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RESUMEN

La investigacién tuvo como Objetivo: Comparar el efecto antibacteriano del extracto
hidroetandlico de la semilla de Theobroma cacao y la hoja de Moringa oleifera sobre
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Metodologia: La poblacion estuvo conformada por cepas
de Enterococcus faecalis ATCC 29212. El disefio metodoldgico fue experimental puro,
prospectivo, transversal y analitico de tipo cuantitativo y nivel explicativo. Para el estudio se
recolectaron frutos del Theobroma cacao y hojas de Moringa oleifera, luego fueron
transportadas al laboratorio de Farmacologia para realizar los extractos hidroetandélico al 50 %
y 75 %. Luego fueron enfrentadas a las cepas de Enterococcus faecalis en el laboratorio de
Microbiologia. Se us6 el método de Kirby Bauer, luego se midio el halo de inhibicién utilizando
la regla milimetrada Vernier digital. Resultados: Mostraron que, a mayor concentracion, mas
se incrementa el halo inhibitorio de los extractos hidroetandlicos. El extracto hidroetanolico de
Theobroma cacao al 50 % obtuvo una medida de 15.74 + 0.467 mm y al 75 % obtuvo una
medida de 19.37 £ 0.760 mm Y el extracto hidroetandlico de la hoja de Moringa oleifera al 50
% se obtuvo una medida de 11.82 + 0.545 mm y al 75 % obtuvo una medida 17.01 £ 0.818 mm.
Se aplico la prueba ANOVA, encontrando (P= 0.000) que existe diferencia estadistica
significativa entre los cuatro tipos de concentraciones. Conclusidn: el extracto hidroetanélico
de la semilla de Theobroma cacao al 75 % present6 mayor efecto antibacteriano frente a

Enterococcus faecalis que las otras tres concentraciones.

Palabras clave: Antibacteriano, Cacao, Farmacologia, Enterococcus faecalis, Moringa

Oleifera.




ABSTRACTS

The objective of the research was: To compare the antibacterial effect of the hydroethanolic
extract of the seed of Theobroma cacao and the leaf of Moringa oleifera on Enterococcus
faecalis ATCC 29212. Methodology: The population was made up of strains of Enterococcus
faecalis ATCC 29212. The methodological design was experimental. pure, prospective,
transversal and analytical of a quantitative type and explanatory level. For the study, fruits of
Theobroma cacao and leaves of Moringa oleifera were collected, then they were transported to
the Pharmacology laboratory to make 50% and 75% hydroethanolic extracts. Then they were
confronted with the Enterococcus faecalis strains in the Microbiology laboratory. The Kirby
Bauer method was used, then the inhibition zone was measured using the digital Vernier
millimeter ruler. Results: They showed that, the higher the concentration, the more the
inhibitory halo of the hydroethanolic extracts increased. The hydroethanolic extract of
Theobroma cacao at 50% obtained a measurement of 15.74 + 0.467 mm and at 75% a
measurement of 19.37 £ 0.760 mm was obtained. And the hydroethanolic extract of the Moringa
oleifera leaf at 50% obtained a measurement of 11.82 + 0.545 mm and at 75% a measurement
of 17.01 + 0.818 mm was obtained. The ANOVA test was applied, finding (P= 0.000) that there
is a significant statistical difference between the four types of concentrations. Conclusion: the
75% hydroethanolic extract of Theobroma cacao seed presented a greater antibacterial effect
against Enterococcus faecalis than the other three concentrations.

Keywords: Antibacterial, Cocoa, Pharmacology, Enterococcus faecalis, Moringa Oleifera.
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CAPITULO I:
PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Planteamiento del problema

El presente trabajo se ha enfocado por los problemas que suceden en la actualidad, por causa de
la bacteria Enterococcus faecalis, la cual es comdn que se encuentre asociada a infecciones
intrarradiculares y al fracaso del tratamiento endodontico. Aunque no se conoce el mecanismo
exacto por el cual llega al sistema de conductos radiculares, se considera un oportunista capaz
de sobrevivir, colonizar e infectar gracias a su compleja maquinaria de virulencia y resistencia
ambiental. La frecuencia de E. faecalis en infecciones endoddnticas primarias es del 4%
mientras que en lesiones periapicales persistentes se presenta con una frecuencia del 77%,
siendo capaz de sobrevivir como microorganismo unico 0 como mayor componente de la

biopelicula, causando fracasos en el tratamiento endodéntico.t

Enterococcus faecalis, -es el factor principal involucrado con el fracaso en el procedimiento
endododntico es la insistencia de la infeccion microbiana en los conductos radiculares®. Los
microorganismos involucrados pueden haber sobrevivido a los efectos de la colocacion del
procedimiento biomecanicos que se da durante la realizacion de dicho tratamiento? o pueden
haber irrumpido los conductos, como consecuencia de las filtraciones que se da en la corona de
los dientes con procedimientos de conducto obturados. También se ha especificado aislamientos
de infecciones pulpo-periapicales y de bolsas periodontales. Investigaciones han manifestado
que el microbiota de, los dientes con fracasos en el tratamiento endoddntico difieren
generalmente en los conductos de dientes no tratados. EI microorganismo que se localiza en los
dientes con fracaso en el procedimiento endodontico es predominantemente anaerobia,
facultativa y Gram positiva, llamado Enterococcus faecalis es el factor que se aisla con mas

frecuencia.?

Estudios han demostrado el efecto antimicrobiano del extracto hidroetandlico de Theobroma
cacao y la hoja de Moringa oleifera, sin embargo, es escasa la literatura cientifica que presente
su efecto antibacteriano sobre Enterococcus faecalis. Por ello, el presente estudio tuvo el

propdsito de comparar el efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de la semilla de

Theobroma cacao y la hoja de Moringa oleifera sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212.




1.2 Formulacién del problema

1.2.1

1.2.2

Problema general

¢Existe efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de la semilla de

Theobroma cacao y la hoja de Moringa oleifera sobre Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Trujillo — 2019?

Problemas especificos

1.

¢Cual es el tamafio de los halos de inhibicion (mm.) del extracto
hidroetandlico de la semilla de Theobroma cacao al 50% y 75% con
Clorhexidina 0,12% y Etanol 70°, sobre Enterococcus faecalis ATCC
29212.?

¢Cual es el tamafio de los halos de inhibicion (mm.) del extracto
hidroetandlico de la hoja de Moringa oleifera al 50% y 75% con
Clorhexidina 0,12% y Etanol 70°, sobre Enterococcus faecalis ATCC
29212.?

1.3 Objetivos de la investigacion

131

1.3.2

Objetivo general:

Comparar el efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de la semilla de

Theobroma cacao y la hoja de Moringa oleifera sobre Enterococcus faecalis
ATCC 29212

Obijetivos especificos:

1.

Comparar el tamafio de los halos de inhibicion (mm.) del extracto
hidroetandlico de la semilla de Theobroma cacao al 50% y 75% con
Clorhexidina 0,12% y Etanol 70°, sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Comparar el tamafio de los halos de inhibicion (mm.) del extracto
hidroetandlico de la hoja de Moringa oleifera al 50% y 75% con
Clorhexidina 0,12% y Etanol 70°, sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212.




1.4 Justificacion de la investigacion

1.4.1. Tebrica

El presente estudio se justifica de manera tedrica debido a que en este estudio se colocara
informacion necesaria en las bases teoricas sobre el efecto antimicrobiano del extracto
hidroetanolico de Theobroma cacao y hoja de Moringa oleifera frente al problema que
existe en los fracasos endodonticos debido a la bacteria Enterococcus faecalis y la
necesidad de tratamiento, con el proposito de que el lector tenga un mejor conocimiento
sobre dicho tema. Asimismo, se encontraran antecedentes relacionados al tema el cual nos

servira para comparar con los resultados que se obtendran en este estudio.

1.4.2. Practica

El presente estudio tiene el propdsito de evaluar el efecto antibacteriano del extracto
hidroetandlico de la semilla de Theobroma cacao y la hoja de Moringa oleifera sobre
Enterococcus faecalis. Este estudio podria servir de base para futuros estudios de nivel
aplicativo, para elaborar enjuagatorios, productos de limpieza de proétesis o posibles

irrigantes endodonticos.

1.4.3. Metodolégica

Se tenia como fin tener conocimientos mas exactos sobre la realidad y problematica
epidemioldgica de los problemas que existe en la cavidad oral teniendo en cuenta el disefio
metodoldgico que fue experimental puro, prospectivo, transversal y analitico de tipo
cuantitativo y nivel explicativo, y utilizando un instrumento de recoleccion de datos

validado.




CAPITULO II:
MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes
Internacionales:
Alban K.# (Ecuador, 2017). “Actividad antimicrobiana de extractos de subproductos de
café Coffea arabica y cacao Theobroma cacao.” La actual investigacion tuvo como
objetivo: dar a conocer el potencial antimicrobiano de pulpa de café procedente de la
parroquia Vilcabamba y cacao en polvo proporcionado por la empresa TULICORP .Se
obtuvieron extractos mediante maceracién con EtOH (alcohol etilico) absoluto, EtOH:
H20 (50/50) y H20 a diferentes temperaturas (20°C,40°C y 60°C) y se evalud su
actividad frente a Staphylococcus aureus, Enterococcus Faecalis, Escherichia coli,
Micrococcus luteus y Candida albicans. Tipo de estudio: mediante técnicas de
sensibilidad in vitro. Poblacion y muestra: como difusion en agar y microdilucion en
caldo. Material y método: Como controles positivos para el primer método se uso:
discos de gentamicina, amikacina, voriconazol y nistatina y para el segundo método se
empled gentamicina, terbinafina e Itraconazol. Resultados: Los extractos de caco EtOH
a 20°C y mezcla EtOH: H>0 a 20°C, 40°C y 60°C conclusion: presentaron halos de
inhibicidn entre 6 y 7 mm frente a Micrococcus luteus indicando resistencia a una dosis
de 80 mg/mL y mediante el método de microdilucion en caldo, presenté un CMI a 4000

pug/mL considerando los extractos inhibidores débiles.

Sucuzhafiay M, Alvarez P.5 (Ecuador, 2016), “Efecto antimicrobiano de extractos
acuosos de cascara y semillas de cacao (Theobroma cacao) sobre cepa de Streptococcus
Mutans: Estudio in vitro.” Objetivo: Evaluar el efecto antimicrobiano de extractos
acuosos de céscara y semillas de cacao (Theobroma cacao) sobre el Streptococcus
mutans. Materiales y métodos: En el presente estudio experimental la muestra estuvo
constituida por 20 placas petri inoculadas con Streptococcus mutans ATTCC 25175 los
cuales fueron reactivados por 24 horas a 35 +/- 2°C en agar sangre. Para la obtencion de
los extractos acuosos se realizo el método de reflujo, utilizando agua destilada como

solvente, los extractos se concentraron al 12,5% y al 20%. Resultados: No existieron




diferencias significativas entre la media del halo de inhibicion del extracto acuoso de
cascara y de semilla al 12.5% (p=0,27) y al 20% (p=0.94), por lo que estos dos extractos
presentan igual efecto antimicrobiano. Conclusiones: Los extractos acuosos de cascara

y semilla de cacao presentaron efecto antimicrobiano sobre Streptococcus Mutans.

Salcedo M.® (Qito, 2017), “Efecto inhibitorio del extracto hidroalcohdlico de Moringa
(Moringa oleifera) en concentraciones de 25 %, 50 %, 75 % y 100 % sobre Streptococcus
mutans.” EIl objetivo: del estudio fue el efecto inhibitorio del extracto hidroalcohdlico
de las hojas, sobre cepas de Streptococcus mutans. El extracto de moringa se obtuvo
mediante método de percolacion; se utiliz6 como solvente una solucion alcohdlica de
agua y etanol, posteriormente se realizaron las diluciones requeridas es decir al 25 %,
50 % 75 % y 100 %. Material y método: Se aplico el método KirbyBauer (método de
difusion en agar) para la evaluacion antimicrobiana, en el estudio se utilizé una cepa
estandarizada de Streptococcus mutans ATCC 25175. La cepa fue sembrada en 15 cajas
Petri en medio de cultivo Agar Mueller Hinton suplementado con sangre de cordero al
5 %; como control positivo se empled clorhexidina al 0.12 % y suero fisioldgico como
control negativo; éstas fueron incubadas a 35+2°C, al 5% de CO2. Se midieron los halos
producidos alrededor de los discos con cada una de las concentraciones sobre
Streptococcus mutans a las 24 y 48 horas, en conclusién: se obtuvo que las
concentraciones al 75 % y 100 % mostraron efecto inhibitorio in vitro frente a
Streptococcus mutans. Sin embargo, la clorhexidina al 0.12 % mostré mayor efecto
inhibitorio in vitro que las concentraciones de extracto hidroalcohdlico de hojas de

Moringa oleifera en los grupos de estudio evaluados.
Nacionales:

Baquerizo R.” (Lima — Peru, 2023), “Efecto antibacteriano del extracto de hojas de
Moringa oleifera comparado con clorhexidina al 0,12% frente a cepas de Streptococcus
mutans atcc 25175”. tuvo como Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano del
Extracto de Hojas de Moringa oleifera (EHMO) al 50%, 75% y 100% frente a las cepas
de Streptococcus mutans ATCC 25175. El estudio corresponde a un tipo Experimental,

longitudinal, comparativo, prospectivo. Para obtener el EHMO se utiliz6 como

disolvente Etanol, para macerar por 6 dias a 32°C el material vegetal secado y molido.




Se filtr6 al vacio, se diluyo con alcohol puro para obtener concentraciones de 100 %,
75%, 50 %. Método: De difusion por discos ayudo determinar la actividad
antibacteriana, se procedio a aplicar extracto etandlico de diferentes concentraciones,
también a los controles positivos y negativos en los cultivos de la cepa de Streptococcus
mutans sembradas en Agar Tritpicasa Soya (TSA). La incubacion se realizé a 37 °C por
24, 48 y 72 horas en condiciones de anaerobiosis parcial con CO2. Resultado: Se
midieron en base a los halos de inhibicion formados alrededor de cada disco, presentando
mayor actividad en concentracion de 100% con halos que oscilan del8.13 mm en 24
horas, 16.13 mm en 48 horas y 11.20 mm en 72 horas. Mientras que al 75% solo presento
actividad antibacteriana dentro de las 48 horas (15.20 mm en 24 horas, 10.00 mm en 48
horas). Al 50% la actividad antibacteriana fue (11.13 mm). Dentro de 24 horas.
Conclusion: Las actividades del EHMO disminuye con el tiempo en sus diferentes

concentraciones segun la prueba Kruskal-Wallis (p <0.05).

Diaz M, Diaz R.2 (Per(i, 2021), “Efecto antibacteriano in vitro del extracto
hidroalcoholico de las hojas de Moringa oleifera (moringa) frente a la cepa de
Staphylococcus aureus”, su objetivo: es evaluar la actividad del efecto antibacteriano in
vitro del extracto hidroalcoholico de las hojas de Moringa oleifera Lam (moringa) frente
a la cepa de Staphylococcus aureus. Métodos: El disefio de investigacion fue
experimental, muestreo aleatorio simple, nivel analitico, descriptivo, enfoque
cuantitativo y transversal. Se us6 cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923, se
formo 6 grupos experimentales: grupo I: blanco con agua destilada; grupo 1l: etanol 70
%; grupo Il1: extracto hidroalcohdlico de las hojas de Moringa oleifera Lam (EHHMO)
25 %; grupo 1V: EHHMO 50 %; grupo V: EHHMO 75 % y grupo VI: Ciprofloxacino 5
pg. Se realizé analisis varianza y se trabajo con 95 % de confianza. Resultados: El
EHHMO fue muy soluble en etanol 70 %, en metanol y soluble en agua destilada, se
identifico presencia de alcaloides, taninos, flavonoides compuestos fendlicos,
antocianinas, esteroides y/o triterpenoides. El efecto antibacteriano del EHHMO fue a
dosis dependiente, en concentraciones de 25 %, 50 % y 75 %. Se obtuvo efecto

antibacteriano de 51 %, 62 % y 70 % respectivamente, el efecto de ciprofloxacino fue

73 % frente a cepas de Staphylococcus aureus. Conclusion: El extracto hidroalcohdlico




de las hojas de Moringa oleifera Lam (moringa) presentd efecto antibacteriano in vitro
frente a la cepa de Staphylococcus aureus a dosis dependiente.

Santos T, Szwom R, Almeida R.° (Lima, 2020), “Compuestos naturales para reducir
la carga bacteriana de la cavidad oral: un articulo de revision.” Objetivo: actualmente,
existe una amplia gama de productos farmacéuticos que ofrecen grandes beneficios para
el tratamiento de diversas enfermedades orales. La mayoria de estos productos son de
origen sintético con propiedades antibacterianas, pero existen numerosos efectos
secundarios asociados con su uso. Resultados: una alternativa es el uso de productos
naturales de plantas e insectos en la reduccion de la carga bacteriana de la cavidad oral
como la manzanilla (Chamaemelum nobile (L.) All.), el cacao (Theobroma cacao L.), el
aloe (Aloe vera L.), la moringa (Moringa oleifera Lam.), el orégano (Origanum vulgare
L.), coco (Cocos nucifera L.), ajo (Allium sativum L.), clavo (Syzgium aromaticum L.),
cardamomo (Elettaria cardamomum L.), stevia (Stevia rebaudiana Bertoni), miel de
abeja y propdleos, abordados en esta revision de la literatura. Esta revision intenta
abordar el uso de diferentes compuestos naturales para reducir la carga bacteriana de la
cavidad oral. Conclusidn: existen varios estudios sobre los efectos de los productos
naturales por parte del hombre en la medicina, donde hay una gran cantidad de trabajos
y publicaciones relacionadas con sustancias naturales con ingredientes activos para

reducir la carga bacteriana de la cavidad oral.

Arévalo O.19 (Per(, 2018), “Efecto antibacteriano y citotoxico de dos extractos
metanolicos a base de Moringa oleifera (moringa) y Azadirachta indica (neem) sobre
cepas de Enterococcus faecalis.” El Objetivo: Evaluar in vitro el efecto antibacteriano
y citotdxico de dos extractos metandlicos de Azadirachta indica y Moringa oleifera sobre
cepas de Enterococcus faecalis (ATCC 29212). “Métodos: Los “extractos metanolicos
de Azadirachta indica y Moringa oleifera fueron preparados in vitro. El efecto
antibacteriano de los extractos frente a cepas de Enterococcus faecalis fueron evaluados
por medio de la técnica de difusion en agar (perforacion en gel). La concentracion
minima inhibitoria (CMI) se determind por el método de microdilucién y la citotoxicidad

usando la linea celular MDCK . Resultados: El extracto metandlico que obtuvo mayor

efecto antibacteriano en 24 y 48 horas frente al Enterococcus faecalis fue la Moringa




oleifera, obteniendo un halo de 35.5 + 1.05 y 44.83 + 0.98, respectivamente. La CMI
para ambos extractos fue de 75 pg/ml. EIl efecto bactericida para el extracto de
Azadirachta indica fue a concentracion de 25 pg/ml y para el extracto de Moringa
oleifera fue de 75 pug/ml. Conclusiones: Se demostrd que los extractos metandélicos de
Azadirachta indica y Moringa oleifera tienen efecto antibacteriano contra cepas de
Enterococcus faecalis a las 24 y 48 horas. Ninguno de los dos extractos resultd ser toxico

sobre lineas celulares a bajas concentraciones.

Poma E.!* (Per(, 2018), “Efecto antimicrobiano del extracto etandlico de cascara de
cacao (Theobroma cacao L.) a diferentes concentraciones en muestras microbioldgicas
de piezas dentales con caries de pacientes que acuden al centro de salud ciudad nueva.
Tacna 2018”. El trabajo tuvo como Objetivo: Determinar el efecto antimicrobiano del
extracto etanolico de cascara de cacao (Theobroma cacao L.) a diferentes
concentraciones en muestras microbiolégicas de piezas dentales con caries de pacientes
que acuden al Centro de Salud Ciudad Nueva de Tacna en el afio 2018. Metodologia:
El disefio de la investigacion es descriptivo, de corte transversal . En donde se tomaron
12 muestras microbioldgicas de piezas dentales con caries, en donde se aplico el extracto
etandlico de céscara de cacao (Theobroma cacao L.) a diferentes concentraciones; con
un patrén de crecimiento microbiano de 0,5 de la escala de Mac Farland, mediante el
método de Kirby Bauer y segln la escala de Duraffourd Lapraz se determind el efecto
antimicrobiano. Resultados: Se observé halos de inhibicion en las siguientes
concentraciones: 5mg/ml = 9,4mm; 10mg/ml =11,4mm; 15mg/ml = 16,6mm; 20mg/ml
= 19,6mm; 25mg/ml = 20,2mm; 30mg/ml = 22,7mm. Conclusién: Se concluye que el
extracto etanolico de cascara de cacao a diferentes concentraciones presenta efecto

antimicrobiano sobre el crecimiento de las bacterias presentes en la caries dental.
Local:

Ruiz D.*? (Trujillo, 2019), “Comparacion del efecto antibacteriano entre el extracto y
colutorio a base de semilla de Theobroma cacao frente a cepas de streptococcus mutans
atcc 25175, Trujillo — 2018”. Tuvo como Objetivo: comparar la diferencia del efecto

antibacteriano entre los extractos hidroetandlicos y el colutorio a base de semilla de

Theobroma cacao frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175. Metodologia:




El disefio fue experimental, transversal, analitico y prospectivo de tipo cuantitativo y
nivel explicativo. Ficha de recoleccion de datos: Para este estudio se recolectd frutos
del Theobroma cacao en la ciudad de Juanjui, San Martin; las cuales fueron
transportadas al laboratorio de Farmacognosia para realizar el extracto de 12.5 %, 25 %,
50 % vy el colutorio al 12.5 %”. Luego fueron enfrentadas a las cepas de Streptococcus
mutans en el laboratorio de Microbiologia. Se usé el método de Kirby Bauer, luego se
midié el halo de inhibicion utilizando la regla milimetrada Vernier digital marca
Mitutoyo. Los resultados: mostraron que a mayor concentracion, mas se incrementa el
halo inhibitorio de los extractos hidroetanolicos, es decir, aumenta la efectividad
antibacteriana; siendo el colutorio de 12.5 % mas efectivo” que los extractos
hidroetanolicos de 12.5 %, 25 %, 50 % .En Conclusion: El colutorio de 12.5 % a base
de semillas de Theobroma cacao presenta mayor efectividad antibacteriana que los
extractos hidroetandlicos a base de semillas de Theobroma cacao frente a cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Chero V.13 (Pimentel, 2018), “Comparacion del efecto antibacteriano in vitro del
extracto acuoso e hidroetanolico de hojas de Moringa oleifera sobre Streptococcus
mutans atcc 35668”. Tuvo como objetivo: comparar el efecto antibacteriano in vitro del
extracto acuoso e hidroetandlico de hojas de Moringa oleifera sobre Streptococcus
mutans ATCC 35668. Se evalu6 el efecto en 6 grupos distribuidos en concentraciones
de 76 mg/mL, 38 mg/mL y 19 mg/mL para cada tipo de extracto. Se hicieron 8
repeticiones por grupo experimental. La sensibilidad bacteriana se evalu6 mediante el
método de difusion en pozo. El espécimen bacteriano fue reactivado en caldo nutritivo,
para inocularlo en cultivo Agar Cerebro Corazon. Al enfrentar el microorganismo a los
extractos hidroetanolicos, en los resultados: se obtuvo halos promedios de inhibicion
de 17,96 y 15,27 mm para las concentraciones de 76 mg/ml y 38mg/ml; sin embargo, los
extractos acuosos no presentaron halos de inhibicion. En conclusion: los extractos
hidroetandlicos de 76mg/ml y 38mg/ml tienen efecto antibacteriano sobre S. mutans
ATCC 35668.




2.2 Bases teodricas

2.2.1. Microbiologia del fracaso endodontico

Casi 700 especies bacterianas pueden ser encontradas en la cavidad oral, cualquier
persona puede albergar de 100-200 de estas especies, haciendo muy probable si no se
tienen los cuidados y técnicas apropiadas la contaminacion en el conducto. Una vez que
el canal de la raiz esta infectado, progresa apicalmente, lo que conduce a la periodontitis
apical. Las infecciones endodonticas tienen una naturaleza polimicrobiana, con bacterias
anaerobias que se encuentran predominando en el microbiota en infecciones primarias.
Existen varios microorganismos relacionados con infecciones e implicados en la

infeccion persistente intrarradicular. *#

Los factores de virulencia pueden dar pistas importantes en la patogenicidad. Los
productos potencialmente perjudiciales liberados o las propiedades que poseen ciertas
especies pueden jugar un papel importante en el desarrollo de la enfermedad. Los
posibles patdgenos endodonticos tienen una produccién potencial de factores de
virulencia, pero no se sabe si estos factores se producen in vivo. Algunos estudios han
informado del descubrimiento de factores de virulencia en los conductos radiculares
infectados, incluyendo lipopolisacaridos, enzimas y metabolitos que se han asociado con
signos y sintomas de enfermedad. Sin embargo, aln no se conoce qué especies, dentro

del sistema de conductos, producen esos factores.™

Existen unos requisitos para el patégeno endodéntico, los cuales son necesarios para que
un microorganismo se establezca por él mismo en el sistema de conductos y participe en

la patogénesis de la enfermedad perirradicular:

1. El microorganismo debe presentarse en un ndmero suficiente para iniciar y

mantener la enfermedad perirradicular.

2. El microorganismo debe presentar factores de virulencia, los cuales deben

expresarse durante la infeccion del conducto radicular.
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3. El microorganismo debe estar localizado espacialmente en el sistema de
conductos desde el cual €l o sus factores de virulencia puedan llegar a los tejidos

perirradiculares.

4. El ambiente del conducto debe permitir la supervivencia y crecimiento del
microorganismo y proporcionarle sefiales que estimulen la expresion de los genes de

virulencia.

5. La inhibicién de los microorganismos debe estar ausente o presente en bajo

ndmero en el ambiente del conducto radicular.

6. El hospedador debe montar una estrategia defensiva en los tejidos
perirradiculares, inhibiendo la propagacion de la infeccion. Este proceso tendra como

resultado el dafo tisular.

Entre las infecciones intrarradiculares primarias encontramos anaerobios estrictos y
anaerobios facultativos. En la primera se hallan los bacilos Gram-negativos
(Porphyromonas, Prevotella, Mitsuokella, Fusobacterium, Selenomonas), bacilos Gram-
positivos (Eubacterium), cocos Gram-negativos (Peptostreptococcus), cocos Gram-
positivos (Veillonella), espiroquetas (Treponema). Por otra parte, los anaerobios
facultativos son: cocos Gram-positivos (Streptococcus, Enterococcus, Staphylococcus),
bacilos Gram-negativos (Campylobacter, Eikenella, Capnocytophaga), bacilos Gram-
positivos (Lactoacillus, Actinomyces).™

2.2.2. Fracaso del tratamiento endoddntico

Las principales causas del fracaso del tratamiento endoddntico, es por el motivo de la
eliminacién incompleta del tejido pulpar y los microorganismos presentes en el sistema
de canales radiculares.’® En la mayoria de los casos, el fracaso del tratamiento de
endodoncia es resultado de la accion de los microorganismos que persisten en la porcién
apical del sistema de canales radiculares, incluso en los dientes bien tratados. Se ha
demostrado que parte del espacio del canal radicular a menudo permanece intacto
durante la preparacion quimio-mecanica, independientemente de la técnica y de los

instrumentos empleados. Zonas sin instrumentar pueden contener bacterias o restos de

tejido necrético, aunque la obturacion de los canales radiculares parezca ser




radiograficamente adecuada. Dentro del sistema de canales, las bacterias se encuentran
ubicadas en areas como istmos, ramificaciones, deltas, irregularidades de los canales y

tlbulos dentinarios.’

Sin la .instrumentacion biomecanica, los irrigantes o los medicamentos no son capaces
de alcanzar dichos sitios, es probable que el suministro de nutrientes para las bacterias
situadas ahi permanezca inalterado después de la terapia radicular. Sin embargo, las
bacterias presentes en areas tales como los tubulos dentinarios pueden tener un sustrato
reducido drasticamente. En tales regiones anatomicas, las bacterias aisladas por el
relleno radicular por lo general mueren. A pesar de esto, algunas especies bacterianas
pueden sobrevivir durante periodos relativamente largos. Asi, si el relleno radicular falla,
proporcionando un sello incompleto, la filtracion de fluidos desde el tejido periapical
puede proporcionar sustrato para el crecimiento bacteriano. Lo mismo puede ocurrir si

se produce alguna filtracion desde coronal .’

Segun las condiciones presentes en los canales radiculares, ciertas bacterias son méas
capaces de sobrevivir y multiplicarse que otras. Asi, aun cuando es posible encontrar
anaerobios facultativos en dientes con necrosis pulpar, es mas frecuente encontrar
anaerobios estrictos en canales infectados de manera primaria (es decir, sin tratamiento
endodontico previo y con pulpa necrética) y anaerobios facultativos en los casos de
tratamientos de endodoncia fallidos.®

La flora microbiana presente en los canales después del fracaso del tratamiento de
endodoncia se limita a un pequefio nimero de especies microbianas, predominantemente
Gram positivas. Anaerobios facultativos, especialmente Enterococcus spp, son los mas
frecuentes en estos casos y entre ellos, Enterococcus faecalis es la especie mas
frecuentemente aislada. Estudios han demostrado que la frecuencia de especies de
Enterococcus en raices obturadas que presentan periodontitis apical puede llegar incluso

aun 70%.%°
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2.2.3. Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis es una bacteria inmovil, anaerobia facultativa y fermenta la
glucosa sin producir gas. No presenta una reaccion con la catalasa en presencia de
perdxido de hidrégeno, puede producir una reaccion pseudocatalasa si se cultiva en agar
sangre, sin embargo, ésta es muy débil. E. faecalis puede vivir en ambientes extremos

que incluyen pH altamente alcalino de 9,6 y elevadas concentraciones de sal.°

Enterococcus faecalis puede causar infecciones comprometidas en humanos,
especialmente en ambiente de hospital. La existencia de Enterococcus se potencia
porque ha tenido la habilidad de adquirir resistencia a practicamente todos los

antibidticos en uso.?

La gran mayoria de las especies de Enterococcus habitan normalmente en el tracto
gastrointestinal, y se encuentran en una concentracion de mas de 107 organismos por
gramo de heces fecales. Son miembros del microbiota natural del tracto genital femenino
y no representan dafios para el organismo en condiciones normales. Sin embargo, en
ocasiones se comportan como patdgenos oportunistas y pueden causar diferentes
enfermedades, sobre todo en aquellos pacientes que han sido hospitalizados por periodos
prolongados o0 sometidos a terapia antimicrobiana previa, que los convierte en un

importante patégeno nosocomial.?*

Enterococcus faecalis es un patégeno oportunista asociado con infecciones orales, entre
ellas periodontitis marginales, infecciones del canal radicular y lesiones perirradiculares.
Se ha informado una correlacion entre la prevalencia de este microorganismo en los
canales radiculares de infecciones endodonticas primarias y secundarias y la presencia
de este microorganismo en otros sitios de la cavidad oral, como en el surco gingival, la
mucosa bucal, el dorso de lengua y las amigdalas en un mismo paciente, sugiriendo que
la invasion de los canales radiculares por parte del microorganismo proviene de otros

reservorios de la cavidad oral donde se encuentra en forma habitual..??

Enterococcus faecalis tiene la habilidad de trasladarse desde el canal radicular de dientes

infectados al sistema de ganglios linfaticos submandibulares de ratones libres de

gérmenes, lo que sugiere que este microorganismo puede desempefiar un rol en la




patogénesis de las infecciones oportunistas como bacteremia, endocarditis, y meningitis
bacteriana, entre otras.?®> También se ha informado de importantes enfermedades
sistémicas provocadas por la llegada de este patdgeno al torrente sanguineo a través de
la terapia endoddntica, entre ellas abscesos cerebrales y septicemias, particularmente

graves en pacientes inmunocomprometidos.?*

El hipoclorito de sodio sigue siendo un irrigante eficaz tanto a concentracion de 2.5%
como a concentracion de 5% lo que ha sido comprobado a través de diversas
investigaciones. A pesar de los efectos irritantes que causa el hipoclorito de sodio sobre
los tejidos blandos y sus limitantes en el uso de tratamientos endodénticos, tiene la
propiedad de contrarrestar la carga microbiana de los conductos radiculares, dentro de

los que esta Enterococcus faecalis.?®
2.2.4. Theobroma cacao

Actualmente se estd buscando productos naturales que puedan tener actividad
antimicrobiana, disminuyendo los efectos colaterales de los productos convencionales..
El cacao es originario de las selvas del Amazonas, cacao viene de la palabra maya
“Ka'kaw”. Pertenece a la familia Malvaceae, al género Theobroma, que significa el
“alimento de los dioses”, a la especie Theobroma cacao L, tiene 22 especies descritas,

ubicadas principalmente en Sudamérica y partes de Centroamérica.?®

Las semillas del cacao son consideradas la materia prima para las industrias debido a
que se obtienen productos semielaborados como, pasta de cacao, cacao en polvo y
manteca de cacao dicha pasta de cacao al igual que la cascara de cacao son empleados

como alimento de animales o en la jaboneria.?®

Desde su .descubrimiento se han desarrollado mas de cien usos medicinales del cacao.
Los tratamientos que utilizan los recursos del arbol del cacao sirven para curar o aliviar
el cansancio, la delgadez extrema, la fiebre, los problemas cardiacos, la anemia o los
problemas renales e intestinales. El fruto es ideal para tratar tumoraciones de la piel,
mientras que la resina obtenida de la cascara es empleada en las heridas como

cicatrizante para mordeduras de serpiente, por otro lado, las semillas se usan para detener

hemorragias, curar la anemia y la fiebre.?” En varios paises la manteca de cacao es




empleada para curar quemaduras, resequedad en la piel, sarampidn, fiebre, reumatismo

y es conocida por su propiedad antiséptica.

Los granos de cacao son las semillas del arbol Theobroma cacao. Cada semilla consta
de dos cotiledones y del pequefio embrion de la planta, todos cubiertos por la piel
(cascara). Los cotiledones almacenan el alimento para el desarrollo de la planta y dan

lugar a las dos primeras hojas de la misma cuando la semilla germina.?’

La composicion fisica y quimica de los granos de cacao y de sus subproductos es muy
compleja, cambiando a lo largo del crecimiento del grano, y dependiendo del proceso al

cual éste es sometido.?®

A los flavonoides del cacao se le aplica efectos antioxidantes, debido a la disminucién
del riesgo de difusion por enfermedades coronarias, también pueden evitar el cancer, por

la posibilidad de controlar las reacciones de oxidacion de LDL o dafios de ADN.?

Una alimentacién rica en cacao afecta con una gran capacidad en el procedimiento de la
enfermedad periodontal, ya que este elimina el estrés oxidativo de las lesiones
periodontales. Y de manera particular se le implica un papel anticariogénico ya que
inhibe la glucosiltransferasa del Streptococcus mutans, obstaculizando el proceso de

adhesion.?®

El flavonoide se caracteriza por mostrar una estructura de 3 anillos, que incluye 2 anillos
aromaticos y un heterociclo oxigenado central. Algunos, autores concuerdan que el
cacao muestra, flavonoides como la epicatequina, también mencionan la apariencia de
catequina y procianidina, ademas sefiala que la epicatequina en el cacao se da en mayores

porcentajes, correspondiente al 92%, igual a una proporcion 11:1 mas que la catequina.?®

Las epicatequinas y catequinas muestran las bases fundamentales para el estudio de
procianidinas, las mismas que se dan por la actuacién de la enzima polifenoloxidasa, que
une de 2 a 10 unidades de epicatequinas, de modo que las procianidinas que lucen mas
de 6 unidades son menos absorbidas, pues tienen impedimento en cruzar las membranas
celulares. Ademas, a las epicatequinas del cacao se le aplica la accion “anti-

glucosiltransferasa”.?® Por otro lado, al colocar los granos de cacao a mayores
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temperaturas, se da a cabo un desarrollo de epimerizacién, que se trata en el cambio de

epicatequinas en catequinas.°

Las catequinas son flavonoides que se califica por mostrar un mayor peso molecular,
son sélidos a temperatura ambiente, se dan puntos de altas mezclas y se diluye con
simplicidad en solventes polares. Son los encargados de dar el color morado a las
semillas del cacao.®® Es muy fundamental opinar que los granos de cacao no
fermentados son ricos en flavonoides, como epicatequinas y catequinas, que abarca el
12 al 18% del peso seco del grano entero, tras la fermentacion de estos elementos

padecen reacciones de oxidacion y polimerizacion minimizando su contenido..3?

Las -catequinas son flavonoides que se distingue por mostrar un alto peso molecular, es
solido a temperatura ambiente, muestran puntos de union mayores y se diluyen con
facilidad en solventes polares. Son los encargados de dar el color morado a las semillas

del cacao.®

Es fundamental opinar que los granos de cacao no fermentados son ricos en flavonoides,
como epicatequinas y catequinas, que comprenden del 12 al 18% del peso seco del grano
entero, ya que tras la fermentacion estos componentes padecen reacciones de oxidacion

y polimerizacion reduciendo su contenido.>®
2.2.5. Moringa Oleifera

Moringa oleifera, pertenece a la familia Moringaceae, es nativo de las estribaciones
meridionales del Himalaya actualmente se cultiva practicamente en todas las regiones

tropicales, subtropicales y semiaridas del mundo.®*

Ha sido utilizado por los Antiguos romanos, griegos y egipcios quienes empleaban este

arbol debido a su rapido crecimiento para usos medicinales e industriales tradicionales.

Durante siglos se lo ha defendido por poseer una fuente excepcional de proteina

altamente digerible, Ca, Fe, Vitamina C y Carotenoides.>*

A esta planta se le atribuyen valiosas propiedades que la hacen de gran interés para los
cientificos, practicamente todas las partes de Moringa oleifera han sido utilizadas por el

hombre. Las hojas, las flores, los frutos y las raices son consideradas de gran importancia




por su alto valor nutricional y pueden ser usados tanto en la alimentacion humana como
en el animal .3

. NOMBRE CIENTIFICO: Garcia Roa 2013 Lo menciona como “Moringa

oleifera Lam”. 3

. NOMBRE COMUN: En América Latina y en el mundo son: marango, teberinto
paraiso blanco, acacia, arbol de las perlas, chinto borrego, flor de jacinto, paraiso de
Espafia, paraiso extranjero, perlas, perlas del Oriente, san jacinto, libertad, arbol de

mostaza, , arbol rabano picante.3*

También llamada arbol de la vida es una planta medicinal que oprima un elevado
contenido de vitaminas y minerales como hierro, carotenoides, quercetina, vitamina C,
polifenoles, acido clorogénico, entre otros, que le proporciona un fuerte efecto
antioxidante y antiinflamatorio. Es utilizada para alibiar algunas enfermedades
respiratorias, disminuir la ansiedad, e inclusive controlar la glucosa sanguinea en

diabéticos.®

Su nombre cientifico es Moringa oleifera, y su parte mas utilizada es la hoja, es donde
se halla la mayor concentracién de antioxidantes, que pueden ser consumidas ya sea en
forma de té, capsulas o polvo, pudiendo ser comprada en tiendas de productos naturales,

herbolarios, tiendas en internet y farmacias de manipulacion.*®

Esta planta contiene muchos beneficios, algunos de ellos todavia se encuentran en

estudio, sin embargo, los principales son: %

1. Aumenta la capacidad respiratoria, ayudando a combatir enfermedades como el
asma;
2. Previene la diabetes, posee propiedades que ayudan a regular el estrés oxidativo,

lo que reduce los niveles de azucar en la sangre, mejorando la proteccion contra el dafio

celular;
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3. Protege el corazdn, evitando la absorcion de colesterol en el intestino y la
formacion de placas de grasa en las arterias, disminuyendo asi el riesgo de sufrir

enfermedades cardiovasculares;

4. Regula la presion arterial, mejora la circulacion sanguinea por su efecto

vasodilatador;

5. Ayuda en la pérdida de peso por contener fibras y elevada cantidad de proteinas

gue ayudan a aumentar la sensacion de saciedad;

6. Previene y combate la anemia, debido a que sus hojas poseen una elevada
cantidad de hierro (105 mg por cada 100 g), favoreciendo al aumento de los gldbulos

rojos;

7. Aumentar las defensas del organismo debido a que posee sustancias
antioxidantes como polifenoles, vitamina C y betacaroteno que incentiva el sistema

inmune;

8. Posee efecto antiinflamatorio y analgésico debido a que contiene isotiocianatos,
quercetina y acido clorogénico, que son sustancias que ayudan a disminuir el proceso
inflamatorio, aliviando los sintomas de enfermedades como el reumatismo, inflamacién

de la prostata, por ejemplo;

9. Protege e hidrata la piel, debido a que contiene vitaminas B1, B2, B3, B6, C, E

y A, favoreciendo la cicatrizacion de la piel;

10. Mejora la salud del sistema digestivo, previniendo o tratando Ulceras estomacales

y ayudando a combatir el estrefiimiento por su alto contenido de fibras;
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11.  Ayuda a tratar las hemorroides, debido a que mejora la circulacién sanguinea

causando un efecto vasodilatador;

12. Mejora la vision gracias a su elevado contenido de beta-caroteno, el cual es un

componente precursor de la vitamina A;

13.  Ayuda a disminuir los efectos de la menopausia, mantiene los niveles de
inflamacion y de estrés oxidativo durante esta etapa, favoreciendo un balance natural de

las hormonas que se ven afectadas durante esta fase.

14, Las propiedades de la moringa incluyen accién antioxidante, antiinflamatoria,

analgeésico, antidiabética, vasodilatador, anticolinérgico, antireumatico y cicatrizante.
2.2.6 Escala de Duraffourd

Segun la Escala de Duraffourd es para medir la sensibilidad antibacteriana.®

ESCALA DE DURAFFOURD
CATEGORIA PUNTAJE
Nula (-) <8 mm
Sensible (+) Entre 9y 14 mm
Muy Sensible (++) Entre 15 y 20 mm
Sumamente Sensible (+++) >20 mm
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2.3 Hipotesis:

Hi: Existe efecto antibacteriano del extracto Hidroetanolico de la semilla de Theobroma
cacao Yy la hoja de Moringa oleifera sobre Enterococcus faecalis atcc 29212, Trujillo —2019.

Hipotesis nula:

HO: No existe efecto antibacteriano del extracto Hidroetandlico de la semilla de Theobroma

cacao Yy la hoja de Moringa oleifera sobre Enterococcus faecalis atcc 29212, Trujillo —2019.

Hipotesis alterna:

H1: Si existe efecto antibacteriano del extracto Hidroetanolico de la semilla de Theobroma
cacao Yy la hoja de Moringa oleifera sobre Enterococcus faecalis atcc 29212, Trujillo —2019.
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CAPITULO III:
METODOLOGIA

3.1 Tipo de Investigacion:

Experimental, Puesto que el investigador ha manipulado la variable independiente y su
efecto sobre la variable dependiente.®” En el estudio se manipuld las concentraciones del

extracto Hidroetandlico de la semilla de Theobroma cacao y la hoja de Moringa oleifera.

Prospectivo, el investigador registra los eventos a partir de los hechos ocurridos.®’ Este
estudio midid cada resultado segun los objetivos propuestos y se coloco en la ficha de

recoleccion de datos.

Transversal, porque la informacion fue tomada en un momento dado del tiempo.®’ Este

estudio midio el efecto antibacteriano a las 48 horas de ser expuestos a los extractos.

Analitico, Establece que este tipo de estudio plantea y pone a prueba hipotesis, y su nivel

basico establece la asociacién entre dos o0 mas variables.?’

3.2 Nivel de investigacion:

La actual investigacion es de nivel explicativo

Explica el comportamiento de una variable en funcién 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.**
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3.3 Disefio de investigacion:

e El disefio del presente trabajo de investigacion es experimental: experimento puro de
grupos en paralelo. Se toman grupos, luego a cada grupo se le miden a cada uno por
separado. ¥’

Donde:
(O]
‘ M = Muestra
M r O1= Variable 1
\ OZ 02 = Variable 2
r = Relacion de las variables de estudio.

3.4 Poblaciéon y Muestra
3.4.1 Poblacién
Estuvo conformada por el conjunto de placas Petri con siembra adecuada de
Enterococcus faecalis con diferentes concentraciones del extracto Hidroetandlico de la
semilla de Theobroma cacao y la hoja de Moringa oleifera, en el laboratorio de
microbiologia de la Universidad Nacional de Trujillo, provincia de Trujillo, Departamento
la Libertad.

Criterios de seleccién:

Criterios de inclusién:

e Placas Petri con siembra adecuada de cepas de Enterococcus faecalis
ATCC 29212.

e Placas Petri con el contenido extracto Hidroetandlico de la semilla de
Theobroma cacao y la hoja de Moringa oleifera que presenten

inhibicidn o no del crecimiento bacteriano.
Criterios de exclusién

e Se excluird las placas Petri con signos de contaminacion.
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3.4.2 Muestra:
La muestra estuvo conformada por 10 repeticiones de cada una de las concentraciones
al 50% y 75%; del extracto hidroetanolico de Theobroma cacao y la hoja de Moringa
oleifera, al ser un estudio in vitro el tamafio de la muestra se determin6 mediante férmula

estadistica.

Tamafo de muestra:

El tamafio de muestra para el presente estudio de comparacion de grupos se determinara
utilizando la siguiente férmula:

Estadistica que valida el disefio experimental, Donde:

o (Zojo + 25)" + 202

(X1- Xa)?

Donde:

Zq;, = 1.96; es un coeficiente de confianza del 95%

Zg = 0.84; es un coeficiente de la distribucién normal para una potencia de prueba del
80%

06> = 0.8 (X1 - X2) valor asumido por no haber informacion previa completa de estudios
similares (X, S)

Luego Reemplazando los valores en la formula anterior se obtiene:

n=(1.96 + 0.84)2 2 [(X1-X2) ]%(0.8)?
(X1-X2)?
n=2.82X2X0.64

n = 10 repeticiones

Es decir, se necesito aproximadamente 10 placas o discos experimentales seleccionados

aleatoriamente para cada grupo.
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3.5 Variables. Definicion y Operacionalizacion

a. Variable independiente:
o Extracto hidroetanolico de Theobroma cacao.
o Extracto hidroetanolico de Moringa oleifera.
b. Variable dependiente:

o Efecto antibacteriano frente a cepas de Enterococcus faecalis ATCC 29212.
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Operacionalizacién de variables

VARIABLE DEFINICION | DIMENSIONES | INDICADORES | ESCALA DE | CATEGORIAS

OPERATIVA MEDICION o

VALORACION

Extracto Para Concentracion | Cuantitativa 50%
Hidroetanodlico | determinar las (%)
de la semilla | caracteristicas Razo6n 5%
de Theobroma | quimicas de la —
cacao semilla de los

cacaos,

(Theobroma

cacao)
Extracto Para Concentracion | Cuantitativa 50%
Hidroetanolico | determinar las (%)
de la hoja de | caracteristicas 75%
Moringa quimicas de la I Razon
oleifera hoja de

Moringa

oleifera

1.-Nula ()

Efecto Capacidad de Halos de | Cuantitativa | P&@ un
antibacteriano | eliminar e inhibicion diametro
sobre inhibir el inferior a 8
Enterococcus | crecimiento — Raz6n mm.
faecalis. desarrollo 2.- Bajo

bacteriano. sensibilidad

(entre 8 a 14
mm).

3.-Medio
sensibilidad
(para un
diametro entre
14 a 20mm.)

4.-
Sumamente
sensible
(diametro
superior a 20
mm)
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3.6 Técnicas e instrumentos de recoleccion de informacion
3.6.1 Descripcidn de técnicas
Se realizaré la observacion y medicion de los halos de inhibicion generados, se
realizara con la ayuda de elementos técnicos tales como instrumentos de

recoleccion de datos.

3.6.2 Descripcion de instrumentos
Para la medida de los halos de inhibicion se utilizara la regla de Vernier digital

marca Mitutoyo, Modelo 500 — 196-20 ABSOLUTE Digimatic Caliper 0-150
mm /0-6”, por estar calibrado con ISO de calidad 17025.

Para el registro de la informacion, utilizara una Ficha de recoleccion de datos de

Ilenado simple (elaborado por el autor).

Procedimientos

Obtencidn del extracto Hidroetanolico de la semilla de cacao

1. Recoleccion e identificacion taxonomica

5 kg de frutos de cacao, se recolectaron, En el centro poblado de Jerillo, distrito de
Jepelacio, provincia de Moyobamba, se recolect6 11 frutos de cacao. Se envolvi6 en
papel Kraft y se transportara en cajas de madera, bien selladas via terrestre.

Un ejemplar completo de la planta se llevara al Herbarium Truxillense de la
Universidad Nacional de Trujillo para su identificacion y posterior verificacion
taxondmica.

Se solicitd certificado de buenas practicas ecoldgicas del material vegetal

Theobroma cacao.

2. Preparacion de la muestra
-Seleccion: Los frutos de cacao recolectados fueron transportados al laboratorio de
Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional

de Trujillo, en donde se seleccionaron aquellos frutos en buenas condiciones.
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-Lavado y desinfeccién: Los frutos fueron lavados y desinfectados hipoclorito de
sodio al 0.5 %. Posteriormente los frutos se cortaron de manera vertical y se separara

las semillas. Luego se lavaron las semillas con agua “para separar el mucilago.

-Secado: las semillas son colocadas sobre papel Kraft y sometidas a secado primero
a temperatura ambiente por 24 horas, y luego en la estufa de circulacién de aire a

una temperatura de 40°C.

-Tostado: Una vez secado las semillas, estas se llevaran a tostar a 140°C por 10
minutos, que permitira el proceso de epimerizacion que permitira la transformacion
de epicatequinas en catequinas. Luego del tostado se dejara enfriar las semillas de

cacao por 10 minutos.*®

-Pulverizacion: Las semillas tostadas se pulverizaron con ayuda de un molino.

-Tamizaje: Los polvos de las semillas, fueron tamizados utilizando el tamiz N° 0.7.

-Almacenamiento: Los polvos de semilla tamizados, fueron guardados en frascos de
vidrio de color ambar de boca ancha.

PREPARACION DEL EXTRACTO HIDROETANOLICO DE SEMILLA DE
CACAO. (51,11)

Se pesaran con exactitud 400 g de polvo de semilla de cacao, previamente tamizados.
Luego se colocaran, en un balén de vidrio de 2 litros de capacidad y se afiadieran
500 mL de la mezcla etanol-agua (80:20). Se mezclaran bien, y se llevaran a reflujo
por 2 horas. Transcurrido el tiempo, se enfriara y se filtrara el extracto hidroetandlico

al vacio, con papel de filtro Whatman N° 1.

Posteriormente, el extracto hidroetanolico se concentrard en un rotavapor hasta

obtener extracto blando. Luego se llevara 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 50 % (500 mg/mL) y 75% (750mg/mL) disueltos en la mezcla
etanol-agua (80:20). Finalmente, los extractos Hidroetanolico se guardaran en
frascos de vidrio de color &mbar y en refrigeracion (4-8°C) hasta su posterior
utilizacion.

Obtencion del extracto Hidroetandlico de la hoja de Moringa Oleifera

1. Recoleccidn e identificacidon taxondmica:

7 kg de hojas de Moringa, se recolectaron, En la Ciudad de Chepén, capital del distrito
y la provincia homoénimos en el departamento de La Libertad. Se envolvié en papel

Kraft y se transport6 en cajas de carton.

Un ejemplar completo de la planta se llevara al Herbarium Truxillense de la
Universidad Nacional de Trujillo para su identificacion y posterior verificacion

taxondmica.

Se solicito certificado de buenas practicas ecologicas del material vegetal Moringa

oleifera.

2. Preparacion de la muestra:

Seleccion: Las ramas de Moringa recolectados fueron transportados al laboratorio de
Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de
Trujillo, en donde las hojas fueron seleccionadas teniendo en cuenta que estén en buenas

condiciones.®®

Lavado y desinfeccion: Luego se procedio a lavar las hojas con agua destilada, seguido
de una desinfeccion utilizando hipoclorito de sodio a una concentracion de 200 ppm.
Durante 5 minutos. Posteriormente se realizé un enjuague de las hojas con suficiente

agua destilada estéril, esto es para retirar los residuos de hipoclorito.*
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Secado: Las hojas se llevaron a secar a una estufa de circulacion de aire por conveccion

forzada a una temperatura de 40°C.

Pulverizacion: Una vez secadas las hojas se pulverizaron con ayuda de un molino.*®

Tamizaje: El material obtenido de la pulverizacion, se pasé a través del tamiz N° 0.75.%°

Almacenamiento: El polvo de las hojas obtenidas, se guard6 en frascos de vidrio de color
ambar de boca ancha.

PREPARACION DEL EXTRACTO HIDROETANOLICO DE LA HOJA DE
MORINGA OLEIFERA

- Se pesaron con exactitud 100 g de polvo de hojas previamente tamizadas. Luego
se colocaron en un frasco de vidrio de color &mbar de boca ancha, de capacidad de 4
litros y se afiadieron etanol: agua (7:3) cantidad suficiente hasta cubrir la muestra por
sobre 2 cm de altura. Se mezclara bien, teniendo en cuenta que la mezcla debe ocupar
como méaximo las % partes del recipiente. Se tapo el recipiente y se macer6 por 7 dias,
agitandose 15 minutos, dos veces al dia.

- Transcurrido el tiempo de maceracién, se filtré el macerado en una bomba al
vacio con papel de filtro Whatman N° 4.%°

- La solucion resultante fue llevada a sequedad en una cdmara de secado al vacid
a una presion reducida y a una temperatura de 40 °C; luego se peso el residuo seco y se
guardd en refrigeracién a 2 °C en frasco de vidrio de color ambar estéril. De este residuo
seco, se prepararon las concentraciones de 50% (500 mg/mL) y 75% (750 mg/mL)
disueltas en etanol: agua (7:3) respectivamente. Finalmente, los extractos hidroetandlico
de las hojas fueron guardados en frascos de vidrio de color &ambar y en refrigeracion (4-

8°C) hasta su posterior utilizacion.*
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OBTENCION DE CEPAS DE ENTEROCOCCUS FAECALIS

Evaluacién del efecto inhibitorio del extracto hidroetandlico de la semilla de
Theobroma cacao y la hoja de Moringa oleifera sobre Enterococcus faecalis ATCC
29212.

Reactivacion de la cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Para este estudio se utilizara cultivo liofilizado de la cepa de Enterococcus faecalis
ATCC 29212.

La reactivacion se realizara sembrando el cultivo liofilizado en un balén de 50 ml
con 25 mL de Caldo Brain Heart Infusion (BHI) o Infusién Cerebro Corazon, luego
se incubara a 37°C por 48 horas en condiciones de microaerofilia.

Para evaluar pureza se sembrara por estria en Agar Enterococcus e incubard a 37°C
por 48 horas en condiciones de microaerofilia. Posteriormente se elegira una colonia

compatible con Enterococcus para realizar coloracion gram.

La cepa se mantendra en caldo BHI y en Agar Tripticasa Soya (TSA), hasta su

posterior utilizacion.

4. Preparacion de las concentraciones del extracto hidroetandlico de la semilla de
Theobroma cacao y la hoja de Moringa oleifera sobre Enterococcus faecalis ATCC
29212.

A partir del extracto hidroetandlico obtenido se procederd a preparar las
concentraciones de 50 y 75% del extracto de Theobroma cacao y la Hoja de Moringa

oleifera.

5. Evaluacion del efecto antibacteriano mediante el método de Kirby Bauer.
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Se realizard mediante el método Kirby Bauer, de difusion en agar. Para lo cual se

procedera de la siguiente manera:

Estandarizacion del in6culo de Enterococcus faecalis ATCC 29212. La cepa de
Enterococcus faecalis ATCC 29212.mantenidos en Caldo BHI se sembraran en Agar
TSA, e incubaré bajo condiciones de microaerofilia a 370C durante 24 horas, con el

fin de obtener colonias jovenes.

Luego, de 24 horas cada colonia de Enterococcus faecalis ATCC 29212, se colocara
en caldo BHI y se haran suspensiones con una turbidez semejante al tubo nimero
0.5 del Nefeldmetro de Mac Farland (1.5x 108 bact./mL).

Inoculacion

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del indculo
(1x108ufc/ml), se tomard una alicuota de 100ul y se colocaran en cada una de las
placas con Agar Mueller Hinton, con un hisopo estéril sumergido en la suspensién
se distribuira la suspension bacteriana en tres direcciones para asegurar una
distribucion uniforme del indculo en la placa. Se dejara secar la placa a temperatura
ambiente durante 3 a 5 minutos para que cualquier exceso de humedad superficial

sea absorbido.

Preparacién de los discos con el extracto hidroalcohdlico de la semilla de Theobroma

cacao.

Se prepararan discos de papel filtro whatman namero 3 esteériles, los cuales seran
embebidos con 30 uL de cada una de las concentraciones de 50 y 75% del extracto
hidroetandlico. Luego, con una pinza estéril, los discos seran colocados sobre las
placas de Miieller Hinton inoculadas con la cepa de Enterococcus faecalis ATCC
29212.
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8.

Incubacion

Se incubaran las placas en posicion invertida dentro de los 15 minutos posteriores a
la aplicacion de las sustancias a evaluar, a 37°C durante 24 y 48 horas en
microaerofilia se utilizaran jarra Gaspak con el método de la vela.

Lectura de los resultados

Después del tiempo de incubacion 24 a 48 horas se examinard cada placa y se
mediran los didmetros (mm) de los halos de inhibicion del crecimiento alrededor de

cada disco para lo cual se utilizara regla milimetrada, abarcando el diametro del halo.

Se realizaran 10 repeticiones de cada concentracion.
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3.7 Método de analisis de datos

Para analizar la informacion se construyo tablas de frecuencia de una entrada con sus valores

absolutos, se calculd la media y desviacion estandar de la variable cuantitativa y grafica.

Para determinar si existe diferencia de los diametros de los halos de los diferentes

tratamientos se empleo el analisis de variancia de un disefio completamente al azar.

Luego se realiz6 una prueba de comparacion maultiples utilizando la prueba de Duncan.

Ambas pruebas con un nivel de significancia al 5%.

El andlisis del efecto antibacteriano se realizd segun la escala de Duraffourd.
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3.8 Aspectos Eticos

La investigacion presenta datos reales, investigados y elaborados auténticamente, sin
cometer copia de algun otro estudio. La informacion recabada mediante la aplicacién del

instrumento es confidencial y estrictamente solo para el estudio.*

La investigacion toma en cuenta todos los principios éticos contemplados en el Reglamento
de integridad cientifica version 001, aprobado por Consejo Universitario con Resolucion N°
1419-2023-CU-ULADECH Catolica, de fecha 26 de Octubre de 2023.4°

e Respeto y proteccion de los derechos de los intervinientes: su dignidad, privacidad y
diversidad cultural.*°

e Cuidado del medio ambiente: respetando el entorno, proteccién de especies y
preservacion de la biodiversidad y naturaleza.*

e Libre participacién por propia voluntad: estar informado de los propoésitos y
finalidades de la investigacion en la que participan de tal manera que se exprese de forma
inequivoca su voluntad libre y especifica.*

¢ Beneficencia, no maleficencia: durante la investigacion y con los hallazgos encontrados
asegurando el bienestar de los participantes a través de la aplicacion de los preceptos de
no causar dafio, reducir efectos adversos posibles y maximizar los beneficios.*°

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

e 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 todos los

participantes.
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CAPITULO IV:
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados:
Tabla 1: Efecto antibacteriano del extracto hidroetanolico de la semilla de Theobroma cacao

y la hoja de Moringa oleifera sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Concentraciones f Promedio Desv. Minimo Méximo

Estandar
Theobroma 50% 10 15,74 0,467 15,0 16,4
cacao

75% 10 19,37 0,760 18,0 20,3

C+ 10 24.39 0,515 23,6 25,2

C- 10 7,07 0,157 6,8 7.4
Moringa 50% 10 11,82 0,545 10,50 12,30

oleifera

75% 10 17,01 0,818 15,80 17,90
C+ 10 23,96 0,481 23,20 24 54

C- 10 6,23 0,292 6,00 7,00

P=0,0000

p*: prueba ANOVA

Fuente: Ficha de recoleccién de datos
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Figura 1: Efecto antibacteriano del extracto hidroetanélico de la semilla de Theobroma

cacao Yy la hoja de Moringa oleifera sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Interpretacion: Se comparé el efecto antibacteriano entre los extractos hidroetandélico de la
semilla de Theobroma cacao y la hoja de moringa frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212,
en concentraciones de 50 % y 75 %, C+ y C-. El extracto hidroetandlico de semilla de
Theobroma cacao; teniendo el control positivo un promedio de diametro de 24,39 + 0,515 mm;
seguido de la concentracion al 75 % de extracto de semilla de cacao, con un promedio de
didmetro de 19,37 + 0,760 mm; la concentracion al 50 % de extracto de semilla de cacao, con
un promedio de didmetro de 15,74 + 0,467 mm, y el control negativo con un promedio de
didmetro de 7,07 £ 0,157 mm. El extracto de la hoja de moringa; teniendo el control positivo:
Gluconato de clorhexidina al 0,12 % un promedio de diametro de 23,96 + 0,481 mm; seguido
de la concentracién al 75 % de extracto de hoja de Moringa, con un promedio de diametro de
17,01 £ 0,818 mm; la concentracion al 50 % de hoja de Moringa, con un promedio de didmetro
de 11,82 + 0,545 mm, y el control negativo: Etanol con un promedio de diametro de 6,23 +
0,292mm. Se utilizé la prueba ANOVA vy se obtuvo P = 0,0000, lo que indica que existe

diferencia estadistica significativa entre los tipos de concentracion.
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Tabla 2: Comparacion del tamafio de los halos de inhibicién (mm) del extracto
Hidroetanolico de la semilla de Theobroma cacao al 50% y 75% con Clorhexidina 0,12% y
Etanol 70°, sobre a Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Desv.

Concentraciones f Promedio Estandar Minimo Maximo

50% 10 15,74 0,467 15,0 16,4

75% 10 19,37 0,760 18,0 20,3

C+ 10 24,39 0,515 23,6 25,2

C- 10 7,07 0,157 6,8 7,4
P=0,0000

p*: prueba ANOVA

Fuente: Ficha de recoleccién de datos
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Figura 2: Comparacion del tamafio de los halos de inhibicion (mm) del extracto
Hidroetanolico de la semilla de Theobroma cacao al 50 % y 75 % con Clorhexidina 0,12% y
Etanol 70°, sobre a Enterococcus faecalis ATCC 29212,

Interpretacion: Se obtuvo P = 0,0000, lo que indica que existe diferencia estadistica
significativa entre los tipos de concentracion. El Efecto antibacteriano del extracto
hidroetanolico de semilla de Theobroma cacao frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212, en
concentraciones de 50 % y 75 %, Control positivo y control negativo; teniendo el control
positivo un promedio de diametro de 24,39 + 0,515mm; seguido de la concentracién al 75 %
de extracto de semilla de cacao, con un promedio de diametro de 19,37 + 0,760 mm; la
concentracion al 50 % de extracto de semilla de cacao, con un promedio de diametro de 15,74
+ 0,467 mm, y el control negativo con un promedio de didmetro de 7,07 £ 0,157 mm.
Observamos que a medida que aumenta la concentraciéon, aumenta el diametro de halo de

inhibicion.
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Tabla 3: Comparacion del tamafio de los halos de inhibicion (mm.) del extracto

hidroetanolico de la hoja de Moringa oleifera al 50% y 75% con Clorhexidina 0,12% y Etanol
70°, sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212,

Desv.

Concentraciones f Promedio L Minimo Maximo
Estandar

50% 10 11,82 0,545 10,50 12,30
75% 10 17,01 0,818 15,80 17,90
Gluconato de clorhexidina

al 0.12% 10 23,96 0,481 23,20 24,54
Etanol 70° 10 6,23 0,292 6,00 7,00

P=0,0000

p*: prueba ANOVA

Fuente: Ficha de recoleccién de datos
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Figura 3: Comparacion del tamafio de los halos de inhibicion (mm.) del extracto
hidroetanolico de la hoja de Moringa oleifera al 50% y 75% con Clorhexidina 0,12% y Etanol
70°, sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212,

Interpretacion: El Efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de la hoja de Moringa
frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212, en concentraciones de 50% y 75%, Control
positivo y control negativo; teniendo el control positivo: Gluconato de clorhexidina al 0.12% un
promedio de diametro de 23,96 + 0,481 mm; seguido de la concentracion al 75% de extracto
de hoja de Moringa, con un promedio de didametro de 17,01 + 0,818 mm; la concentracion al
50% de hoja de Moringa, con un promedio de diametro de 11,82 + 0,545 mm, y el control
negativo: Etanol con un promedio de didmetro de 6,23 £ 0,292 mm. Se utilizo la prueba
ANOVA vy se obtuvo P = 0,0000, lo que indica que existe diferencia estadistica significativa

entre los tipos de concentracion.
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4.2 Discusion:
En el presente estudio experimental, in vitro, se determin0 el efecto antibacteriano del
extracto hidroetanolico de la semilla de Theobroma cacao y la hoja de Moringa oleifera

sobre Enterococcus faecalis atcc 29212, trujillo-2019.

En la presente investigacion se comparé la efectividad antibacteriana de los extractos
hidroetandlico de la semilla de Theobroma cacao (cacao), a concentraciones del 50% y 75%,
frente a cepas de Enterococcus faecalis. A medida que aumenta la concentracion se obtiene
mayores halos de inhibicién. Asi mismo la accion antibacteriana del extracto hidroetanélico
al 75% fue significativamente mayor que al 50%, Datos semejantes encontré6 Sucuzhafay
M, Alvarez P. (Ecuador, 2016)%, el cual concluyo que los extractos acuosos de céscara y
semilla de cacao presentaron efecto antimicrobiano. No existieron diferencias significativas
entre la media del halo de inhibicién del extracto acuoso de céscara y de semilla al 12.5%
(p=0,27) y al 20% (p= 0,94), por lo que estos dos extractos presentan igual efecto

antimicrobiano.

Datos semejantes se encontrd en el estudio de Ruiz D. (Trujillo, 2019)*3, se realiz6 la
comparacion del efecto antibacteriano entre el extracto y colutorio a base de semilla de
Theobroma cacao frente a cepas de Streptococcus mutans, se realizaron los extractos al
12,5%,25%, 50% Y el colutorio al 12,5%. Lo cual se concluyé que a mayor concentracion,
mas se incrementa el halo inhibitorio de los extractos hidroetandlicos, es decir, aumenta la
efectividad antibacteriana; siendo el colutorio de 12,5 % mas efectivo que los extractos
hidroetanolicos de 12,5 %, 25 %, 50 %.

También se comparo la efectividad antibacteriana de los extractos hidroetandlico de la hoja
de moringa oleifera, a concentraciones del 50% y 75%, frente a cepas de Enterococcus
faecalis. A medida que aumenta la concentracidn se obtiene mas efecto antibacteriano. Asi
mismo la accion antibacteriana del control positivo fue significativamente mayor que el
75%. Datos semejantes se encontr6 en Salcedo M. (Qito, 2017), el cual concluyo que los
extractos al 25%, 50% 75% y 100%. Lo cual las concentraciones al 75% y 100% mostraron

mayor efecto inhibitorio in vitro frente a Streptococcus mutans. Sin embargo, la clorhexidina




al 0.12% mostrd6 mayor efecto inhibitorio in vitro que las concentraciones de extracto
hidroalcohdlico de hojas de Moringa oleifera en los grupos de estudio evaluados, por lo que

dichos resultados son similares al estudio que se ha realizado.

Asi mismo Poma E. (Per(, 2018)7, evidencio en su estudio sobre, Evaluar el efecto
antimicrobiano del extracto etandlico de cascara de Theobroma cacao a diferentes
concentraciones en muestras microbiologicas de piezas dentales con caries; concluyo que el
estudio indica un potencial prometedor para los extractos etandlicos de Theobroma cacao
como alternativa. tratamiento de infecciones causadas por las cepas probadas. Por ende,
dicho estudio nos dio un buen aporte para la ejecucion del proyecto.

La concentracidn de extracto de la hoja de Moringa oleifera para prevenir el crecimiento de
Streptococcus mutans segiin Baquerizo R. (Lima, 2023)!!. estudiaron concentraciones de
extracto de hoja de Moringa oleifera al 100%, 50%, 75%, lo cual se concluyé que a mayor

actividad en concentracion de 100% con halos que oscilan de18.13 mm en 24 horas.

Luego encontramos el efecto bacteriostatico del extracto de semilla de cacao (Theobroma

cacao L.) sobre el crecimiento de Streptococcus mutans in vitro.

El estudio realizado por el autor Arévalo O. (Peru, 2018)8, el cual determino que el efecto
antibacteriano y citotoxico de dos extractos metandlicos a base de Moringa oleifera
(moringa) y Azadirachta indica (neem) sobre cepas de Enterococcus faecalis. Se demostrd
que los extractos metandlicos de Azadirachta indica y Moringa oleifera tienen efecto
antibacteriano contra cepas de Enterococcus faecalis a las 24 y 48 horas. Ninguno de los dos
extractos resultd ser toxico sobre lineas celulares a bajas concentraciones; Dichos resultados

se asemejan al estudio que se ha realizado.
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CAPITULO V.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Se concluyé que las concentraciones del extracto hidroetandlico de la semilla de
Theobroma cacao y la hoja de Moringa oleifera al 50% y 75%, si presento efecto
antibacteriano sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212.

El extracto hidroetandlico de la semilla de Theobroma cacao al 75%, present6
mayor efecto antibacteriano que las otras concentraciones frente a Enterococcus
faecalis ATCC 29212, con un promedio de diametro de 19.37 mm; pero no
supero al efecto del control positivo (clorhexidina al 0.12%), con un promedio

de didmetro de 24.39 mm.

El extracto hidroetandlico de la hoja de Moringa oleifera al 75%, presento mayor
efecto antibacteriano con un promedio de diametro de 17.01 mm, que las otras
concentraciones frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212, pero el control
positivo (clorhexidina al 0.12%), con un promedio de didmetro de 23.96 mm.

Se concluyd que ambos extractos hidroetandlico de Theobroma cacao y Moringa
oleifera, presentaron efecto antibacteriano, pero el extracto hidroetandlico de
Theobroma cacao supero los promedios de diametro de los extractos realizados
al 50% y 75%.
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5.2 Recomendaciones

Realizar estudios de concentraciones mas altas del colutorio a base de semilla de
Theobroma cacao y Moringa oleifera para poder aumentar el efecto

antibacteriano frente a cepas de Enterococcus faecalis.
Este trabajo de investigacion queda como sustento o base para nuevos estudios

recomendando seguir con investigaciones acerca de estos productos naturales

que es el cacao y moringa, con otro tipo de bacterias y hongos.

Realizar colutorios, medicamentos intrarradiculares, cremas o geles a base de

semilla de Theobroma cacao y hoja de Moringa oleifera.
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Anexo 01. Matriz de Consistencia

ANEXOS

PLANTEAMIENTO DEL | OBJETIVOS DE LA VARIABLE HIPOTESIS METODOLOGIA
PROBLEMA INVESTIGACION
Problema General: Objetivo General: Hipétesis nula: Tipo y nivel de
_ Investigacion.
¢Existe efecto | - Comparar el efecto HO: No existe
antibacteriano del | antibacteriano del efe_ckt)o 2o del El tipo de la
extracto  hidroetandlico extracto Extracto :)rl::aif(t)erlano ¢ investigacion es
de la  semilla  de | hidroetandlico de la . . . . cuantitativa
Theobroma cacao y la | Semillade Hldroetar_lollco :—hdroetar!?lllco de experimentai
hoja de Moringa oleifera Theobroma cacao y la de la semilla 'I?h ts)eml a de DTOSpECtivD :
sobre Enterococcus | N2 de Moringa de Theobroma e? rorrr:a_ Cacgo transversal \
frecalis ATCC 29212 oleifera sobre | cacao y Ia hoja K/I la hoja de SV y
3 ' | Enterococcus faecalis ] oringa oleifera | analitico. De
Trujillo — 2019? ATCC 29212 de _mormga sobre nivel
oleifera Enterococcus explicativo.
Problemas Especificos: | opjetivos faecalis ~ atcc
Especificos: ggi;z Trujillo — Disefio de
1. ;Cudl es el tamafio ' investigacion
de los halos de|1  comparar el Hipbtesis
inhibicion (mm.) del | tamafio de los halos de alterna: Experimental
extracto hidroetandlico | inhibicion (mm.) del buro
de la semilla de | extracto H1: Si existe
Theobroma cacao al | hidroetandlico de la efecto L
50% y 75% con | Semillade Theobroma antibacteriano del Poblacion'y
Clorhexidina 0,129 y | cacao al 50% y 75% extracto muestra
Etanol  70°, sobre (c)olnz% Cé?;gg)l('%]oa Hidroetanolico de B
Enterococcus  faecalis | (p o yEmerococcué la semilla de La poblacién'y
ATCC 29212.? faccalis ATcCo | ENErococcus | Theobroma cacao la muestra
29212, faecalis y la hoja de estuvo

2. iCual es el tamafio
de los halos de
inhibicion (mm.) del
extracto hidroetanélico
de la hoja de Moringa
oleifera al 50% y 75%
con Clorhexidina
0,12% vy Etanol 70°,
sobre Enterococcus
faecalis ATCC 29212.?

2. Comparar el
tamafio de los halos de
inhibicion (mm.) del
extracto

hidroetanélico de la
hoja de Moringa
oleifera al 50% y 75%
con Clorhexidina
0,12% vy Etanol 70°,
sobre  Enterococcus
faecalis ATCC
29212.

Moringa oleifera
sobre
Enterococcus
faecalis atcc
29212, Trujillo —
2019.

conformada por
10 repeticiones
para cada grupo
para las
distintas
concentraciones
al 50% y 75%

Muestreo no
probabilistico
por
conveniencia
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Anexo 02. Instrumento de recoleccion de datos

extractos Diametro de los halos de
Concentracién inhibicidn segan concentracion C+ C-
del extracto hidroetandlico de
cacao (mm) (mm)
Repeticiones (mm)
50% 75%

1.

2.

3.

4,

5.

6.

7.

8.

9.

10.

Fuente: Elaborado por la autora

Extractos Diametro de los halos de inhibicion
segun concentracion del extracto C+ C-
Concentracion hidroetanodlico de moringa
(mm) (mm) (mm)
o 50% 75%

Repeticiones

1.

2.

3.

4.

5.

6.

7.

8.

0.

10.

Fuente: Elaborado por la autora




Anexo 03. Documento de aprobacion de institucion para la recoleccion de informacion.

UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES
CHIMBOTE

“Afio del Breesarsano del Perd: 200 afios de Indepesdencia™
Chimbore, 24 de septicanbee del 2021

CARTANTI79-2021 - MR-EPODFOCS-ULADECH Catilica

Sra.

Dira. Maneels Lujds Velbaguez

Excargada del laboratomo de Microbsologia de la Usiversedad Nactonal de Trupdlo
Presente.-

D¢ mi consideracsdn:

Esun placer dingunue 2 usted pam expresar soestro cordial saludo en nomsbee de la
Escueln Profesional de Odantologia de ls Universidad Cotdlica Los Angeles de Chimbose.
El motive de la preseste tiene por finahidad preseatar a la esaadizose Hernandez Rosales
Stephany Carolyse, con ohdgo de matricala N 1610151082, de b Casvera Profesional de
Odontologie, quedn solicitz autonzackie pars ¢jecunar ¢ masern presescial, o proyecto
de avestigacibo  tmlsdo “EFECTO  ANTIBACTERIANO  DEL EXTRACTO
HIDROETANOLICO DE LA SEMILLA DE THEOBROMA CACAO Y LA HOJA
DE MORINGA OLEIFERA SOBRE ENTEROCOCCUS
FAECALISATOC 29212, TRUJILLO-20197, durse Jow meses de seplicebee, octubre
y noviembre del preseste ado.

Por este motivo, mucho agradeceré bnnde los facithdades & b estudinmse en

mencitn a fin culminar satisfactonamente su mnvestigacxia ¢l mismo que redundard ca
beneticio de la conunidad odontoldgica. En espera de so anable atencibdn, quedo de usted.

Alenlsnenie,

Dr. Rojus Bamios, José Luis
Director de Escudda de Odomologia « ULADECH casdlica

|:l‘ ‘A"-(’ ;‘ ""'_;

Dra Manuch Lugdn Veldsquez
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UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES
CHIMBOTE

“Afo dd Bicentenano ded Per: 200 afios de ladependencia™

Chinsbote, 24 de septicanbre del 2021

Sra.

Dra. Manli Soto Visquez

Encargada de 1z Facultad de Fanmacis y Bioquisnca de la Universidad Nacionad de
Trayillo

Presente.

De nut consederacion:

Esun placer dungumse a usted para expresar meestro cordial saludo en noasbee de la
Escoeln Profesional de Odossologla de la Universidad Catdlica Los Angeles de Chimbote
El motivo de la prescsse tiene por finalidad presestar o la esvodizose Hernandez Rosales
Stephany Carelyae, con codigo de matncula N* 1610151002, de la Carrern Profesional de
Odontologie, quits solicaz sstoctzacion pars epecutar d¢ maners presencial, el proyecw de
mvestgacwn  utddade “EFECTO ANTIBACTERIANO  DEL EXTRACTO
HIDROETANOLICO DE LA SEMILLA DE THEOBROMA CACAO Y LA HOJA
DE MORINGA OLEIFERA SOBRE ENTEROCOCCUS
FAECALIS ATCC 29212, TRUMLLO-20197, desaate ks mescs de scplicsbes, octubee
y noviembre del presente aho

Por este motive, mucho agradeceré brinde las facibdades a ls estudionte en
mencido a fin culminar satsfactonamente su investigacsin ¢l mismo que redundard en
beneficio de la comamidad odontaldgica. En espera de su amable stencidn, quedo de usted.

Arcntamente,

Dr. Rojas Barrios, José Luais
Direcior de Escudla de Odomologia <« ULADECH cadlica

Urevoreddas Nasondl o8 Trgio
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Anexo 04. Declaracién Jurada

DECLARACION JURADA

Yo, Hernandez Rosales Stephany Carolyne, identificado (a) con DNI N° 75376080, con
domicilio real en la calle 8 de octubre N° 568, Distrito de Florencia de Mora, Provincia

Trujillo, Departamento La Libertad.

DECLARO BAJO JURAMENTO

En mi condicion de Bachiller con c6digo de estudiante 1610151002 de la Escuela Profesional
de Odontologia, Facultad de Ciencias de la Salud de la universidad catélica Los Angeles de

Chimbote, semestre académico 2023-1.

1. Que los datos consignados en la tesis titulada Efecto antibacteriano del extracto
hidroetandlico de la semilla de Theobroma cacao y la hoja de Moringa oleifera sobre

Enterococcus faecalis atce 29212, trujillo-2019.

Doy fe que esta declaracion corresponde a la verdad.

Martes, 26 de Diciembre de 2023

Firma del estudiante/bachiller

Huella Digital

DNI
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Anexo 05. Evidencia de ejecucion

EFECTO INHIBITORIO DEL EXTRACTO HIDROETANOLICO DE LA SEMILLA
DE THEOBROMA CACAO SOBRE ENTEROCOCCUS FAECALIS ATCC 29212.

SELECCION, LAVADO Y DESINFECCION

Cortando de manera vertical los frutos de cacao
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E

4
s Semillas de cacao sobre el papel craft
| B 4 -/ 4 para secado a temperatura ambiente por
. 24 horas.

Lavado de las semillas de cacao para separar el mucilago
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Tostado de las semillas de cacao en una sartén, removiendo con la ayuda de una cuchara de
palo; por 10 minutos a 140°C.
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Semillas de cacao
pulverizadas




Polvo de semilla tamizado utilizando el tamiz 0.7 y almacenado en frasco de vidrio &mbar de
boca ancha.

Preparacion de extracto hidroetanélico de semilla de cacao

Realizando la mezcla etanol — agua (80:20)




"

Evaporacion de la preparacion hidroetanolico de la semilla del cacao, luego se preparé las
concentraciones 50% y 75%.
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SELECCION, LAVADO Y DESINFECCION Moringa oleifera

Secado de las hojas de Moringa oleifera en la
estufa de circulacion de aire a una temperatura de
40° C.

Pulverizando las hojas de Moringa oleifera con
ayuda de un molino.
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PREPARACION DE EXTRACTO HIDROETANOLICO DE LA HOJA DE MORINGA

Se colocé el polvo de la hoja de moringa
oleifera en un envase color ambar.

Realizando la
mezcla
etanol —agua
(80:20)

Evaporacion de la preparacion
hidroetanodlico de la hoja de

Moringa oleifera luego se prepard

las concentraciones 50% y 75%.




EVALUAR EL EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO
HIDROETANOLICO DE LA SEMILLA DE THEOBROMA CACAOQO Y LA HOJA DE
MORINGA OLEIFERA SOBRE ENTEROCOCCUS FAECALIS ATCC 29212

K \ fCon un hisopo\

L estéril sumergido en
Inoculacion  de .
la suspension, se
Enterococcus

faecalis en las distribuira la
o suspension
placas, se tomo p _
100ul u se bacteriana en tres
colocaron en direcciones  para
asegurar una
cada una de las dist?ibuci()n
placas conAgar :
uniforme del

Mueller Hinton

ﬁe prepararan  discos D

papel filtro whatman nimero
3 estériles, los cuales seran
embebidos con 30 uL de

indculo en la placa.

N J
- \o

cada una de las
concentraciones de 505 y
75% del extracto
hidroetandlico de
Theobroma cacaoy al 50% y
75% del extracto

hidroetanélico de Moringa

\oleifera. J

Después del tiempo de incubacion 24 a 48
horas se examinara cada placa y se mediran
los diametros (mm) de los halos de inhibicion
del crecimiento alrededor de cada disco para
lo cual se utilizard regla milimetrada,
abarcando el diametro del halo.

Se emple6 como control positivo el
Gluconato de clorhexidina al 0.12% y como
control neaativo al etanol al 70%.

Se realizaran 10 repeticiones de cada
concentracion.



