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5. Resumen y abstract

Resumen

Objetivo: Comparar el efecto antibacteriano del extracto acuoso de hoja de Stevia
rebaudiana y Erythroxylum coca solos y en combinacién sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175, Trujillo 2019. Metodologia: La presente investigacion es de tipo
cuantitativa, experimental, prospectivo, transversal y analitico; de nivel explicativo y
de disefio experimental, experimental puro de grupos paralelos. La muestra estuvo
conformada por 10 repeticiones por grupo de estudio (25% Stevia rebaudiana, 25%,
Erythroxylum coca y su combinacion). Con un vernier certificado con la norma 1SO
9001 se midieron los halos de inhibicion, siendo un total de 30 sensidiscos bajo el
tratamiento realizado en la placa Petri. Se utilizé una ficha de recoleccion de datos. La
prueba paramétrica ANOVA (p=0.05) se utiliz6 para comparar el efecto antibacteriano
de los grupos de estudio y el test de Turkey HSD para la comparacién multiple.
Resultados: El promedio de los halos de inhibicion obtenidos para Stevia rebaudiana
al 25% fue 10,16 mm, para Erythroxylum coca al 25% fue 7,12 mm y para la
combinacién de ambas concentraciones fue 12,07 mm. Conclusion: El extracto
acuoso mixto de hoja de Stevia rebaudiana y Erythroxylum coca, presenté un mayor
efecto antibacteriano que las otras dos concentraciones (Stevia rebaudiana 25% y

Erythroxylum coca 25%) frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

Palabras clave: Antibacteriano, Clorhexidina, Coca, Stevia rebaudiana,

Streptococcus mutans.
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Abstract

Objective: Compare the antibacterial effect of the aqueous extract of Stevia
rebaudiana and Erythroxylum coca leaf alone and in combination on Streptococcus
mutans ATCC 25175, Trujillo 2019. Methodology: This research is quantitative,
experimental, prospective, cross-sectional and analytical; explanatory level and
experimental design, pure experimental of parallel groups. The sample consisted of 10
repetitions per study group (25% Stevia rebaudiana, 25% Erythroxylum coca and its
combination). With a vernier certified with the ISO 9001 standard, the inhibition halos
were measured, with a total of 30 sensidiscs under the treatment carried out in the Petri
dish. A data collection form was used. The parametric ANOVA test (p = 0.05) was
used to compare the antibacterial effect of the study groups, and the Turkey HSD test
was used for multiple comparison. Results: The average of inhibition halos obtained
for Stevia rebaudiana at 25% was 10.16 mm, for Erythroxylum coca at 25% it was
7.12 mm and for the combination of both concentrations it was 12.07 mm.
Conclusion: The mixed agueous extract of Stevia rebaudiana and Erythroxylum coca
leaves presented a greater antibacterial effect than the other two concentrations (Stevia
rebaudiana 25% and Erythroxylum coca 25%) against Streptococcus mutans ATCC

25175.

Key words: Antibacterial, Chlorhexidine, Coca, Stevia rebaudiana, Streptococcus

mutans.
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Introduccion

Entre las enfermedades bucodentales méas comunes que afectan al ser humano se
identifica a la caries dental, la cual es un desorden de la funcion normal o una
enfermedad infectocontagiosa, que se asocia a malos habitos de higiene alimentaria,
mal oclusiones y bacterias patdgenas en la boca. Esta infeccion presenta diversos
microorganismos, entre ellos, bacterias como Streptococcus mutans, Lactobacillus
y/o Actinomyces. Las bacterias primarias en el biofilm dental generan un aumento
de la acidificacion, lo que produce una destruccién gradual del diente que, si no se
trata adecuadamente, puede conducir al total deterioro y pérdida de la corona

dentaria.t

Streptococcus mutans es una de las primeras bacterias ubicadas en la cavidad
inmediatamente después de la erupcion de los dientes de leche , el cual se adhiere
y multiplica en las superficies dentales.* Su propiedad de adhesion tiene dos etapas,
la primera relacionada con el contacto inicial del organismo con las superficies
dentales cubiertas con saliva, la cual lo hace reversible; la segunda etapa es
irreversible puesto que ya se visibiliza el glucano insoluble, sintetizado a partir de

la sacarosa producida por la actividad de la enzima glucosiltransferasa.?

Se registra a Stevia rebaudiana como planta de origen en América del Sur, cuyas
hojas son fuente de edulcorante natural con glucésidos con 0% de calorias, siendo
mas edulcorado que la sacarosa, permitiendo la baja hasta 35% de glucosa en sangre
y se ha popularizado la demanda en diversas presentaciones comerciales en paises

como, Corea, Taiwan, Japon, China, Israel, Brasil, Paraguay y Uruguay.®



El género Erythroxylum es conocido por su hombre vulgar como COCA, arbusto
de origen andino, el mismo que cuenta con un aproximado de 90 especies, sobresale
entre ellos la especie Erythroxylum coca var. por la presencia alta en alcaloides en
su contenido. El aprovechamiento de este arbusto radica en el uso de sus hojas cuya

cosecha se realiza de 3 a 4 veces al afio.*

Dentro de los componentes identificados en las hojas de coca se evidencia lipidos
(metabolitos primarios), carbohidratos y proteinas: también se encuentran
alcaloides, taninos, flavonoides, glicésidos, y aceite esencial (metabolitos
secundarios); de estos, la presencia de alcaloides y flavonoides en la planta

demuestra una funcion antifingica y antibacteriana.®

Por lo antes expuesto, se formulé como problema de investigacion: ¢Cual es el
efecto antibacteriano del extracto acuoso mixto de hoja de Stevia rebaudiana y
Erythroxylum coca solos y en combinacion sobre Streptococcus mutans ATCC

25175, Trujillo 2019?

El estudio se propuso como objetivo general: Comparar el efecto antibacteriano del
extracto acuoso de hoja de Stevia rebaudiana y Erythroxylum coca solos y en
combinacion sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo 2019. Los
objetivos especificos: Evaluar el efecto antibacteriano al 25% de extracto acuoso
de Erythroxylum coca sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo 2019.
Evaluar el efecto antibacteriano al 25% de extracto acuoso de Stevia rebaudiana
sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo 2019. Evaluar el efecto
antibacteriano del extracto acuoso mixto de hoja de Stevia rebaudiana al 25% y

Erythroxylum coca al 25% sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo



2019.

El valor de la investigacion se basa en identificar las propiedades de los productos
naturales y el correcto uso en enfermedades orales lo que permitiria la
industrializacion y diversificacion en el uso de Stevia rebaudiana y Erythroxylum
coca con fines odontologicos. Las propiedades antibacterianas de Stevia
rebaudiana y de Erythroxylum coca también se reflejan en el tratamiento de la
caries dental, considerada como una de las enfermedades bucales mds comunes,
donde el principal factor de prevalencia se asocia a la presencia de microorganismos
cariogénicos como Streptococcus mutans ATCC 25175 . Ademaés, Stevia
rebaudiana es un edulcorante y Erythroxylum coca se utiliza como tratamiento
digestivo y analgésico, con el siguiente estudio se llegd a comprobar las

propiedades antimicrobianas lo cual le da un valor agregado a su uso.

El marco metodolégico de la presente investigacion esta dado por el tipo de estudio
el cual es cuantitativo, prospectivo, transversal y analitico; cuenta con un nivel de
investigacion explicativo y con un disefio experimental, experimental puro de
grupos paralelos. La poblacion estuvo determinada por las cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175 a partir del cual se obtuvo como muestra 10 repeticiones por
grupo de estudio (25% Stevia rebaudiana, 25% Erythroxylum coca y su
combinacion). Para realizar la medida de los halos de inhibicion se considerd 30
sensidiscos con el tratamiento aplicado en la placa Petri con un vernier certificado
bajo la norma 1SO 9001 y una ficha de recoleccion de datos. La prueba paramétrica
utilizada para la comparacion del efecto antibacteriano de los grupos de estudio fue

ANOVA (p =0.05) , a su vez se utilizo el test de Turkey HSD para la comparacion



mdaltiple. Los resultados promedio de los halos de inhibicion obtenido para Stevia
rebaudiana al 25% fue 10,16 mm, para Erythroxylum coca al 25% fue 7,12 mmy
para la combinacion de ambas concentraciones fue 12,07 mm. Se concluy6 que el
extracto acuoso mixto presenta un mayor efecto antibacteriano sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175 en comparacion de los extractos acuosos al 25% de Stevia

rebaudiana y Erythroxylum coca.

La presente investigacion se rige segun el esquema establecido en el Reglamento
de Investigacion de la Universidad Catélica Los Angeles de Chimbote, iniciando
por la introduccién que incluye el enunciado del problema, los objetivos, tanto
general como especificos y la justificacion de la investigacion. También se presenta
la revision de la literatura (antecedentes y bases teoricas). La hipotesis de la
investigacion. Seguido por la metodologia precisando el tipo, nivel y disefio de
investigacion; la poblacion y muestra, la operacionalizacion de variables; la técnica
e instrumento de recoleccidn de datos, el plan de analisis, la matriz de consistencia
y los principios €éticos pertinentes. Luego se presentan los resultados guardando
relacién con los objetivos de la investigacion; el andlisis de resultados, que permitio
realizar la discusion de los hallazgos con las teorias y antecedentes de las variables

de estudio. Finalmente, se redactan las conclusiones y las recomendaciones.



I1. Revision de la literatura
2.1 Antecedentes

2.1.1 Internacionales

Acosta A, Pérez M, Ramos N, Pérez L.5 (Venezuela, 2017). Efecto de
glucosa y de Stevia rebaudiana sobre el crecimiento de Streptococcus
mutans en medio de cultivo axénico. Objetivo: Comparar los efectos de
la glucosa y Stevia rebaudiana sobre el aumento del Streptococcus
mutans y la concentracion del pH extracelular en un medio axénico.
Metodologia: La muestra del estudio fue de 12 sensidiscos para cada
grupo de estudio. Se conformo tres grupos de cultivos de Streptococcus
mutans en caldo BHI donde al grupo 1 se afiadié 8ml de edulcorante
comercial de extracto de hoja de Stevia rebaudiana, al grupo 2 se afiadio
glucosa 8ml y el dltimo grupo siendo el de control no se afadio
suplemento. Resultados: Los resultados evidenciaron que al grupo que
se afiadio glucosa hubo un mayor crecimiento de Streptococcus mutans,
a diferencia con el grupo 1 donde se afiadi6é un edulcorante comercial a
base de Stevia donde hubo menor crecimiento y que a su vez presentd
menor pH. Conclusion: Stevia rebaudiana inhibe el crecimiento del
Streptococcus mutans, pero reduce el nivel de pH y podria favorecer la

desmineralizacion del esmalte in vivo.



Guevara E.” (Ecuador, 2017). Andlisis Del Efecto Inhibitorio De Stevia
En Diferentes Concentraciones Sobre Streptococcus mutans, Estudio In
Vitro. Objetivo: Demostrar la proliferacion del Streptococcus mutans, in
vitro, mediante el extracto hidroalcohdlico de Stevia, para lo cual utilizo
la técnica microbiologica de difusion de discos. Metodologia: El disefio
de investigacion utilizado fue el experimental, estableciendo controles:
positivo Clorhexidina al 0.12% y control negativo suero fisiolégico,
realizando 15 repeticiones por extracto en concentraciones de 25%, 50%,
75% y 100%. Resultados: Los resultados obtenidos para el extracto de
Stevia al 25% y 50% no produjeron halos de inhibicién, mientras que al
75% produjo una media de 6,47 mm y al 100% produjo una media de
9,33 mm de halos de inhibicion. Conclusion: El extracto de Stevia no
tiene efecto inhibitorio sobre Streptococcus mutans en ninguna de las
concentraciones por lo que sugiere no usar el extracto de Stevia como
agente microbiano ante esta bacteria.

Masson M, Armas A.2 (Ecuador, 2016). Comparacion De La
Efectividad Antibacteriana de Stevia rebaudiana sobre Streptococcus
mutans y Streptococcus sanguinis. Objetivo: Comparar la efectividad
antibacteriana de la Stevia rebaudiana sobre Streptococcus mutans y
Streptococcus sanguinis. Metodologia: Trabajaron con 15 placas Petri
con Agar Muller Hilton adicionado 5% de sangre de cordero, una vez
activadas las cepas se dio paso al sembrado y cultivo por 48 horas. Para
evaluar cada una de las concentraciones de Stevia rebaudiana se

utilizaron discos de fieltro mojados correspondientemente y se colocaron



en cada placa Petri, tras los tiempos definidos para el crecimiento, la
evaluacion realizada por el autor se llevo a cabo con la medicion de halos
de inhibicion. Resultados: La formula comercial de Stevia logré inhibir
el crecimiento del Streptococcus sanguis en un promedio de 9,5 mm en
sus halos de inhibicién, y sobre Streptococcus mutans con halos en
promedio de 11,3 mm. Conclusién: Stevia rebaudiana tiene un efecto
inhibidor de crecimiento sobre las cepas de los microrganismos
evaluados.

Vitery G, Escribano S, Gamboa F, Chavarria N, Gémez R.°
(Colombia, 2010) Actividad Inhibitoria de la Stevia rebaudiana sobre el
Lactobacillus acidophillus y el Streptococcus mutans. Objetivo:
Demostrar la actividad inhibitoria de Stevia rebaudiana sobre
Lactobacillus acidophillus y Streptococcus mutans. Metodologia: Se
realizd una investigacion de caracter experimental, en donde a través de
un estudio in vitro se comparo el efecto, en diferentes concentraciones,
de extractos de Stevia rebaudiana, obtenidos con solventes como agua,
metanol, etanol, acetato de etilo y hexano, sobre el crecimiento de cepas
de S. mutans y L. acidophilus, utilizando la técnica de difusidén en Agar
Mueller Hinton, como controles positivos Clorhexidina, Vancomicina y
Penicilina, y como controles negativos cada uno de los solventes. Se
utilizaron 7 sensidiscos para cada grupo de estudio. Resultados: El
extracto acuoso, el etanolico y el extracto metandlico en concentracion
minima de 400 mg/mL produjeron un efecto inhibitorio con halo de 9

mm, 12.17mmy 11,5 mm respectivamente. Con el extracto de acetato de



etilo, la concentracion minima que requirio fue de 200 mg/ml. y formé
un halo de inhibicion de 11,5 mm en promedio. El extracto hexandlico se
obtuvo mejores resultados con una concentracion de 50mg/mL, con un
halo de inhibicion de 14,5 mm de didmetro. Los controles positivos en
los que se utiliz6 una dilucion de 7 sensidiscos de Vancomicina de 30 ug
en un mL, generé un halo de 16,5 mm de diametro en promedio, la
clorhexidina al 0,2% mostré un halo de 15 mm de didmetro, la penicilina
(disco de 10 mg) no generd ninguna actividad. Conclusion: Existe un
efecto antibacteriano de Stevia rebaudiana sobre S. mutans y L.
acidophilus y el posible potencial anticariogénico de este endulzante
natural.
2.1.2 Nacionales

Loyola D.1° (Lima, 2019). Actividad Antibacteriana De Hojas De
Erythroxylum coca lam. (Coca) Y Schinus molle 1. (Molle) Frente A
Streptococcus mutans Cepa ATCC 25175. Objetivo: Evaluar la
efectividad antibacteriana del extracto etanolico de hojas de coca 'y molle
al 50% y 75% frente Streptococcus mutans ATCC 25175. Metodologia:
Estudio de tipo experimental, comparativo, prospectivo y longitudinal. A
través de extracto etanodlico obtenido por filtracion al vacio en
concentraciones de 50% y 75% comparandolo con clorhexidina al
0.12%(+). Luego se aislaron las cepas del microorganismo en Agar Mitis
Salivarius. A través del método de difusion en disco (Kirby-Bauer) dentro
de Agar Mueller Hinton con el objetivo de medir las pruebas de

sensibilidad bacteriana. Resultados: De la muestra de 15 placas Petri por



grupo de estudio se obtuvo lo siguiente: a las 24 horas, la clorhexidina al
0,12% presento la mayor media de halo inhibitorio (14,13 mm) y la coca
al 50%, la menor (10,13 mm); a las 48 horas, la clorhexidina al 0,12%
también obtuvo la mayor media (14,26 mm) y, asimismo, la coca al 50%
obtuvo la menor (10,50 mm). Se observé que la clorhexidina al 0,12%
presenté mayor diferencia de media del halo inhibitorio a las 24 y 48
horas al compararlo con el resto de grupos de estudio (p=0,000). Existe
correlacion positiva, es decir, la media del halo inhibitorio es mayor a las
48 horas (0,977). Conclusion: El extracto etanolico de hojas de coca y
molle al 50% y 75% presentan una accion antibacteriana frente al

Streptococcus mutans ATCC 25175.

Salcedo M.!! (Lima, 2018). Comparacion del efecto antibacteriano del
extracto etandlico del Erythroxylum novogranatense var. truxillense y
Erythroxylum coca var. Coca frente al Streptococcus mutans. Objetivo:
Determinar el efecto antibacteriano “in vitro” de los extractos etanolico
de dos variedades de hoja de coca : Erythroxylum coca var. coca y
Erythroxylum novogranatense var. truxillense sobre el Streptococcus
mutans y ver si existe diferencia entre estas dos. Metodologia: Se
utilizaron 20 cultivos de Streptococcus mutans con el método de difusion
por discos, el cual fue utilizado en esta investigacion procediendo a la
aplicacion de los extractos etanolicos en concentraciones de 100%, 50,
25% , 12.5% y los controles tanto positivos como negativos en los
cultivos de Streptococcus mutans, la cual fue sembrada en Agar

Tripticasa soya. El tiempo de incubacion se dio entre 24-48 horas a una



temperatura de 37°C en condiciones de anaerobiosis parcial. Resultados:
Los promedios obtenidos de las medidas de los halos de inhibicion para
E. coca var. coca al 100% fue 18.65 mm, al 50% fue 17.10 mm, al 25%
fue 15.45 mm vy al 12.5% fue 13.05 mm; para E. novogranatense var.
Truxillense al 100% fue 15.30 mm, al 50% fue 14,05 mm, al 25% fue
12,65 mm y al 12.5% fue 11.79 mm. Conclusion: La variedad
Erythroxylum coca var. Coca al 100% y 50% posee mayor efecto
antibacteriano ante Streptococcus mutans que la variedad Erythroxylum
novogranatense var. truxillense al 100% frente Streptococcus mutans.

Céceres N.*? (Puno, 2017). Efecto Antimicrobiano In Vitro Del Extracto
De Stevia rebaudiana Sobre Streptococcus mutans. Objetivo:
Determinar el efecto antimicrobiano in vitro del extracto acuoso de Stevia
rebaudiana sobre Streptococcus mutans; para ello utilizaron 36 placas
Petri donde se aplic6 muestras de Streptococcus mutans para luego
colocar extracto de Stevia rebaudiana en concentraciones al 25%, 50% y
100%. Metodologia: EI método que uso el investigador fue el propuesto
por INS de Kyrby — Bauer para determinar la concentraciébn minima
inhibitoria del extracto de Stevia rebaudiana. Resultados: El extracto de
Stevia rebaudiana tiene efecto antimicrobiano sobre el Streptococcus
mutans en la concentracion al 25% con un promedio del halo de

inhibicién de 10.47 mm; al 50% de 12.46 mm y al 100% de 13.49 mm de
lo que se constituye en mejor efecto antimicrobiano. Conclusion: Se

concluye que el extracto de las hojas secas de Stevia rebaudiana obtenido
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por el método de destilacion agua-vapor tiene efecto antimicrobiano in

vitro sobre los cultivos de la bacteria Streptococcus mutans.

2.1.2 Locales
Castafieda L.*® (Trujillo 2017). Efecto Antibacteriano “In Vitro” Del
Extracto Etanolico De La Hoja De Erythroxylum novogranatense
(COCA) Y La Clorhexidina Frente A Streptococcus mutans ATCC
25175. Objetivo: Evaluar el efecto antibacteriano “in vitro” del extracto
etandlico de la hoja de Erythroxylum novogranatense y la clorhexidina
al 2% frente a Streptococcus mutans ATCC25175. Metodologia: El
efecto antibacteriano se determiné mediante la prueba de susceptibilidad
utilizando el método de Kirby-Bauer. Se realiz6 23 repeticiones para
cada tratamiento (extracto etandlico de la hoja de coca a diferentes
concentraciones y para el grupo control clorhexidina al 2%). Las cepas
de Streptococcus mutans fueron sembradas en placas que contenian
medio de cultivo Mueller Hinton, se colocaron discos con las diferentes
concentraciones de extracto etandlico de la hoja de coca, luego las placas
se incubaron a 37°C en micro anaerobiosis, midiéndose los halos con una
regla milimetrada después de 24 horas. Resultados: Los promedios de
halo de inhibicion fueron 8,70 mm; 9,96 mm; 10,96 mm; 13,04 mm y
24.70 mm correspondientes a las concentraciones 10%,25%,50% y 75%
respectivamente. El anélisis estadistico de los datos revelo diferencia
estadistica altamente significativa entre los diferentes grupos (ANOVA:
P<0,01). El promedio de unidades formadoras de colonias para el grupo

de la concentracion del 10% fue 0.04x101 y para los grupos de las
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concentraciones de 25%,50% y 75% fue 0 UFC. Conclusion: El extracto
etanolico de la hoja de Erythroxylum novogranatense y la clorhexidina
al 2% tienen efecto antibacteriano in vitro sobre el crecimiento de

Streptococcus mutans ATCC25175.

Pérez S.** (Trujillo, 2013) Efecto Antibacteriano In Vitro Del Extracto
Etandlico De Stevia rebaudiana Sobre Streptococcus mutans. Objetivo:
Determinar la actividad antibacteriana de extractos etandlicos de hojas de
Stevia rebaudiana sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.
Metodologia: Los extractos se extrajeron de hojas frescas, seis
concentraciones en etanol de 70° y seis concentraciones en etanol de 30°.
Para obtener la concentracion inhibidora minima se usé el método de
dilucion en caldo y agar, y para el efecto bactericida se aplicé la técnica
de difusién de discos de Kirby y Bauer. Se realizaron tres ensayos
utilizando las 12 concentraciones del extracto con el objetivo de
determinar la CMI y 12 concentraciones para determinar la CMB.
Resultados: Se permitié seleccionar a la CMI en 1,07 mg/ml en el
extracto en etanol 70°y la concentracion de 4,28 mg/ml, en el extracto en
etanol de 30° y a la CMB en 10 mg/ml en el extracto en etanol de 70° y
la concentracion de 42,8 mg/ml en el extracto en etanol de 30°.
Conclusion: El extracto etandlico de Stevia rebaudiana posee efecto

antibacteriano sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.
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Vergara B.% (Trujillo, 2011). Efecto Inhibitorio "In Vitro" Del Extracto
Acuoso Y EI Extracto Etandlico De La Hoja De Erythroxylum
novogranatense Var. truxillense (Coca) Sobre El Crecimiento De
Streptococcus mutans. Objetivo: Determinar el efecto inhibitorio de dos
tipos de extractos, acuoso y etandlico, preparados a partir de hojas de
coca, sobre el crecimiento de Streptococcus mutans, con el fin de buscar
nuevas alternativas para la prevencion de caries dental. Metodologia: El
estudio se realizd utilizando cuatro concentraciones de extracto acuoso
(25%, 50%, 75% y 100%) y cuatro concentraciones de extracto etandlico
(10%, 20%, 35% y 50%); con un minimo de observaciones de 8 para cada
concentracion, las cuales fueron puestas en contacto con el
microorganismo de estudio; para asi poder determinar el efecto sobre el
crecimiento de este. Resultados: Respecto al efecto inhibitorio in vitro
del extracto acuoso, se hallé que el promedio de diametro de los halos
para las concentraciones al 25% fue 6.75mm, al 50% fue 6.93 mm, al
75% fue 8mm y al 100% fue 12.12 mm; respecto al extracto etandlico se
obtuvo el promedio de diametro de los halos para las concentraciones al
10% fue 11.43mm, al 20% fue 12.12 mm, al 35% y 50% fue de 12.5mm
y 12.31mm respectivamente. Conclusién: Al determinar la
concentracion minima inhibitoria (CMI), realizando el conteo se llegd a
la conclusién que ambos extractos en sus diferentes concentraciones
poseen efecto antibacteriano frente Streptococcus mutans, ademas la
CMI para el extracto acuoso es del 75%, mientras que para el extracto

etandlico es la concentracion al 50%.
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2.2 Bases teodricas

2.2.1 Caries Dental

Enfermedad asociada a diversos factores en los que interactian las
superficies dentales, los azlcares de la dieta y la placa dental; esta
reaccion da como resultados acidos que con el tiempo en los dientes

conducen a la desmineralizacién del esmalte.1®

Claro, la caries comienzaen los tejidos duros del diente, pero
si no se trata, puede penetrar en el tejido blando a través del canal,
causando reacciones inflamatorias y destructivas que pueden dafiar los

componentes del aparato bucal.!’

La Organizacion Mundial de la Salud, en 1987, conceptualiza a la caries
dental como el proceso localizado que comienza después de la fase
de denticion, empieza con la destruccion del esmalte y la dentinay, si
no se trata a tiempo, puede afectar la salud dental, la salud general y por
lo tanto la calidad de vida del ser humano indistintamente de su edad. 8
2.2.1.1 Etiologia
El proceso de la formacion de caries se ve influenciado por
factores etioldgicos basicos, asi lo sugiere Wewbrun; el huésped,
la dieta, y el microbioma, siendo el tiempo el cuarto factor. La
interaccion con el tiempo puede generar que la enfermedad se
manifieste en una lesion grave como sintoma y signo clinico.
Otros factores son moduladores, que inciden de manera directa en

la aparicion y progresion de graves lesiones, estas estan dadas
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por: estado general de salud, fluoruro, edad, educacion, nivel
socioecondmico, indice de caries pasado, variables conductuales
y grupo epidemioldgico.® La presencia de caries en la cavidad se
da por la interaccion de dos grupos de los factores antes
descritos.®

Se encuentran factores del huésped en dientes, siendo este el
lugar donde aparece la enfermedad, existen factores patdgenos
provocados por los acidos, la facilidad de destruccion del esmalte
0 estructura anatémica.?’En saliva; tratarla como medio estable y
exponerla a la presencia de microorganismos en la boca y
carbohidratos secuestrados.?

El factor microbiano en la cavidad bucal consiste en la
biopelicula, factores de virulencia y microorganismos.?’ Una
biopelicula o placa bacteriana es una masa gque consiste en un
grupo de bacterias que se adhieren a una superficie organica
himeda normal, también conocida como biofilm,? que dado el
caso de la cavidad bucal, se aloja en la estructura del diente,
especificamente en la superficie de ella, cuya composicion y
tamarfio depende de los microorganismos alojados; dando inicio a
la colonizacion bacteriana.?® Se visualiza como un bulto blando
esparcido sobre las encias, los dientes y otras superficies.?? Una
de las bacterias colonizadoras que podemos encontrar en la
biopelicula es Streptococcus mutans, bacteria Gram positiva a la

que se le atribuye el principal promotor de la caries dental ya que
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posee capacidad de produccion de glucano que se adhiere a la

superficie dental.?3

El agente viral, se expresa como una medida cuantificable de
patogenicidad, que sirve como indicador del numero de
microorganismos necesarios para causar la enfermedad, o,

también expresado como el grado de patogenicidad.?!

Sustrato o factor nutricional, se refiere a la proporcién y tipo de
todos los alimentos que se consumen en la dieta diaria. Estos
componentes al entrar en contacto con los tejidos y dientes se
convierten también en alimento a los microorganismos
preexistentes en la cavidad bucal. Las grasas y carbohidratos son

las principales causas de la caries dental.?®

2.2.2  Streptococcus mutans

Los microorganismos frecuentemente presentes en la cavidad bucal,
ademas de ser la causa principal de la caries dental, son del género
Streptococcus y de la especie Streptococcus mutans. ES necesario
precisar que durante los ultimos 20 afios se viene utilizando como
marcadores de caries dental a los agentes bioldgicos: Streptococcus

mutans y Lactobacillus.?*

Streptococcus mutans es una bacteria Gram positivo, perteneciente a la
especie de bacterias cocaceas, aerobio facultativo, agrupadas en cadena.

El desarrollo “in vitro” de esta bacteria necesita de ambientes con baja
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tension de oxigeno y medios enriquecidos.® De igual manera esta
bacteria por accion de las enzimas fructosiltransferasa (FTF) y la
glucosiltransferasa (GTF), es capaz de producir sacarosa; para ello la
GTF es capaz de la sintetizacion de glucano a partir de la glucosa; por su
parte la enzima FTF, sintetiza fructano a partir de la fructosa.?®
Asimismo, el Streptococcus mutans integra la microbiota oral, por lo que

es posible evidenciar su presencia en personas con y sin caries.?®

Streptococcus mutans forma parte de microorganismos que suelen
encontrarse en la cavidad bucal inmediatamente después de la erupcion
dentaria, volviéndose patégeno al aumentar sus proporciones relativas,?’
diseminandose en cantidades moderadas sobre las superficies dentales
teniendo como medio la saliva, rompiendo cualquier resistencia de la
microbiota bucal normal ante la colonizacion.?® Asimismo, este
microorganismo puede considerarse como factor de riesgo en la
presencia de nuevas lesiones cariosas ya que el indice de caries esta

estrechamente relacionado con este microorganismo.?®

Este microorganismo presenta factores de virulencia relacionados con:
Acidogénesis, mecanismo enzimatico por el cual Streptococcus mutans
usa para el transporte de azlcar a la célula, poduciendo &cidos.*°
Acidofilia: el cual permite el crecimiento del Streptococcus mutans
provocando la inhibicion de los microorganismos comensales.®
Aciduricidad: capacidad de producir acido en un ecosistema con pH

bajo.3!
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2.2.3 Laclorhexidina como agente para el control de la placa bacteriana

La Clorhexidina es una molécula bicatonica simétrica, que debido a sus
propiedades quimicas recibe la denominacion de

paraclorofenilbiguanida.3?

El agente mas efectivo y bastante comun, en la actualidad, para el
tratamiento periodontal es la Clorhexidina, ya que reduce la formacion
de biopeliculas, lo que altera el crecimiento de bacterias. La clorhexidina
se puede ofrecer como digluconato, acetato y clorhidrato, y se usa mas

comdnmente como digluconato en concentrados al 12 0 20%.%2

Su mecanismo de accion se da a la fuerte adhesién a la membrana celular
bacteriana, los resultados varian de acuerdo a las concentraciones en el
uso, asi pues, las bajas concentraciones permiten filtrar los componentes
intracelulares, incluido el potasio, produciéndose de ese modo el efecto
bacteriostatico; a diferencia de altas concentraciones que permiten la
muerte celular posterior al desprendimiento del citoplasma bacteriano,

produciendo el efecto bactericida.®

La actividad antibacteriana de la clorhexidina es de amplio espectro e
incluye una amplia gama de microorganismos Gram+ y Gram-, asi como

hongos; siendo el de mayor sensibilidad los Gram+.34

El ingrediente activo de la clorhexidina permanece en la cavidad oral
después del enjuague al menos en un treinta por ciento y se libera de

manera gradual en el fluido oral.®®
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2.2.4 Stevia rebaudiana

Stevia descrita como una planta tropical de la familia de las asteraceas,®
arbusto lefioso que puede alcanzar los 80 cm al maximo desarrollo. En
todo el mundo el género Stevia tiene cerca de 200 especies.®’ Originaria

de Paraguay en Sur America.

Tiene el nombre cientifico de Stevia rebaudiana Bertoni, nombre
vinculado al botanico suizo Moisés Santiago Bertoni (1857-1929) quien

la descubrid, describio y clasifico entre los afios 1887 y 1889.

Se pueden identificar mas de 200 especies, a diferencia de otras plantas
los sabores de sus hojas presentan un sabor dulce, lo cual se atribuy6 a
su compuesto glicésido; siendo la especie Stevia rebaudiana Bertoni la
que contiene compuestos mas dulces por la presencia de glicosidos de

esteviol.3®

A la especie rebaudiana bertoni se le conoce como ‘hierba dulce”, siendo
el principal ingrediente en la preparacién de edulcorante natural no
caldrico que lleva por nombre esteviosido, ya que, tiene la caracteristica
de endulzar 300 veces mas que la sacarosa consumida cominmente de la
cafia de azucar; a diferencia de otros edulcorantes naturales, el sabor de
la stevia es similar al azucar, diferenciandose por no tener un sabor

metalico y no ser cariogénico.*
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Las caracteristicas identificadas en el estevidsido, permite ser
recomendado en personas con padecimientos de diabetes, toda vez que
al no alterar los niveles de glucosa en la sangre, no aporta calorias en la
metabolizacion, es antidcido, cardiotdnico y no es fermentado por las
bacterias orales; estas caracteristicas permiten que no haya produccion

de caries.®®

El grado de toxicidad de la Stevia para el ser humano adulto es de
novecientos gramos de esteviosidos, 1o que equivale a la ingesta cercana

a 225 kilogramos de az(car de cafia*!.

2.2.4.1 Composicién quimica

Los componentes responsables de hacer dulce a las hojas de
Stevia estan dados por estevidsido, esteviolbiosido, rebaudiésido
A,B,C,D,E,F y dulcésido, los cuales son glucésidos de esteviol
aislados; la prevalencia de estos componentes se debe también a
la especie, condiciones de cultivo y tamafio de la hoja, se
encuentran en mayor o menor porcentaje alcanzando hasta el 15%

de su composicion.*?

El estevidsido, siendo un componente principal de la planta, tiene
efecto sobre las enzimas que son responsables de la
descomposicion de azucares e inhibe al glucano. A pesar de ser

un edulcorante Stevia no se fermenta en acidos por las bacterias.*?
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2.2.4.2 Ventajas y Usos

Investigaciones anteriores concluyen y recomiendan el uso de
Stevia rebaudiana en la dieta alimenticia para diabéticos,
considerada como hipotensora, usos en el cuidado del rostro, para
problemas de acidez estomacal, sirve también disminuyendo el
nivel de pH acido de la sangre y orina, ayuda en el control de la
masa corporal ya que su porcentaje en calorias es de 0%, a
diferencia de los dafios ocasionados por el azicar y los demas
edulcorantes artificiales.” Ademas, su capacidad de solubilidad
en agua, sin nutrientes, sin calorias, es estable a los 200°C, no se

fermenta, no crea biofilm y es anticariogénico.*

El uso de la Stevia en Paraguay es de manera natural como
antibacteriano, inhibiendo el crecimiento de bacterias,
principalmente las bacterias 0 microorganismos que producen las
caries y los problemas en las encias; entre sus otros usos es para
aliviar la garganta irritada, gingivitis o encias sangrantes, uno de

los signos mas comunes de la diabetes.*®

Existen evidencias del uso de la Stevia para reemplazar
edulcorantes en comidas y bebidas en general. Ultimamente viene
siendo agregado a bebidas de bajo contenido calorico, productos
medicinales y de higiene bucal, teniendo como ejemplo a China

que la utiliza en la formulacion de pastas dentales.**
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2.2.4.3 Efectos

La tendencia global en la conservacion de la salud incluye
también la promocion de la salud oral, es por ello el uso de
edulcorantes con bajo efecto cariogénico.**. Es por ello la
importancia del efecto cariogénico de la Stevia el cual radica en

gque no produce aumento en la acidez superficial del diente.*®

Su principal efecto del estevidsido trae como beneficio la
sustitucion de la sacarosa en el alimento por una sustancia no
cariogénica,*® asi como, el efecto sobre las enzimas responsables

de la descomposicion de azlcares.*’
2.2.4.4 Andlisis fitoquimico

Las hojas de Stevia rebaudiana contienen glucésidos cardiacos,
saponinas, taninos, esteroles o triterpenoides y compuestos

reductores.*®

En la India, los cultivos de hojas de Stevia rebaudiana, contienen
compuestos reductores, esteroles y triterpenos, glucésidos
cardiacos, saponinas y taninos.*® Una posible interferencia en la
prueba de taninos es la reduccién del hierro (I11) del FeCl, sin

embargo, se ha reportado presencia de compuestos fen6licos.*®

22



2.2.5 Erythroxylum coca

Palabra derivada del quechua “Koka” cuyo significado esta relacionado
con “la parte mas destacada o principal de algo” (KU O KO) o
“vivificante, vigorosa, fuerte y que da vida” (KA o KAU).* Planta

originaria de América, domesticada aproximadamente hace 4 000 afios.

Las formas de uso contemporaneo de la coca se definen por: el aculli,
verbo aymara que significa “mascar” y que hace referencia a la accion de
masticacion; el mate como forma occidentalizada de infusion; los
remedios caseros como las cataplasmas, emplastos y mezclas con hierbas
medicinales para aplicacion o ingestion; productos semi industriales

como pomadas, gomas de mascar, jarabes, dulces, etc.>

El valor mistico y cultural del uso de las hojas de coca en las antiguas

sociedades andina tuvo gran importancia.®!

2.2.5.1 Variedades

Este género posee 200 especies, siendo dos de ellas las més
cultivadas y con importancia econdémica; cuatro de estas
variedades han sido domesticados y cultivados desde la época

precolombina:®?
e Erythroxylum coca var. Coca, identificada como coca
Huanuco o coca de Bolivia encontrandose en Bolivia y
Per( principalmente en valles de media altura (500 m a
1500 m) al Oriente de los Andes. Las caracteristicas

botanicas de esta variedad la constituyen hojas anchas y
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gruesas, color verde oscuro, sabor amargo, con alto
porcentaje de cocaina.>

e E. coca var. Ipadu, llamada coca amazonica cultivada a
pequefia escala en la parte superior de la Amazonia
colombiana, peruana y brasilefia.>®

e E. novogratense var. Novogratense, 0 coca colombiana
cultivada principalmente en los valles interandinos de
Colombia; esta especie es tolerante a pisos ecoldgicos muy
distintos, desde medios semidridos hasta valles
tropicales.>®

e E. novogratense var. Tuxillense, conocida como “coca de
Trujillo” con presencia en los valles de la costa norte del
Per( entre 200 y 1800 msnm. Asi mismo crece en climas
de tipo desértico. Segun Plowman esta variedad es usada
por la empresa Coca Cola. Esta variedad es geografica y
genéticamente distinta a las otras variedades. Sus hojas
membranosas con coloracion verde claro, con medias de
1.8 a 4.8 cmde largo y 0.5 a 2.5 cm de ancho; sus flores
pequefias con pétalos de color blanco o crema cuyo fruto

son drupas de color naranja.>*

Este arbusto que alcanza aproximadamente los dos metros de
altura, siendo las principales zonas cocaleras en el Peru el
departamento de San Martin, cultivandose mas del 40% del total

de hectéareas cocaleras.®®
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2.2.5.2 Composicion Quimica

Los componentes quimicos de la hoja de coca se ven
condicionados por factores internos como, la edad de la planta, la
variedad y estado de las hojas; factores externos como la
ubicacion geografica, la forma de cultivo y la influencia del medio
ambiente.>®® EI principal componente de la coca radica en
alcaloides (polifenoles), ademas de diterpenos, taninos,
flavonoides, triterpenos, proteinas y minerales; la presencia de
estos componentes varia segln la especie.®® Se ha determinado
que los polifenoles tienen mecanismos de accion contra
microorganismos, como la inhibicion de la produccién de acidos
y de la enzima glucosiltransferasa.®’

e Alcaloides: Estos compuestos son  considerados
heterociclicos basicos naturales con presencia de nitrégeno
en su estructura, lo que le permite, en su estado de
oxidacion negativo, formar sales al ser combinado con
acidos convirtiéndolo en solubles al agua. En el caso de los
alcaloides presentes en la Erythroxylum coca, pertenece a

los alcaloides heterociclicos derivados del tropano.®®
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Los alcaloides identificados en el género Erythroxylum son:*

o Benxometileconina (cocaina)
o Cisy trans- cinamilcocaina
o B-truxilina

o Tropacocaina

o Benzoilecgonina

o B- higrina

o Dihidrocuscohigrina

Flavonoides: Para la especie E. coca var. Ipadu se
encontraron cinco conjugados de taxifolina y un O-
conjugado de quercetina; para la especie E.
novogranatense var. Truxillense se identifico un O-
conjugado de quercetina, O- conjugado de fisetinay 2 O-
conjugados de kaempferol,> para el caso de la E. coca

var.coca la presencia de O- conjugados del Eriodictiol.®°

Terpenos: Sustancias biosintetizables teniendo como punto
de partida la regla isopreno (2-metil butadieno),®! como p-
pineno, 3- mirceno, nerolidol; principales componentes del

aceite esencial de hojas de E. coca.>®
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2.2.5.3 Métodos Extractivos Y Principios Activos
Los métodos extractivos de la hoja de coca se remontan a
practicas ancestrales con fines medicinales, pudiendo describirse:
Infusiones, maceracion en aceite, cataplasmas, masticacion,
unguentos, maceracion y extraccion tipo Soxhlet, extraccion en

caliente, destilacion por arrastre con vapor de agua.®!

Las caracteristicas quimicas de las plantas son diversas y por lo
general los principios activos se diferencian en su polaridad,
motivo por el cual se requiere hacer uso de diferentes métodos
extractivos y de purificacion de acuerdo con la solubilidad para

luego separarlos e individualizarlos.®?

Entendiendo que los solventes penetran en la célula y llegan hasta
el citoplasma extrayendo los metabolitos, los cuales se asocian a
las moléculas del solvente, en proporcionalidad a su polaridad y

la constante dieléctrica.5?

Respecto a la maceracion de las hojas de E. coca, principalmente
se usa alcoholes (etanol o metanol) teniendo la capacidad de
extraer los compuestos con polaridad semejante (flavonoides,
taninos, alcaloides, entre otros). Para mejor efectividad la
extraccion se podria aplicar calor y hacer recircular el solvente en
la muestra de hojas, para el caso, seria a través de la extraccién

Soxhlet.53
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Para realizar la extraccion de aceite esencial de las hojas de la E.
coca se utiliza la técnica de arrastre por vapor, a través del cual se
alcanza temperaturas sobre los 100°C, los componentes de las
hojas de la E. coca se volatilizan a una temperatura menor al ser
arrastrados con el vapor de agua se forma una mezcla que luego

se separa por decantacion.

En el caso de los alcaloides se solubilizan de acuerdo al pH,
siendo hidrosolubles a Ph &cidos y solubles en compuestos
organicos a pH alcalinos; en el caso de las plantas por lo general
se encuentra en forma de sales siendo solubles en agua, mientras
que, son solubles en solventes organicos no polares e insolubles

en agua, cuando estan en forma de bases libres.>®

28



1. Hipdtesis

Hipotesis de investigacion:

e Hi: Existe efecto antibacteriano de las concentraciones al 25% de
extracto acuoso de hoja de Stevia rebaudiana y Erythroxylum coca
solos y en combinacion sobre Streptococcus mutans ATCC 25175,

Trujillo 2019.

Hipotesis Estadistica

Hipotesis nula:

e Ho: No existe efecto antibacteriano de las concentraciones al 25%

de extracto acuoso de hoja de Stevia rebaudiana y Erythroxylum

coca solos y en combinacién sobre Streptococcus mutans ATCC

25175, Trujillo 2019.

Hipotesis alterna

e Hi: Si existe efecto antibacteriano de las concentraciones al 25%

de extracto acuoso de hoja de Stevia rebaudiana y Erythroxylum

coca solos y en combinacion sobre Streptococcus mutans ATCC

25175, Trujillo 2019.
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IVV. Metodologia
4.1. Disefio de la investigacion
Tipo de investigacion
e Segun el enfoque es: cuantitativo.

o Hernandez R. Fernandez C. Baptista M. % “Usa la recoleccion
de datos, con base en la medicién numerica y el andlisis
estadistico, para establecer patrones de comportamiento y

probar teorias.
e Segun la intervencion del investigador es: experimental.

o Supo J. % “Analiza el efecto producido por una o mas variables

independientes sobre una o varias dependientes.
e Segun la planificacion de la toma de datos es: prospectivo.

o Supo J.® Los datos necesarios para el estudio son recogidos a
propdsito de la investigacion (primarios). Por lo que, posee

control del sesgo de medicion.

e Segun el nimero de ocasiones en que mide la variable de estudio

es: transversal.

o Supo J.% “Todas las variables son medidas en una sola ocasion;
por ello de realizar comparaciones, se trata de muestras

independientes.
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e Segln el nimero de variables de interés es: analitico.

o Supo J. % “El analisis estadistico por lo menos es bivariado;
porque plantea y pone a prueba hipdtesis, su nivel mas basico

establece la asociacion entre factores.
Nivel de investigacion
e Lapresente investigacion es de nivel: explicativo.

o Supo J. ® “Explica el comportamiento de una variable en
funcion de otra(s); por ser estudios de causa-efecto requieren
control y debe cumplir otros criterios de causalidad. EI control
estadistico es multivariado a fin de descartar asociaciones
aleatorias, casuales o espurias entre la variable independiente y

dependiente.
Disefio de investigacion

e La investigacion es de disefio: experimental, experimental puro,

de grupos en paralelo.

o Hernandez R. Fernandez C. Baptista M. % “Se toman grupos,
luego a cada grupo se le dan un estimulo diferente y se hace un

post test.

o Esguema de investigacion:

Donde

Ay B: son muestras gue se le aplica

diferente estimule v se hace post Test
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4.2.Poblacion y muestra

Poblacion:

Cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175

Criterios de seleccién

a)

b)

Criterios de inclusién:

Placas Petri con siembra adecuada de Cepas de
Streptococcus mutans ATCC 27175. (cddigo de

identificacion segin American Type Culture Collection)

Criterios de exclusion:

Placas Petri que después del proceso de incubacion,

presentaron signos de contaminacion.
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Muestra:
Para determinar el tamafio de la muestra, se empled la siguiente formula:

n=2 [z%+ zﬂ) (DE)?/d?

Donde:

n: tamafo de muestra para el grupo de estudio.

a: probabilidad de cometer error tipo .

B: probabilidad de cometer error tipo II.

Z: valor estandar de la distribucién normal asociada a un tipo de error.
DE: desviacion estandar.

d: diferencia entre promedios para rechazar igualdad de medias.
Requerimientos:

De una confianza al 95% (0=0.05, Z=1.96), y una potencia en la prueba
del 80% ($=0.20, Z=0.84), para (DE/d=0.80).

n =2(1.96 + 0.84)2(0.8)2

n =10

Se realiz6 10 repeticiones por cada grupo experimental, utilizando dos

placas Petri para cada grupo de estudio con cinco repeticiones.

Muestreo

No Probabilistico por conveniencia: las unidades de estudio son
seleccionados dada la conveniencia, accesibilidad y proximidad con el

investigador.54
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4.3. Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

Variable Definicién Conceptual Deflnl(_:|on Indicador T|pp De Escal_a_[?e Valor final
Operacional Variable | Medicion
Antibacteriano es que sirve para y o
combatir las infecciones causadas | EScala de *Nula (-) para un diametro inferior a 8
: Duraffourd C.°°: mm.
DEPENDIENTE | POr bacterias. acter utilizada  para
Efecto Streptococcus mutans bacteria que | geterminar Diametro de *Sensibilidad limite (sensible +) para un
antibacteriano pertenece a la especie de bacterias | cyalitativamente | halos de didmetro comprendido entre 8 a 14 mm.
sobre cocaceas, Gram positivo, aerobio | el efecto | inhibicién de Cualitativa Ordinal
Streptococcus facultativo, agrupadas en cadena. | inhibitorio in | Streptococcus *Medio (muy sensible ++) para un
mutans ATCC Para su desarrollo “in vitro” | Vitro, segin | mutans. diametro entre 14 y 20 mm
25175 necesita de medios enriquecidos y P"afn?“f‘,’ de « .
un ambiente con baia tension de inhibicion. Sumamente sensible (+++) para un
] 25 J diametro superior a 20 mm
oxigeno.
Los Extractos Acuosos son
extractos liquidos cuyo solvente es ., .
*25% de concentracion de Stevia
el agua, son menos concentrados | EXtracto acuoso rebaudiana
INDEPENDIENTE I hidroalcohdli de Stevia Rétulo
ue los extractos hidroalcohdlicos, i itati i »
a rebaudiana y Cualitativo | Nominal *25% de concentracion de Erythroxylum
Extracto acuos0 | con la ventaja de no presentar | Erythroxylum coca
coca.

sedimento y su color y aroma son

mas suaves.®

*Extracto mixto de Stevia rebaudiana Y
Erythroxylum coca
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4.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos:

Técnica: La presente investigacion utilizo la técnica observacional.

Instrumento: Para medir el efecto antibacteriano se utilizé un vernier digital
calibrado con ISO 9001. (Anexo 5) Ademas, se utiliz6 una ficha de recoleccion
de datos para el registro de la informacidn necesaria para la investigacion; su

aplicacion es de facil uso. Fue elaborado por el investigador. (Anexo 3)

Procedimiento:

Procedimiento para el ambiente de trabajo

Se realizo la solicitud para obtener la carta de presentacion en la Direccion de
la Escuela Académica Profesional de Odontologia; posteriormente se
presentaron a la Dra. En farmacia y bioquimica (Anexo 1) y al Bidlogo —
Microbiélogo, (Anexo 2) quienes asesoraron al investigador, para poder

desarrollar la siguiente investigacion.(Anexo 10y 11)

Obtencion del extracto acuoso de Stevia rebaudiana y Erythroxylum coca.

a. Recoleccion e identificacion taxonémica

Se trabajo con un total de 4 kg de hojas; para Stevia, se obtuvo 2 kg
provenientes del distrito y provincia de Rioja, departamento de San
Martin y 2 kg de Erythroxylum coca, se obtuvieron, del distrito de

Otuzco, provincia Otuzco, region La Libertad, durante el mes de abril.
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Para verificar sus taxonomias e identificarlas se llevo un ejemplar
completo de las plantas a una de las sedes de la Universidad Nacional

de Trujillo (UNT) bajo el nombre Herbarium Truxillense. (Anexo 8)

Seleccion de la muestra vegetal

Luego de obtener las hojas, pasan por un riguroso proceso de seleccién
donde las que estan en buenas condiciones, libres de hongos, no

decoloradas y marchitadas, continGian a la siguiente etapa.

Preparacion de la muestra vegetal:®’

Lavado y desinfeccion: Con agua destilada se lava cada hoja separada
cuidadosamente y posteriormente son desinfectadas con hipoclorito

sédico en una concentracion al 0.5%.

Secado: Utilizando un horno eléctrico de laboratorio, se procedi6 con
el método de circulacion de aire por conveccion forzada (40 °C) en una

estufa por 48 horas.

Pulverizacién: Con un mortero y pilon las hojas secas fueron

pulverizadas.

Tamizaje: Luego con un tamiz de malla N° 20 se pasé el polvillo
obtenido en el mortero con la finalidad de conseguir particulas del

mismo tamafio de manera homogénea.
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Almacenamiento: Las particulas homogéneas son guardadas en
frascos de vidrio de boca ancha rotulados por cada planta, hasta su

posterior utilizacion.

Preparacion del extracto acuoso de Stevia rebaudiana y

Erythroxylum coca.®’

Del polvo almacenado de cada planta se pesaron en una balanza
analitica marca “Radwag”, un total de 50 g para cada una, con el cual
se procede a trabajar. A continuacion, se utilizaron balones de vidrio
de 2000 ml de capacidad, donde se afiadieron 500 ml de agua destilada
y el polvo de cada hoja por separado. Con la mezcla homogénea se
llevo a reflujo por dos horas. Pasado el tiempo, se enfrid y se filtr6 el
extracto acuoso al vacio, con papel de filtro Whatman N° 1.
Posteriormente, el extracto acuoso se concentrd en un rotavapor hasta
obtener extracto blando. Luego se llevd a secar a la estufa de
circulacion de aire a 40 °C hasta obtener el extracto seco. A partir del
extracto seco se preparara las concentraciones de 25% (250mg/mL) de
Stevia, 25% (250 mg/mL) de Coca y el extracto mixto de ambas
plantas disueltos en agua. Finalmente, cada extracto con solucién
acuosa se reservo en frascos de vidrio color ambar bajo refrigeracion 8

°C hasta su respectiva utilizacion.
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Método microbioldgico

a. Obtencién de la bacteria

De la mano de GenLab del Pert S.A.C. laboratorio microbioldgico, se
hizo la compra de la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175, el
cual fue enviado desde Lima en un cultivo liofilizado con todas las

medidas de seguridad. (Anexo 9)

b. Preparacion del inéculo

Una vez obtenidas las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175,
pasan a cultivarse en el medio agar Soya tripticasa que se encuentran
en tubos de ensayos cerrados herméticamente. Para obtener colonias
jévenes se utilizé la incubacién bajo condiciones de microanaerobiosis
a 37 °C, pasado un dia exactamente, unitariamente las cepas se diluyen
en tubos de ensayo de 12 cm con 10 ml de suero fisioldgico, en el
primer tubo se coloca 1 ml de muestra diluidos en 9 ml de suero
fisioldgico para obtener la escala 10*. El segundo tubo se agrega 1ml
de la solucion del primer tubo de ensayo con 9 ml de suero fisioldgico
para asi obtener una escala de 102, con la cual se trabajo. Las colonias
puras aisladas del indculo de Streptococcus mutans, fueron
suspendidas en 0,5 ml de suero fisioldgico hasta obtener una turbidez
de 0,5 de Mac Farland, que corresponde a una concentracion de 1,5 x
108 alfa unidades formadoras de colonias de Streptococcus mutans por

1ml (UFC/mI).2
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Fase Experimental

a.

Inoculacion de la suspension bacteriana

En las placas Petri totalmente esterilizadas se colocd agar Soya
tripticasa y con la ayuda de la herramienta de laboratorio llamada asa
de Kolle se procedio a colocar la siembra de la bacteria. Pasado 10
minutos de inocular la bacteria, en cada placa Petri se conformaron los
pocillos, para hacer uso e introducir los discos de antibiograma (técnica
Kirby — Bauer) totalmente estériles y sin ningun contenido,
posteriormente con la ayuda de una pipeta se colocé el tratamiento con
Stevia rebaudiana a 25%, con Erythroxylum coca 25% y el extracto
acuoso mixto, en un volumen de 10 ul, para cada uno de los 5
sensidiscos por cada dos placas (100mm), de igual forma se agregara
la Clorhexidina al 0,12% y teniendo como control negativo agua
destilada, el siguiente paso es bajo un medio anaerobio a temperatura

de 36 °C por 24 horas la incubacién total de las muestras.

Meétodos para la medicidn de los halos de inhibicion.

La norma ISO 9001, quien certifica la calibracion del vernier digital utilizado

para la medida de los halos de inhibicidn, siendo un total de 30 sensidiscos bajo

el tratamiento realizado en la placa Petri. En cada placa Petri solo se pueden

colocar 5 sensidiscos por ende corresponden 2 placas por cada grupo de estudio

siendo un total de 10 sensidiscos por extracto acuoso estudiado, para sacar su

promedio se procedid a sumar los diez sensidiscos de cada uno.
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4.5 Plan de analisis

La informacion registrada en la ficha de recoleccion de datos fue digitada e
ingresada en una base de datos en el programa ofimatico Excel 2013; donde se
organizo, codifico y tabuld; para luego ser exportados al software estadistico

SPSS v23 donde utilizando la estadistica descriptiva e inferencial.

Se realiz6 la prueba de normalidad que verificd que muestras provienen de una
poblacién con distribucion normal mediante la prueba de Shapiro-Wilk; en

base a ello se utilizd pruebas estadisticas paramétricas.

Anaélisis bivariado: se realizo el andlisis entre las variables, que presentaron
distribucion normal, se utilizd la prueba estadistica ANOVA. Para la
comparacion multiple se utiliz6 el test Turkey HSD para dar respuestas segin

cada objetivo.

Para determinar la efectividad de los extractos acuosos, la decision se tomo en
base a la significancia mostrada por la prueba estadistica paramétrica ANOVA

con un nivel de confianza del 95% y una significancia del 5% (p<0,05).

El analisis o discusion de resultados se realizé segun los objetivos formulados;
se realizo la discusion con los antecedentes; para finalmente formular las

conclusiones y recomendaciones pertinentes.
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4.6 Matriz de consistencia

Titulo Problema Objetivo Hipotesis Metodologia | Poblacion/Muestra
Objetivo general:
Cotmp?rar el efect(;) arr:tlpactzrlangt d?' Hi: Existe efecto antibacteriano de las
¢Cual es el extraclo acuoso de hoja de Slevia ) .. ontraciones al 25% de extracto | .
rebaudiana y Erythroxylum coca solos y . ) . Tipo:
efecto ST acuoso de hoja de Stevia rebaudiana y
Efecto en combinacion sobre Streptococcus Erythroxylum coca solos y en | *Cuantitativo
_ ] antibacteriano | mutans ATCC 25175, Trujillo 2019. T , Cepas de
Antibacteriano Del o combinacién  sobre  Streptococcus | *Experimental
el extracto i
Extracto Acuoso De o e | OPIetivos especificos: mutans ATCC 25175, Trujillo 2019. | pyospectivo | Streptococcus mutans
acuoso mixto de . .
. : 0 ATCC 25175
Hoja De Stevia hoja de Stevia L Evalu?r eltefecto antlt;actzrlatr;]o al 2|5/° Ho: No existe efecto antibacteriano de | *Transversal
Rebaudiana Y ) ° & racbo aClSJtOSOt ¢ =y roxyt UM | Jas concentraciones al 25% de extracto | *Analitico
Erythroxylum Coca rebaudiana y Z?‘I??:C SZCE)Slr?eS ] re__p:loc;(():i:gs MUtans | acuoso de hoja de Stevia rebaudiana y Nivel: Muestra: 10
Solos Y E Erythroxylum Lo ' Erythroxylum coca solos y en “Explicati repeticiones para cada
0l0s Y EN cocasobre |5 Evaluar el efecto antibacteriano al 25% | COTPINACion  sobre  Streptococeus xplicativo gupo de  estudio
Combinacién Sobre - Evaluarel etecto antibacteriano a _° mutans ATCC 25175, Trujillo 2019. Disefio: ’
Strent Streptococcus de extracto acuoso de Stevia *E . utilizando dos placas
reptococcus - xperimental, _
mutans ATCC rebaudiana ~ sobre = StreptocoCeus |, . ;i aicte efecto antibacteriano de _ Petri para cada extracto
Mutans ATCC mutans ATCC 25175, Trujillo 2019. . 0 experimental . -
25175, Trujillo las concentraciones al 25% de extracto con cinco repeticiones.
25175, Trujillo 2019 ) ) i i i uro de grupos
: 2019? 3. Evaluar el efecto antibacteriano del ECUSEO deIhOJa de Stevia r:ebaudlana y|P arp
extracto acuoso mixto de hoja de Stevia | — Y ToXYiUm - coca - S01os -y €N ) paralelos.
combinacion  sobre  Streptococcus

rebaudiana al 25% y Erythroxylum
coca al 25% sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175, Trujillo 2019.

mutans ATCC 25175, Trujillo 2019.
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4.7 Principios éticos

La investigaciobn presenta datos reales, investigados y elaborados
auténticamente, sin cometer copia de algun otro estudio. La informacion
recabada mediante la aplicacion del instrumento es confidencial y

estrictamente solo para el estudio.

La investigacién toma en cuenta todos los principios y valores éticos

estipulados por la Uladech Cat6lica.®®

e Beneficencia y no maleficencia.- asegura el bienestar de las
personas que participan en las investigaciones. La conducta del
investigador responde a las siguientes reglas generales: no causar
dafio, disminuir los posibles efectos adversos y maximizar los

beneficios.

e Justicia.- El investigador ejerce un juicio razonable, ponderable y
tomar las precauciones necesarias para asegurarse de que sus sesgos.
Se reconoce que la equidad y la justicia otorgan a todas las personas

que participan en la investigacion derecho a acceder a sus resultados.

e Integridad cientifica.- La integridad del investigador resulta
especialmente relevante cuando, en funcién de las normas
deontoldgicas de su profesion, se evaltan y declaran dafios, riesgos y
beneficios potenciales que puedan afectar a quienes participan en una

investigacion.
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V. Resultados

51 Resultados

Tabla 1:

Comparacion del efecto antibacteriano del extracto acuoso de hoja de

Stevia rebaudiana y Erythroxylum coca solos y en combinacién sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo 2019.

Tratamiento N Media GRUPO TUKEY
Clorhexidina
0,12% 10 26,04 A
Extracto Mixto 10 12,07 B
Stevia
rebaudiana 10 10,16 B
25%
Erythroxylum
coca 25% 10 7,12 C
Agua destilada 10 0,00 D

Fuente: Datos propios obtenidos de medicion.

Interpretacion:

A partir de la comparacion de los tratamientos de extracto acuoso de hoja de Stevia al

25% y extracto mixto 25%, se evidencia que no existe una diferencia estadistica

significativa entre los tratamientos evaluados.

Los resultados obtenidos de la comparacién de los tratamientos del extracto acuoso de

hoja de Stevia al 25% y Coca 25%, muestran que existe una diferencia estadistica

significativa entre los tratamientos evaluados.

Asimismo, de la comparacion de los tratamientos del extracto acuoso de hoja de Coca

al 25% y extracto mixto 25%, se precisa que existe una diferencia estadistica

significativa entre los tratamientos evaluados.
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Tabla 2:

Evaluacion del efecto antibacteriano del extracto acuoso de hoja de
Stevia rebaudianay Erythroxylum coca solos y en combinacion sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo 2019.

Diametro (mm)

Tratamiento N _ Desviacion Sig. (p)*
Media L.
tipica

Stevia rebaudiana
2504 10 10,16 2,74
Erythroxylum coca
2504 10 7,12 1,22
Extracto mixto 10 12,07 1,59 2,59E-34
Clorhexidina 0,12% 10 26,04 0,30
Agua Destilada 10 0,0 0,0

Fuente: Datos propios obtenidos de medicion.

p*: prueba ANOVA, nivel de significancia estadistica (p<0,05)
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Gréfico 1:

Evaluacion del efecto antibacteriano del extracto acuoso de hoja de Stevia
rebaudiana y Erythroxylum coca solos y en combinacion sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175.

30
26.04
25
20
15
12.07
10.16
10
7.12
5 -
0
STEVIA 25% COCA 25% MIXTO Clorhexidina 0.12%

Fuente: Datos obtenidos de la tabla 2
Interpretacion:
Aplicado la prueba paramétrica ANOVA, se obtuvo (p = 2,59E-34 < 0.05), por lo
tanto, entre los grupos estudiados y la clorhexidina al 0.12% la diferencia estadistica
esta presente.
Segun la escala usada por Duraffourd:®®
Evaluando el efecto antibacteriano del extracto acuoso de hoja de Stevia rebaudiana
25% (10,16mm) y Extracto mixto (12,07mm), tienen una sensibilidad limite (sensible
+), esto se debe a que el halo inhibitorio presente esta entre 8 y 14 mm.
Evaluando el efecto antibacteriano del extracto acuoso de hoja de Erythroxylum coca

25%, es nulo, puesto que el halo inhibitorio presente es menor a 8 mm.
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52 Analisis de los resultados

Streptococcus mutans, tiene la capacidad de producir glucano y adherirse a la
superficie dental, lo que conlleva a la formacion de caries dental.?® A partir de
esta base conceptual, se plante6 como objetivo general de investigacion:
Comparar el efecto antibacteriano del extracto acuoso de hoja de Stevia
rebaudiana y Erythroxylum coca solos y en combinacion sobre Streptococcus

mutans ATCC 25175, Trujillo 2019.

La comparacion de los resultados entre las concentraciones de Stevia
rebaudiana 25% (10,16 mm), Erythroxylum coca 25% (7,12 mm) y extracto
mixto 25% (12,07 mm) sobre Streptococcus mutans muestran una significativa
diferencia entre ellos. Sin embargo, al comparar las concentraciones de hoja de
Stevia rebaudiana 25% (10,16 mm) y Extracto mixto 25% (12,07 mm) no se
encontrd una diferencia significativa, por otro lado, el promedio de los halos de
inhibicién del Extracto mixto 25% (12,07 mm) demostr6é ser mayor frente a
Streptococcus mutans; por lo que se puedo determinar que el efecto inhibitorio
se ve condicionado en ambos extractos acuosos por su grado de concentracion
(Stevia rebaudiana 25% y Erythroxylum coca 25%), asi mismo se puede
observar que la sinergia de ambos extractos acuosos potencian el efecto
antibacteriano. Si bien, dentro de la literatura revisada no existen estudios que
comparen el efecto antibacteriano de extracto mixto de Stevia rebaudiana y
Erythroxylum coca sobre Streptococcus mutans ATCC 25175. Si se evidencian
estudios a partir de estas de manera individual y en diferentes concentraciones.

Céaceres N.'? obtuvo en otras proporciones, que al 100% de concentracion de
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Stevia rebaudiana existe efecto antibacteriano, por otro lado, Masson M. y
Armas AZB, arribaron a la misma conclusion, ya que obtuvieron mejor
rendimiento aplicando una variacion de 107% en relacion con la férmula
extracto acuoso sobre Streptococcus mutans. En oposicion a los resultados
presentados por Guevara E.’, en el cual aplicé el extracto hidroalcohélico de
Stevia rebaudiana en concentraciones al 25%, 50%, 75% y 100% sobre
Streptococcus mutans; los mismos que no presentaron halos inhibitorios al 25%
y 50% a diferencia del 75% y 100% que, si produjo halos de inhibicion, pero
con un promedio bajo por cada estudio; la conclusion del autor es no hacer uso
del extracto de Stevia como agente antimicrobiano sobre Streptococcus mutans.
Se discrepa con el autor Guevara E.’, respecto a que con la concentracion de
extracto acuoso de Stevia rebaudiana si se evidencia efecto inhibitorio sobre
Streptococcus mutans lo que se precisa en los resultados de la presente

investigacion.

También, se evalud el efecto antibacteriano al 25% de extracto acuoso de
Erythroxylum coca sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo 20109.
Los resultados obtenidos a partir de la medicion de los tamafios de halos de
inhibicion arrojaron una media de 7.12 mm, sin embargo, Duraffourd C.%
presenta una escala, donde clasifica de manera cualitativa los halos de
inhibicidn segin su diametro, por lo que al ser menor a 8mm, se determina
como efecto nulo; por lo tanto, esta concentracion no reporta efecto inhibitorio
sobre Streptococcus mutans; por otro lado, los didmetros de los halos de las
concentraciones al 25% de Stevia rebaudiana y 25% de extracto mixto, son

considerados con una sensibilidad limite. En el estudio de Vergara C.*° se
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obtuvieron resultados similares al porcentaje del 25% de Erythroxylum coca.
Para entender el motivo porque Stevia presenta efecto antibacteriano, tomamos
en cuenta su principal componente benéfico, que es el estevidsido, el cual
sustituye a la sacarosa en el consumo diario,*® ademas que permite inhibir a las
bacterias ya que su componente no se sintetiza con las enzimas de la bacteria,
sin embargo crea un medio acido, segun Acosta A, Pérez M, Ramos N. y Pérez
L.% El efecto de hoja de Erythroxylum coca radica en alcaloides (polifenoles)
ademés de diterpenos, taninos, flavonoides, triterpenos, proteinas vy
minerales;>® lo cual genera una inhibicion de Streptococcus mutans. Al
comparar los resultados de los halos inhibitorios con el control positivo,
muestran una diferencia significativa, demostrando la clorhexidina 0.12% un
mayor diametro inhibitorio. Esto se debe al efectivo mecanismo de accion de
la clorhexidina al adherirse a la membrana celular bacteriana y de acuerdo a la
concentracion permite la filtraciébn de componentes intracelulares incluido el
potasio (efecto bacteriostatico) o la precipitacion del citoplasma bacteriano y
muerte celular (efecto bactericida).®® En el caso de Erythroxylum coca se ha
determinado que es un polifenol y por lo tanto su mecanismo de accion se da
mediante el ingreso a la célula bacteriana evitando la produccién de la enzima
glucosiltranferasa la cual estd encargada de las propiedades adhesivas y
expresion de la virulencia en Streptococcus mutans.®” 26 Caso contrario sucede
con Stevia rebaudiana que su accién inhibitoria se da gracias a su componente
el esteviosido quien no se sintetiza o se descompone con las enzimas del

Streptococcus mutans, ademas de inhibir el glucano. 42
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VI. Conclusiones

1. Se concluye que el extracto acuoso mixto de hoja de Stevia rebaudiana y
Erythroxylum coca, presentd un mayor efecto antibacteriano que las otras
dos concentraciones (Stevia rebaudiana 25% y Erythroxylum coca 25% )

frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

2. El extracto acuoso de hoja de Erythroxylum coca al 25% present6 efecto

antibacteriano nulo frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

3. El extracto acuoso de hoja de Stevia rebaudiana al 25% presentd efecto
antibacteriano con sensibilidad limite frente a Streptococcus mutans ATCC

25175.

4. EIl extracto acuoso mixto al 25% presentd efecto antibacteriano con

sensibilidad limite frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.
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Aspectos complementarios

1. Linea de investigacion experimental, in vitro, para la elaboracion de
enjuagatorios bucales, dentifricos que contengan extracto de Stevia

rebaudiana y Erythroxylum coca.

2. Linea de investigacion de prototipos, que permitan los estudios
preclinicos de plantas medicinales y su mecanismo de accion sobre

microorganismos en la cavidad oral.
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Anexo 1

Carta de presentacion a MARILU ROXANA SOTO
VASQUEZ Dra. En farmacia y bioquimica para la

ejecucion del proyecto de investigacion

UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES
CHIMBOTE

FILIAL TRUWILLO
CARRERA PROFESIONA L DE ODONTOLOGIA
Trujillo, 8 de noviembre del 2019
Sra. i )
MARILU ROXANA SOTO VASQUEZ
DOCENTE DE LA CATEDRA DE FARMACOGNOSIA DEL DEPARTAMENTO
ACADEMICO DE FARMACOTECNIA DE LA FACULTAD DE FARMACIA Y

BIOQUIMICA DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO
Presente

De mi especial consideracion:

Es grato dirigirme a usted para salodada muy cordialmente en mi condicion de
Coordinador de carrern de la Escuela Profesional de Odontologia de la Universidad Catélica Los
Angeles de Chimbote Filial Trujillo. Siendo el motivo de la presente manifestarle que, en el marco
del cumplimiento curricular de la Carrera Profesional de Odentologia, nuestro alumno, LUIS JOSE
SEBASTIAN DIAZ VELASQUEZ; debe llevar a cabo el desarrollo de su proyecto de tesis, titulado:
“EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO ACUOSO DE HOJA DE Stevia
rebaudiana Y Erythroxylum coca SOLOS Y EN COMBINACION SOBRE Streptococcus
mutans ATCC 25175, Trujillo 20197, la cual se desarrollara de manera presencial. Asi mismo
para realizar el presente trabajo se ha seleccionado su prestigiosa institucian, por lo que se solicita

¢l apoyo anuestro alumno para que pueda ¢jecutar con toda normalidad su proyecto de tesis,

Es propicia la oportunidad, para reiterarle las muestras de mi especial consideracion y

estima personal .

Atentamente
> ,g;";sﬁ
T Jove Pre: ulf‘km
Ry Irbieiy e S

- | Calle Aguamarina N*161 - 165 - Urb. San Inés - Trujito - Peru
Teléfonos: (044) 60D 569 | 600 568
Cel: 944 425 768
www.uladech edu.pe
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Anexo 2

Carta de presentacion de JAIME ENRIQUE AGREDA
GAITAN, Bidlogo — Microbi6logo para la ejecucion del
proyecto de investigacion

UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES
CHIMBOTE

FILIAL TRUJILLO
CARRERA PROFESIONAL DE ODONTOLOGIA

Trjillo, 8 de noviembre del 2019

E ENRIQUE AGREDA GAITAN

BIOI JJG(_)_MI(‘ROBIOI OGO DOC E DE LA CROBIOLOGIA Y
PARASITOLOGIA, DE LA FAC AD DE CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO.

Presente

De mi especial consideracion:

Es grato dirigrme a usted para saludarlo muy cordialmente en mi condicion de
Coordinador de carrera de la Escuela Profesional de Odontologia de la Universidad Catolica Los
Angeles de Chimbate Filial Trujillo. Siendo el motivo de la presente manifestarle que, en el marco
del cumplimiento curricular de la Carrera Profesional de Odontologia, nuestro alumno, LUIS JOSE
SEBASTIAN DIAZ VELASQUEZ; debe llevar a cabo el desamollo de su proyecto de tesis, titulado:
“EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO ACUOSO DE HOJA DE Stevia
rebaudiana Y Erythroxylum coca SOLOS Y EN COMBINACION SOBRE Streptococcus
mutans ATCC 25175, Trujillo 20197, la cual se desarrollari de manera presencial. Asi mismo
para realizar el presente trabajo se ha seleccionado su prestigiosa institucion, por lo que se solicita

¢l apoyo a nuestro alumno para que pueda gjecutar con toda normalidad su proyecto de tesis.

Es propicia la oportunidad, para reiterarle las muestras de mi especial consideracion y

estima personal.

Atentamente

Teléfonos: (044) 600 569 / 600 568
Cel: 944 425 768
www.uladech.edu.pe

. I Calle Aguamarina N®161 - 165 - Urb. San Inés - Trujillo - Peru
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Anexo 3

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Efecto Antibacteriano del Extracto Acuoso de Hoja de Stevia rebaudiana Y Erythroxylum coca Solos y en Combinacion Sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo 2019.

HALOS DE INHIBICION EN MM

Extracto acuoso de las hojas de Stevia Extracto acuoso de las hojas de . Control
REPETICIONES rebaudiana Erythroxylum coca Eli(/lti';igto Control Positivo Negativo
20% 20% Clorhexidina Agua destilada
0 0 0.12%
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
TOTAL

PROMEDIO




Anexo 4

BASE DE DATOS

Efecto Antibacteriano Del Extracto Acuoso De Hoja De Stevia rebaudiana Y
Erythroxylum coca Solos Y En Combinacion Sobre Streptococcus mutans ATCC
25175, Trujillo 2019, Determinado Mediante EI Didmetro (Mm) De Los Halos De

Inhibicion Del Crecimiento, Método Kirby Bauer.

Halos de Inhibicién en mm
Extracto acuoso de las Extracto acuoso de Control
REPETICIONES hojas de Stevia las hojas de Extracto | Control Positivo Negativo
rebaudiana Erythroxylum I\);I'ratc 0
coca IXto
Clorhexidina Agua
25% 25% 0.12% destilada
1 12.24 7.33 13.26 25.6 0
2 7.31 8.21 11.51 26.3 0
3 13.11 5.97 13.79 25.7 0
4 7.22 7.46 10.95 25.8 0
° 7.65 6.34 12.78 26.1 0
6 12.89 9.15 13.87 26.4 0
7
7.90 7.98 9.91 26 0
8 12.24 5.31 10.98 25.9 0
9
13.21 7.63 13.71 26.1 0
10
7.82 5.78 9.94 26.5 0
TOTAL
101.59 71.16 120.7 260.4 0
PROMEDI
© © 10.16 7.12 12.07 26.04 0
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Anexo 5

Confiabilidad del instrumento Vernier digital (ISO 9001 de calidad)

"N maragee— e o

INSIZE CO., LTD.

No. &) Xang Yang Road, Suzhou New Datrict, Jangsy Province,
P.R Chima

ISO 9001:2008

Tor B Moy st

Development and production of precision measuring & inspection
Instruments used for industrial production, inchuding geometry

and mechanics

m-t-—q-qnmdu--nhmd
509001 2008 >

v

This cortificae s vald from 1 July 2011 until ¢ My 2014
and remans vald subject 1 satsiactory survellncs audts.
e cerdfication audt dee before & June 2018

Issum 3 Cortfind aince 2 Juty 2008

3G Unted Yagmon L Sieem § Sevaten Cattcaton
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Anexo 6

CONTRASTACION DE HIPOTESIS

Tabla 3. ANOVA: Efecto Antibacteriano Del Extracto Acuoso De Hoja De
Stevia rebaudiana Y Erythroxylum coca Solos Y En Combinacion Sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo 2019

Suma de cuadrados Gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 3641,10 4 910,27 390,86  2.59E-34
Dentro de grupos 104,80 45 2,33
Total 3745.90 49

Fuente: Analisis ANOVA - SPSS.

Método

Hipdbtesis nula Todas las medias son iguales
Hipbtesis alterna Por lo menos una media es
diferente

Nivel de significancia o = 0.05
Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacién del factor

Factor Niveles Valores

Extracto 5 Stevia 25%, Coca 25%, Extracto mixto
25%, Clorhexidina 0.12%, Agua destilada

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Extracto 4 3641,10 910,27 390,86 2.59E-34
Error 45 104,80 2,33
Total 49 3745, 90
Medias

Extracto N Media Desv.Est.
Stevia25%IC de 95%0 10,16 2,74 (9,19 - 11,13)
Coca2b5% 10 7,12 1,22 (6,14 - 8,09)
Mixto25% 10 12,07 1,59 (11,10 - 13,04)
Clorhexidina 10 26,04 0,30 (25,07 - 27,01)
Agua destilada 10 0 0 (-0,97 - 0.97)

El andlisis de varianza muestra se obtuvo (p = 2.59E-34 < 0.05), de lo cual podemos
indicar que si existe una diferencia estadistica entre los tratamientos.
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Anexo 7

Prueba de normalidad, efecto antibacteriano del extracto acuoso de hoja de
Stevia rebaudiana y Erythroxylum coca solos y en combinacién sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo 20109.

Tratamientos - Halos de inhibicion (mm)

repeticiones Stevia2s%  Coca2ste  Mixto  Clomexidina  Agua
1 12.24 7.33 13.26 25.6 0
2 7.31 8.21 11.51 26.3 0
3 1311 5.97 13.79 25.7 0
4 7.22 7.46 10.95 25.8 0
5 7.65 6.34 12.78 26.1 0
6 12.89 9.15 13.87 26.4 0
7 7.9 7.98 9.91 26 0
8 12.24 531 10.98 25.9 0
9 13.21 7.63 13.71 26.1 0
10 7.82 5.78 9.94 26.5 0
Promedio 10.16 7.12 12.07 26.04 0.00
p 0.004 0.790 0.111 0.875 *
Prueba_l de No . _ .
Normalidad Normalidad Normalidad Normalidad

(Shapiro-Wilk) Normalidad

Fuente: Datos propios obtenidos de medicion.
(*) Agua destilada es un constante y se ha desestimado

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 existe la prevalencia de un grupo de datos con
una significancia menor a 0.05 (p < 0.05) es decir los datos no presentan una
distribucion normal, mientras que tres grupos de tratamientos si presentan una
distribucion normal.

Con lo cual podemos concluir, en general los tratamientos presentan una distribucién

normal.
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Anexo 8

CONSTANCIA DE TAXONOMIA

UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO K
HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) m
FLORA PERUANA
s fgan

Familia: ERYTHROXYLACEAE

Nombre Cientifico: Exyivoxylum coca

N. Vulgar: “coca™ Det. Por: Herbario HUT
Haibito: Hojas elipsoidales, medianas, color verde intenso, tallos lefosos.
Procedencia: Otuzco

Prov.: Otuzco Region/Dpto.: La Libertad
Habitat: Zona humeda

Altitud: 264l m.snm. Fecha: 07/10.2019
Colector: Diaz Velisquez Sebastian N°: z.n.

Institucion: Universidad Catdlica Los Angeles de Chimbote (ULADECH-TRUJILLO)
Facultad Ciencias de la Salud. Escuela Profesional de Odontologia
Nombre de Tesiz o Proyecto de Investigacion: “Efecto Antibacteriano Del Extracto
Acuoso De Hoja De Stevia rebaudiana ¥ Evythroxylum ¢
Sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, rmjuyzd '
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO o
HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) f‘n“
-

FLORA PERUANA
s ) I'QQ\V
Familia: ASTERACEAE
Nombre Cientifico: Stevia rebaudiana
N. Vulgar: “estevia™ Det. Por: Herbario HUT

Habito: Hojas lanceoladas, color verde oscuro brillante. tallos pubescentes y rectos.
Procedencia: Rioja

Prov.: Rioja Region/Dpto.: San Martin
Habitat: Zona subtropical

Altitud: 848 m.snm. Fecha: 07/10:2019
Colector: Diaz Velasquez Sebastian N°: s.n.

Institucion: Universidad Catolica Los f\ngeles de Chimbote (ULADECH-TRUJILLO)
Facultad Ciencias de la Salud. Escuela Profesional de Odontologia
Nombre de Tesis o Proyecto de Investigacion: “Efecto Antibacteriano Del Extracto
Acuoso De Hoja De Stevia rebaudiana Y Erythroxyiun coca Solos Y En Combinacion
Sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo 2019
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Anexo 9

CONSTANCIA DE COMPRA DE BACTERIA

20318956043

1513

GL-18/034C
8/04/20:

rmacion por el
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CONSTANCIA DE COMPRA DE BACTERIA




Anexo 10

Constancia de colaboracion de MARILU ROXANA
SOTO VASQUEZ Dra. En farmacia y bioguimica en la

ejecucion del proyecto de investigacion

CONSTANCIA

Yo, Marild Roxana Soto Vasquez, Docente de la Catedra de Farmacognosia del
Departamento Academico de Farmacotecnia de Ia Facultad de Farmacia y Bioquimica de
la Universidad Nacional de Trujillo, con codigo UNT 3727.

Dejo constancia de haber colaborado en la preparacion de la muestra vegetal y las
concentraciones, de los extracto: acuosos de laz hojas de Stevia rebaudiana T
Erythroxyium cocq, en el laboratorio de farmacogrosia de la facultad de farmacia y
bioquimica de [2 universidad de Trujillo, al 2lumneo Luis José Sebastian Diaz Velasquez,
identificado con DNI 70257312 con domicilio legal en Urabamba 170 Sector EI Molino-
Trujillo, estudiante de la Facultad de Ciencias de la Salud, Escuela Profesional de
Odontologia de la Universidad Catolica los Angeles de Chimbote, en la sjecucion de Ia
tesis titulada: “Efecto Antibacteriano del Extracto Acuoso de Hoja de Seevia
rebandiana ¥ Erythroxylum coca Selos v en Combinacion Sobre Sweptococcus
mutans ATCC 25175, Trujillo 2019.7

Se expide esta constanciz, 2 solicitud del interesado, para los fines pertinentes.

Trujille 12 de noviembre del 2018

Laburyore de Fumacepuona
Univ ervatad Naoenal 8¢ Trpio
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Anexo 11

Constancia de colaboracion de JAIME ENRIQUE
AGREDA GAITAN, Bi6logo — Microbi6logo en la

ejecucion del proyecto de investigacion.

CONSTANCIA

Yo, JAIME ENRIQUE AGREDA GAITAN, Bislogo_Microbifloge Docente da la
Escuslz de Microbiclogiz ¥ Parasitelogia, g2 [a Facultad de Ciencias Eiclogicas de la

Tniversidad Macional de Trojillo, con registra CHE 3® 4879,

Mpdiante la presemt= dejo Constzmcia de haber colzborade con el ahmeo CiaZ
VELASQUEZ LUTS TOSE SEE ASTIAN, idertificada con TNT 70257312, can damirilio
lzzal er 3ector el hioling, Trbarba #170, Tmyjilla, estudiznte de [aFamitad de Cieecizs
de [3 Salud, Esceela profesional de Odomtalozia de l2 Uriversidad Catalica los Angales
de Chimbote, en 12 ejecucion de [a tezis titulada EFECTO ANTIEACTERIANO DEL
EXTEACTO ACUQED DE HOJA DE Stevia reboudimna T Erythroxyiun cocca 50103

Y EN COMBIMACION S0BEE Streptacocces muges ATCC 25175, Trojilla 2019

Trjille 14 de Moviembra dal 20123

Taieael Enri

Docente De la Esm'!lt,‘a/ﬂe Microbiologia ¥ Parzsitalogia

|
i:_ue Asreda Gaitin

Farualtad de Cienriaz Binlogicas

Uriversidad Wacinoal de Tngjilla
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Anexo 12

PROCESAMIENTO DE LOS EXTRACTOS
ACUOSOS de Stevia rebaudiana y Erythroxylum
coca REALIZADO EN LA FACULTAD DE

FARMACIA DE LA UNT

SELECCION, LAVADO Y DESINFECCION

Se lavaron las hojas de las plantas:
Stevia rebaudiana y Erythroxylum
coca, se desinfectaron con

Hipoclorito de Sodio al 0,5%

Secado en estufa de circulacion de
aire por conveccion forzada (40
°C) por 48 horas de hojas de Stevia
L rebaudiana y Erythroxylum coca,
~ pulverizacién, tamizaje y se pesé

50gr. para ambas plantas.
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PREPARACION DE LOS EXTRACTOS ACUOSOS de Stevia rebaudiana 25%,
Erythroxylum coca 25% y extracto mixto

Se colocd, en un balén de vidrio de 2 litros de capacidad y se afiadié 500 mL
de agua destilada. Se mezclard bien, y se llevard a reflujo por 2 horas.
Transcurrido el tiempo, se enfrio y se filtro el extracto acuoso al vacio, con
papel de filtro Whatman N° 1. Posteriormente, el extracto acuoso se concentro
en un rotavapor hasta obtener extracto blando. Luego se llevo a secar a la estufa
de circulacion de aire a 40 °C hasta obtener el extracto seco, seguido se llevo a
separar las concentraciones respectivas de hoja de Stevia rebaudiana y

Erythroxylum coca.

Concentraciones:

Stevia rebaudiana, la concentracion 25% (250 mg/mL)
disuelta en agua.
Erythroxylum coca, la concentracion 25% (250mg/mL)
disuelta en agua.

Para el extracto mixto se utilizaron ambas concentraciones
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PREPARACION DEL INOCULO Streptococcus mutans

El in6culo de Streptococcus mutans, se prepar0 en tubos de
ensayo, suspendiendo las colonias puras aisladas en 0.5 ml de
;’v;;l:: o suero fisiologico hasta obtener una turbidez de 0.5 de Mac
Farland, que corresponde a una concentracion de 1.5x10°® alfa

= unidades formadoras de colonias de Streptococcus mutans por

1ml (UFC/ml).t?

INOCULACION DE LA SUSPENSION BACTERIANA

’\—\-veel-ﬂmcv!: 1&-\

Haciendo uso del asa de Kolle, se procedié a sembrar Streptococcus mutans, a
cada placa con agar Soya tripticasa totalmente estériles. Transcurrido la
inoculacion de la suspension bacteriana, después de 10 minutos se procedié a
realizar los pocillos en la placa Petri, para luego introducir el disco de

antibiograma.
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PREPARACION DE LOS DISCOS ANTIBIOGRAMA ESTERILES

Se introdujo el disco de antibiograma (técnica Kirby — Bauer) sin contenido y

estéril para aplicar con una pipeta el tratamiento con Bauer) sin contenido y
estéril para aplicar con una pipeta el tratamiento con Stevia rebaudiana a
concentraciones al 25%, con Erythroxylum coca al 25% y el extracto mixto, en
un volumen de 10 ul, para cada uno de los 5 sensidiscos por dos placas
(200mm), luego se incubd la totalidad de las muestras con temperatura de 36

°C por 24 horas determinadas en medio anaerobio.

LECTURA DE RESULTADOS

Se midieron los diametros de los halos de inhibicion de Stevia rebaudiana 25%,

Erythroxylum coca 25% y extracto mixto.






