo 500-157-30. (Anexo 6)

Interpretacion de resultados:

Para la interpretacion de los resultados en la evacuacion de tipo cualitativa se tomé
como referencia los valores de sensibilidad segtn Duraffourd.*

Los cuales se clasifican segun el diametro de halo de inhibicion de la siguiente
manera:

. Nula (-) si fue inferior o igual a 8 mm.

. Sensibilidad limite (Sensible=+) de 9 a 14 mm.

. Sensibilidad media (muy sensible = ++) de 15 a 19 mm.

. Sumamente sensible (S.S.= +++) si fue igual o superior a 20 mm.

Evaluacion de la accion antibacteriana de la preparacién mixta de los extractos
hidroetandlicos de Vitis vinifera (Uva) y Vaccinium corymbosum (arandano)

frente a S. mutans ATCC 25175, 3637
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Para evaluar la accion mixta o sinérgica del extracto hidroetandlico de uva y de
ardndano se emplearon combinaciones de varias concentraciones de cada uno de los
extractos hidroetanolicos, mediante el método de Kirby Bauer, de acuerdo a los
resultados obtenidos al evaluarlos por separado. Se realizaron 15 repeticiones de cada

una de las concentraciones.
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4.5 Plan de Anélisis

La “informacion registrada en la ficha de recoleccion de datos fue digitalizada en una
base de datos en el programa ofimatico Microsoft Excel 2013, donde se ordeno,
organizd y codifico segun los items”.

Luego “se exportd al software estadistico IBM SPSS v.24 mediante la prueba de
Wilcoxon donde se realizo el tratamiento estadistico y se elabord las tablas de
frecuencia, los graficos de barras segun la naturaleza de las variables, empleando la
estadistica descriptiva”.

En la presente investigacion, para los anélisis estadisticos inferenciales se utilizé la
prueba no paramétrica de Kruskal Wallis donde los datos se procesaron con
intervalos de confianza al 95%, para determinar el nivel de confianza de los
resultados (p < 0,05).

Para la comparacion multiples se utilizo el test de Duncan, para dar respuestas segln

cada objetivo.
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€€

4.6 Matriz de Consistencia

PROBLEMA OBJETIVOS VARIABLE HIPOTESIS METODOLOGIA
cCUéI es el efecto Objetivo general . . ) . y . .
antibacteriano del | ®  Comparar el efecto antibacteriano del extracto Hipotesis de investigacion Tipoy nivel de

) . hidroetandlico de las semillas de Vitis vinifera ) ) ) Investigacion.
extracto hidroetanolico (Uva) y Vaccinium corymbosum (ardndano) Hi: El extracto mixto de las semillas | £ tipo de la investigacion
de las semillas de Vitis frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, de Vitis vinffera (Uva) y Vaccinium | €S _cuantitativo,  nivel

EFECTO explicativo, experimental,

vinifera  (Uva) vy
Vaccinium corymbosum
(aréndano) frente a
Streptococcus  mutans
ATCC 25175, Trujillo-

2019?

Trujillo-2019.

Objetivos Especificos

e  Evaluar el efecto antibacteriano del extracto
hidroetandlico de las semillas de Vitis vinifera
al 15% y 30 % frente a Streptococcus mutans
ATCC 25175.

e  Evaluar el efecto antibacteriano del extracto
hidroetandlico de las semillas de Vaccinium
corymbosum al 15% y 30% frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175.

e Evaluar el efecto antibacteriano de Ia
preparacion mixta del extracto hidroetanélico
de las semillas de Vitis vinifera (Uva) al 15 %
y de las semillas de Vaccinium corymbosum al
15% frente a Streptococcus mutans ATCC
25175.

e Evaluar el efecto antibacteriano de la
preparacion mixta del extracto hidroetanélico
de las semillas de Vitis vinifera (Uva) al 30 %
y de las semillas de Vaccinium corymbosum al
30% frente a Streptococcus mutans ATCC
25175.

o  Comparar el efecto antibacteriano del extracto
hidroetandlico de Vitis vinifera y Vaccinium
corymbosum, con los controles positivo
(Clorhexidina al 0,12%) y negativo (SSFe)
frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

ANTIBACTERIANO
(DEPENDIENTE)

EXTRACTO
HIDROETANOLICO
DE VITIS VINIFERA
(INDEPENDIENTE)

EXTRACTO
HIDROETANOLICO
DE VACCINIUM
CORYMBOSUM
(INDEPENDIENTE)

30%
presenta mayor efecto antibacteriano

corymbosum (ardndano) al

que las demé&s concentraciones al
15% frente a Streptococcus mutans
ATCC 25175.

HO: El extracto mixto de las semillas
de Vitis vinifera (Uva) y Vaccinium
corymbosum (arandano) al 30% no
presenta mayor efecto antibacteriano
que las demas concentraciones al
15% frente a Streptococcus mutans
ATCC 25175.

prospectivo,  transversal,

analitico.

Disefio de
investigacion
Experimental

Poblacion y Muestra
La  poblacion  estuvo
constituida por las cepas de
S. mutans ATCC 25175.
La muestra estuvo
conformada  por 15
repeticiones por grupo.




4.7 Principios éticos

La investigacion tomo en cuenta los principios éticos estipulados por la ULADECH
Catolica en su Codigo de Etica para la investigacion — Version 004. *°

. Cuidado del medio ambiente y respeto a la biodiversidad. — Toda
investigacion debe respetar la dignidad de los animales, el cuidado del medio
ambiente y las plantas, por encima de los fines cientificos; y se deben tomar medidas
para evitar dafos y planificar acciones para disminuir los efectos adversos y tomar
medidas para evitar dafios.>

. Beneficencia y no-maleficencia. — Toda investigacion debe tener un balance
riesgo-beneficio positivo y justificado, para asegurar el cuidado de la vida y el
bienestar de las personas que participan en la investigacion. En ese sentido, la
conducta del investigador debe responder a las siguientes reglas generales: no causar
dafio, disminuir los posibles efectos adversos y maximizar los beneficios.

. Justicia. — El investigador debe anteponer la justicia y el bien comdn antes
que el interés personal. Asi como, ejercer un juicio razonable y asegurarse que las
limitaciones de su conocimiento o capacidades, 0 sesgos, no den lugar a practicas
injustas. El investigador esta obligado a tratar equitativamente a quienes participan
en los procesos, procedimientos y servicios asociados a la investigacion, y pueden
acceder a los resultados del proyecto de investigacion. ¥

o Integridad cientifica. — El investigador (estudiante, egresado, docentes, no
docentes) tiene que evitar el engafio en todos los aspectos de la investigacion; evaluar
y declarar los dafios, riesgos y beneficios potenciales que puedan afectar a quienes
participan en una investigacion. Asimismo, el investigador debe proceder con rigor

cientifico, asegurando la validez de sus métodos, fuentes y datos. Ademas, debe
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garantizar la veracidad en todo el proceso de investigacion, desde la formulacion,

desarrollo, analisis, y comunicacion de los resultados.
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V. Resultados

5.1 Resultados

Tabla 1. Efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de las semillas de Vitis vinifera

(Uva) y Vaccinium corymbosum (arandano) frente a Streptococcus mutans ATCC 25175,

Trujillo-2019
Diametro (mm)
Extractos N _ Desviacion Sig. (p)*
Media .
tipica
Uva al 15% 15 10,07 0,53
Uva al 30% 15 12,11 0,48
Arandano al 15% 15 9,35 0,54
Arandano al 30% 15 13,41 0,73
0,000
Uva y Arandano al 15% 15 11,29 0,55
Uva y Arandano al 30% 15 13,32 0,79
Control Negativo (SSFe) 15 0,00 0,00
Gluconato de Clorhexidina
0.12% 15 16,43 0,69

Fuente: Datos propios obtenidos de medicion.
p*: prueba KRUSKALL WALLIS, nivel de significancia estadistica (p<0.05)
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Gréfico 1. Efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de las semillas de Vitis vinifera (Uva) y Vaccinium corymbosum

(ardndano) frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo-2019.
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Fuente: Datos obtenidos de la tabla N° 01

Interpretacion: De latabla 1, aplicando la prueba no paramétrica KRUSKAL WALLIS, se obtuvo (p = 0.000 < 0.05), lo cual

podemos indicar que si existié una diferencia entre los extractos y controles evaluados. Es decir, si existio diferencia

significativa entre los extractos evaluados.
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Tabla 2. Test de Duncan, efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de las semillas de Vitis vinifera (Uva) y Vaccinium

corymbosum (arandano) frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo-2019

Subconjunto para alfa =0.05 - (Test Duncan)

Extractos N
1 2 3 4 5 6 7

Control Negativo (SSFe) 15 0,00
Arandano al 15% 15 9,35
Uva al 15% 15 10,07
Uva y Arandano al 15% 15 11,29
Uva al 30% 15 12,11
Uva y Arandano al 30% 15 13,32
Arandano al 30% 15 13,41
Gluconato de Clorhexidina 0.12% 15 16,43

Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,686 1,000

Interpretacion: En la tabla 2, se observd que los extractos evaluados en la presente investigaciéon y el control negativo y
Clorhexidina 0,12%, no presentaron similitud con ningun extracto. A excepcion de Uva y Arandano al 30%, Arandano al 30%
dichos extractos presentaron efecto similar frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175



Tabla 3. Efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de las semillas de Vitis

vinifera al 15% y 30% frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

Extractos
Uva al 15% Uva al 30%
Media 10,07 12,11
Desviacion Tipica 0,53 0,48
U de Mann-Whitney 4,669
Sig. (p)* 0,000

Graéfico 3. Efecto antibacteriano del extracto hidroetanélico de las semillas de Vitis

vinifera al 15% y 30% frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.
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Fuente: Datos obtenidos de la tabla N°03

Interpretacion: Comparando el efecto antibacteriano del extracto hidroetanolico de
las semillas de Vitis vinifera al 15% y 30%, se obtuvo un (p = 0,000 < 0,05), podemos
indicar que si existio una diferencia estadisticamente significativa entre los extractos

evaluados.
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Tabla 4. Efecto antibacteriano del extracto hidroetanolico de las semillas de
Vaccinium corymbosum al 15% y 30% frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

Extractos
Arandano al 15% Arandano al 30%
Media 9,35 13,41
Desviacion Tipica 0,54 0,73
U de Mann-Whitney 4,672
Sig. (p)* 0,000

Grafico 4. Efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de las semillas de

Vaccinium corymbosum al 15% y 30% frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.
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Fuente: Datos obtenidos de la tabla N° 04

Interpretacion: Comparando el efecto antibacteriano del extracto hidroetanolico de
las semillas de Vaccinium corymbosum al 15% y 30%, se obtuvo un (p = 0,000 < 0,05),
indicando que si existi6 una diferencia estadisticamente significativa entre los

extractos evaluados.
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Tabla 5. Efecto antibacteriano de la preparacion mixta del extracto hidroetandlico de
las semillas de Vitis vinifera (Uva) y Vaccinium corymbosum al 15% y 30% frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Extractos
Uvay Aréndano al Uva y Arandano al
15% 30%
Media 11,29 13,32
Desviacion Tipica 0,55 0,79
U de Mann-Whitney 4,671
Sig. (p)* 0,000

Gréfico 5. Efecto antibacteriano de la preparacién mixta del extracto hidroetanolico
de las semillas de Vitis vinifera (Uva) y Vaccinium corymbosum al 15% y 30% frente
a Streptococcus mutans ATCC 25175.

20

16

12

Uvay Arandano al 15% Uvay Arandano al 30%

Fuente: Datos obtenidos de la tabla N° 05

Interpretacion: Comparando el efecto antibacteriano de la preparacion mixta del
extracto hidroetanolico de las semillas de Vitis vinifera (Uva) y Vaccinium
corymbosum al 15% y 30%, se obtuvo un (p = 0,000 < 0,05), indicando que si existio

una diferencia estadisticamente significativa entre los extractos evaluados.
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5.2 Analisis de resultados

La presente investigacion tuvo como propdsito comparar la actividad antibacteriana
de dos extractos hidroetandlicos, como Vitis Vinifera (Uva) y Vaccinium corymbosum
(Aréandano) en diferentes concentraciones individuales y mezcladas, frente a una de
las cepas bacterianas més asociadas a las lesiones cariosas como es el Streptococcus

mutans ATCC 25175.

Al determinar el efecto antibacteriano del extracto hidroetanolico de las semillas de
Vitis Vinifera y semillas de Vaccinium corymbosum frente a Streptococcus mutans
ATCC 25175, Trujillo-2019, se demostro que, tanto el extracto hidroetandlico de las
semillas de uva, como el extracto hidroetandlico de las semillas de ardndano
presentaron efecto antibacteriano frente a S. mutans ATCC 25175, este resultado se
dio debido a que, segtn la escala de Duraffourd 38, existe efecto antibacteriano a partir
de un halo de inhibicion mayor de 8mm. encontrandose en la investigacion, un
promedio de halos de inhibicion a partir de 9,35mm, demostrandose que,
Streptococcus mutans ATCC 25175 es sensible a los extractos hidroetanélicos de uva

y ardandano en diferentes concentraciones.

Al comparar el efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de las semillas de uva
y semillas de arandano frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, se observo que,
el extracto de semillas de arandano al 30% presenté mayor efecto antibacteriano que
los demés grupos de estudio, estos resultados se pudieron dar debido a que, en su
composicion presentan polifenoles, los cuales son responsables de la actividad
antibacteriana de este fruto, que actla interfiriendo en la virulencia del S. mutans,

impidiendo que pueda adherirse a las superficies de las piezas dentarias inhibiendo la
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glucosiltransferasa y fructosiltransferasa®. Esta investigacion es similar al estudio de
Mufioz Rm et al. 2 (Mexico, 2013), el cual quien demostrd que el jugo de arandano
tiene actividad antibacteriana sobre las cepas de S. mutans y otras bacterias aisladas de
la saliva de pacientes. Por otro lado, el estudio de Lalaleo M.!® (Ecuador,2016),
demostrd que el extracto alcohdlico de ardndano al 25% present6 efecto antibacteriano
sobre S. mutans. Este resultado se pudo dar debido que en la composicion quimica del
arandano hay un alto contenido de compuestos fenélicos, como los flavonoides donde
encontramos a las proantocianidinas y taninos poseen gran capacidad de alterar
composicion de sus membranas plasmaticas y proteinas extracelulares de
microorganismos, inactivadora de adhesinas microbianas, enzimas, proteinas de

transporte, produciendo potente efecto antibacteriano.®

Al evaluar el efecto antibacteriano del extracto hidroetanolico de las semillas de uva
al 15% y 30% frente a S. mutans ATCC 25175, se observé efecto antibacteriano frente
a S. mutans, este resultado se pudo dar debido a, que en su composicion presentan
fenoles, los cuales tienen actividad inhibitoria al inhibir la glucosiltransferasa en
concentraciones bajas, actuando en los factores de virulencia de S. mutans.® La
investigacion es similar al estudio de Swadas M, et al. 1! (India, 2016), el cual demostrd
en su estudio que, las concentraciones de 125 mg/mL, 250 mg/mL y 500 mg/mL,
presentaron efecto antibacteriano sobre las cepas de S. mutans; Pero difiere del estudio
de Alarcén J.8 (Ecuador,2018) quien demostro6 que las concentraciones al 25 y 50% no
presentaron efecto antibacteriano sobre S. mutans y la concentracién al 100% obtuvo
un bajo efecto antibacteriano. Mirsha P. et al.> (India, 2019) encontraron un menor
efecto antibacteriano en el extracto de semillas de vitis vinifera frente a S. mutans; de

igual manera Gonzales J, et al.!* (Ecuador, 2018), demostraron que la concentracion
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al 50 y 100% obtuvo bajos resultados antibacteriano sobre S. mutans. Por otro lado,
difiere de los resultados Caicedo J, et al.” (Ecuador,2018) quien encontré en su estudio
el extracto de semilla de uva al 100% presentd actividad antimicrobiana similar a la
clorhexidina al 0.12% y en los extractos de cascara y pulpa de la uva no se encontrd
inhibicion. La conclusion se pudo dar debido que el estudio de Alarcon y Gonzales se
realizé en la pulpa de la uva y nuestro estudio en las semillas de la uva como en el
estudio de Caicedo J, et al.” (Ecuador,2018) , los cuales han demostrado tener mayor
efecto antibacteriano que los extractos de la pulpa de la fruta, ya que el efecto
antibacteriano atribuido a este fruto son los polifenoles, los cuales se encuentran en
una cantidad del 60 a 70% en las semillas de uva y en menor porcentaje en la pulpa de

la fruta.l!

Al evaluar el efecto antibacteriano del extracto hidroetanolico de las semillas de
arandano al 15% y 30% frente a S. mutans ATCC 25175, se observé que, presentd
efecto antibacteriano frente a S. mutans, esta conclusion pudo darse debido a, que estas
concentraciones son capaces de actuar en la adhesion de esta bacteria inhibiendo la
glucosiltransferasa que le permite adherirse a las superficies, similar al estudio de
Mufioz Rm et al.’? (Mexico0,2013) y Sachin et al.®® (Trujillo, 2019) donde los
resultados indicaron sensibilidad de los microorganismos como el Streptococcus
mutans y el Staphylococcus aureus frente al jugo de ardndano; este resultado pudo
deberse a que dentro de su composicién quimica presentan compuestos fendlicos y
resultan toxicos para los microorganismos. Asi mismo en el estudio de Reyes et al.®
(Ecuador,2019) se encontré que el ardndano present6 un efecto antibacteriano leve

frente a S. mutans, posiblemente se deba a que en su estudio se utiliz6 la pulpa y
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cascara de la fruta; y en nuestro estudio se utilizd las semillas del ardndano

encontrdndose mayor efecto antibacteriano que en los extractos de pulpa y céscara.

Al evaluar el efecto antibacteriano del extracto mixto de uva y arandano al 15% frente
a S. mutans ATCC 25175, se determind que, present6 buen efecto antibacteriano frente
a S. mutans, estos resultados se pudieron dar debido a, que los componentes de estos
dos extractos pueden unirse generando sinergismo ya que obtuvieron un halo de
inhibicion mayor que sus extractos por separado, esto puede darse debido a que los
compuestos fendlicos de estos extractos se unen y refuerzan su potencial

antibacteriano.1°

Al evaluar el efecto antibacteriano del extracto mixto de uva y arandano al 30% frente
a S. mutans ATCC 25175, se determiné que, presentd similar efecto antibacteriano que
el extracto de las semillas de ardndano al 30%. Al mesclar estos dos extractos en esta
concentracion no hay un efecto sinérgico ya que obtuvieron similar resultado que la
concentracion de arandano al 30% no habiendo diferencias significativas, sin embargo,
el extracto mixto al 15% si obtuvo un sinergismo. Esta conclusion puso darse debido
a los fenoles que contienen los extractos y pueden unirse solamente en bajas

concentraciones.°

Al comparar el efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de las semillas de uva
y arandano, con los controles positivo (Clorhexidina al 0.12%) y negativo (SSFe)
frente a S. mutans ATCC 25175, se observo que, la clorhexidina presenté mayor efecto
antibacteriano que todos los grupos evaluados, ese efecto se pudo dar porque, su
actividad antimicrobiana es atribuida a su unién y disrupcién de la membrana

citoplasmica, alterando la permeabilidad osmética y ocasionando la precipitacion de
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proteinas y &cidos nucleicos bacterianos y no se evidencio efecto en el control negativo
(SSFe). Este resultado difiere de los estudios de Caicedo J, et al.” (Ecuador,2018), y
Jacome R. ? (Ecuador, 2017), los cuales demostraron que los extracto etandlicos de la
semilla de uva al 100% y el extracto hidroalcoholico de arandano al 0,12 y 2%
presentaron similar efecto antibacteriano que la clorhexidina al 0,12% sobre cepas de
S. mutans. Esta conclusion se pudieron dar debido a que el estudio de Caicedo J, etal.’
(Ecuador,2018) se realizd en concentraciones mayores es por ello que igualé su
efectividad, pero el estudio de Jacome R. ° (Ecuador, 2017) fue en concentraciones
menores que nuestro estudio, ello pudo darse debido al lugar de procedencia del fruto
porque influye mucho el clima geografico en donde crecen las plantas ya que diversas
investigaciones indican que segun la geografia puede variar sus efectos antibacterianos

y si se utilizo o no algin quimico para su crecimiento.’
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V1. Conclusiones

1. Al Comparar el efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de las semillas de
Vitis vinifera (Uva) y Vaccinium corymbosum (ardndano) frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175, se demostr6 que el extracto hidroetandlico de las semillas de
Vaccinium corymbosum (arandano) al 30%, present6 un mayor efecto antibacteriano
que Vitis vinifera frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

2. El extracto hidroetanolico de las semillas de Vitis vinifera al 15% y al 30%, present6
efecto antibacteriano frente a S. mutans ATCC 25175.

3. El extracto hidroetandlico de las semillas de Vaccinium corymbosum al 15% vy al
30%, presentd efecto antibacteriano frente a S. mutans ATCC 25175.

4. La preparacion mixta del extracto hidroetanolico de las semillas de Vitis Vinifera 'y
Vaccinium corymbosum al 15% y 30%, presentd similar efecto antibacteriano frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175.

5. La clorhexidina al 0,12% present6 mayor efecto antibacteriano que todas las
concentraciones de los extractos hidroetandlicos frente a Streptococcus mutans ATCC

25175.
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Aspectos complementarios

Recomendaciones

o Se sugiere a la universidad incorporar como linea de investigacion el uso de
productos naturales en los tratamientos odontolégicos.

o Se recomienda realizar estudios similares, pero en diferentes microorganismos
de la cavidad bucal como el Streptococcus sanguinis, Streptococcus mitis,

Streptococcus sobrinus y Phorpyromonas gingivalis.

o Fomentar el uso de productos naturales en el cuidado de nuestra salud bucal.
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ANEXOS

Anexo 1:

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE LA MEDIDA DE LOS HALOS
DE INHIBICION EN LA PLACA

Efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de las semillas de Vitis vinifera

(Uva) y de Vaccinium corymbosum(arandano) frente a cepas de Streptococcus

mutansATCC 25175. Trujillo 2019.

HALOS DE INHIBICION EN
mm.
REPETICIONES Extracto mixto
Extracto de Uva Extracto de arandano| de las semillas Control Control
de Uva vy positivo negativo
arandano CHx Solucién

15% | 30% | 15% 30% |15% |30% | 012% salina

10

11

12
13

14

15
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Anexo 2:

CONSTANCIAS EMITIDAS POR ESPECIALISTAS

CONSTANCIA

Yo, MARILU ROXANA SOTO VASQUEZ, Docente de la Citedra de Farmacognosia
del Departamento Académico de Farmacotecnia de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo, con nimero de colegiatura 06952.

Dejo constancia de haber colaborado en la preparacién de la muestra vegetal, las
concentraciones, del extracto hidroetandlico de las semillas de Virls vinifera L. (uva) y
Vaccinium corymbosum (aréndano) en ¢l laboratorio de Farmacognosia de la Facultad
de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Trujillo, a Ja alumna DANISA
MELINA RODRIGUEZ GARCIA, identificada con DNI 72878792, con domicilio legal

Sérvulo Gutiérrez 424,Urb. Santo Dominguito, Trujillo. Estudiante de la Escuela Profesional
de Odontologia de la Universidad Catélica los Angeles de Chimbote, en la ¢jecucion de
la tesis titulada: EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO
HIDROETANOLICO DE LAS SEMILLAS DE Viris vinifera L. (uva) y Vaccinium
corymbosum (ardndano) FRENTE A Streptococcus mutans ATCC 25175.

Se expide esta constancia, a solicitud del interesado, para los fines que estime
pertinentes.

Trujillo 04 de octubre del 2019

. 4“ Y Dra)Mafili Roxana Soto Visquez
¢ L/ CcoFPoess2
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Constancia de colaboracion de Dr. DAVID ZAVALETA VERDE, Bidlogo —-

Microbidlogo en la ejecucion del proyecto de investigacion.

CONSTANCIA

Yo, David Zavaleta Verde, Biélogo Microbiologo y docente de la Escuela
Profesional de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Ciencias

Biologicas de la Universidad Nacional de Trujillo, con registro del CBP N*
7941,

Mediante la presente dejo constancia de haber colaborado con la alumna
DANISA MELINA RODRIGUEZ GARCIA, identificado con DNI 72878792, con
domicilio legal en Ervulo Gutiérrez 424 Urb, Santo Dominguito - Trujillo;
estudiante de la Faculta de Ciencias de la Salud, Escuela Profesional de
Odontologia de la Universidad Catdlica Los Angeles de Chimbote, en 13
ejecucion del trabajo de investigacion “Efecto antibacteriano del extracto
hidroetanélico de las semillas de Vitis vinifera (uva) y Vaccinium
corymbosum (ardndano) frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

Trujillo 13 de noviembre del 2019
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Anexo 3:

IDENTIFICACION TAXONOMICA DE LA UVA

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE TRUJILLO.

Da Constancia de |a determinacion taxonémica de un (01) espécimen vegetal:

. Clase: Equisetopsida
. Subclase: Magnoliidae.

. Super Orden: Rosanae

. Orden: Vitales

. Familia: Vitaceae

. Género: Vitis

. Especie: V. vinifera L.
. Nombre comun:  “uva”

Muestra alcanzada a este despacho por DANISA MELINA RODRIGUEZ GARCIA,
identificada con DNI: 72878792, con domicilio legal en Sérvulo Gutiérrez, 424, Urb.
Santo Dominguito, Trujillo. Estudiante de la Facultad de Ciencias de la Salud, Escuela
Profesional de Odontologia de la Universidad Catdlica los Angeles de Chimbote
(ULADECH), cuya determinacién taxonémica servira para la realizacién del Proyecto
de Tesis: Efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de las semillas de Vitis
vinifera L. “uva" y Vaccinium corymbosum “arandano” frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175

Se expide la presente Constancia a solicitud de la parte interesada para los fines que
hubiera lugar,

Trujillo, 04 de noviembre del 201 "

oY

S e—

SE MOSTACE ON
ctor del Herbario MUT
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IDENTIFICACION TAXONOMICA DEL ARANDANO

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE TRUJILLO.

Da Constancia de la determinacion taxondmica de un (01) especimen vegetal:

. Ciase. Equisetopsida

' Subclase: Magnoliidae.

. Super Orden: Asteranae

. Orden: Ericales

. Familia® Ericaceae

. Genero, Vaccinium

. Especie: V. corymbosum L.

Nombre comin:  “arandano’

Muestra alcanzada a este despacho por DANISA MELINA RODRIGUEZ GARCIA,
identificada con DNI: 72878792, con domicilio legal en Sérvulo Gutiérrez, 424 Urh.
Santo Dominguito, Trujillo. Estudiante de la Facultad de Ciencias de la Salud, Escuela
Profesional de Odontologia de la Universidad Catdlica los Angeles de Chimbote
(ULADECH), cuya determinacion taxondmica servira para la realizacion del Proyecto
de Tesis: Efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de las semillas de Vitis

vinifera L. “uva" y Vaccinium corymbosum “ardndano’ frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175

Se expide |a presente Constancia a solicitud de la parte interesada para los fines que ‘
hubiera lugar.

Trujillo, 04 de noviembre del 2048 A l
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Anexo 4:

FACTURA ELECTRONICA DEL LABORATORIO GEN LAB

G’qﬂqtab@

— Pagetor1

Gen Lab del Perg S.A.C
Jr. Capac Yupanqui N°. 2434
Lince - Lima - Peru
Centrat-Telefonica
(51-1) 203-7500, (51-1) 203-7501

Email : ventas@genlabperu.com
Web Site : www.genlabperu.com

RUC N°:20501262260

FACTURA
ELECTRONICA

F002-000167

Fecha emisién : 20/03/2019
Fecha Vcto : 20/03/2019
Cliente:

Direccion:

Tipo Movimiento : ANTICIPOS
Lugar de destino ;

Gula de Remision :
UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES DE CHIMBOTE

JR. TUMBES NRO. 247 CENTRO COMERCIAL Y FINANC
CHIMBOTE - SANTA - ANCASH - Peru

Orden Compra: COTIZ 18/034525

N° Pedido : 021874

RUC : 20319956043

Cédigo Descripcion

TRESCIENTOS SESENTA Y OCHO CON 94/100 SOLES

Cant UM ':,':;P Dscto  Sub-Total
THOSBEEA - KVIKSTIR ST er o fomATCC® 251760 1 UND 312.66 0.00 312.66
Anticipo 0.00
Op. Gravada S/ 312.66
IGV 18% 56.28
Importe Total S/ 368.94

Representacion Impresa de la Factura Electrénica

Consulte : http:/icpe.genlabperu.com
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Anexo 5:

PROCEDIMIENTO DE ELABORACION DEL EXTRACTO
HIDROETANOLICO DE UVA Y ARANDANO

REALIZADO EN LA FACULTAD DE FARMACIA DE LA UNT

Se extrajeron las semillas de uva vy
arandano, se procedié a lavar con agua
destilada y a secar primero a temperatura
ambiente por 24 hrs, luego en estufa de
circulaciéon de aire a una temperatura de
40°C

Se procedid6 a pesar 62g. de
semillas de uva y 38g. de semillas
de arandano.

Una vez pesadas las semillas de uva 'y
ardndano, se realizo la pulverizacion
con ayuda de un molino.
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El polvo obtenido se pasé a
través del tamiz N°0.75y se
almacen6 en un cartucho de
papel filtro.




El cartucho de papel filtro se colocé en el extractor del equipo de
soxhlet por separado y se extrajeron con 150 ml de etanol- agua (70:30)
a una temperatura de 60°C a 80°C durante 2 horas.

Transcurrido el tiempo, cada extracto hidroetanolico se filtro, con papel
Filtro Whatman N°40, obteniéndose un extracto purificado libre de
gérmenes.

Los extractos fueron guardados en frascos de vidrio de color ambar y en
refrigeracion (4-8°C), hasta la realizacion del analisis microbiolégico.
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Microbiologia

Sistema conteniendo cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Tubo de ensayo con medio de cultivo BHI, conteniendo la cepa de
Streptococcus mutans ATCC 25175 reactivada.

65



Colonias tipicas de Streptococcus mutans ATCC 25175 en medio TSA, después de
su reactivacion.

Tubo conteniendo Streptococcus mutans ATCC 25175 estandarizado a la
concentracion 1.5x108 UFC/ml
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Extractos hidroetandlicos de las semillas de Vitis vinifera (Uva) y Vaccinium
Corymbosum (arandano), a diferentes concentraciones.

Control positivo (Clorhexidina 0,2%) y Control negativo (SSFe)
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Halos de inhibicion del extracto hidroetanolico de las semillas de Vitis vinifera (uva) y
Vaccinium corymbosum (ardndano), sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.
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Lectura de los resultados
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Anexo 6:
INSTRUMENTO DE MEDICION: Vernier digital de marca MITUTOYO

NUmero de Modelo 500-157-30, con el estandar de calidad 1SO 9001

Mitutoyo

Mitutoyo
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Lectura de resultados
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Anexo 7:

Halos de inhibicién de S. mutans

HALOS DE INHIBICION EN mm.
Extracto mixto de

REPET Extracto de Uva Extracto de ardndano las semillas de Control Control
IIE%ION Uva y arandano positivo negativo

15% 30% 15% 30% 15% 30% CHx Solucién

0,12% salina

1 10,4 12,0 9,3 13,5 12,0 12,8 15,9 0,0
2 9,7 12,1 9,3 14,6 11,6 14,2 16,6 0,0
3 9,6 11,8 8,5 13,7 10,6 12,2 15,2 0,0
4 10,7 13,1 8,9 13,2 10,8 14,3 16,5 0,0
5 10,3 11,9 9,6 13,1 11,8 134 17,4 0,0
6 11,1 12,6 9,8 12,7 11,2 12,7 17,3 0,0
7 9,5 12,3 10,2 13,3 114 12,6 15,9 0,0
8 9,9 11,7 8,6 12,0 10,8 13,3 15,8 0,0
9 10,0 12,7 8,6 12,0 10,8 13,3 16,4 0,0
10 9,0 12,6 9,0 13,7 11,6 14,3 16,5 0,0
11 10,4 11,4 9,3 13,7 12,0 12,7 16,8 0,0
12 9,9 12,1 9,6 13,9 12,1 12,5 17,3 0,0
13 10,2 11,8 9,7 13,4 10,4 14,3 17,1 0,0
14 98 | 122 | 100 | 133 | 107 | 130 | 154 0,0
15 10,5 11,4 9,9 12,3 11,1 13,0 16,4 0,0
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Anexo 8:

Prueba de normalidad, efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de las
semillas de Vitis vinifera (Uva) y Vaccinium corymbosum (arandano) frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo-2019

Diametro de halos de inhibicién (mm)

Extractos
Repeticio Uvay Uvay Corl1tro Gluconato
nes Uva al Uvaal Arandan Arandan Aréndan Arandan Negati de
15% 30% oal 15% oal 30% Clorhexid
oal 15% oal 30% VO ina0.12%
(SSFe) '
1 10.4 12 9.3 13.5 12 12.8 0 15.9
2 9.7 12.1 9.3 14.6 11.6 14.2 0 16.6
3 9.6 11.8 8.5 13.7 10.6 12.2 0 15.2
4 10.7 13.1 8.9 13.2 10.8 14.3 0 16.5
5 10.3 11.9 9.6 13.1 11.8 13.4 0 17.4
6 11.1 12.6 9.8 12.7 11.2 12.7 0 17.3
7 9.5 12.3 10.2 13.3 11.4 12.6 0 15.9
8 9.9 11.7 8.6 12 10.8 13.3 0 15.8
9 10 12.7 8.6 14.7 11.2 14.5 0 16.4
10 9 12.6 9 13.7 11.6 14.3 0 16.5
11 10.4 11.4 9.3 13.7 12 12.7 0 16.8
12 9.9 12.1 9.6 13.9 12.1 12.5 0 17.3
13 10.2 11.8 9.7 13.4 10.4 14.3 0 17.1
14 9.8 12.2 10 13.3 10.7 13 0 15.4
15 10.5 11.4 9.9 12.3 11.1 13 0 16.4
Promedio 10.07 12.11 9.35 13.41 11.29 13.32 0.00 16.43
p 1.00 0.782 0.490 0.654 0.462 0.047 * 0.501
Prueba de
Normalid Normalid Normalid Normalid Normalid Normalid No . .
ad Normalid Normalidad
. ad ad ad ad ad
(Shapiro- ad
Wilk)

*EIl Control Negativo (SSFe), ha sido desestimando, ya que es una constante

Interpretacion: Al tener menos de 50 datos por cada grupo, es recomendable usar la
prueba de normalidad del Shapiro- Wilk, para evaluar la distribucion normal de los datos,
de donde se puede observar que existio la prevalencia de los grupos de datos con una

significancia mayor a 0.05 (p > 0.05), y un grupo de datos siendo desestimado ya que es
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una constante. Con lo cual podemos concluir, en general los datos no presentaron una

distribucién normal.

Anexo 9:

HOJA DE CONFLICTO DE INTERES

Mediante este documento declaro no presentar algin tipo de conflicto de intereses
financieros, ni personales que influyan de manera inapropiada en el desarrollo de este
estudio titulado Efecto antibacteriano del extracto hidroetanolico de las semillas de Vitis
vinifera (Uva) y Vaccinium corymbosum (arandano) frente a Streptococcus mutans
ATCC 25175, Trujillo-2019

RODRIGUEZ GARCIA, DANISA MELINA

DNI N° 72878792
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