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Resumen

Objetivo: Evaluar el efecto antibacteriano del colutorio a base de Stevia rebaudiana (Stevia) y
Caesalpinia spinosa (Tara) sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175. Metodologia:
Tipo cuantitativo, nivel explicativo y disefio experimental, observacional, prospectivo y
transversal. La poblacion estuvo conformada por cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175
y muestra estuvo dada por 10 placas Petri para 5 grupos, sometidos a extractos hidroetandlico
de Stevia rebaudiana y Caesalpinia spinosa (Hierba Luisa), Gluconato de Clorhexidina 0.12 %
y grupo control, a los grupos experimentales se le enfrent6é a una concentracién de 1.5 x108
ufc/ml de S. mutans ATCC 25175. El instrumento de medida fue Vernier (calibrado).
Resultados: El mayor halo de inhibicién fue en el extracto hidroetandlico de las hojas de la
Caesalpinia spinosa al 75 % fue de 17,42 mm y que el menor halo de inhibicién de las hojas
Stevia rebaudiana al 50 % fue de 7,72 mm. Conclusion: Existe efecto antibacteriano en los

colutorios de Stevia rebaudiana y Caesalpinia spinosa sobre cepas de Streptococcus mutans

ATCC 25175

Palabras claves: Caesalpinia spinosa, Streptococcus mutans'y Stevia rebaudiana




Abstracts

Objective: To evaluate the antibacterial effect of mouthwash based on Stevia rebaudiana
(Stevia) and Caesalpinia spinosa (Tara) on strains of Streptococcus mutans ATCC 25175.
Methodology: Quantitative type, explanatory level and experimental, observational,
prospective and cross-sectional design. The population was made up of strains of Streptococcus
mutans groups ATCC 25175 and the sample was given by 10 Petri dishes for 5 groups, subjected
to hydroethanolic extracts of Stevia rebaudiana and Caesalpinia spinosa (Herba Luisa),
Chlorhexidine Gluconate 0.12% and control group, at Experimental tests were confronted with
a concentration of 1.5 x108 cfu/ml of S. mutans ATCC 25175. The measuring instrument was
Vemnier (calibrated). Results: The greatest inhibition halo was in the hydroethanolic extract of
Caesalpinia spinosa leaves at 75%, and the smallest inhibition halo of Stevia rebaudiana leaves
at 50% was 7.72 mm. Conclusion: There is antibacterial effect in mouthwashes of Stevia

rebaudiana and Caesalpinia spinosa on strains of Streptococcus mutans ATCC 25175

Keywords: Caesalpinia spinosa, Streptococcus mutans and Stevia rebaudiana
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I. Planteamiento Del Problema

1.1. Descripciéon Del problema:

La caries dentales una patologia deetiologia multifactorial, caracterizada por la pérdida
deelementos no organicos delos tejidos duros del diente debido a la presencia de acidos
producidos por bacterias cariogénicas, como el Streptococcus mutans, los cuales
metabolizan a los carbohidratos simples introducidos por nuestra dieta. El aumento de
acidez en el ambiente bucal desencadena la disolucion de los cristales de hidroxiapatita
del esmalte dental y propaga los iones de calcio y fosfato. La saliva se sobresatura con
calcio y fosfato, contribuyendo en la disminuciéon de minerales en la superficie del
esmalte, previamente desmineralizada, y aumenta la resistencia al proceso cariogénico.!
En este proceso dindmico de desmineralizacion y remineralizacion, es fundamental para

reducir los factores patolégicos que aumentan la posibilidad de caries dental. 2

Una medidapreventiva usada ampliamente es el uso del fldor, el cual es usada hace mas
de 50 afos por contener flior como ingrediente principal, segtin estudios relacionados
se menciona que el uso de la pasta dental posee mds beneficios en comparacion con el
consumo de agua fluorada. A pesar de ser uno de las estrategias mds efectivas que
condujeron a la disminucién de la caries en los paises industrializados.? En los dltimos
se ha innovado utilizando diversas plantas medicinales con efecto antibacteriano

capaces deinhibir los causantes dela caries dental, siendo el caso delos S. mutans como

también otras bacterias.3

Los estudios revelaron que Stevia rebaudiana se ha empleado en todo el mundo desde
la antigiiedad para diversos fines; por ejemplo, como edulcorante y medicamento.
Como sabemos, las hojas de las plantas de Stevia tienen propiedades funcionales y
sensoriales superiores de alta potencia, se utilizaron para tratar distintas patologias

como analgésico, espasmolitico, antiinflamatorio, y antiestrefiimiento. *




La Caesalpinia spinosa, conocida como tara, es una leguminosa originaria de Perd
usada desde la época prehispdnica por conocerse sus propiedades medicinales como
antibidtico para combatir problemas respiratorios e infecciones dela piel, Asimismo, se
inhibi6 el crecimiento de 136 cepas bacterianas, incluidas Strepfococcus mutans, E.

coli, S. aureus y S. typhimurium. 3

A nivel internacional, la caries dental afecta al 60-90% de los nifios en los paises
industrializados y el 100 % de la poblacion adulta a nivel mundial.® En nuestro pafs, el
MINSA, reporté que en un 90 % la poblacion posee caries dental, siendo un problema

persistente en los individuos.”

A nivel nacional en Tacna Vilca M, Orestes H.® en su estudio sobre efecto
antibacteriano del extracto acuoso y etandlico de la Caesalpinia Spinosa (tara) sobre el
Streptococcus mutans ATCC 25175, obtuvo que en comparacion con el extracto de
Caesalpinia Spinosa y el Gluconato de Clorhexidina al 0,12 %, es ultimo llego a

presentar mayor efecto inhibitorio sobre los Streptococcus mutans.

1.2. Formulacién del problema
1.2.1. Problema general:
(Existe efecto antibacteriano del colutorio a base de Stevia rebaudiana (Stevia) y
Caesalpinia spinosa (Tara) sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 251752,
1.2.2. Problemas especificos:
e ,Existe efecto antibacteriano del colutorio a base de Stevia rebaudiana (Stevia)
al 50% y 75% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 251757
e ,Existe efecto antibacteriano del colutorio de Caesalpinia spinosa (Tara) al 50%
y 75% sobre cepas deStreptococcus mutans ATCC 251757
1.3. Objetivos de la investigacion:
1.3.1. Objetivo general:
Determinar el efecto antibacteriano del colutorio a base de Stevia
rebaudiana (Stevia) y Caesalpinia spinosa (Tara) sobre cepas de

Streptococcus mutans ATCC 25175




1.3.2. Objetivos especificos:

Determinar el efecto antibacteriano del colutorio a base de Stevia rebaudiana

(Stevia) al 50% y 75% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175

Determinar el efecto antibacteriano del colutorio de Caesalpinia spinosa (Tara) al

50% y 75% sobre cepas deStreptococcus mutans ATCC 25175.

1.4. Justificacion:
1.4.1. Teobrica:
Este estudio proporcioné informacidon actualizada sobre los beneficios y

propiedadesde las plantas medicinales de Stevia rebaudiana (Stevia) y Caesalpinia

spinosa (Tara), y sobre todo su efecto sobre las bacterias como el S. mutans

1.4.2. Practica:
La investigacién se sustenta en los resultados obtenidos para asi informar a la
comunidad odontoldgica cudl de estas dos plantas medicinales presenta un mayor
efecto antibacteriano contra el S. mutans a un porcentaje del 50 % y 75 % como

enjuague bucal.

1.4.3. Metodoldgica:
Este estudio proporcioné a todos los profesionales un nuevo producto con buenos
efectos antibacterianos, y por ultimo contribuyo a nivel social con un costo
moderado que alcance la baja economia de los pacientes con bajos recursos

economicos.




II. Marco Tedrico
2.1 Antecedentes:

Internacional:

Tahoora L, Rajeshkumar S, Ezhilarasan D, Lakshmi T.? (2022). En su estudio
titulado: Preparacion del extracto de hexano de Stevia y Ficus benghalensis a base
de enjuague bucal. Objetivo: Evaluacion de Citotoxicidad en Stevia y Ficus
benghalensis como enjuagues bucales a base de extracto de hexano. Metodologia:
Se colectaron plantas de Stevia y Ficus benghalensis y se prepar6 extracto hexano,
con el que se comprobd la citotoxicidad y la actividad antimicrobiana. Conclusion:
El enjuague bucal tiene una potente capacidad antimicrobiana y anticancerigena que

se puede patentar y utilizar para mantener la higiene bucal.

Deviyanti S, Herawati M, Ferhad.!? (2021). En su estudio titulado:  Potencia
antimicrobiana de Stevia rebaudiana bertoni como herbal enjuagues contra la
bacteria cariogénica Streptococcus mutans. Objetivo: Explicar el potencial
enjuagues bucales herbales antimicrobianos de extractos de hojas de Stevia
rebaudiana bertoni hacia cariogénicos Streptococcus mutans bacteriano.
Metodologia: El estudio fue experimental, transversal, prospectivoy analitico,
aplicindose el extracto de Stevia rebaudiana bertoni frenteal S. mutans ATCC25175.
Conclusion: El efecto inhibitorio mostrado por el extracto alcohdlico de hojas de
Stevia contra Streptococcus mutans fue superior cuando en comparacién con la del

extracto acuoso de hojas y la clorhexidina.

Escobar E.!! (2020). En su estudio titulado: Crecimiento y viabilidad
de Streptococcus mutans en sacarosa con diferentes concentraciones de Stevia
rebaudiana Bertoni. Objetivo: Evaluar la absorbancia total, el crecimiento
plancténico, la formacién de biopeliculas, la viabilidad, la actividad metabdlica y el
pH de cultivos de Streptococcus mutans UA159 cuando se aplicaron diferentes
diluciones de Stevia rebaudiana Bertoni y determinar la concentracién minima

inhibitoria (MIC) y la concentracién minima inhibitoria de biopeliculas (MBIC) de

4




Stevia sobre S. mutans. Metodologia: En este estudio in vitro se evaluaron los
efectos de diferentes diluciones de Stevia (0—400 mg/ml) sobre el crecimiento total,
el crecimiento plancténico, la formacion de biopeliculas, la viabilidad, la actividad
metabdlica y el pH de S. mutans durante un periodo de crecimiento de 72 horas. Se
prepar6 una solucién madre mezclando 10 ml de caldo de soja triptico (TSB)
suplementado con sacarosa al 1% (TSBS) y 4 g de Stevia. Conclusiéon: Debido a
que Stevia reduce la biopelicula y la produccién de dcido, Stevia puede considerarse

un edulcorante no cariogénico.

Nacionales

Macedo S, Quispe B, Machaca K, Loayza W, Padilla T.2 (2023). En su estudio
titulado: Efecto in vitro de la infusion y aceite esencial de Caesalpinia Espinosa
(Tara) sobre Streptococcus mutans. Objetivo: Determinar el efecto in vitro de la
infusién y aceite esencial de Caesalpinia Espinosa (Tara) sobre Streptococcus
mutans. Metodologia: Experimental , analitica. El efecto inhibidor de Caesalpinia
spinosa se prob¢ in vitro utilizando discos de papel de filtro y el método de Kirby
Bauer. La infusion se ingiri6 en concentraciones de 50%, 75% y 100%, asi como
100% de aceite esencial. El control negativo fue agua destiladay el control positivo
fue clorhexidina al 0,12%. Conclusion: Se determiné que las infusiones de
Caesalpinia spinosa suprimen las cepas de Streptococcus mutans, y que cuanto mas
eficientes sean las infusiones, mayor serd la concentracion. El aceite esencial de
Caesalpinia spinosa tiene un efecto inhibidor més fuerte, sin embargo, funciona

mejor en ambos casos después de 24 horas en lugar de 48.

Diaz T, Mendoza R.12 (2021) En su estudio titulado: Efecto de la Stevia rebaudiana
en el crecimiento del Streptococcus mutans. Objetivo de Comparar el efecto de la
Stevia rebaudiana en concentraciones al 25 mg y 50 mg. en el crecimiento del
Streptococcus mutans. Metodologia: La investigacion fue experimental in vitro. Se
emplearon los edulcorantes de Stevia rebaudiana de las marcas “Stevita” y “Stevia
via” sobre cepasde S. mutans ATCC 35668. Se sembraron las cepas en placas de

Petri, conteniendo agar de Mueller Hinton, y el cultivo fue incubado, en una jarra de




microaerofilia, en una atmoésfera de CO2, durante 24 y 48 horas a 35 °C. Ambos
edulcorantes fueron diluidos en agua destilada, para destinar 100 ul de las
disoluciones en pocillos de 6 mm de didmetro. Finalmente, los halos de inhibicién
se midieron con un calibrador Vernier. Conclusion: El uso del edulcorante Stevia

rebaudiana “Stevia Via” tuvo un efecto inhibidor sobre las cepas de Streptococcus

mutans

Vilca M, Orestes H,8 (2020). En su estudio titulado: Efecto antibacteriano del
extracto acuoso y etandlico de la Caesalpinia spinosa (tara) sobre el Streptococcus
mutans ATCC 25175. Objetivo: Evaluarel efecto antibacteriano del extracto acuoso
y etandlico dela Caesalpinia spinosa (Tara) sobre colonias de Streptococcus mutans
ATCC 25175 en un estudio in vitro, Tacna 2020. Metodologia: El estudio fue
experimental, transversal, prospectivoy analitico, aplicindose el EECS y EACS
frente al S. mutans ATCC 25175. Conclusion: Se determiné que hay un efecto
antibacteriano de todaslas concentraciones del EECS frente al Streptococcus mutans.

Sin embargo, el EACS no muestra ningin efecto antibacteriano alguno frente

al Streptococcus mutans.

Vasquez M, Aldave K, Teixeira B, Guillen A, Romero C, Meneses L, 13(2020).
En su estudio titulado: Actividad antibacteriana, in vitro, del extracto etandlico de
Caesalpinia spinosa “tara”, sobre cultivos de bacterias de la biopelicula bucal.
Objetivo: Determinar la actividad antibacteriana, in vitro, del extracto etandlico de
Caesalpinia spinosa “tara”, sobre cultivos de bacterias de la biopelicula bucal.
Metodologia: Se realizé un estudio experimental in vitro, en el cual se comparé la
actividad antibacteriana de un extracto etandlico de C. spinosa y controles
(clorhexidina al 0,12% (CHX 0,12%), antiséptico bucal (AB), etanol y agua
destilada), frente a cultivos de cepas de Streptococcus mutans (ATCC ® 25175),
Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), ® Enterococcus faecalis (ATCC 29212),
® Staphylococcus aureus (ATCC ® 6538) y Porphyromonas gingivalis (ATCC®
30277). Se utiliz6 el método de difusion de agar con pocillos de 6 mm de didmetro,

en el grupo experimental y controles. Conclusion: La C. spinosa demostré tener




actividad antibacteriana in vitro frente a la presencia de S. aureus, S. sanguinis, S.

mutans y E. faecalis. No mostr6 actividad sobre la P. gingivalis.

Bazan, L. et al 14 (2018). En su estudio titulado: Evaluacién in vitro del efecto
antibacteriano de los extractos acuoso e hidroalcohdlico de la Caesalpinia spinosa
(taya)sobre Streptococcus mutans (ATCC 25175). Objetivo: Determinar el efecto
antibacteriano de los extractos acuoso e hidroetandlico de la tara sobre S. mutans.
Metodologia: El estudio fue experimental y se llevé a cabo en una poblacion de
cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 expuestos al extracto acuoso e
hidroetandlico de tara en concentraciones al 10%, 50% y 100%. El efecto
antibacteriano se midié por los halos deinhibicién bacteriana en milimetros..
Conclusion: El extracto acuoso al 50 y 100 % presenté mayor efecto antibacteriano

queel extracto hidroetandlico.
Local

Quispe G.3 (2021) En su estudio titulado: Comparacién del efecto antibacteriano del
gel de hojas de Stevia rebaudiana (Stevia) Y Gel De Clorhexidina Al 0.12% Frente
A Streptococcus Mutans ATCC 25175 —Distrito De Trujillo, Provincia De Trujillo,
Departamento De Lalibertad, 2019. Objetivo: Comparar el efecto antibacteriano del
gel de hojas de Stevia rebaudiana (Stevia) y gel de clorhexidina al 0.12% frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175 — Trujillo, 2019. Metodologia: Para la
investigacion se utilizé un disefo experimental, transversal, prospectivo y analitico,
que implic6 la incubacién de una poblacién de cepas de Streprococcus mutans ATCC
25175 en un medio de cultivo. Los geles se prepararon utilizando gel de clorhexidina
al 0,12 % y extracto de hoja de Stevia rebaudiana en concentraciones del 10, 20 y
40 %. Se realizaron trece repeticiones para cada concentracién y el efecto
antibacteriano se expres6 en Unidades Formadoras de Colonias por mililitro
(UFC/ml). El método estadistico utilizado fue la prueba de Kruskal Wallis.
Conclusién: En comparacioén con los geles a base de hojas de Stevia rebaudiana, el

gel de clorhexidina al 0,12% tenia una actividad antibacteriana mds fuerte.




Pairazaman, L. 1* (2021) En su estudio titulado: Efecto in vitro del extracto
etandlico de Stevia rebaudiana sobre los factores de virulencia cariogénicos de
Streptococcus mutans ATCC 25175. Objetivo: Determinar el efecto in vitro del
extracto etandlico de Stevia rebaudiana sobre los factores de virulencia cariogénicos
de Streptococcus mutans ATCC 25175. Metodologia: Se evalud el efecto delextracto
etandlico 70° de Stevia rebaudiana a diferentes concentraciones. El efecto sobre el
potencial acidogénico se determiné evaluando cambio de pH pre y post- incubacion.
El efecto sobre la formacion de polisacaridos insolubles se determiné utilizando
método fenol-dcido sulfirico. Los datos fueron evaluados mediante andlisis de
varianza y andlisis post hoc con prueba Tukey. La significancia fue consideradasi p
<0,05. Conclusion: el extracto etandlico de Stevia rebaudiana posee efecto
inhibitorio in vitro sobre el potencial acidogénico y la formacién de polisacaridos

extracelulares insolubles en agua de Streptococcus mutansATCC 25175.

2.2 Bases tedricas
Caries dental:

La caries dental es una enfermedad multifactorial que comienza con cambios
microbiolégicos dentro del complejo de la biopelicula y se ve afectado por el flujo
salival y la composicién, exposicién al fluoruro, consumo de azicares dietéticos, y

por conductas preventivas (limpieza dental). La enfermedad inicialmente es

reversible y puede detenerse en cualquier etapa.'®
Patogénesis

La caries dental es el resultado de interacciones a lo largo del tiempo entre bacterias
que producen dcidos, los cuales se metabolizan. Las bacterias viven en los dientes en
microcolonias que estdn encapsuladas en una matriz orgdnica de polisacaridos,
proteinas y ADN secretada por las células, que brinda protecciéon contra desecacion,
defensas del huésped y depredadores y proporciona mayor resistencia a los agentes

antimicrobianos.!?




Debido a la morfologia de los dientes existe la colonizacion microbiana y un gran
nimero de bacterias y sus subproductos, los cuales se adhieren en la biopelicula. Los

mecanismos del proceso de caries son similares para todo tipo de caries. '

Bacterias end6genas, principalmente Streptococos mutans, Streptococcus sobrinus y
Lactobacillus Spp. En la biopelicula producir 4cidos orgdnicos débiles como
subproducto del metabolismo de carbohidratos fermentables. Este dcido hace que el
pH local caiga por debajo de un valor critico, de esta forma resulta una
desmineralizacion delos tejidosdentales. Si la difusion de calcio, fosfatoy carbonato

fuera del diente, permite que continde, eventualmente se producird la cavitacién.?3

La desmineralizacion puederevertirse en sus primeras etapas a través dela absorcion
de calcio, fosfatoy fldor. El fluoruro actia como un catalizador para la difusion de
calcio y fosfato en el diente, que remineraliza las estructuras cristalinas en la lesion.
El cristalino reconstruido superficies, compuesto de hidroxiapatita fluorada y
fluorapatita, son mucho mas resistentes al ataque acido que la estructura original.

Las enzimas bacterianas también pueden ser involucrados en el desarrollo de caries.
2,3

Streptococcus mutans

Entre las enfermedades humanas relevantes atribuibles a los Streptococos mutans se
encuentran la escarlatina, la cardiopatia reumdtica, la glomerulonefritis y la
neumonia neumocdcica. Los estreptococos son esenciales en los procesos

industriales y ldcteos y como indicadores de contaminacion. !

La nomenclatura de los estreptococos, especialmente la nomenclatura de uso
médico, se ha basado en gran medida en la identificacién de los serogrupos de los
componentes de la pared celular mds que en los nombres de las especies. Durante
varias décadas, el interés se ha centrado en dos especies principales que causan
infecciones  graves: S.  pyogenes (estreptococos del grupo A) yS.
pneumoniae (neumococos). En 1984, a dos miembros se les asigné un nuevo género:

Las especies de enterococos del grupo D (que representan el 98 % de las infecciones




por enterococos humanos) se convirtieron en Enterococcus faecalis (la mayoria de
los aislados clinicos humanos) y E faecium (asociado con una notable capacidad de

resistencia a los antibi6ticos).!

Plantas Medicinales

La medicina tradicional hace muchos aios ha sido utilizada para alimentar, curar
diferentes enfermedades y aliviar dolores, ya que estas plantas presentaban diversas
propiedades curativas por sus principios activos, el cual produce en efecto
fisiologico, ademds, estos activos de las plantas medicinales son conocidos como los

alcaloides, esteroides, terpenoides, flavonoides y taninos, los cuales pueden

encontrarse distribuidos por toda la planta o en alguna de sus partes.>

Stevia rebaudiana

Es un arbusto lefioso que puede alcanzar los 80 cm de altura cuando estd
completamente madurado. El género Stevia comprende al menos 110 especies, pero
puede haber hasta 300. Su habitat se extiende desde el suroeste Estados Unidos a las

tierras altas de Brasil.#

Esta planta ha sido empleada en varias areas del mundo, como en Brasil y Paraguay,
como un control natural para diabetes, también se ha usado para ayudar a controlar

el peso en personas obesas. 4

Lo 1til del arbusto son las hojas, la especie mas dulce, contiene en sus hojas los ocho
glucdsidos ent-kaurene, siendo el estevidsido el componente principal, un producto

formado por hidroxilacién enzimédtica dentro de la planta, flavonoides y taninos.

Contiene una mezcla compleja de labdano diterpenos, triterpenos, estigmasterol,
taninos, aceites voldtiles y ocho glucésidos diterpenénicos: estevidsido,
esteviobidsido, dulcésido y rebaudidsidos A, B, C, D, y E. Las sustancias mas

abundantes son el estevidsido y el rebaudiésido A.>

Demuestran actividad antibacteriana contra Escherichia coli BW 25,113,
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Enterococcus hirae ATCC 9790 y Staphylococcus aureus MDC 5233. Mostraron un
efecto antibacteriano mas pronunciado sobre la tasa de crecimiento de E. coli, en
comparacion con las bacterias Gram-positivas, que estd relacionado con la diferencia
en la estructura de la pared celular bacteriana. Ademads, las Ag-NP no solo
suprimieron el crecimiento de bacterias, sino que también cambiaron el H -ATPasa
dependiente de energia.* -flujos a través de la membrana bacteriana, demuestra el
efecto de las Ag-NP sobre la estructura y la permeabilidad de la membrana
bacteriana. En general, nuestros hallazgos indican que las Ag-NP sintetizadas por los
extractos de la planta medicinal Stevia pueden ser un excelente candidato como
alternativa a los antibidticos contra las bacterias probadas. !”

Se encontré que la actividad antibacteriana del extracto de acetona mostr6 una
inhibicién de crecimiento diferente contra seleccionados cinco especies de bacterias.
La actividad antibacteriana podria atribuirse a la presencia de un alto contenido de
flavonoides (terpenos). '8

Composicion

La planta tiene una capacidad innata para sintetizar y acumular metabolitos
secundarios para realizar sus funciones fisiolégicas normales, para protegerse de
patégenos microbianos y animales herbivoros, y/o para responder a condiciones
ambientales de estrés.!?

Entre estos compuestos, los fenoles y polifenoles parecen actuar como antioxidantes
no enzimaticos. Su capacidad intrinseca para neutralizar, desactivar o suprimir
especies de radicales libres al donar un electrén o un dtomo de hidrégeno o,
directamente, para actuar como inhibidores de reacciones en cadena de
lipoperoxidacion, les permite jugar un papel importante funciones en el metabolismo
de ROS y para evitar la oxidacién incontrolada de biomoléculas esenciales. El fenol
antioxidante y los polifenoles son se encuentran de forma ubicua en las plantas, y
son constituyentes comunes de plantas comestibles, cuyo consumo se ha asociado
con un menor riesgo de aparicion de enfermedades cronicas y degenerativas. Por esta
razén, Los polifenoles se definen como antioxidantes dietéticos. En este contexto, el

uso de extractos de plantas que contienen compuestos antioxidantes, como aditivos

o suplementos nutricionales, y el uso de antioxidantes puros aislados son de gran




interés. 1°

En efecto, evaluando el valor nutracéutico de algunos (poli)fenoles puros y/o sus
complejo de hierbas/alimentos en el estado redox intracelular, se encontré6 que
podrian ejercer actividades tanto antioxidantes como prooxidantes. Como
prooxidantes, los polifenoles son capaces de generar radicales y pueden exhibir
actividades antiproliferativas hacia las células cancerosas. Las relaciones entre los
polifenoles naturales, la apoptosis y el cancer también se identificaron mediante
estudios sobre la capacidad de estos compuestos para actuar como agentes
quimiopreventivos y/o quimioterapéuticos contra el cancer. '

De hecho, una comprensiéon completa de los compuestos fendlicos y polifendlicos
composicion de una especie vegetal es un desafio importante, que hoy puede
perseguirse favorablemente, gracias a un enfoque analitico que combina técnicas
implicadas en el andlisis fitoquimico con los avanzados para el andlisis de mezclas.
19

Estudios recientes han demostrado que las hojas de Stevia rebaudiana son una
valiosa fuente de metabolitos secundarios con contenido fendlico. y esqueleto de
flavonoides. Varios estudios epidemiolégicos demostraron que el aumento del
consumo de polifenoles, y en particular de flavonoides, se asocia a una reduccion del
riesgo cardiovascular enfermedades, cdnceres y trastornos neurodegenerativos,
sugiriendo que los efectos beneficiosos se deben, sobre todo, a la capacidad de estos
metabolitos para combatir el estrés oxidativo que caracteriza y une estas
enfermedades. '°

Caesalpinia spinosa

La tara es una leguminosa, es un galactomanano extraido del endospermo de la
semilla del arbol Caesalpinia spinosa. Se encuentra predominantemente en Pert, que
representa el 80% de la produccion mundial. Es un neutral y de reservado
polisacarido con un peso molecular aproximado de (Mw) de 1,0 x 106, g. Mol-1.
Tiene la ventaja de ser incoloro, insipido y estable; tiene excelente sinergia con otras
gomas y se convierte en un agente gelificante. >

Se ha encontrado una fuente de taninos tipo hidrolizable con 4cido, es un compuesto

fendlico el cual posee propiedades antivirales, astringente, antibacteriana,
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antiparasitarias y antioxidantes, esto se debe a su composicion galoilglucopiranosas
los cuales pueden inhibir a la Salmonella typhimurium, y Bacillus cereus, poseen
actividades bacteriostdticas y bactericidas contra Aeromonas hydrophila,
Enterobacter sakazakii, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Salmonella Typhi y Salmonella
5

Typhimurium.

Componentes:

Las semillas de tara (C. spinosa) estan compuestas por un 38-40 % de tegumento, un
30-34 % de albumina esencialmente de galactomanano y un 27-30 % de cotiled6n-
embrién que contiene lipidos (25 %) y proteinas (42 %). Los acidos grasos mostrd
la presencia de 23 dcidos, siendo 3 4cidos principales dcido palmitico (15-19%),
acido oleico (12-15% y acido linoleico (52-54%) y con un alto contenido de dcido
cis-vaccénico (5,5 %) La materia insaponificable representa el 2,5% de los lipidos
totales.Se detectaron cinco esteroles: colesterol (trazas), campesterol (6%),
estigmasterol (10%), sitosterol (80%) y AS5-avenasterol (4%). El aceite, que
representa una pequeia parte delas semillas, pero es un subproducto de la extraccion

de galactomanano, podria utilizarse en la industria alimentaria [en SciFinder(R)].2°

En base a sus caracteristicas estructurales, encontramos a los taninos se clasifican en
dos grandes grupos: taninos hidrolizables (HTs) y condensados taninos (CT). En HT,
un carbohidrato (generalmente a-glucosa) es parcialmente o totalmente esterificado
con moléculas fendlicas como el dcido galico (dando galotaninos) o 4cido elagico
(dando elagitaninos)Por otro lado, los CT son flavonoides oligoméricos o
poliméricos basados en unidades de flavan-3-ol (cominmente catequina o
epicatequina) unidas a través de un enlace carbono-carbono. Aunque la composicion
dela vaina de tara ain no claramente establecido, sus propiedades beneficiosas han
sido principalmente atribuido a la presencia de HTs. Entre ellos, el dcido tdnico es
bien conocido por su capacidad para inducir efectos beneficiosos en humanos salud

a través de la expresion de algunas actividades bioldgicas. 2°
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Estudios recientes han reportado otras propiedades de los taninos que hacerlos aptos
para su uso como agente astringente, para eliminar pardsitos y como antipirético.

Ademads, su capacidad para reducir colesterol sérico y triglicéridos, y para suprimir

la lipogénesis estimulada por insulina, ha sido documentado. 2°

Por todas estas razones, las vainas de tara tienen un alto potencial para fines médicos,
aplicaciones industriales y alimentarias. Su contenidode 4cido galico y taninos, entre

otros compuestos, las convierte en una materia prima adecuada material para

preparar una amplia variedad de extractos. 2°

En general, se sabe que los extractos de plantas que contienen taninos son capaces
de interactuar con los sistemas bioldgicos a través de la induccion de algunos de los
efectos antes mencionados. En consecuencia, algunos extractos recientemente han
sido distribuidos comercialmente con el fin de tomar ventaja de sus propiedades.

20
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2.2 Hipotesis

Existe mayor efecto antibacteriano del colutorio de Caesalpinia spinosa sobre la

Stevia rebaudiana contra las cepas de Streptococcus mutans ATCC 2175

Hipotesis Estadistica:

Ho No existe efecto antibacteriano en los colutorios de Stevia rebaudiana y

Caesalpinia spinosa sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 2175.

H1 Existe efecto antibacteriano en los colutorios de Stevia rebaudianay Caesalpinia

spinosa sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 2175.

15




II1. Metodologia

3.1 Tipo, nivel y diseiio de investigacion

Tipo de Investigacion
Segtn el enfoque del investigador

Cuantitativo: Segiin Herndndez R., es una estrategia de investigacion que se
centra en cuantificar la recopilacién y el andlisis de datos. Se forma a partir de
un enfoque deductivo en el que se hace evidente en la comprobacion de la

teorfa.?!
Segtin la intervencion del investigador es experimental.

Experimental: Segin Hernandez R, es un proceso que consiste en someter a un
objeto o grupo de individuos, a determinadas condiciones, estimulos o
tratamiento (variable independiente), para observar los efectos o reacciones que

se producen (variable dependiente)?!
Segtin la planificacion de la toma de datos es prospectivo.

Prospectivo: Segiin Herndndez R., este disefio de investigacion se caracteriza

porque, los datos son planeados en el tiempo con la finalidad de conseguir

resultados. 2!
Segtin el niimero de ocasiones en que mide la variable de estudio es transversal.

Transversal: Segiin Herndndez R., es el disefio deinvestigacion que analiza datos
de variables recopiladas en un periodo de tiempo sobre una poblacion, muestra o

subconjunto predefinido y que lo mide solo una vez.?!

16




Nivel de Investigacion

Explicativo; se orienta a establecer las causas que originan un fendmeno
determinado Se trata de un tipo de investigacion cuantitativa que descubre el por

qué y el para qué de un fenémeno. 2!
Disefio de Investigacion

Experimental, porque busca medir el efecto de la variable independiente sobre

la variable dependiente. 2!

Este estudio buscard medir el efecto de los colutorios sobre cepas de S. mutans

ATCC 25175.

GE: 01 X 02
GC:03 04

Donde: G.E. (grupo Experimental)
G.C.: Grupo Control
01 y 03: Pre test
02 y O4: Post test
X: manipulaciéon de variable
3.2 Poblaciéon

La poblacién estuvo conformada por cultivos puros de Streptococcus mutans ATCC
25175.

Criterios de seleccion:

Criterios de inclusion

Criterios de inclusion

e (ajas Petri inoculadas con Streptococcus mutans ATCC 25175.

Criterios de exclusion

e (ajas Petri inoculadas con Streptococcus mutans ATCC 25175 con signos de

contaminacion o contaminados durante el procedimiento de experimentacion.

17




Muestra:

Para determinar el tamafio de la muestra se hizo uso de la siguiente férmula:

(Za, + Z5)?25>
n — 2
X1 —X2)

Donde: za/,= 1.96 para un a=0.05Zp= 0.84 para un = 0.20

S= 0.8 (X1-X2), Valor asumido por no haber estudios similares. Reemplazando:

(1.9640.84)22:0.82 (x1—12)2 N
n= (x1=x2)% _ 2.82x2x0.82= 10 repeticiones
(x1—x2)2

Se realizé 10 placas por cada extracto hidroetandlico

18
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3.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de informacion:
Técnica: observacidn directa.
Instrumento de medicién: Ficha de recoleccion de datos (Anexo 3)

Los valores del efecto antibacteriano fueron registrados en una ficha de

recoleccion dedatos elaborada para el estudio.

El estudio se realiz6 en inmediaciones de la facultad de microbiologia
y parasitologia de la Facultad de Ciencias dela Salud, dela Universidad
Nacional de Trujillo, fui asesorada por la microbidloga Manuela

Natividad Lujan Veldsquez.

Proceso:

Recoleccion e identificacion taxonémica de las especies vegetales.

Se recolectd 1 kg por separado de cada una de las muestras vegetales
(frutos de Caesalpinea spinosa y hojas de Stevia rebaudiana) de los

distritos de Trujillo, provincia de Trujillo, regién La Libertad.

Luego un ejemplar completo de cada especie vegetal se llevd al

Herbarium Truxillense para su identificacion taxonémica.
Preparacion de las muestras vegetales

Seleccion: Una vez recolectadas las muestras vegetales, se selecciond

las que estén enbuenas condiciones, que no tengan ataques de hongos.

Lavado y desinfeccion: Se lavo las muestras vegetales con agua
destilada y luego sedesinfectaron con hipoclorito de sodio al 0.5% las

hojas y frutos.

Secado: Ambas muestras vegetales fueron colocadas por separado en

papeles Kraft, yse llevaron a secar a una estufa de circulaciéon de aire

por conveccion forzada (40 LIC)por 48 horas.




Pulverizacion: una vez secadas las muestras vegetales fueron
pulverizadas por separado con ayuda de un mortero, para el caso de las

hojas y con molino para los frutos.

Tamizaje: Luego las muestras vegetales pulverizadas de cada especie,

fueron tamizadas a través del tamiz N° 0.75.

Almacenamiento: El polvo delas muestras vegetales fueron guardados

en diferentesfrascos de vidrio de color ambar de boca ancha.

Preparacion del extracto hidroetandlico de los frutos de

Caesalpinea spinosa y hojas de Stevia rebaudiana. 1°

Se pesé por separado, 200 g de polvo de ambas muestras. Luego se
coloco en sus respectivos frascos de vidrio de color dmbar de boca
ancha, de capacidad de 2 litros yse afiadié a cada frasco etanol-agua
(7:3) cantidad suficiente hasta cubrir la muestra por sobre 2 cm de altura.
Se mezclé bien, teniendo en cuenta que la mezcla debe ocuparcomo
maximo las 3 partes del recipiente. Se tapd los recipientes y se

maceraron por 7dias, agitindose 15 minutos, dos veces al dia.

Transcurrido el tiempo de maceracion, se filtr6 cada macerado, al vacio
con papel de filtro Whatman N° 1 y luego con filtros Millex (Millipore)
de 0,22 mm para esterilizar el extracto. Las soluciones resultantes fueron
llevadas a sequedad en una cdmara de secado al vacié a una presion
reducida y a una temperatura de 40 °C; luego se peso elresiduo seco y
se guardé en refrigeracion a 2 °C a 4 °C en frasco de vidrio de color

ambar estéril.
Preparacion de los geles.

Se procedi6 a preparar los colutorios de acuerdo alas siguientes

formulaciones:




Férmula del colutorio a base del extracto de los frutos de

Caesalpineaspinosa al 50%.

Sustancia Porcentaje
Emal 70 (Lauril éter sulfato de 3,75%
sodio)
Sorbitol 18,38%
Alcohol 96°
Extracto de Caesalpinia spinosa 6,25%
Agua destilada c.s. p 20,0 %

80 ml

Tabla 2. Férmula de colutorio a base de extracto de las hojas de Stevia

rebaudiana al 50%.

Sustancia Porcentaje
Emal 70 (Lauril éter sulfato de 3,75%
sodio)

Sorbitol 18,38%
Alcohol 96°

Extracto de Stevia rebaudiana 6,25%
Agua destilada cts. 20,0%

80 ml




Tabla 3. Férmula del colutorio a base de los extractos de las hojas de

Stevia rebaudiana y de los frutos de Caesalpinea spinosa al 50%

Sustancia Porcentaje
Emal 70 (Lauril éter sulfato de sodio) 3,75%
Sorbitol
Alcohol 96° 18,38%
Extracto de Stevia rebaudiana 6,25%
Extracto de Caesalpinia spinosa 10,0%
Agua destilada cts. 10,0%

80 ml

Procedimiento

Se pesé cada uno de los ingredientes y se mezcl6 el lauril éter sulfato
de sodio junto con el sorbitol en un agitador magnético a 800 rpm
durante 10 minutos y, poco a poco,se afiadi6 las 3% partes de disolvente
(agua). En este punto se adicioné la sacarina sédica, se agité durante
cinco minutos hasta su completa disolucién. Luego se completé la
formulacién con el resto del disolvente hasta alcanzar el volumen total

especificado en la formulacién.

Posteriormente, se procedi6 al envasado y etiquetado del colutorio en
un frasco de vidrio, dejandolo reposar por 24 horas para que
desaparezca la espuma formada durante el proceso de manufactura.

Finalmente, se determind el efecto antibacteriano de los colutorios

preparados a las diferentes concentraciones. (1)




Preparacion de la mezcla de los colutorios

Luego de preparar cada colutorio, de los frutos de Caesalpinea spinosa al 50%,
75% vy de las hojas de Stevia rebaudiana al 50%, 75%, estos se mezclaron en

partes iguales (1:1). Luego se guardé cada uno de los colutorios en recipientes de

pldstico opaco, en refrigeracion (4-8°C) hasta su posterior utilizacién.!?
Reactivacion de la cepa de S. mutans ATCC 25175.

En la presente investigacion se empleé un cultivo liofilizado de la cepa de
Streptococcus mutans ATCC 25175. La reactivacion se realizd6 sembrando el
cultivo liofilizado en un tubo con 5 mL de Caldo Brain Heart Infusion (BHI),

luego se incub6a 37 C, por 48 horas en condiciones de microaerofilia. !

Para evaluar pureza se sembrd por estria en Agar TSA e incubo a 37 C por 48
horas en condiciones de microaerofilia. Posteriormente se elegio una colonia

compatible conStreptococcus para realizar coloracion gram.

A partir deuna colonia se sembr6 en caldo BHIy en Agar Tripticasa Soya (TSA),

y se conservo hasta su posterior empleo. 13

Evaluacion del efecto antibacteriano de los colutorios mediante el método de

difusién en agar.

La evaluacion del efecto antibacteriano, de los colutorios de Stevia rebaudiana y
Caesalpinia spinosa en concentraciones del 50% y 75% sobre el crecimiento de
Streptococcus mutans ATCC 25175, se realiz6 mediante el método de difusion

en agar.
Para lo cual se procedi6 de la siguiente manera:
Estandarizacion del in6culo de S. mutans ATCC 25175.

La cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 mantenida en Caldo BHI se
sembré enAgar TSA, se incubd bajo condiciones de micro anaerobiosis a 37 C

durante 24 horas.LLuego de 24 horas de 3 a 4 colonias de Streptococcus mutans

ATCC 25175 se diluyden caldo BHI o solucion salina fisiolégica estéril hasta




obtener una turbidez semejanteal tubo nimero 0.5 del Nefelémetro de Mac

Farland (1.5 x 10® ufc/mL). 1
Inoculacion de las placas

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del in6culo (1.5 x108
ufc/ml), se tomd una alicuota de 100ul y se colocé en cada una de las placas con
AgarMiieller Hinton, con un hisopo estéril sumergido en la suspensiéon se
distribuy6é la suspension bacteriana en tres direcciones para asegurar una
distribucion uniforme delindculo en la placa. Se dejo6 secar la placa a temperatura

ambiente durante 3 a 5 minutospara que cualquier exceso de humedad superficial

sea absorbido. 20
Incubacién:

Se incubd las placas dentro de los 15 minutos posteriores a la aplicacion de los
extractos, 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 de 48 horas se examiné cada placa, y se midi6
los diametros (mm) de los halos de inhibicion del crecimiento alrededor de cada
pozo segin los colutorios y concentraciones a evaluar, para lo cual se utilizé una
regla milimetrada, abarcando el didmetro delhalo. las mediciones delos halos de

cada placafueron registradas en la ficha de recoleccion de datos. 13

Se realiz6 10 repeticiones de cada ensayo.

e Control positivo: Gluconato de clorhexidina al 0.12%

e Control negativo: propilenglicol

e Grupo A: colutorio a base de Stevia rebaudiana al 50-75%

e Grupo B: colutorio a base de Caesalpinia spinosa al 50-75%

e Grupo C: colutorio mixto a base de Stevia rebaudiana y Caesalpinia spinosa

al 50- 75%
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3.5 Método de analisis de datos:

Para analizar la informacién se construy¢ tablas de frecuencia de una entrada con

susvalores absolutos, promedios, desviacion estandar y gréaficos.

Para determinar el efecto antibacteriano de los colutorios sobre las cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175, se empled el andlisis de varianza de un
disefio completamente al azar; luego una prueba de comparaciones miuiltiples
utilizando la prueba de Duncan. Ambas pruebas con un nivel de significancia del

5%.
3.6 Aspectos Eticos:

Se cumplieron los estdndares proporcionados por el Cédigo de Etica para el
estudio de la Universidad Catdlica de Los Angeles de Chimbote y se respetaron
los principios éticos del estudio. Resoluciéon N° 1419- 2023-CU-ULADECH

Catdlica, de fecha 26 de octubre de 2023, actualizada por el Consejo
Universitario con Resolucién N° 0277- 2024-CU-ULADECH Catdlica: 24

Para todas las actividades de investigacion realizadas en la Universidad Catdlica

Los Angeles de Chimbote los principios éticos que las rigen son:

a. Cuidado del medio ambiente: respetando el entorno, proteccion de especies
y preservacion de la biodiversidad y naturaleza.

b. Integridad y honestidad: que permita la objetividad imparcialidad vy
transparencia en la difusion responsable de la investigacion.

c. Justicia: a través de un juicio razonable y ponderable que permita la toma de
precauciones y limite los sesgos, asi también, el trato equitativo con todoslos

participantes.
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IV. Resultados

Tabla 02: Efecto antibacteriano del colutorio a base de Stevia rebaudiana (Stevia) y

Caesalpinia spinosa (Tara) sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175

Didmetro (mm)

Extractos N Desviacion S8 ®@)*
Media .
tipica
Stevia al 50% 10 7,72 0,33
Stevia al 75% 10 9,54 0,36
Tara al 50% 10 9,59 0,43
Tara al 75% 10 17,42 0,99
Stevia y Tara al 50% 10 7,11 0,18 0,000
Stevia y Tara al 75% 10 10,59 0,51
Control Negativo (SSFe) 10 0,00 0

Gluconato de
Clorhexidina 0.12%

10 16,61 0,67

Fuente: ficha de recoleccion de datos 2021

p*: prueba KRUSKALL WALLIS, nivel de significancia estadistica (p<0,05)

27




20

17.42
16.61

16 ‘ ‘
14
10.59
9.54 9.59 ‘ ‘
10
7.72

8 ‘ | 7.11

6 3 t

4 3 t

0
O e

Stevia al 50% Stevia al 75% Tara al 50% Tara al 75% Stevia y Tara Stevia y Tara Control Gluconato
de

al 50% al 75% Negativo  clorhexidina

Fuente: Tabla 1

Figura 01: Efecto antibacteriano del colutorio a base de Stevia rebaudiana (Stevia) y

Caesalpinia spinosa (Tara) sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175

Interpretacion:

El promedio del halo de inhibicién en el extracto hidroetandlico de Stevia rebaudiana
(Stevia) ala concentracion de 50% fue de 7,72 mm (sensibilidad nula) con una desviacién
estdndar de 0,33 y al 75% fue de 9,54 mm (sensible) con una desviacién estdndar de 0,36
mientras que, el promedio del halo de inhibicién en el extracto hidroetandlico de hojas de
Caesalpinia spinosa (tara) a la concentracion de 50% fue de 9,54 mm (sensible) con una
desviacion estandar de 0,43 al 75% fue de 17,42 mm (sumamente sensible) con una
desviacion estandar de 0,99; asi mismo promedio del halo de inhibicién en el extracto

hidroetandlico de Stevia rebaudiana (Stevia) y de la Caesalpinia spinosa (tara) al 50% fue
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de 7,11 mm (sensible) con una desviacion estdndar de 0,18 y al 75% fue de 10,59 mm
(sumamente sensible) con una desviacion estdndarde 0,99; mientras que el control + tuvo
un promedio de 24,3 mm (sumamente sensible) y una desviacién estandarde 0,51 en cambio
en el control — no se observé ningun halo de inhibicién y con gluconato de Clorhexidina
0,12% fue de 16,6 mm y una desviacién estdndar de 0,67 por lo que el mayor halo de
inhibicién lo obtuvo la concentracién de 75% de la Caesalpinia spinosa (tara) y el menor

halo de inhibicién la concentraciéon de 50% de Stevia rebaudiana (Stevia).
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V. Discusion

En la presente investigacion, se compar6 de forma in vitro, el Efecto antibacteriano del colutorio
a base de Stevia y Tara sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, obteniéndose que el
mayor halo de inhibicién en el extracto hidroetandlico de las hojas de Caesalpinia spinosa
(Tara) al 75% fue de 17,42 mm siendo sumamente sensible asi mismo se evidenci6 que el menor
halo de inhibiciéon de las hojas Stevia rebaudiana (Stevia) fue al 50% con un 7,72 mm
presentando poca sensibilidad frente a Streptococcus mutans ATCC 25175; siendo similar al
estudio de Vilca M, Orestes H. 8 Bazan, L. et al '* donde el extracto acuoso al 50% y 100%
presentd mayor efecto antibacteriano que el extracto hidroetandlico concentraciones al 10% fue
10 mm, al 50% fue 7,9 mm y 100% obtuvo 11,4 mm poseen efecto antimicrobiano, presentando
mayor sensibilidad la bacteria S. mutans, aunque el tamafio de los halos obtenidos fue menor a
mayor concentracion, esto pudo ocurrir ya que la Tara tienen accién antibacteriana; como se
saben en sus hojas encontramos compuestos como son los taninos los cuales poseen
galoilglucopiranosas los cuales pueden inhibir a la Salmonella typhimurium, y Bacillus cereus,
poseen actividades bacteriostéticas y bactericidas contra Aeromonas hydrophila, Enterobacter
sakazakii, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Salmonella Typhi y Salmonella Typhimurium y otras bacterias.> Muy por el contrario a

lo que sucedio en la investigacién de Escobar, E. ® Diaz T, Mendoza R ! donde obtuvo que los

extractos de las hojas de Stevia en diferentes concentraciones presentan efecto antibacteriano
frente a S. mutans y a nivel nacional Pairazamdn, L.!> obteniendo que el extracto de Stevia
presenta mayor efecto antibacteriano frente a S. mutans.

Cuando se evalu6 el efecto antibacteriano del colutorio a base de Stevia rebaudiana (Stevia) al
50% y 75% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, en comparacidnal gluconato de
clorhexidina al 0,12%; se obtuvo que el gluconato de clorhexidina al 0,12% posee mayor
resultado inhibitorio con un 16,61 mm; no existié similitud con estudios anteriores; asi mismo
inferimos que esto se dio a causa que la clorhexidina adsorbida se libera progresivamente en §-
12 horas en su estructura operante y luego de 24 horas ain pueden rescatarse densidades bajas
de clorhexidina, lo que evita el asentamiento bacteriano durante ese tiempo y es activa frentea

bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. esto posee una similitud con el estudio realizado

por Tahoora L, Rajeshkumar S, Ezhilarasan D, Lakshmi T.° quien en su estudio obtuvo que esta




planta posee efecto antibacteriano ante Lactobacillus sp.y los Streptococcus mutans, como
tambien fue el caso del investigador Diaz T, Mendoza R.!? quien obtuvo mayor efecto
inhibitorio la planta de Stevia rebaudiana.

Al determinar el efecto antibacteriano del colutorio de Caesalpinia spinosa (Tara) al 50% 'y 75%
sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, en comparacion al gluconato de
clorhexidina al 0,12%; se destacé la Tara a una concentracion de 75% 17,42 mm (sensible) esto
guarda similitud con el estudio de realizado por Bazén, L. et al '* difiriendo del estudio de
Morillo, J. 19; esto se pudo suscitar debido a que a mayor concentracién existiria un efecto
inhibitorio mayor sobre la cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175; aumentando el

resultado antibacteriano y sinérgico o antagénico de Caesalpinia spinosa.

Al evaluar el efecto antibacteriano del colutorio mixto a base de Stevia rebaudiana y
Caesalpinia spinosa al 50% y al 75% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175,se
obtuvo que el gluconato de clorhexidina al 0,12% posee mayor resultado inhibitorio con un
16,61 mm; no existi6 similitud con estudios anteriores, esto se debe porque ambos extractos
poseen una hidroxilacién enzimatica dentro de la planta, siendo importantes componentes como
los flavonoides y taninos los cuales le proporcionan propiedades antibacterianas y antioxidantes

proporciondndole el efecto inhibitorio frente a distintas bacterias.

31




VI Conclusiones

Existe efecto antibacteriano en los colutorios de Stevia y tara sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 2175.

El extracto hidroetandlico de la Stevia rebaudiana al 75% posee mayor efecto
inhibitorio sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 2175.

El extracto hidroetandlico de la Caesalpinia spinosa al 75% posee mayor efecto

inhibitorio sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 2175.
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1.

VII. Recomendaciones

Es importante examinar mds pesquisas con los demds productos de Stevia que se
distribuyen en el mercado nacional, y ademads se propone el uso continuo del edulcorante
estevidsido: Stevia Via porque es de facil adquisicion y de bajo precio.

Se propone realizar una investigacion a una poblacion determinadaque agrupe un control
de dieta e higiene bucal al aplicar los diversos edulcorantes esteviosideo que se
distribuyen en el mercado nacional y asi determinar el potencial cariogénico.

Se recomienda el uso de esteviosideo: Stevia Via para sustituir al azicar en la

alimentacion diaria.
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Anexo 02. Instrumento de recoleccion de informacion

UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES DE
CHIMBOTE

EFECTO ANTIBACTERIANO DEL COLUTORIO A BASE DE Stevia
rebaudiana (Stevia) Y Caesalpinia spinosa (Tara) SOBRE CEPAS DE

Streptococcus mutans ATCC 25175

HALOS DE INHIBICION EN MM

Colutorio | Colutorio | Colutorio Control Control

REPETICIONES| de Stevia | de Tara mixto de| positivo negativo
Stevia y clorhexi

tara dina

50%|75% | 50%|75% |50% |75% 0.12% | Propilenglicol
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Anexo 03. Validez del instrumento
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Anexo 04. Confiabilidad del instrumento

Efecto antibacteriano del colutorio a base de Stevia rebaudiana (Stevia) y Caesalpinia

spinosa (Tara) sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

TEST DUNCAN

Subconjunto para alfa =0.05 - (Test Duncan)

Extractos
1 2 3 4 5 6 7
Control Negativo (SSFe) 10 0,00
Stevia y Tara al 50% 10 7,11
Stevia al 50% 10 7,72
Stevia al 75% 10 9,54
Tara al 50% 10 9,49
Stevia y Tara al 75% 10 10,59
Gluconato de Clorhexidina 10 16,61
0,12%
Tara al 75% 10 17,42
Sig. 1,000 1,000 1,000 0,830 1,000 1,000 1,000

Fuente: ficha de recoleccion de datos 2021

Interpretacion:

En la tabla 02, se observa que los extractos evaluados en la presente investigacion y el

control negativo y Clorhexidina 0,12%, no presentan similitud con ningtin extracto.

Los valores obtenidos en la concentracion deextracto hidroetandlico de Stevia rebaudiana
(Stevia), al realizar la prueba estadistica Duncan se dividieron en cinco grupos,

observandoseque hay diferencia significativa entre los grupos (p<0,05), pero no entre los
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valores que se encuentran en el mismo grupo, es decir, la concentraciéon de la hoja de
Stevia rebaudiana (Stevia) al 75% y 50% son estadisticamente iguales (p>0,05); sin
embargo se encontré que laconcentracién de extracto de Stevia rebaudiana (Stevia) y
Caesalpinia spinosa (tara) al 75%fue la que méas influy6 en la inhibicién del crecimiento

de Streptococcus mutans ATCC 251.
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Anexo 05. Documento de aprobacion de institucion para la recolecciéon de

informacion

w
ec
°

UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES
CHIMBOTE

"Afo del Bicentenaro del Penii: 200 afios de Independencia

Chimbote, 24 de sctiembre 2021

OFICIO N°224 - 2021 - EPOD-FCCS-ULADECH Catélica

Sefa).

Dr. Lyjan Velisquez Manucla

Microbsdloga encargada de Laboratono de la Umiversidad Nacional de Trupillo
Presente.-

De mu consaderacion:

Es un placer dingirme a usted para expresar nuestro cordial saludo en nombre de la Escucks
Profesional de Odontologia de la Universidad Catolica Los Angeles de Chimbote. El motivo de la
presente bene por finalidad presentar a la estudiante Ullilen Chiguaman Nazaria con codigo de
matricula N® 1812080007, de la Carrera Profesional de Odontologia, qusén gyecutard de manera
presencial, aplcando las medidas de biosegundad pertinentes, ¢l proyecto de investigacion ttulado
“EFECTO ANTIBACTERIANO DEL COLUTORIO A BASE DE STEVIA REBAUDIANA
(STEVIA) Y CAESALPINIA SPINOSA (TARA) SOBRE CEPAS DE STREPTOCOCCUS
MUTANS ATCC 25175", durante los meses de sctiembre y octubre del presente afo.

Por este motivo, mucho agradeceré bandar las facilidades a la estudsante en mencion a fin culmanar
satisfactonamente su mvestigacion

Es espera de su amable atencion, quedo de usted. V)

Dra. MARILU ROXANA SOLO VASQUEZ
Docente lgvestizadosa de la Facultad de Farmacia v Bioquimica
Laboratorio de Farmacognosia
Universidad Nacional de Trujillo

Alentamente,

Dr. Rojas Barrios, José Luis
Director de Escuela de Odontologia - ULADECH catdlica




Anexo 07. Evidencias de ejecucion (declaracion jurada, base de datos)

Tara — Preparacion de las hojas

Stevia - Preparacion de las hojas
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Elaboracién de los extractos hidroetandlico




Factura — Compra de la bacteria

Gen Lab del Peri §,A.C
mab ¥ c.,.L;“ y..,.u,:, ,l:.“0 U RUC N°:20501262260 |
ks FACTURA
Central Telefonica
del Pert SAC ‘::l,a 203-7500, (51-1) 2037501 ELECTRONICA
e  ventas@genlabpery.com
Web Sie : . genlabperu.com F001-001689
Page 1 of 1
Fecha emisidn : 12102021 Orden Compra: COTIZ-18-031479
Fecha Vcto ; 1211072021 Gula de Remision :
Cliente: UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES DE CHIMBOTE N* Pedido : 020718

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

RUC:  203tmieods Tipo Movimiento : ANTICIPOS
Lugar de destino ;
_cmp Precio
Descripcion Cant UM Unit Dscto  Sub-Total

HO%666-A  KWIK-STIK  Streptococcus mutans denved from ATCCS 25175™ 1 UND 309.74 0.00 309.74
TRESCIENTOS SESENTA Y CINCO CON 49/100 SOLES Anticipo 0.00
Op. Gravada S/ 309,74
IGV 18% 55.75
Importe Total S/ 36549

Representacion Impresa de la Factura Electronica
Consulte : hitp./icpe.genlabpery.com
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Constancias taxonémicas de las especies

;m Herbarium Truxillense (HUT)
N 7 Universidad Nacional de Trufille
e Facuitad de Chencias Biokagicas
B, Sawm Blaarvie 303, Trujille - Peri

Constancia N® 074 - 2021 - HUT

EL CNRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLEMSE (HUT) DE LA UNNERSIDAD
MACIGNAL BE TRUJILLD

Ca constancia de |2 determinacion taxonomica de un (04} especimen vegatal:

*  (lase- rMagnolicphyia
*  Subclase- Asteindae

*  Super Orden: Asteridae

= (Orden: AsTeraies

=  Familia: AsTEraceae

* Género: Stevia

* Espedie: 5. Reboudiana

=  MNombre comdn: Srevia

Muestra alcanzada a este despacho por ULLILEM CHIGUANAR, MAZARIA,
identificada con DNI 41169041 con domicifio legal en Jr. Mew York # 0205 urb.
San Micofas; Dpto. La Libertad. Estudiante de |la Facultad de Ciencias de fa salud,
Escuela Odontologia de 1z Universidad Catdlica Los Angeles de Chimbote, cuya
determinacion taxonomica servira para 13 realizacion del proyecto de tesis
titulado “EFECTO ANTIBACTERIAMO DEL COLUTORIO A BASE DE Stevia
Reboudiona  “Steviod” Y Coesolpinia Spinoso  “Taro™ SOBRE CEPAS DE
Streptococcus Mutaons Atce 25175

Se expide la presente Constanda a solicitud de la parie interesada para los fines

gue hubiera fugar.

cC. Herbario HUT

E-mgil: herbanemruxidensshut&yahoo.com
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fm Herbarium Truxillense (HUT)
Univeriitad Nacional de Trojillo
T Facuhtad de Ciencias Bicligicas
B Sam Seartim B2, Trujille - Peed

{Constancia N° 075 —2021-HUT

EL DIRECTCR DEL HERBARIUNM TRUAILLENSE [HUT) DE L& UNIVERSDAD
MACIGMAL DE TRUJILLO

D& constancia de la determinacion taxonomica de un (J1) espécimen vegstal:

+ (lase: Equisetposids

+ Subclase- Magnolidas

+ Super Orden: Rozanze

« Drden: Fabales

& Familia: Fabacese

* Género: Coesalminia

+ Espede: C. spinosa (Woling) kuntze

+ Nombre conmin: Tara

Muestra alcamzada a este despacho por ULLILEM CHIGUAMARN, MNAZARIA,
identificada con DMI 41189041, con domicilio legal en Jr. New York & 0205 urb.
San Micolas; Dpto. La Libertad. Estudiante de la Facultad de Ciencizs de la salud,
Escuela Cdontologia de |2 Universidad Catdlica Los ﬂngebes de Chimbote, cuya
determinacion taxonomica servira para la resfizacion del proyecto de tesis
titulaclo . “EFECTO  ANTIBACTERIANO DEL COLUTORIO A BASE DE Stevig
Reboudiagna  “Stevic” Y Coesalpinio Spinosg “Targ® SOBRE CEPAS DE
Streptococcus Mutans Atcc 251757

Se expide la presente Constancia a solicitud de [a parie interesada para los fines

gue hubiera lugar.

Trujilfo, 18 de Dctubre d%lr“ipf!_l- pa LA

L -
_—'-;.. ——— _.;_'__f

cc. Herbario HUT
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Universidad Nacional de Trujillo
LLAN Facultad de Ciencias Bioldgicas
Jo. San Martin 392, Trujillo - Perd

(‘ x;ﬁ Herbarium Truxillense (HUT) @

Constancia N° 074 - 2021 - HUT

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

Da constancia de |3 determinacion taxondmica de un (01) espécimen vegetal:

Clase: Magnoliophyta
Subclase: Asteiridae

Super Orden: Asteridae
Orden:
Familia

Asterales

Asteraceae
Espedie: S. Rebaudiana
Nombre comun: Stevia

Muestra alcanzada a este despacho por ULLILEN CHIGUAMAN, NAZARIA,
identificada con DNI 41169041, con domicilio legal en Jr. New York & 0205 urb.
San Nicolas; Dpto. La Libertad. Estudiante de |a Facultad de Ciencias de la salud,
Escuela Odontologia de la Universidad Catdlica Los Angeles de Chimbote, cuya
determinacion taxonomica servira para la realizacion del proyecto de tesis
titulado “EFECTO ANTIBACTERIANO DEL COLUTORIO A BASE DE Stevia
Rebaudiana “Stevia” Y Caesalpinia Spinosa “Tara” SOBRE CEPAS DE
Streptococcus Mutans Atcc 25175

Se expide la presente Constancia a solicitud de la parte interesada para los fines

gue hubiera lugar.

cc. Herbario HUT

E-mail: herbariumtruxiliensehut@yahoo.com

50




Base de datos

Diametro de halos de inhibicién (mm)

TRATAMIENTOS

Repeticiones Ext. Stevia | Ext. Stevia [Ext. tara al [Ext. tara al :Ea):'; i;esv 62’ f::_; i;e;/ 512:)/2;’ 152;:;?:0 Glucd(;nato

al 50% al 75 % 50 % 75 % (SSFe) Clorhexidi

na0.12 %
8.2 9.8 9.8 17.7 7.0 10.0 0.0 17.4
2 7.2 8.8 9.9 18.8 7.3 9.6 0.0 17.5
3 7.5 9.4 9.0 17.8 73 10.6 0.0 16.0
4 7.7 0.4 9.6 19.0 6.8 10.2 0.0 16.4
5 7.7 9.9 9.3 17.5 6.9 11.1 0.0 15.7
6 79 9.2 9.0 16.1 7.3 11.0 0.0 15.8
7 7.5 9.5 9.3 16.0 7.2 10.5 0.0 16.2
8 7.6 9.7 9.7 16.8 7.2 11.0 0.0 17.2
9 7.6 9.7 10.0 17.1 7.0 11.0 0.0 17.0
10 8.3 10.0 10.3 174 7.1 10.9 0.0 16.9
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