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RESUMEN

Este estudio comparO el efecto antibacteriano de tres concentraciones de extracto
hidroetandlico de Ulva fasciata sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175. La
poblacion estuvo conformada por cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, y la muestra
por 10 repeticiones de cada extracto incluyendo un control positivo (Gluconato de
clorhexidina al 0.12%) y un control negativo (etanol al 70%). Para ello, se recolectd y se
identificé taxondmicamente el alga Ulva fasciata de la cual se elaboraron los extractos
hidroetandlicos a concentraciones del 25%, 50% y 75%. Asi mismo, el cultivo liofilizado de
cepas Streptococcus mutans ATCC 25175 se reactivaron sembrandolos en Caldo Brain Heart
Infusion (BHI), e incubandolos a 37°C por 24 — 48 horas por microaerofilia, después se cogio
una colonia procediendo a diluirlo nuevamente en caldo BHI y de esta se tomaron 100 pl
colocandolas en placas Petri con Agar Mueller Hinton para su enfrentamiento. Para la
recoleccion de datos del efecto antibacteriano, se aplicé el método de Kirby Bauer. El
extracto hidroetanolico de Ulva fasciata al 25% obtuvo un halo de inhibicion promedio de
11.90 mm, al 50% un promedio de 15.41 mmy al 75% un promedio de 20.50 mm. Se aplicé
la prueba de ANOVA, encontrando (p = 0.000) que existe diferencia estadistica significativa
entre las tres concentraciones. En conclusion, el extracto hidroetanélico de Ulva fasciata al
75% presentd un mayor efecto antibacteriano sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC

25175 que las otras dos concentraciones.

Palabras clave: Antibacteriano, extracto, Streptococcus mutans, Ulva fasciata.
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ABSTRACT

This study compared the antibacterial effect of three concentrations of hydroethanolic extract
of Ulva fasciata on strains of Streptococcus mutans ATCC 25175. The population consisted
of strains of Streptococcus mutans ATCC 25175, and the sample consisted of 10 replicates
of each extract including a positive control (0.12% chlorhexidine gluconate) and a negative
control (70% ethanol). For this purpose, the Ulva fasciata algae from which the
hydroethanolic extracts were prepared at concentrations of 25%, 50% and 75% were
collected and taxonomically identified. Likewise, the lyophilized culture of Streptococcus
mutans ATCC 25175 strains were reactivated by seeding them in Brain Heart Infusion Broth
(BHI), and incubating them at 37°C for 24 - 48 hours for microaerophilia, then a colony was
taken and diluted again in BHI broth and 100 pl were taken and placed in Petri dishes with
Mdeller Hinton Agar for their confrontation. For data collection of the antibacterial effect,
the Kirby Bauer method was applied. The hydroethanolic extract of Ulva fasciata at 25%
obtained an average inhibition halo of 11.90 mm, at 50% an average of 15.41 mm and at
75% an average of 20.50 mm. The ANOVA test was applied, finding (p = 0.000) that there
is a significant statistical difference between the three concentrations. In conclusion, the 75%
hydroethanolic extract of Ulva fasciata had a greater antibacterial effect on Streptococcus
mutans ATCC 25175 strains than the other two concentrations.

Key words: Antibacterial, extract, Streptococcus mutans, Ulva fasciata.
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Capitulo I: PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Planteamiento del problema

Una de las enfermedades méas frecuentes que a través de la historia se ha
establecido es la caries dental y en la actualidad se ha convertido en un problema de
salud publica.> La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la define como el
reblandecimiento del tejido duro del diente que avanza hasta dar paso a una cavidad,
perjudicando la salud de las personas y su vida diaria.?

La causa de la caries dental es multiple, se puede originar por el desequilibrio en
las comunidades bacterianas del biofilm formada de manera natural en la cavidad
bucal, favoreciendo el desarrollo de bacterias (Streptococcus mutans , Lactobacillus,
Actinomyces), productoras de acidos (acido lactico) resultantes de la fermentacion
de hidratos de carbono contenidos en las secreciones bucales o en la dieta,
disolviendo el esmalte protector de los dientes y como consecuencia su desarrollo.#
Dicho de otra manera, para que la caries se produzca es necesario que exista la
interaccion de factores como: el huésped susceptible (los dientes y la saliva), el
metabolismo de los microorganismos que componen la placa dental productores de
acidos y el sustrato (dieta cariogénica) que deberan estar presente durante un periodo
de tiempo necesario para su actuacion.®

Segun el informe de la OMS, la caries dental prevalece en un 60 a 90% en nifios
de etapa escolar y casi en un 100% en adultos de todo el mundo.® De entre todos los
paises de América, el Per( tiene la mayor tendencia de caries que va incrementado
conforme se avanza en edad, pudiendo llegar a perderse algunas piezas detales o su
totalidad al llegar a la etapa adulta.” Su frecuencia puede darse en gran parte a la
higiene bucal deficiente o nula, malos habitos de alimentacion y la falta de atencion
odontoldgica que en su mayoria estan relacionados al nivel socioeconémico, dando
como resultado el deterioro de los dientes de miles de personas.®°

En el tltimo reporte oficial del Ministerio de Salud del Perd (MINSA), mostraron
resultados alarmantes sobre la prevalecia de caries dental con un promedio de 90%
a nivel nacional en poblacién escolar, presentando el area urbana un 90,6% y la rural
88,7%.%1% La poblacion de la region la Libertad no esti exenta de presentar caries
dental, Aldave S. en su estudio llevado a cabo en la Institucion Educativa Radiantes

Capullitos del distrito de Trujillo que buscaba medir la prevalencia de esta, obtuvo



como resultado un 84 % en nifios entre las edades de 3 y 5 afios, siendo mas
prevalente en nifios de 5 afios con un 52.5%.! Basilio O, et al. en su estudio
realizado en el Asentamientos Humanos del distrito de La Esperanza, provincia de
Trujillo en nifios de 2 a 5 afios (240 nifios), encontrd una prevalecia de caries de
100% categorizandolo en caries baja con un 25.4%, media con 52.5% y alta con
22.1%.1?

Al ver la prevalencia de esta enfermedad, es necesario actuar para poder
controlarla o prevenirla; hoy en dia, para su tratamiento se emplean diferentes
alternativas considerando el uso de una gran gama de sustancias quimicas que
pueden dafar no solo la microflora patégena sino también la microflora saprofita lo
que a la larga genera un desequilibrio en el ambiente de la cavidad bucal
produciéndose otras enfermedades.'® Por otro lado mucho de los productos que se
usan tiene un costo econdmico muy elevado, lo que limita su uso para las personas
de condicion media y baja.'* Es en estos casos en los que se puede hacer uso de
alternativas naturales que suelen ser accesibles para todos sin distincion
socioecondémica y a su vez presentan menos efecto secundarios que los
medicamentos convencionales; pueden ser usadas internamente como pildoras,
jarabes e infusiones, o externamente como cataplasmas, yesos y linimentos en el
mantenimiento de la salud bucal.®®

En estos tiempos, los productos naturales se han convertido en una buena opcion
en el area odontoldgica debido a que poseen diversas propiedades atribuidas por sus
metabolitos presentes, especialmente su efecto antibacteriano; como consecuencia
de ello se ha incrementado la demando en la seleccidn de nuevas drogas terapéuticas
de origen natural como las plantas y organismos del mar, siendo las algas una de las
principales fuentes productoras de compuestos bioactivos, asignandole probables
usos tanto antibacterianos, como antivirales, antitumorales, anticancerigenos,
antiinflamatorios, cardioténicos y posibles anticoagulantes con la finalidad de poder
combatir enfermedades y microorganismos patégenos, entre ellos los que produce
la caries (Streptococcus mutans).®

Se han realizado investigaciones en distintas partes del mundo haciendo
referencia a extractos algales demostrando que estos presentan actividad

antimicrobiana, dentro de ellas se encuentra la Ulva fasciata, una macroalga que



demuestra su efecto inhibitorio frente al crecimiento de bacterias Gram positivas y
Gram negativas.'6:’

Perl es un pais que cuenta con una riqueza marina muy extensa, en especial,
varias especies de algas marinas, como la Ulva fasciata cuya distribucion esta
presente todo el afio, lo que facilit6 su recoleccion y al contar con la infraestructura,
personal, facilidad de acceso y obtencidn de esta alga (Departamento de La Libertad,
litoral de Huanchaco) para la ejecucion de este trabajo de investigacion, fue factible
realizarlo y comprobar su efecto antibacteriano.

Por todo lo mencionado anteriormente, se formul6 el siguiente problema:

1.2. Formulacion del problema
1.2.1. Problema general

¢ Tiene efecto antibacteriano el extracto hidroetandlico de Ulva fasciata en diferentes

concentraciones, sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175?

1.2.2. Problemas especificos

PE1: ¢{Quién tiene mayor efectos antibacteriano, el extracto hidroetandlico de Ulva

fasciata al 25% o el de 50% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 251757

PE2: ¢ Quién tiene mayor efecto antibacteriano, el extracto hidroetanélico de Ulva
fasciata al 25% o el de 75% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 251757

PE3: ¢Quién tiene mayor efectos antibacteriano, el extracto hidroetandlico de Ulva

fasciata al 50% o el de 75% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 251757

PE4: ;Quién tiene mayor efectos antibacteriano, el extracto hidroetandlico de Ulva
fasciata al 25% o el Gluconato de clorhexidina al 0,12% sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175?

PES5: ¢Quién tiene mayor efectos antibacteriano, el extracto hidroetandlico de Ulva
fasciata al 50% o el Gluconato de clorhexidina al 0,12% sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175?



PEG6: ¢Quién tiene mayor efectos antibacteriano, el extracto hidroetandlico de Ulva
fasciata al 75% o el Gluconato de clorhexidina al 0,12% sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 251757?

1.3. Formulacién de objetivos

1.3.1. Objetivo general

Determinar los niveles de efecto antibacteriano del extracto hidroetanélico de Ulva
fasciata de diferentes concentraciones, sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175.

1.3.2. Objetivos especificos

OEL1: Comparar el efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Ulva fasciata
al 25% y 50% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

OEZ2: Comparar el efecto antibacteriano del extracto hidroetanélico de Ulva fasciata
al 25% y 75% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

OE3: Comparar el efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Ulva fasciata
al 50% y 75% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

OE4: Comparar el efecto antibacteriano del extracto hidroetanélico de Ulva fasciata
al 25% y Gluconato de clorhexidina al 0,12% sobre cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175.

OES5: Comparar el efecto antibacteriano del extracto hidroetanélico de Ulva fasciata
al 50% y Gluconato de clorhexidina al 0,12% sobre cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175.

OE6: Comparar el efecto antibacteriano del extracto hidroetanélico de Ulva fasciata
al 75% y Gluconato de clorhexidina al 0,12% sobre cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175.



1.4. Justificacion de la investigacion

Este estudio se justifico por su presente tedrico al brindar datos estadistico del
efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Ulva fasciata sobre cepas de
Streptococcus mutans ya gque no hay estudios a nivel nacional que evidencien su
actividad antimicrobiana y otras propiedades medicinales de la Ulva fasciata al ser
escasas las investigaciones con productos marinos, sirviendo de ayuda a los
odontélogos generales como especialista y comunidad en general en futuras
investigaciones. Su elaboracion reafirma la existencia de una metodologia confiable
y validada al lograr concretar con éxito los objetivos planteados tras el empleo de
técnicas de procesamiento, instrumentos para el recojo de datos y su analisis, para
cuando se quiera abordad este tipo de investigacion.

Los resultados obtenidos son de gran importancia, al demostrar su potencial
antibacteriano frente a Streptococcus mutans (causante de la caries dental), servira
para que mas adelante se realicen mas estudios para encontrar su principio activo y
a partir de ello se pueda elaborar productos como colutorios, pastas dentales u otros
que ayuden al control y prevencién de la caries, beneficiando a la poblacion y
ayudando a disminuir su prevalencia. Finalmente, el estudio fue viable de realizar
debido a que fue posible la obtencién del alga Ulva fasciata y las cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175, ademas que se conto con todas las facilidades
para poder elaborar los extractos y enfrentarlos a las bacterias para su posterior

resultado.



Capitulo I1: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion

Khouloud B. et al.!® (Egipto, 2022), en su estudio: Caracterizacion quimica y
actividades biologicas del ulvan extraido de Ulva fasciata (Chlorophyta); entre sus
objetivos, fue demostrar su actividad antimicrobiana. Para evaluar la actividad
antimicrobiana del ulvan extraido contra 11 patogenos bacterianos (Bacillus subtlis
ATCC 6633, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermids
ATCC entre otros) se utilizdé el método de difusion en agar, el patdgeno probado
precultivado se mezcl6 en medios de agar, se vertid en tres placas de Petri estériles y
se dejo solidificar. Aproximadamente 100 pL de extracto de ulvan se transfirieron a
cada pocillo de 0,7 cm y se sometieron a incubacién a 4 °C durante 2 h, y luego se
incubaron a 37 °C durante 24-48 h. Los resultados de este estudio demuestran que
el ulvan extraido presenté una actividad antimicrobiana significativa contra
patdgenos humanos y de peces, asi como contra bacterias antiincrustantes con
concentraciones inhibitorias minimas (MIC) de 8 pug/mL. Concluyendo que, el uso
del ulvan marino de Ulva fasciata tiene muchas actividades bioldgicas potenciales
que podrian aplicarse en el campo biomédico, siendo uno de ellos el tratamiento
antibacteriano.

Agbaje-Daniels, et al.!® (Nigeria, 2020), en su estudio: Actividades
antibacterianas de algas verdes seleccionadas de la costa de Africa occidental; tuvo
por objetivo investigar su actividad antibacteriana, para ello se elaboraron extractos
por maceracion de 6 tipos de algas incluida la Ulva fasciata, usando diclorometano /
metanol (DCM / MeOH), cloroformo / metanol (CHL / MeOH) 90% (v / v), etanol
y éter dietilico como solventes; y las enfrentaron contra algunas bacterias patdgenos
incluyendo bacterias Gram-positivas como S. aureus ATCC 25922 (Sa IL11,111) entre
otros y bacterias Gram-negativas como E. coli ATCC 25923 (Ec IV) entre otros,
mediante un método de difusion de disco. El resultado mostr6 que todas las algas
seleccionadas tenian actividad antibacteriana contra al menos uno de los organismos
de prueba; el extracto dietilico de U. fasciata (DEUF) mostré actividades inhibidoras
contra cepas de S. aureus con zonas de inhibicion de 9.33mm, frente a Proteus
mirabilis de 13.67 mm, mientras que se observaron zonas de inhibicion de 9.33 mm,

11.17 mmy 12 mm frente a Sa I, Sa Il y Sa I1l. Concluyendo que, los extractos de



macroalgas verdes de la costa de Africa Occidental poseen compuestos
antibacterianos candidatos para la elaboracién de farmacos.

Mofeed J, et al.?° (Egipto, 2019), en su estudio: Evaluacion de la composicion
bioquimica y bioactividad de dos especies de Ulva (Ulva lactuca y Ulva fasciata);
uno de sus objetivos fue comparar su actividad antibacteriana de los extractos de
Ulva lactuca y Ulva fasciata; paraello, se elaboraron extractos usando como solvente
1metanol: 1 hexano a concentraciones de 12.5, 25, 50, 100 pug/ml y las enfrentaron
contra bacterias patdgenas: Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus y
Escherichia coli. El resultado mostré que los extractos de ambas especies de Ulva
inhibieron el crecimiento bacteriano pero a diferentes concentraciones,
especialmente contra Staphylococcus aureus, donde la Ulva fasciata tuvo una
inhibicién del 70% y la Ulva lactuca del 100% a la misma concentracion. En
conclusién, ambas algas presentan valiosos compuestos bioactivos que pueden
aplicarse en campos medicinales y farmacéuticos como antibacterianos.

Archana G, et al.?! (India, 2019), en su trabajo de investigacion: Estudio
antibacteriano de las algas Ulva fasciata; tuvo por objetivo medir su efecto
antibacteriano. Para ello, se realizaron extractos de metanol y etanol de algas Ulva
fasciata, se realizd la prueba de difusidn de discos contra cepas de bacterias Gram
positivos y Gram negativos (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumonia). Como resultado se obtuvo que el extracto
etandlico de Ulva fasciata presenté un mayor halo de inhibicion, el porcentaje de
actividad antibacteriana observado fue la mas alta, siendo més efectivas en las cepas
bacterianas gram negativas (Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli) que en las
gram positivas. En conclusién, la Ulva fasciata presenta actividad antibacteriana y
es importante realizar mas estudios para descubrir su potencial uso en el disefio de
drogas en el campo de Farmacogendmica.

Langeswaran K, et al.?? (India, 2019), En su estudio: Eficacia antioxidante,
antimicrobiana y anticancerigena de la macro alga marina Ulva fasciata Delile; uno
de sus objetivos fue evaluar su actividad antibacteriana. Para ello se realizaron
extractos algales utilizando el metanol como solvente, para evaluar su potencial
antimicrobiano se uso el método de difusion de disco enfrentandolo contra el cultivo
bacteriano gram + (Staphylococcus epidermis, Staphylococcus aureus, Micrococcus

luteus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Streptococcus mutans) y gram —



(Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa) y se dejaron
durante 18 a 37°C para la incubacion. Como resultado se obtuvo que, el extracto
metanolico de Ulva fasciata en los niveles de dosis de 50, 100 y 150 ug controlaron
el crecimiento de todos los organismos bacterianos gram +, gram —, evaluandose que
este extracto tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de los organismos
bacterianos. En conclusion, el extracto metandlico de Ulva fasciata es un destacado
contendiente antimicrobiano.

Girdo Y, et al.Z (Brasil, 2019), en su estudio: Pruebas bioguiadas para la deteccion
de actividad antimicrobiana y antibiofilm en sustancias extraidas de algas marinas en
la costa de Ceara (Brasil); entre sus objetivos estuvo investigar la bioactividad del
extractos de Ulva fasciata frente a bacterias del género Enterococcus con perfil de
multirresistencia a antimicrobianos y su accién inhibitoria sobre la formacién de
biofilm y actividad antibacteriana. Para ello, Fueron probados los extractos
acetonico, metanolico y acuoso de la Ulva fasciata (alga verde) a concentraciones de
100 pg/mL, 300 pg/mL, 500 ug/mL y 1000 pg/mL frente a 44 estirpes bacterianas
del género Enterococcus utilizando el método de microdilucion en caldo BHI (Brain
Heart Infusion) en microplacas de 96 pozos, en seguida las microplacas fueron
incubadas a 35 °C por 24 horas. Dando como resultado que los extractos de Ulva
fasciata en la concentracion de 100 pg/mL (acetonico, metandlico y acuoso) fueron
capaces de inhibir el crecimiento bacteriano de las estirpes evaluadas. Concluyendo
que la Ulva fasciata presenta un potencial como fuente de nuevas sustancias
antimicrobianas.

Obando S.?* (Arequipa, 2021), en su tesis: Eficacia del efecto bactericida y
conservante del alga (Ulva spp) sobre cepas de Escherichia coli y Salmonella spp.
aplicado en agua utilizada en fundo privado de la provincia de Camana. Arequipa,
2020; entre sus objetivos estuvo determinar la eficacia del efecto bactericida del alga
Ulva spp. Para ello, se prepararon extractos bioactivos del alga al 1%, 0.5%, y 0.25%
frente a Escherichia coli y Salmonella spp. a través del método de difusion de discos,
se incubd dentro de los 15min posteriores a los discos a 35°C en un rango de tiempo
de 18h. Dando como resultado la presencia de efecto bactericida del extracto
bioactivo del alga Ulva spp. en sus tres concentraciones sobre cepas de Escherichia
coli y Salmonella spp. evidenciando halos de 16.44mm y 15.32mm respectivamente.

Concluyendo que el alga Ulva spp. si presento efecto antibacteriano siendo factible



para continuar investigando y ampliar su efecto a otros campos de organismos
patégeno como otras bacterias, virus y hongos.

Obando S.?° (Arequipa, 2019), en su tesis: Efecto Bactericida y Conservante del
Extracto de Alga (Ulva Spp.) Aplicado en Carne de Vacuno; entre sus objetivos
estuvo determinacion su efecto antibacteriano en carne de vacuno. Para ello, se
elaboraron extractos bioactivos formulados en placas Petri (40ml de extracto para
inmersion en 100g de carne) a concentraciones de 0.2%, 0.15%, y 0.1% en donde se
sumergieron cortes de lomo veteado de carne de vacuno por 1min y almacenados a
4°C para luego determinar el recuento de microorganismos (Escherichia Coli y
Salmonella spp.) a dias distintos (1, 5 y 10 dias). Los resultados obtenidos mostraron
que el efecto bactericida del extracto bioactico de Ulva spp. fue 6ptimo en sus tres
concentraciones dado que los resultados de recuento al primer dia, al quinto dia y al
décimo dia fueron de ausencia, diferente al recuento de E.coli en carne sin extracto
donde al dia quinto se observé un valor de 3ufc E.coli/g y al dia 10 el valor fue de
10ufc de E.coli/g. Concluyendo que el efecto bactericida de las algas se sitia como
una alternativa de solucion en la industria alimentaria gracias a sus agentes bioactivos
Optimos para resolver problemas en la industria.

Cavero M, et al.?® (Lima, 2018), en su tesis: Evaluacion in vitro del efecto
antibacteriano de los extractos metandlicos de las algas marinas sobre cepas de
streptococcus mutans ATCC 35668; entre sus objetivos estuvo evaluar in vitro el
efecto antibacteriano de cuatro extractos metanoicos de Macrocystis pyrifera,
Lessonia trabeculata, Lessonia nigrescens y Chondracanthus chamissoi. Para ello
se realizaron 6 pruebas por cada extracto enfrentdndolas a Streptococcus mutans
utilizando el Método de difusion en pozo de Kirby-Bauer asi como la concentracién
minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB) las mismas
que fueron evaluadas mediante el método de microdilucion. Como resultados se
obtuvo que el mayor efecto antibacteriano lo presentaron los extractos metandlicos
de Lessonia trabeculata y Macrocystis pyrifera sobre cepas de Streptococcus
mutans, con halos de inhibicién de 18.1 mm + 0.75 mm y 12.25 mm + 0.69 mm
respectivamente. Concluyendo que los extractos agales si presentan efecto
antibacteriano ante cepas bacterianas aunque con diferencias significativas entre

ellos.



2.2 Bases teorico cientificos
Actividad cariogénica de las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175
Caries dental

Definida como una enfermedad croénica y dindmica llevada a cabo en los dientes
junto a depdsitos microbianos y los fluidos de la formacion de la placa, dando lugar
a la desmineralizacién de las estructuras del diente, se puede generar por causas
ambientales, sociales, economicas, culturales y bioldgicas; el estilo de vida llevada
por cada uno de los individuos delimita su formacion y su desarrollo.?’

La OMS define a la caries como una enfermedad infecciosa que se caracteriza
por la destruccion por desmineralizacion de los tejidos calcificados del diente, esta
estimulada por los acidos de los microorganismos que conforman la placa, iniciada
por una lesion muy pequefia, puede empezar por una mancha blanca
(desmineralizacion) en el diente, el cual se puede hallar escondido en zonas
interdentales o en las fisuras lo que en ocasiones hace mas dificil su rapido
diagnostico, al debilitarse el esmalte gracias a acidos diluidos puede formarse una
cavidad que se va extendiendo hasta llegar a la dentina del diente causando su
destruccion progresivamente hasta poder llegar a la pulpa.?

Si la caries dental no es tratada a tiempo, su cavidad se volverd cada vez mas
grande, acercandose a la pulpa causando dolor e inflamacién, pudiendo llegar a la
necrosis o pérdida de vitalidad; pero también puede ser ciclico su proceso, porque se
puede alternar entre periodos de desmineralizacion y los periodos de

remineralizacion, pudiendo ser posible su prevencion y reparacion.?

Streptococcus mutans

Su hébitat natural es la cavidad oral humana, mas especificamente la placa dental,
una biopelicula de maltiples especies formada en superficies duras del diente. Se ha
aceptado en gran medida que el potencial cariogénico del Streptococcus mutans
reside en tres atributos principales:

— La capacidad de sintetizar grandes cantidades de polimeros extracelulares de
glucano a partir de sacarosa que ayudan en la colonizacion permanente de

superficies duras y en el desarrollo de la matriz polimérica extracelular in situ.

10



— La capacidad de transportar y metabolizar una amplia gama de carbohidratos en
acidos organicos (acidogenicidad)
— La capacidad de prosperar en condiciones de estrés ambiental, particularmente

pH bajo (acidez).*°

El Streptococcus mutans es una de las bacterias que se encuentra
permanentemente en la boca una vez erupcionado los dientes, ya que esta bacteria
para desarrollarse requiere de un tejido duro.>* Segtin muchos estudios, informan que
la principal fuente para la adquisicion y la transmisién del Streptococcus mutans en
los nifios es por la saliva de sus madres, ya que se encontraron tanto en las bacterias
de los nifios como en las bacterias de las madres patrones idénticos de ADN
cromosomal.®

Como patdgeno, el Streptococcus mutans también estd implicado en la
endocarditis bacteriana subaguda, una inflamacidn de las valvulas cardiacas que pone
en peligro la vida, mientras que un subconjunto de cepas se ha relacionado con otras
patologias extraorales, como micro hemorragias cerebrales, nefropatia por IgA y

aterosclerosis.®®

Actividad cariogénica del Streptococcus mutans

Si bien el Streptococcus mutans no actta solo en el desarrollo de caries dental,
varios estudios han demostrado de manera convincente que este puede alterar el
medio ambiente local formando un medio rico en exopolisacaridos (EPS) y de pH
bajo, creando asi un nicho favorable para que prosperen otras especies acidogenas y
aciddricas.*

Al haber dentro de la cavidad oral un desequilibrio en su ecosistema, puede
producir caries dental haciendo que su flora bacteriana normal se transforme en
patogena, siendo los Streptococcus mutans los principales microrganismos asociados
con mayor frecuencia a esta.’

En el complejo microbioma oral, el Streptococcus mutans no siempre es la especie
mas numerosa; muchos organismos son igualmente acidégenos y aciddricos, sin
embargo, el Streptococcus mutans es un importante productor de matriz y puede
modular rapidamente la formacion de biopeliculas cariogénicas cuando estan

presentes la sacarosa y el almidén en la dieta, la sacarosa sirve como sustrato,
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mientras que los hidrolizados de almiddn actan como aceptores de la sintesis de EPS
(glucanos y fructanos) por las glucosil y fructosiltransferasas de Streptococcus
mutans.3!

Los azucares son fermentados por Streptococcus mutans y otros organismos
acidogenos incrustados en la matriz, lo que facilita la formacion de microambientes
altamente &cidos. Los nichos de pH bajo inducen la sintesis de EPS, mientras que los
organismos cariogéenicos como Streptococcus mutans prosperan, a medida que el
estreés acido ambiental aumenta aun mas, la diversidad microbiana se reduce a favor
de una microbiota acidogénica y altamente tolerante a los acidos, en consecuencia,
la acidez local asegura la acumulacion continua de biopeliculas y la disolucion acida

del esmalte dental adyacente, lo que conduce a la aparicion de caries dental !

Efecto antibacteriano del extracto hidroetanélico de Ulva fasciata
Macroalga

También conocidas como algas marinas, se diferencian de otras plantas, en que
carecen de raices, brotes frondosos, flores y tejidos vasculares. Segun las diferencias
en la pigmentacion, las macroalgas incluyen tres filos diferentes: la Chlorophyta o
algas verdes, Phaeophyta o algas pardas y la Rhodophyta, o algas rojas.*?

En los ultimos afios, las macroalgas han adquirido una importancia significativa
como una nueva fuente prometedora de nuevos compuestos bioactivos teniendo una
amplia gama de actividades bioldgicas, incluidos los compuestos antibacterianos,
antifangicos, antioxidantes y antimicrobianos que pueden usarse para el desarrollo
de farmacos.*

En el Pery, se han reportado especies de macroalgas con capacidad antibacteriana
como la Rhodophyta en su especie Polysiphonia paniculata y la Chlorophyta en su

especie Enteromorpha intestinalis.®®

Ulva fasciata

La Ulva fasciata, una alga verde (Division: Chlorophyta; Clase: Ulvophyceae;
Orden: Ulvales), perteneciente a la familia Ulvaceae, comUnmente conocida como
“lechuga de mar”.3* En Per( se puede encontrar en todo el litoral peruano, esto

implica que se ubica en el departamento de La Liberad, provincia de Trujillo, en
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playas como Huanchaco y Salaverry. La especie se propaga en mayor cantidad a fines
del verano y principios del otofio (septiembre), ademas, al tolerar salinidades bajas
también se pueden encontrar en estuarios y en zonas donde hay aportes nitrogenados,
por la que se le denomina una especie gregaria.>>

Son aplanadas, altamente ramificados desde su base, de espesor uniforme y con
ramificaciones de longitudes similares. El movimiento del agua puede variar la forma
de sus talos. Estas macroalgas alcanzan aproximadamente 15 cm de altura cuando se
adhieren al sustrato, rocas u otros objetos sélidos. En lugares mas tranquilos se han
hallado talos de hasta 1 m de altura y 30 cm a 50 cm de ancho. Se extiende desde la
parte méas baja de la zona medial hasta los metros superiores de la marea submarina,
crece en las rocas en las zonas intermareal hasta 4 m o 5 m de profundidad, muy

poco hasta 9 m.%’

Compuestos bioactivos de la Ulva fasciata

Al aislar compuestos quimicos de las algas marinas, han descubierto la capacidad
que estas tienen para producir metabolitos secundarios, diferentes a los encontrados
en las plantas terrestres. La produccion de los compuestos de las algas puede variar
ya sea por la especie, la madurez, el habitat, y por la influencia ejercida por los
factores ambientales y geograficos sobre ellos.*?

Hay estudios que demuestran el hallazgo de fitoquimicos encontrados en la Ulva

fasciata encargados de su activida antimicrobiana como:

Terpenoides:

Constituyen la clase méas grande de productos naturales derivados de unidades de
isopreno (C5) unidas de la cabeza a la cola o de la cola a la cabeza, entre otras
posibilidades. Se clasifican como hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), sesterpenos (C25), triterpenos (C30),
tetraterpenos (C40) y politerpenos (>C40). La mayoria de los terpenoides son
capaces de inhibir dos procesos cruciales que son esenciales para la supervivencia
microbiana, esto incluye la absorcidn de oxigeno y la fosforilacion oxidativa. Por lo
tanto, su interaccién con los terpenos conduce a la alteracién de la respiracion celular

que mas tarde causa el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa en el microbio.®
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Taninos:

Metabolitos secundarios derivados de plantas que pueden ser esteres de acido
galico o sus derivados unidos a una amplia variedad de poli oles, catequina o nucleos
triterpenoides y de complejidad elevada (12-16 hidroxilos en 5-7 anillos aromaticos
por cada 1000 Da. Entre sus efectos beneficos, se encuentra el de la prevencién y
tratamiento de cancer su efecto anti-cancerigeno involucra la inhibicidn/activacionde
diversos factores de transcripcion y replicacion, el aumento en proteinas de
reparacion del ADN, la sintesis de proteinas y biomoleculas proapoptoticas e

inhibicién del crecimiento tumoral.3°

Glucosidos cardiacos:

Son metabolitos secundarios que estan unidos a mono- u oligosacaridos a través
de enlaces glucosidicos, es decir que son metabolitos glicosilados, Estas moléculas
estdn compuestas generalmente por una molécula (region aglicona) cuya estructura
es esteroidea; actia inhibiendo la actividad de la enzima
ATPasaNa+/K+dependiente, enzima necesaria para el transporte del sodio a través
de las membranas celulares en las membranas celulares, que son especialmente
abundantes en las células cardiacas, por lo que la ingesta de plantas con estos

compuestos secundarios tiene efectos directos en el corazon; de alli su nombre.*

Esteroides:

Los esteroides (stereos=solidos) son compuestos organicos derivados de los
alcoholes, los cuales se encuentran ampliamente distribuidos en el reino animal y
vegetal. Su esqueleto base presenta 17 atomos de carbono en un sistema de anillos
tetraciclicos conocido como perhidrociclopentanofenantreno (gonano, esterano). La
accion terapéutica de algunas hormonas esteroidales ha sido asociada a su interaccion
con receptores intracelulares, los cuales actian como factores de transcripcion en la

regulacion de la expresion genética.*

Alcaloides:

Los alcaloides son sustancias organicas nitrogenadas con caracter basico que

tienen generalmente una estructura compleja con varios heterociclos. Los alcaloides
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tienen masas moleculares que varian entre 100 y 900 (coniina C8H17N=127,
vincristina C46H56N4010=824); sus efectos inhibitorios del crecimiento de
microorganismos estan dados por su capacidad de intercalarse con el ADN, detener
la sintesis de proteinas, inducir la apoptosis e inhibir enzimas del metabolismo de

carohidratos.*?

Flavonoides:

Se conoce a un gran numero de compuestos fendlicos de bajo peso molecular, la
mayoria con estructura de fenil-benzo-y-pirona (o fenil-y-cromona), productos del
metabolismo secundario vegetal, La estructura quimica basica de los flavonoides
consiste en un esqueleto carbonado C6-C3-C6, donde los componentes C6 son
anillos aromaticos unidos por tres &tomos de carbono que pueden formar o no un
tercer anillo pirano o pirona (anillos A-C).*® En cuanto a su accion antibacteriana,
estos pueden afectar el crecimiento y el metabolismo de las bacterias, teniendo un
efecto activador o inhibidor sobre el crecimiento microbiano de acuerdo con su

constitucion y concentracion.

Actividad antibacteriana del alga Ulva fasciata

Se ha informado que las algas marinas actiian como inhibidores de la fosforilacion
oxidativa y la lisis celular del factor (bacteria) gracias a la participacién en conjunto
de su compuestos fitoquimicos, debido a su capacidad de unirse a proteinas
bacterianas como las enzimas y las de las membranas celulares, dafiando la pared y

la membrana de permeabilidad de la bacteria.

Gluconato de clorhexidina al 0.12%

Sustancia utilizada como control positivo dentro de este estudio. El Gluconato de
clorhexidina es un colutorio muy potente que se puede presentar en varias
concentraciones, es un antiséptico de amplio espectro, baja toxicidad, tiene afinidad
de adhesion a piel y mucosas; ademas, es uno de los colutorios que tienen mayor
sustantividad (se unen a los tejidos duros y blandos liberandose lentamente en un
periodo de 24 horas, mas activo de 8 a 12 horas y a las 24 horas sigue liberandose

pero en concentraciones menores). Puede dejar un sabor desagradable en la boca
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ademas de que su uso prolongado puede causar pigmentaciones en los dientes. Su
accion antimicrobiana muchas veces depende del tipo de microorganismo, el
espectro antimicrobiano de la clorhexidina incluye bacterias Gram +, Gram - vy
algunos hongos. Su mecanismo de accidn consiste en provocar cambios en la
permeabilidad de estos al causar dafios en su membrana e inhibir el oxigeno por lo
cual el ATP disminuye, causando la muerte celular. Cuando su concentracion es baja,
causa pérdida de elementos citoplasmaticos de bajo peso molecular, pero cuando su
concentracion es elevada, determina la coagulacion del citoplasma; ademas, frente a
las bacterias Gram — a niveles bajos es bacteriostatico, y a niveles altos es
bactericida.*

2.3 Definicion de términos basicos

Antibacteriano: Capacidad que tienen algunas sustancia para eliminar agentes

bacterianos, la inhibicion de su crecimiento o su proliferacion.*
Bacterias: Microorganismo capaces de producir enfermedades infecciosas.*
Caries dental: Destruccion localizada de tejidos duros.®

Desmineralizacion: Disminucion o pérdida de una cantidad anormal de elementos

minerales, como potasio, calcio, etcétera.?’
Fitoquimicos: Son compuestos quimicos producidas por las plantas.®2

Macroalga: También conocidas como algas marinas, son caracteristicas conspicuas

y dominantes en los ecosistemas marinos.3?

Metabolitos: Conjunto de reacciones quimicas que efecttan las células de los seres

vivos con el fin de sintetizar o degradar sustancias.®*

Resistencia bacteriana: Es la capacidad del microorganismo para adaptarse

rapidamente a unas nuevas condiciones medioambientales.*

Streptococcus mutans: Es una de las bacterias que se encuentra permanentemente

en la boca e iniciadora de la caries dental.*

16



2.4 Formulacién de hipotesis

2.4.1 Hipotesis general

El extracto hidroetandlico de la Ulva fasciata en diferentes concentraciones tienen
diferencias significativas en sus efectos sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175.

2.4.2 Hipotesis especificas

HEL: El efecto antibacteriano del extracto hidroetanélico de Ulva fasciata al 25%
es menor que el efecto antibacteriano del extracto hidroetanélico de Ulva fasciata al
50%, sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

HEZ2: El efecto antibacteriano del extracto hidroetanolico de Ulva fasciata al 25%
es menor que el efecto antibacteriano del extracto hidroetan6lico de Ulva fasciata al
75%, sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

HE3: El efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Ulva fasciata al 50%
es menor que el efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Ulva fasciata al

75%, sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

HE4: El efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Ulva fasciata al 25%
es menor que el efecto antibacteriano del Gluconato de clorhexidina al 0.12%, sobre

cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

HEDS: El efecto antibacteriano del extracto hidroetanélico de Ulva fasciata al 50%
es menor que el efecto antibacteriano del Gluconato de clorhexidina al 0.12%, sobre

cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

HE®6: El efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Ulva fasciata al 75%
es mayor que el efecto antibacteriano del Gluconato de clorhexidina al 0.12%, sobre

cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

17



2.5 Operacionalizacion de variables

Variable Definicion Definicion operacional Dimensiones | Indicadores Item Instrumen | Escala de
conceptual to medicion
Extracto Es una | Sustancia que se obtuvo a partir de un | -Extracto Niveles de | Obtenciodn del | -Frascos No aplica
hidroetandlico sustancia protocolo de experimentacion  que hldroetanéllcp concentracién | extracto: rotulados
de Ulva fasciata | concentrada consistié en la recoleccion de la Ulva dIeZU(!/va fasciata -Seleccion
sobre el | formada por | fasciata y posteriormente la preparacion de al 25% -Lavado y
. - o o | EXtracto desinfeccion
crecimiento de | los compuestos | la muestra algal siendo el etanol de 70° el | , . -
. ) hidroetandlico -Secado
Streptococcus bioactivos de | solvente empleado y a partir de esta se . .
‘ ATCC | | | Ul lab | tractos hidroetandli de Ulva fasciata -Pulverizacion
mutans a alga Ulva | elaboraron los extractos hidroetandlicos a | -, -Almacenamiento
25175 fasciata cuyo | concentraciones de 25%, 50% y 75% para “Extracto -Preparacion  de
solvente es el | su respectiva comprobacion yi,. - los extrato
o . . . . hidroetanolico . "
etanol de 70°. | comparacidn de su actividad antibacteriana . hidroetandlicos
de Ulva fasciata
sobre cepas de Streptococcus mutans al 75%
ATCC 25175.
Actividad Definida como | Es el efecto antibacteriano del extractos | Susceptibilidad | Halo de | Clasificacion de | -Vernier De razon
cariogénica de | el efecto capaz | hidroetandlico de Ulva fasciata la cual se inhibicién en | actividad digital
las cepas de | de inhibir el | determind mediante los halos de inhibicién mm cariogénica: d
Streptococcus crecimiento y | frente a las cepas de Streptococcus mutans Alto : > 16 ;Egglrzzct:?én €
Mutans ATCC | proliferacion ATCC 25175, obtenidas a partir de la Medio:11- 15 de datos
25175 de los | incubacion de las placas Petri inoculadas y Bajo: <10

microorganism
0S.

enfrentadas a discos embebidas en los
diferentes extractos a 37° C durante 24
horas, para su posterior lectura de los
resultados.
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Capitulo I11: METODOLOGIA

3.1 Tipo de investigacion

Segun su finalidad del estudio: fue una investigacion aplicada, porque
pretendid dar respuesta a los problemas planteados, consolidando conocimientos
previos para su posterior aplicacion.*®

Por su profundidad: fue explicativa porque implicé realizar una serie de
acciones para luego mediante la observacion explicar porque ocurre un fenémeno
determinado y en qué condiciones se manifiesta; asi mismo, fue experimental
porque buscdé medir el efecto de la variable independiente sobre la variable
dependiente, asi mismo, el investigador intervino en manipulacion de las
variables.*’

Segun el enfoque: fue -cuantitativa, porque implica recolectar datos
fundamentados en la medicion, asi mismo, debido a que los datos son producto
de mediciones, se representan mediante nimeros y se deben analizar con métodos
estadisticos para confirmar y predecir fendmenos investigados, buscando
regularidades y relaciones causales entre elementos con el fin de demostrar las

teorias.*’

3.2 Método de Investigacion

Deductivo: Porque permiti6 iniciar el estudio a partir de hipétesis planteadas
surgidas de informacion previa y asumidas como verdaderas, para obtener

conclusiones tras su comprobacion; es decir, parte de lo general a lo particular.*®

3.3 Disefio de investigacion

Segun la intervencion del investigador: Experimental.
Segun la planificacién de la toma de datos: Prospectivo.
Segun el nimero de ocasiones en que se mide la variable: Transversal.

Segun el nimero de variables de interés: Analitico.

GEO: X 02
GCO:1 — O

19



Leyenda:

GEOa: Grupo experimental de placas Petri inoculadas con cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175 asignadas al azar, con observacion
antes de la aplicacion del tratamiento con extracto hidroetandélico del alga
Ulva fasciata a concentraciones de 25%, 50% y 75%.

GCOa1: Grupo control de placas Petri inoculadas con cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175 asignadas al azar, con observacion
antes de la aplicacion del Gluconato de clorhexidina al 0.12% Yy etanol a
70°

X: Tratamiento con extracto hidroetandlico del alga Ulva fasciata a
concentraciones de 25%, 50% y 75%.

— Ausencia de tratamiento con extracto hidroetanolico del alga Ulva
fasciata a concentraciones de 25%, 50% y 75%.

Oz2: Observacion del efecto antibacteriano después de aplicado el
tratamiento con extracto hidroetandlico del alga Ulva fasciata a
concentraciones de 25%, 50% y 75%.

Oz2: Observacion del efecto antibacteriano después de aplicado el
Gluconato de clorhexidina al 0.12% y etanol a 70°

3.4 Poblacion, muestra y muestreo

La poblacion estuvo conformada por cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175.
La unidad de analisis estuvo constituida por una placa Petri sembrada con

100 pl de suspension bacteriana de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Criterios de inclusién

Placas Petri sembradas con Cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175
previamente identificadas fenotipicamente por un método automatizado

Microscan.

Criterios de exclusién

Placas Petri con fracturas al momento de desempacar
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— Placas Petri con dafio colateral.
— Placas Petri sembradas con Cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175

que hayan sufrido contaminacion.

Muestra

— Para determinar el tamafio de la muestra, por ser experimental se empled

la férmula de comparacién de medias

n=2 (z% + zﬁ)z « (DE)2/(d?)

Donde:

n: tamafo de muestra para el grupo de estudio.

a: probabilidad de cometer error tipo I.

B: probabilidad de cometer error tipo II.

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

d: diferencia entre promedios para rechazar igualdad de medias.

Requerimientos:

* Confianza al 98% (0=0.02, Z=2.33).
* Potencia en la prueba del 80% ($=0.20, Z=0.84)
* DE: desviacion estandar; d: diferencia de medias (DE/d=0.7).

n = 2(2.33 + 0.84)2(0.7)?
n = 9.8 (Redondeo)
n = 10.

Por lo tanto la muestra sera de 10 repeticiones por cada grupo experimental.
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3.5 Técnicas e instrumentos de recojo de datos
Técnica: Observacion.
Instrumento de recoleccion de datos

Para recoger los resultados de las concentraciones de los extractos hidroetandlicos
de Ulva fasciata segun su porcentaje (25%, 50%, 75%), se emplearon frascos
rotulados de color ambar.

El instrumento usado para medir el efecto antibacteriano del extracto
hidroetandlico de Ulva fasciata sobre la actividad cariogénica del Streptococcus
mutans ATCC 25175 en este estudio fue un Vernier: el cual es un instrumento
disefiado para medir longitudes y confiable porque es un instrumento calibrado,
certificado con el estdndar de calidad ISO/IEC 17025, de marca CONTROL
COMPANY, Numero de Modelo 3415.

Asimismo, se elabord un formato de recoleccion de datos usada para el estudio en

la cual se colocaron los halos de inhibicion bacteriana obtenidas. (Anexo 1)

3.6 Técnicas de procesamiento y andlisis de datos

Recoleccion e identificacion taxondmica de la especie vegetal

Se recolectaron 2.5 kg de la macroalga Ulva fasciata de la playa de Huanchaco,
provincia de Trujillo, region La Libertad, durante el mes de junio del afio 2019.

Un ejemplar completo de la especie algal se llevé al Instituto del mar del Perd
(IMAPRE) para su identificacion taxondémica. (Anexo 6)
Preparacion de la muestra algal.*°

Seleccion:
Las macroalgas (Ulva fasciata) recolectadas se transportaron al laboratorio de

farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional
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de Trujillo donde se seleccionaron teniendo en cuenta que no haya otra especie
mezclada junto a ella.
Lavado y desinfeccion:
Se lavaron las macroalgas con agua destilada para eliminar los posibles
organismos epifitos y se desinfectd con hipoclorito de sodio al 0.5%.
Secado:
Las macroalgas (Ulva fasciata) se colocaron en papel Kraft, y se llevaron a secar
en estufa de circulacion de aire por conveccion forzada a 40 °C por 48 horas.
Pulverizacion:
Las macroalgas una vez secas se pulverizaron con ayuda de un molino.
Almacenamiento:
El polvo de las macroalgas se guardd en un frasco de vidrio de color &mbar de

boca ancha hasta su posterior uso.

Preparacion del extracto hidroetanélico del alga Ulva fasciata.*

Se pesaron 220 g de polvo seco de la macroalga, luego se colocd en un balén de
vidrio de 1 litro de capacidad afiadiéndole 500 ml de etanol-agua (7:3), se mezclaron
bien y se llevaron a reflujo por 4 horas. Transcurrido el tiempo, se llevo a filtrar el
extracto hidroetanolico al vacio con papel de filtro Whatman N° 1. Posteriormente,
el extracto hidroetanolico se concentrd en un rotavapor hasta obtener extracto blando.
Luego esto se llevo a secar a la estufa de circulacion de aire a 40 °C hasta obtener el
extracto seco. Al finalizar el proceso se peso el residuo seco de extraccion (10 g), a
partir de este, se prepararon las concentraciones de 25% (250 mg/mL), 50% (500
mg/mL), 75% (750 mg/mL) disueltas en etanol-agua (7:3) respectivamente.

Finalmente, los extractos etandlicos de Ulva fasciaa se guardaron en frascos de vidrio
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de color ambar rotulados segun porcentajes y en refrigeracion (4°C) hasta su posterior

utilizacion.

Evaluacién del efecto antibacteriano del extracto hidroetanoélico de Ulva fasciata

sobre el crecimiento de Streptococcus Mutans ATCC 25175.

Obtencion de la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.

La cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 fue obtenida del laboratorios Gen
Lab del Pert S.A.C. ubicada en el distrito de Lince del departamento de Lima, a
través de un servicio de encomiendas a la ciudad de Trujillo, directamente al
investigador. Posteriormente fue llevada al laboratorio de microbiologia de la
Escuela de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la

Universidad Nacional de Trujillo para su posterior uso.

Reactivacion de la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.

La reactivacion de la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175, se realiz6 a
partir de un cultivo liofilizado. Para lo cual se sembrard el cultivo liofilizado en un
balén de 50 mL conteniendo 25 mL de Caldo Brain Heart Infusion (BHI), luego se
incubo a 37°C por 24 — 48 horas en condiciones de microaerofilia y con el método
de la vela.

Para verificar pureza se sembro por estria en Agar TSA e incub6 a 37°C por 24 —
48 horas en condiciones de microaerofilia. Posteriormente se eligié una colonia
compatible con Streptococcus para realizar coloracion gram. A partir de una colonia
se sembro en caldo BHI y en Agar Tripticasa Soya (TSA), y se conservé en

refrigeracion hasta su posterior empleo.
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Evaluacién del efecto antibacteriano

La evaluacion del efecto antibacteriano, se realiz6 mediante el método Kirby

Bauer, de difusion en agar. *°

Estandarizacion del in6culo de Streptococcus mutans ATCC 25175.
La cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 mantenida en Caldo
BHI se sembr6 en Agar TSA, se incub6 bajo condiciones de
microanaerobiosis a 37°C durante 24 horas.
Luego, a partir de 1 colonia de Streptococcus mutans ATCC 25175 se
diluyd en caldo BHI o solucion salina fisiologica estéril hasta obtener una
turbidez semejante al tubo numero 0.5 del Nefelometro de Mac Farland

equivalente a 1.5 x 108 ufc/mL.

Inoculacion de las placas

Dentro de los 15 minutos siguientes a la estandarizacion del inéculo,
se tomo una alicuota de 100 pl y se coloco en cada una de las placas con
Agar Mueller Hinton, con un hisopo estéril sumergido en la suspension,
se distribuy6 la suspension bacteriana en tres direcciones para asegurar
una distribucion uniforme del in6culo en la placa. Se dejo secar la placa a
temperatura ambiente durante 3 a 5 minutos para que cualquier exceso de

humedad superficial sea absorbido.>

Preparacion de los discos con el extracto hidroetandlico de Ulva
fasciata

Se prepararon discos de papel filtro whatman namero 3 estériles, a los
cuales se coloco 50 pl de cada una de las concentraciones de 25%, 50% y
75% del extracto hidroetanolico. Luego, con una pinza estéril, se
colocaron los discos sobre las placas de Mueller Hinton inoculadas con la
cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.%°
Se empled como control positivo Gluconato de clorhexidina al 0.12% vy
como control negativo Etanol al 70%, y de cada uno de estos se colocaron
50 pl a discos de papel filtro Whatman N° 3 respectivamente.

Incubacion:
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Se incubaron las placas en posicion invertida dentro de los 15 minutos
posteriores a la aplicacion de los discos, a 37°C durante 24 horas en

microanaerobiosis utilizando jarra Gaspak y con el método de la vela.

- Lectura de los resultados
Después del tiempo de incubacion (24 horas) se examinaron cada placa,
se midieron los didmetros (mm) de los halos de inhibicién del crecimiento
alrededor de cada disco para lo cual se utilizé un vernier digital, abarcando

el diametro del halo.>® Se realizaron 10 repeticiones de cada ensayo.

Anélisis de la informacion
El analisis estadistico se realiz6 con el programa SPSS v. 22, y Microsoft Excel,
considerando el procedimiento que a continuacion se indica:

— Para determinar la diferencia del efecto antibacteriano de las distintas
concentraciones de Ulva fasciata, sobre cepas Streptococcus mutans primero
se empled el supuesto de Normalidad de la distribucion de valores, donde se
concluyé que en general los grupos presentan una distribucion normal
(Shapiro-Wilk).

— Se aplico el andlisis de varianza ANOVA (datos normales) con su respectivo
nivel de significancia 0.05 para comparar las varianzas entre las medias de
los diferentes grupos.

— Para las comparaciones multiples se utilizé el test de Duncan, para dar

respuestas segun cada objetivo.

3.7 Etica investigativa

Este estudio se baso en el Codigo de Etica de la Universidad Catélica los
Angeles de Chimbote, no presentd problema alguno ya que no existe la
participacion de personas u animales, solo el uso de microorganismos y soluciones
adquiridas por el investigador.>!

— Cuidado del medio ambiente y respeto a la biodiversidad: El estudio tuvo
como prioridad el cuidado integral del habitat del alga Ulva fascita

recolectada en el litoral trujillense, asi mismo se evito causar el minimo dafio
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al medio ambiente disminuyendo los efectos adversos durante la ejecucién
del presente proyecto con el manejo optimo y oportuno de los deshechos
bajo protocolos estandarizados.

— Proteccion de la persona: El investigador principal y su equipo de trabajo
respetaron las normas de bioseguridad durante la ejecucion del proyecto.

— Beneficencia y no maleficencia: Se consider6 obtener beneficio positivo sin
pasar por alto la vida y el bienestar de todos los participantes de este estudio
al disminuir los posibles efectos adversos para no causar dafio.

— Integridad cientifica: El investigador y equipo de trabajo evaluaron los
beneficios, riesgos y dafios sin encontrar contratiempos que impidan la
ejecucion del proyecto. De igual forma, los datos y fuentes empleados fueron
validos para el desarrollo del método cientifico.>*

Ademas, también se basé en las consideraciones de bioseguridad con la
manipulacion y eliminacion de desechos de los materiales de laboratorio dirigidos
por un profesional microbiélogo como: al finalizar el estudio las placas Petri con
cultivos utilizados fueron expuestas a 121° C Y 1 Bar de presion para su inactivacion
en autoclave con la finalidad de desechar el material bioldgico contaminado (método
fisico de eliminacion de microorganismos antes de ser eliminados como residuos

biocontaminados) aplicando las normas de manejo de desechos hospitalarios.>?
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Capitulo IV: RESULTADOS

4.1 Presentacion y analisis de resultados
Estadisticos descriptivos

Tabla 1: Estadisticos descriptivos del efecto antibacteriano del extracto

hidroetandlico de Ulva fasciata, sobre cepas de Streptococcus mutans

ATCC 25175.
Diametro (mm)
Grupos N Mediade o iacion
inhibicion tipica
antibacteriana

Extracto
hidroetandlico 10 11.90 0.81
al 25%
Extracto
hidroetanolico 10 15.41 0.74
al 50%
Extracto
hidroetandlico 10 20.50 1.70
al 75%
Etanol de 70° 10 8.24 0.43
Gluconato de
Clorhexidina al 10 15.96 0.55
0.12%

Fuente: Datos propios obtenidos de medicion.

Interpretacion:

La tabla 1 que se refiere a los estadisticos descriptivos es el resultado del
enfrentamiento llevado a cabo entre los extractos hidroetanolicos de Ulva fasciata al
25%, 50%, 75%, Gluconato de clorhexidina al 0.12% (control positivo) y el etanol
de 70° (control negativo) frente a las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175
inoculadas en placas Petri, en ellas se colocaron discos de papel estéril embebidas de
las sustancias ya mencionadas e incubadas con la técnica de microanaerobiosis a
37°C durante 24 horas para su posterior medicion, realizado con un Vernier digital
transcurrido el tiempo sugerido; para ello, las placas Petri fueron puestas bocabajo
observandose una traslucidez alrededor de los discos de papel, indicativo de

inhibicidn antibacteriana el cual se procedi6 a medir de un extremo al otro incluyendo
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el diametro del disco (6 mm) obteniendo una medida final por cada ensayo segin
cada grupo de experimentacion y vaciado a una base de datos para su analisis
estadistico. Esta tabla nos muestra el valor N que indica el nimero de ensayos (10
por cada grupo), en ella se puede observar al etanol de 70° (control negativo) quien
obtuvo el menor resultado entre todos los grupos evaluados en cuanto a la inhibicion
de sus halos, presentando una media de inhibicidn antibacteriana de 8.24 mm con
una desviacion tipica de 0.43, queriendo indicar que su mayor valor fue de 8.67 mm;
el extracto hidroetanolico al 25% presentd una media de inhibicion antibacteriana
de 11.90 mm con una desviacion tipica de 0.81 mm, queriendo indicar que su mayor
valor fue de 12.71 mm en cuanto a sus halos de inhibicion, asi mismo fue el que
menos inhibicion antibacteriana presentd respecto a las otras dos concentraciones de
extracto hidroetanolico de Ulva fasciata; el extracto hidroetandlico al 50% presentd
una media de inhibicion antibacteriana de 15.41 mm con una desviacion tipica de
0.74 mm, queriendo indicar que su mayor valor fue de 16.15 mm en cuanto a sus
halos de inhibicidn; asi mismo, fue el que presenté una similitud al resultado del
Gluconato de clorhexidina al 0.12% (control positivo), quien obtuvo una media de
inhibicion antibacteriana de 15.96 mm con una desviacion tipica de 0.55 mm
indicando que su mayor valor fue de 16.51mm en cuanto a sus halos de inhibicion;
finalmente, el extracto hidroetandlico al 75% obtuvo el mayor resultado entre todos
los grupos evaluados, present6 una media de inhibicion antibacteriana de 20.50 mm
con una desviacion tipica de 1.70 mm, queriendo indicar que su mayor valor fue de

22.20 mm en cuanto a sus halos de inhibicion.

4.2. Prueba de hipoétesis

Para determinar la diferencia del efecto antibacteriano de las distintas
concentraciones de Ulva fasciata, sobre cepas Streptococcus mutans, se realizé la
prueba de normalidad. Para la prueba de normalidad de la distribucion de valores se
utilizo la prueba de Shapiro-Wilk, usada para contrastar la normalidad de una muestra
menor a 50 datos por grupo. Permitiendo constatar si los resultados de las muestras
presentan una distribucion normal, necesaria para el procedimiento estadistico, para

los analisis de datos obtenidos, asi como también para la contrastacion de hipotesis.
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Este método consiste en ordenar las muestras de menor a mayor resultado, logrando

asi obtener el valor muestral.®®

PRUEBA DE NORMALIDAD

Tabla 2: Valores de Shapiro-Wilk de las diferentes concentraciones del extracto

hidroetandlico de Ulva fasciata.

Tratamientos - Halos de inhibicion (mm)

Repeticiones _ Extract,o- _ Extract,o' _ Extract,o' Gluzznato
hidroetandlico hidroetandlico hidroetandlico Etanol 70° clorhexidina
al 25% al 50% al 75% a1 0.12%
1 11.7 14.9 18.9 8.1 15.1
2 12.4 15.1 19.5 9.1 16.2
3 12.3 16 21.3 8 16.6
4 10.6 154 20.3 8.2 155
5 12.1 14.7 21.7 8.9 15.2
6 12.7 154 21 7.7 16.3
7 11.9 16 19.2 8.1 16.4
8 10.9 14.2 21.4 8 15.8
9 11.2 16.8 17.9 8 15.9
10 13.2 15.6 23.8 8.3 16.6
Promedio 11.90 15.41 20.50 8.24 15.96
p 0.955 0.985 0.880 0.042 0.344
Prueba de
N(%r:;?i'r%"’}d Normalidad ~ Normalidad ~ Normalidad Norrr’\llzfli dag 'Normalidad
Wilk)

Interpretacion:

Al tener menos de 50 datos por cada grupo, se uso la prueba de normalidad de
Shapiro-Wilk, para evaluar la distribucion normal de los datos. De la tabla 2, se puede
observar que existe la prevalencia de los grupos de datos con una significancia mayor
a 0.05 (p > 0.05), es decir que los datos presentan una distribucion normal
provenientes del extracto hidroetandlico al 25%, 50%, 75% y el Gluconato de
clorhexidina al 0.12%, siendo los datos del etanol de 70° los Unicos que no
presentaron normalidad al tener una significancia menor a 0.05. Con lo cual se pudo
concluir, que en general los grupos presentaron una distribucién normal, para la

aplicacion de pruebas paramétricas.
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Formulacion de hipotesis

Ho: Los datos provienen de una distribucion normal

Ha: Los datos no provienen de una distribucion normal
Nivel de significancia: a = 0.05

Aplicacion de estadistica: Shapiro-Wilk

Regla de decision:

p (sig*) > 0.05: Se acepta la hipotesis nula Ho
p (sig*) < 0.05: Se rechaza la hipotesis nula Ho, es decir se acepta la hipotesis alterna
Ha.

Mediante la prueba de Shapiro-Wilk (Butler Christopher, Statistics in Linguistics,
pag.214), se obtuvo un p (sig*) = p > 0.05 (Tabla 2). Se acepta la hipotesis nula Ho
y se rechaza la hipotesis alterna Ha. Es decir, los datos provienen de una distribucién

normal.

Tabla 3: Valor de la significancia de ANOVA de las diferentes concentraciones

del extracto hidroetanélico de Ulva fasciata.

Diametro (mm)

Grupos N Mediade oo iocien  Sig. (p)*
inhibicion tipica
antibacteriana

Extracto

hidroetandlico 10 11.90 0.81

al 25%

Extracto

hidroetanélico 10 15.41 0.74

al 50%

Extracto 0.000

hidroetandlico 10 20.50 1.70

al 75%

Etanol de 70° 10 8.24 0.43

Gluconato de

clorhexidina al 10 15.96 0.55

0.12%

Fuente: Datos propios obtenidos de medicion.
p*: prueba ANOVA, nivel de significancia estadistica (p<0.05)
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Interpretacion:

De la tabla 3, aplicada la prueba paramétrica ANOVA, se obtuvo (p = 0.000 <
0.05), de lo cual podemos indicar que si existe una diferencia estadistica entre los
tratamientos. Es decir, si existe diferencia estadisticamente significativa entre los

tratamientos evaluados.

Formulacion de hipotesis general

Ho: El extracto hidroetandlico de la Ulva fasciata en diferentes concentraciones no
tienen diferencias significativas en sus efectos sobre cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175.
Ha: El extracto hidroetanolico de la Ulva fasciata en diferentes concentraciones
tienen diferencias significativas en sus efectos sobre cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175.

Nivel de significancia: a = 0.05
Aplicacion de estadistica: ANOVA
Regla de decision:

p (sig*) > 0.05: Se acepta la hipdtesis nula Ho
p (sig*) < 0.05: Se rechaza la hipétesis nula Ho, es decir se acepta la hipotesis alterna
Ha.

Mediante la prueba paramétrica ANOVA (Castor Guisande, Tratamiento de datos,
pag.376), se obtuvo un p (sig*) = 0.000 < 0.05. (Tabla 3). Se rechaza la hipotesis nula
Ho, es decir se acepta la hipdtesis alterna Ha. Indicando que, el extracto hidroetanédlico
de la Ulva fasciata en diferentes concentraciones tienen diferencias significativas en

sus efectos sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175

Para las comparaciones multiples se utilizé el test de Duncan, para dar respuestas
segun cada objetivo.
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Tabla 4: Valor de las comparaciones maltiples del test de Duncan de las diferentes

TEST DUNCAN

concentraciones del extracto hidroetanélico de Ulva fasciata.

Grupos

Subconjunto para alfa =0.05 - (Test Duncan)

1 2 3 4

Etanol 70°
Extracto
hidroetanolico al
25%

Extracto
hidroetandlico al
50%

Gluconato de
clorhexidina
0.12%

Extracto
hidroetandlico al
75%

10

10

10

10

10

8.24

11.90

1541

15.96

20.50

Sig.

1.00 1.00 0.207 1.00

Fuente: Datos propios obtenidos de medicion.
Nivel de significancia estadistica (p<0.05)

Interpretacion:

En la tabla 4, se observa que respecto al diametro (mm), el etanol de 70° present6
el menor efecto antibacteriano con una media de inhibicion antibacteriana de 8.24
mm, el extracto hidroetanolico al 25% una media de inhibicién antibacteriana de
11.94 mm, el extracto hidroetandlico al 50% una media de inhibicion antibacteriana
de 15.41 mm, el Gluconato de clorhexidina al 0.12% una media de inhibicion
antibacteriana de 15.96 mm y el extracto hidroetandlico al 75% una media de
inhibicidn antibacteriana de 20.50 mm, presentando el mayor efecto antibacteriano.
En conclusion, los extracto hidroetanodlicos al 25%, al 75% vy etanol 70° si
presentaron diferencia estadisticamente significativa; asi mismo, los extractos
hidroetandlicos al 50% vy Clorhexidina 0.12% no presentaron diferencia

estadisticamente significativa.
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Formulacion de hipotesis especificas
HE1

Ho: El efecto antibacteriano del extracto hidroetanolico de Ulva fasciata al 25% no
es menor que el efecto antibacteriano del extracto hidroetanélico de Ulva fasciata al
50% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.
Ha: El efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Ulva fasciata al 25% es
menor que el efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Ulva fasciata al
50% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Nivel de significancia: a = 0.05

Aplicacion de estadistica: Tests Duncan

p (sig*) vs y2—ys = p(sig*¥) vs 11.90-15.41 = 1.00<3.51
Regla de decision:

p (sig*) > vi - yj: Se acepta la hipétesis nula Ho
p (sig*) <yi - Y;j: Se rechaza la hipotesis nula Ho, es decir se acepta la hipdtesis alterna
Ha.

Mediante la prueba de Duncan (Patricia Yscapa, Pruebas o comparaciones de
rangos multiples, pag 20), se obtuvo un p (sig*) < i - y;. (Tabla 4). Se rechaza la
hip6tesis nula Ho, es decir se acepta la hipétesis alterna Ha; indicando que el efecto
antibacteriano del extracto hidroetanolico de Ulva fasciata al 25% es menor que el
efecto antibacteriano del extracto hidroetanolico de Ulva fasciata al 50% sobre cepas
de Streptococcus mutans ATCC 25175; evidenciandose diferencia estadisticamente

significativa entre ambos grupos.

HE?2

Ho: El efecto antibacteriano del extracto hidroetanolico de Ulva fasciata al 25% no
es menor que el efecto antibacteriano del extracto hidroetanélico de Ulva fasciata al
75% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.
Ha: El efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Ulva fasciata al 25% es
menor que el efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Ulva fasciata al
75% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.
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Nivel de significancia: a = 0.05

Aplicacion de estadistica: Tests Duncan

p (Sig*) vs y2—ys = p(sig*) vs 11.90 — 20.50 = 1.00 < 8.60
Regla de decision:

p (sig*) >vi - yj: Se acepta la hipdtesis nula Ho

p (sig*) <yi - Y;j: Se rechaza la hipotesis nula Ho, es decir se acepta la hipdtesis alterna
Ha.

Mediante la prueba de Duncan (Patricia Yscapa, Pruebas o comparaciones de rangos
multiples, pag 20), se obtuvo un p (sig*) < i - y;. (Tabla 4). Se rechaza la hipotesis
nula Ho, es decir se acepta la hipdtesis alterna Ha; indicando que el efecto
antibacteriano del extracto hidroetanolico de Ulva fasciata al 25% es menor que el
efecto antibacteriano del extracto hidroetanolico de Ulva fasciata al 75% sobre cepas
de Streptococcus mutans ATCC 25175; evidenciandose diferencia estadisticamente

significativa entre ambos grupos.

HE3

Ho: El efecto antibacteriano del extracto hidroetanolico de Ulva fasciata al 50% no
es menor que el efecto antibacteriano del extracto hidroetanélico de Ulva fasciata al
75% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Ha: El efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Ulva fasciata al 50% es
menor que el efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Ulva fasciata al

75% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Nivel de significancia: a = 0.05

Aplicacion de estadistica: Tests Duncan

p (sig*) vs ya—ys = p(sig*) vs 15.41 —20.50 = 1.00<5.09
Regla de decision:

p (sig*) >vi - yj: Se acepta la hipétesis nula Ho
p (sig*) <yi - yj: Se rechaza la hipotesis nula Ho, es decir se acepta la hipotesis alterna
Ha.
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Mediante la prueba de Duncan (Patricia Yscapa, Pruebas o comparaciones de
rangos multiples, pag 20), se obtuvo un p (sig*) <vyi - y;. (Tabla 4). Se rechaza la
hipotesis nula Ho, es decir se acepta la hipotesis alterna Ha; indicando que el efecto
antibacteriano del extracto hidroetanolico de Ulva fasciata al 50% es menor que el
efecto antibacteriano del extracto hidroetandélico de Ulva fasciata al 75% sobre cepas
de Streptococcus mutans ATCC 25175; evidencidndose diferencia estadisticamente

significativa entre ambos grupos.

HE4

Ho: El efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Ulva fasciata al 25% no
es menor que el efecto antibacteriano del Gluconato de clorhexidina al 0.12% sobre
cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.
Ha: El efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Ulva fasciata al 25% es
menor que el efecto antibacteriano del Gluconato de clorhexidina al 0.12% sobre
cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Nivel de significancia: a = 0.05

Aplicacion de estadistica: Tests Duncan

p (Sig*) vs y2—Vyas = p(sig*) vs 11.90 - 15.96 = 1.00 < 4.06
Regla de decision:

p (Sig*) >vi - yj: Se acepta la hipétesis nula Ho
p (sig*) <yi - y;: Se rechaza la hipdtesis nula Ho, es decir se acepta la hipotesis alterna
Ha.

Mediante la prueba de Duncan (Patricia Yscapa, Pruebas o comparaciones de
rangos multiples, pag 20), se obtuvo un p (sig*) <vyi - y;. (Tabla 4). Se rechaza la
hip6tesis nula Ho, es decir se acepta la hipétesis alterna Ha; indicando que el efecto
antibacteriano del extracto hidroetanolico de Ulva fasciata al 25% es menor que el
efecto antibacteriano del Gluconato de clorhexidina al 0.12% sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175; evidenciandose diferencia estadisticamente

significativa entre ambos grupos.
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HES

Ho: El efecto antibacteriano del extracto hidroetanolico de Ulva fasciata al 50% no
es menor que el efecto antibacteriano del Gluconato de clorhexidina al 0.12% sobre
cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.
Ha: El efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Ulva fasciata al 50% es
menor que el efecto antibacteriano del Gluconato de clorhexidina al 0.12% sobre
cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Nivel de significancia: a = 0.05

Aplicacion de estadistica: Tests Duncan

p (Sig*) vs y3—ys = p(Sig*) vs 15.41 -15.96 = 0.207 <0.55
Regla de decision:

p (sig*) > Vi - yj: Se acepta la hipétesis nula Ho
p (sig*) <yi - Y;j: Se rechaza la hipotesis nula Ho, es decir se acepta la hipdtesis alterna
Ha.

Mediante la prueba de Duncan (Patricia Yscapa, Pruebas o comparaciones de
rangos multiples, pag 20), se obtuvo un p (sig*) < i - y;. (Tabla 4). Se rechaza la
hipotesis nula Ho, es decir se acepta la hipétesis alterna Ha; indicando que el efecto
antibacteriano del extracto hidroetanolico de Ulva fasciata al 50% es menor que el
efecto antibacteriano del Gluconato de clorhexidina al 0.12% sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175; asi mismo, segun la prueba de Duncan, ambos
grupos no presentan diferencia estadisticamente significativa al estar ubicados en la
misma columna de la tabla tras haber ordenado los datos, asi como el casi obtener el

mismo resultado en su media de inhibicion antibacteriana.

HEG6

Ho: El efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Ulva fasciata al 75% no
es mayor que el efecto antibacteriano del Gluconato de clorhexidina al 0.12% sobre

cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.
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Ha: El efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Ulva fasciata al 75% es
mayor que el efecto antibacteriano del Gluconato de clorhexidina al 0.12% sobre

cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Nivel de significancia: a = 0.05

Aplicacion de estadistica: Tests Duncan

p (sig*) vs ys—ys = p(sig*) vs 20.50 — 15.96 = 1.00 < 4.54
Regla de decision:

p (Sig*) >vi - y;: Se acepta la hipotesis nula Ho
p (sig*) <yi - Y;j: Se rechaza la hipotesis nula Ho, es decir se acepta la hipotesis alterna
Ha.

Mediante la prueba de Duncan (Patricia Yscapa, Pruebas o comparaciones de
rangos multiples, pag 20), se obtuvo un p (sig*) <vyi - y;. (Tabla 4). Se rechaza la
hipotesis nula Ho, es decir se acepta la hipotesis alterna Ha; indicando que el efecto
antibacteriano del extracto hidroetandlico de Ulva fasciata al 75% es mayor que el
efecto antibacteriano del Gluconato de clorhexidina al 0.12% sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175; evidenciandose diferencia estadisticamente

significativa entre ambos grupos.

4.3.Discusion de resultados

En la actualidad, hay numerosos estudios dirigidos a buscar nuevos compuestos
con actividad antimicrobiana, tomadas de la naturaleza tras observar sus mecanismos
de accidn frente a diversos microorganismos, dentro de esos estudios se encuentran
las algas marinas, que se han traducido como fuentes para obtener moléculas
bioactivas.®’

En este estudio experimental se comparé el efecto antibacteriano del extracto
hidroetandlico de Ulva fasciata a tres concentraciones (25%, 50% y 75%) sobre
cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175; demostrando en sus resultados la
susceptibilidad de los Streptococcus mutans a la actividad antibacteriana de los
extractos hidroetandlicos de Ulva fasciata (mientras la concentracién del extracto

aumenta, mayores son sus halos de inhibicion). De igual manera, el efecto
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antibacteriano de las tres concentraciones del extracto hidroetandlico de Ulva
fasciata fueron significativamente mayores que el etanol al 70%; asi mismo, no hubo
diferencia significativa en el efecto antibacteriano entre el extracto al 50% vy el
Gluconato de clorhexidina al 0.12%. Dando a entender que la Ulva fasciata presentan
algunos componentes como la lectina, el cual actuaria sobre determinados azUcares
como &cidos muramicos, &cidos N-acetil-glucosamina, acidos N-acetil-muramicos y
acidos muramildipéptidos que se encuentran en las membranas celulares de bacterias
generando aglutinacion de estas, dando a conocer su actividad antibacteriana contra
bacterias Gram positivas.>®

Al comparar el efecto antibacteriano de las tres concentraciones del extracto
hidroetandlico de Ulva fasciata, se demostrd6 que todas presentaron efecto
antibacteriano sobre las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, observandose
que la concentracion al 75% tuvo una efectividad mayor. Este estudio es similar a
los realizados por Mofeed J, et al.?® y Langeswaran K, et al.?? los cuales también
demostraron el efecto antibacteriano de la Ulva fasciata con métodos similares a este
estudio pero con otras cepas de microorganismos Gram positivos y otros solventes.
Este efecto podria darse por la participacion en conjunto de sus compuestos
fitoquimicos como terpenoides, taninos, compuestos fendlicos y cumarinas debido
a su capacidad de unirse a proteinas bacterianas como las enzimas y las de las
membranas celulares, dafiando la pared y la membrana de permeabilidad de la
bacteria.®?

Al realizar la comparacion del efecto antibacteriano de las tres concentraciones
del extracto hidroetandlico de Ulva fasciata y el Gluconato de clorhexidina al 0.12%
sobre las cepas de Streptococcus mutans, este estudio demostrd que la concentracién
al 75% tiene mayor accidn antibacteriana que el Gluconato de clorhexidina al 0.12%;
asi mismo, no hubo diferencia significativa en cuanto a la accién antibacteriana entre
la concentracion al 50% y el Gluconato de clorhexidina al 0.12%, elegida como
control positivo por su actividad antibacteriana de amplio espectro siendo activa
frente a microorganismos (Gram+ y Gram-), hongos, dermatofitos y algunos virus.**
Estos resultados pueden haberse dado debido a que la Ulva fasciata sintetiza
compuestos bioactivos como alcaloides, flavonoides, taninos, esteroides y saponinas,
ademas de terpenoides, compuestos fendlicos y compuestos heterociclicos que

pueden tener potencia antibacteriana frente a microorganismos Gram positivos y
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Gram negativos.>* Abdel-Khaliq A, et al.'” en su estudio demostr6 la actividad
antimicrobiana de la Ulva fasciata contra bacterias Gram positivas y Gram negativas
entre ellas el Streptococcus mutans, logrando la inhibicion del crecimiento de dicha
bacteria; su actividad puede estar atribuida a los compuestos fendlicos (componentes
quimicos del alga) al afectar el crecimiento y metabolismo de las bacterias, teniendo
un efecto activador o inhibidor sobre el crecimiento microbiano dependiendo de su
constitucion y concentracion.®

Continuando con lo anterior, el estudio de Archana G, et al.?! obtuvo en sus
resultados que la actividad antibacteriana de la Ulva fasciata fue menos efectiva en
las cepas bacterianas Gram positivas (menores halo de inhibicion) que en las Gram
negativas, esto puede deberse a las variaciones en el material 0 metodologia
empleada (medios de cultivo, microorganismos empleados y la composicion quimica
de los extractos obtenidos a través de diferentes solventes) ademas de variaciones en
la madurez del alga, su hébitat, y la influencia ejercida por factores ambientales y
geogréaficos sobre ellas alterando su composicion.?

Por otra parte, al comparar el efecto antibacteriano de las tres concentraciones de
extracto hidroetandlico de Ulva fasciata y el etanol de 70° sobre las cepas de
Streptococcus mutans, se demostré que la Ulva fasciata tuvo mayor efecto
antibacteriano en sus tres concentraciones en comparacion con el etanol de 70° que
actla como solvente. Estos resultados pueden haberse dado debido a una de las
caracteristicas del solvente usado durante la preparar los extractos hidroetanélicos de
Ulva fasciata, que es extraer compuestos fitoquimicos como los compuestos
fendlicos, responsables del efecto antibacteriano.*

Tomando como referencia la eficacia antibacteriana del extracto hidroetanolico
de Ulva fasciata sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, se deben
realizar mas estudios detallados en la identificacion de compuestos bioactivos de la
Ulva fasciata y su relacién con la actividad antibacteriana para futuras aplicaciones

de esta macroalga en el campo de la salud.’
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Capitulo V: CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS

5.1 Conclusiones

— Se determind que el extracto hidroetandlico de Ulva fasciata si present6 efecto
antibacteriano sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

— Al comparar el efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Ulva fasciata al
25% y 50% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, el extracto de Ulva
fasciata al 50% present6 mayor efecto antibacteriano.

— Al comparar el efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Ulva fasciata al
25% y 75% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, el extracto de Ulva
fasciata al 75% present6 mayor efecto antibacteriano.

— Al comparar el efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Ulva fasciata al
50% y 75% sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, el extracto de Ulva
fasciata al 75% present6 mayor efecto antibacteriano.

— Al comparar el efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Ulva fasciata al
25% vy el Gluconato de clorhexidina al 0.12% sobre cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175, el Gluconato de clorhexidina al 0.12% presentdé mayor efecto
antibacteriano.

— Al comparar el efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Ulva fasciata al
50% vy el Gluconato de clorhexidina al 0.12% sobre cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175, presentaron similitud en el efecto antibacteriano.

— Al comparar el efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Ulva fasciata al
75% vy el Gluconato de clorhexidina al 0.12% sobre cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175, el extracto de Ulva fasciata al 75% presentdé mayor efecto

antibacteriano.
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5.2 Sugerencias

Realizar més estudios con la alga Ulva fasciata cuya finalidad sea medir su efecto
antibacteriano frente a otro tipo de microorgismos patdgenos presentes en la cavidad
bucal ya que en la actualidad no existen trabajos de investigacion a nivel nacional
que lo demuestre.

Realizar estudios a profundidad del alga Ulva fasciata para determinar su
composicion fitoquimica que resulta de gran importancia al momento de desarrollar
alglin medicamento tanto para el area odontolégica como para otras areas.

Realizar estudios de esta alga Ulva fasciata para evaluar su toxicidad y a partir de
esta sea viable la elaboracion de productos como enjuagues, dentifricos entre otros
para el sector de salud.

Se sugiere a las industrias farmacéuticas invertir mas en investigacion, destinadas a
separar los principios activos de los extractos naturales con la finalidad de incluirlos
en productos como dentifricos, colutorios entre otros producto dentales en beneficio

de la sociedad.
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ANEXOS

Anexo 1: Instrumentos de medicién

A. Variable: Extracto hidroetanélico de Ulva fasciata

Instrumento de medicion (Frascos de vidrio color ambar rotulados)
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B. Variable: Actividad cariogénica del Streptococcus mutans ATCC 25175

Instrumento de medicion (Vernier digital)
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o No lubrication is ever required on the ultra-smooth slide bar, runs on the supplied battery

for 10,000 hours

| e Supplied: carrying case, battery, Traceable® Certificate
Cat. No. 3415 3416 3417 3418
Material Stainless-steel Carbon Fiber
Measuring range 6°/150mm 8'/200mm 4"100mm 6%/150mm
Resolution 0.0005 inch/0.01mm 0.01 inch/0.1mm
Accuracy +0.001" or 0.03mm +0.01" or £0.2mm
Depth Bar Yes No
Thumb roller/Lock screw Yes No
Non-metallicinon-conductive No Yes
Dimensions 28x716cm 28x7.6cm 178x64cm 241x76cm
Weight 141.75¢ 1709 28349 5679
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Instrumento de medicion (Formato de recoleccién de datos)

Tiempo:

24h

Repeticiones

DIAMETRO DE HALO DE INHIBICION (mm)

TRATAMIENTOS

Extracto al
25%

Extracto al
50%

Extracto al
75%

Etanol
70°

Clorhexidina
0.12%

10
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Anexo 2: Ficha técnica del instrumento

Calibrador Vernier Digital 150mm

Ficha técnica:
- Varilla de profundidad
- Mandibula de medicion interior
- Mandibula de medicion exterior
- Pantalla: pantalla LCD Color principal: Negro / Plata
- Botdn cero
- Boton OFF/ON
- Boto6n para cambio de unidad de medicién
- Rango de medicidn: 0-150 mm / 0-6 pulgadas
- Resolucién: 0.1 mm/0.01 pulgadas
- Repetibilidad: 0.1 mm / 0.01 pulgadas
- Velocidad maxima de medicién: 1.5 m/ seg o 60 pulgadas / seg
- Potencia: Una bateria (no incluida), LR44 / SR44 /| AG13 1.5V
- Tamafio total: 235 * 77 * 15 mm / 9.25 "* 3.03 "* 0.59" (aprox.)
- Tamafio de la pantalla LCD: 40*15 mm / 1.57"*0.59" (aprox.)

Caracteristicas:
- Vernier digital compuesto por una regla fija donde estan graduadas las escalas
de medicion (mm, in) que permiten tomar tres tipos de medida: Exterior,
interior y profundidad.
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Anexo 3: Constancia de calibracion del instrumento

CONSTANCIA DE CALIBRACION

Constancia de calibracion del Instrumento Yo, DAVID ZAVALETA VERDE, BIOLOGO
Microbiologo v docente de |1a escuela Profesional de Microbiologia v Parasitologia de

la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Macional de Trujillo, con registro
de CBEP M. 7941, dejo constancia de haber calibrade a la alumna Judith Jenifer Alayo
Ticlio, en uso de su instrumento de recoleccion de datos para obtener las medidas de
halos de inhibicion del crecimiento bacteriano, en los laboratorios de la Universidad
Macional de Trujillo, de su proyecto de investigacion titulada “Efecto antibacteriano
del extracto hidroetanolico de Ulva fasciatz sobre Sfrepfococcus mutans ATCC
25175, Trujillo-2019.

Se aclara que, desde la emision del presente documento todos los resultados y el
contenido obtenido en la parte microbiologica pasan a ser propiedad intelectual de la

autora Judith Jenifer Alayo Ticlio, identificada con DHMI: 70154250, se expide la
constancia para los fines que ella crea conveniente.

Atentamente

ff
Vayd Zavalets \irdg
RN YT
Lo AL i 5
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Anexo 4: Base de datos

Diametros de los halos de inhibicion del extracto hidroetandlico de Ulva Fasciata a

diferentes concentraciones, sobre Streptococcus mutans ATCC 25175

Tiempo:

24h

Repeticiones

DIAMETRO DE HALO DE INHIBICION (mm)

TRATAMIENTOS

Extracto al Extracto al Extracto al Etanol Clorhexidina
25% 50% 75% 70° 0.12%
1 11.7 14.9 18.9 8.1 15.1
2 12.4 15.1 19.5 9.1 16.2
3 12.3 16 21.3 8 16.6
4 10.6 15.4 20.3 8.2 15.5
5 12.1 14.7 21.7 8.9 15.2
6 12.7 15.4 21 7.7 16.3
7 11.9 16 19.2 8.1 16.4
8 10.9 14.2 21.4 8 15.8
9 11.2 16.8 17.9 8 15.9
10 13.2 15.6 23.8 8.3 16.6
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Anexo 5: Matriz de consistencia

FORMULACION DEL

VARIABLES

TITULO HIPOTESIS OBJETIVOS DIMENSIONES METODOLOGIA
PROBLEMA
“Efecto Problema general: Hipotesis general: Objetivo general: Variable -Extracto Tipo:
antibacteriano | ¢Tiene efecto | El extracto Hidroetandlico de | - Determinar los niveles | independiente: | hidroetandlico - Aplicada
del  extracto | antibacteriano el extracto | la Ulva fasciata en diferentes | de efecto antibacteriano | Extracto de Ulva fasciata | - Experimental
Hidroetandlic | hidroetandlico de Ulva | concentraciones tiene | del extracto | hidroetandlico al 25% - Cuantitativa
0 de Ulva | fasciata en diferentes | diferencias significativas en | hidroetandlico de Ulva | de Ulva fasciata
fasciata sobre | concentraciones, sobre | sus efectos sobre cepas de | fasciata de diferentes | sobre el | -Extracto Método:
cepas de | cepas de Streptococcus | Streptococcus mutans. ATCC | concentraciones,  sobre | crecimiento de | hidroetandlico - Deductivo
Streptococcus | mutans ATCC 25175? 25175. cepas de Streptococcus | Streptococcus de Ulva fasciata
mutans ATCC | Problemas especificos: Hipotesis especificas: mutans ATCC 25175. mutans ATCC | al 50% Disefio:
25175, PELl: ¢(Quién tiene mayor | HEL: El efecto antibacteriano | Objetivos especificos: 25175 - Experimental
Trujillo — | efectos antibacteriano, el | del extracto hidroetandlico de | OEL1: Comparar el efecto -Extracto - Prospectivo
2019~ extracto hidroetandlico de | Ulva fasciata al 25% es menor | antibacteriano del hidroetandlico - Transversal
Ulvafasciataal 25% o el de | que el efecto antibacteriano | extracto hidroetandlico de de Ulva fasciata | - Analitico
50% sobre cepas de | del extracto hidroetandlico de | Ulva fasciata al 25% vy al 25%
Streptococcus mutans | Ulva fasciata al 50%, sobre | 50% sobre cepas de Poblacién y muestra:
ATCC 25175? cepas de  Streptococcus | Streptococcus mutans - Streptococcus mutans
PE2: ;(Quién tiene mayor | mutans ATCC 25175. ATCC 25175. Variable ATCC 25175
efecto antibacteriano, el | HE2: El efecto antibacteriano | OE2: Comparar el efecto | dependiente: - 10 ensayos por cada
extracto hidroetandlico de | del extracto hidroetandlico de | antibacteriano del | Actividad - Suceptibilidad | grupo (5 grupos)
Ulva fasciata al 25% o el de | Ulva fasciata al 25% es menor | extracto hidroetandlico de | cariogénica de
75% sobre cepas de | que el efecto antibacteriano | Ulva fasciata al 25% y | las cepas de Técnica:
Streptococcus mutans | del extracto hidroetandlico de | 75% sobre cepas de | Streptococcus - Observacion
ATCC 25175? Ulva fasciata al 75%, sobre | Streptococcus mutans | Mutans ATCC
PE3: ¢(Quién tiene mayor | cepas de  Streptococcus | ATCC 25175. 25175 Instrumentos de
efectos antibacteriano, el | mutans ATCC 25175. OE3: Comparar el efecto recoleccidn de datos:

extracto hidroetandlico de
Ulva fasciata al 50% o el de
75% sobre cepas de

HE3: El efecto antibacteriano
del extracto hidroetandlico de
Ulva fasciata al 50% es menor

antibacteriano del
extracto hidroetandlico de
Ulva fasciata al 50% y

- Frascos rotulados
- Vernier digital
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Streptococcus mutans
ATCC 25175?

PE4: (Quién tiene mayor
efectos antibacteriano, el
extracto hidroetandlico de
Ulva fasciata al 25% o el
Gluconato de clorhexidina
al 0,12% sobre cepas de
Streptococcus mutans
ATCC 25175?

PE5: ¢Quién tiene mayor
efectos antibacteriano, el
extracto hidroetanélico de
Ulva fasciata al 50% o el
Gluconato de clorhexidina
al 0,12% sobre cepas de
Streptococcus mutans
ATCC 25175?

PE6: (Quién tiene mayor
efectos antibacteriano, el
extracto hidroetandlico de
Ulva fasciata al 75% o el
Gluconato de clorhexidina
al 0,12% sobre cepas de
Streptococcus mutans
ATCC 25175?

gue el efecto antibacteriano
del extracto hidroetanolico de
Ulva fasciata al 75%, sobre
cepas de  Streptococcus
mutans ATCC 25175.

HE4: El efecto antibacteriano
del extracto hidroetanolico de
Ulva fasciata al 25% es menor
que el efecto antibacteriano
del Gluconato de clorhexidina
al 0.12%, sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC
25175.

HES: El efecto antibacteriano
del extracto hidroetanolico de
Ulva fasciata al 50% es menor
que el efecto antibacteriano
del Gluconato de clorhexidina
al 0.12%, sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC
25175.

HEG6: El efecto antibacteriano
del extracto hidroetanodlico de
Ulva fasciata al 75% es mayor
qgue el efecto antibacteriano
del Gluconato de clorhexidina
al 0.12%, sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC
25175.

75% sobre cepas de
Streptococcus ~ mutans

ATCC 25175.
OE4: Comparar el efecto
antibacteriano del

extracto hidroetanodlico de
Ulva fasciata al 25% y
gluconato de clorhexidina
al 0,12% sobre cepas de
Streptococcus mutans

ATCC 25175.
OES5: Comparar el efecto
antibacteriano del

extracto hidroetandlico de
Ulva fasciata al 50% y
gluconato de clorhexidina
al 0,12% sobre cepas de
Streptococcus mutans

ATCC 25175.
OE6: Comparar el efecto
antibacteriano del

extracto hidroetandlico de
Ulva fasciata al 75% y
gluconato de clorhexidina
al 0,12% sobre cepas de
Streptococcus ~ mutans
ATCC 25175.

- Formato de recoleccion
de datos

Métodos de analisis de
investigacion:

-Recoleccién e
identificacion taxonémica
del alga

-Preparacion de la
muestra algal

-Obtencion de la cepa de
Streptococcus mutans
ATCC 25175
-Reactivacion de la cepa

- Inoculacion en las placas
Petri

-Preparacion de los discos
de papel estériles
embebidas  con los
tratamientos.

-Incubacion

-lectura de los resultados
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Anexo 6: Otros

Chasificacion

Reino  Pantae

Subreine  Viridpiantee
Phytum (Dbviston)|  Chioophys

Especie  Uhve foscoto Delile, 1813

Bl nombre sceptado de e11a especie o3 U loctuco Linnaeus, 1753

Referencia consultaoa

Guiry, MO & Guiry G M (2019) AlgaeBase World-wide slsctronic
of ireland. Galway (taxonomic nformation republished frism
Guiry). UNo foscioto Delie. 1813 Accessad through: World
ML/ ww Marnespeces OTg/a0Na pho Tp stanceraily
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Gen Lab del Peri s.A.C
Ge“l. Jr. Capac Yupanqul N, 2454 RUC N°:20501262260
del Per e FACTURA
S eesbraisolbonspy ELECTRONICA
T e v gabporn oo F002-000167

Fecha omisién : 20032010
Fecha Veto : 2002010

Chliente: UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES DE CHIMBOTE

Direccion: SR TUMBES NRO. 247 CENTRO COMERCIAL ¥ FINANG
CHIMBOTE - SANTA - ANCASH - Pery

Tipo Movimiento : ANTICIPOS

Orden Compra: COTIZ 18034525
Gusla de Remiaion :

N* Pedido : 021874

RUC : 20319956042

Wam:
Cédigo  Descripcion Cant UM m Dscto  Sub-Total
A K S¥eptococcus mutans denved trom A 1 1 UND 1266 0.00 3246
TRESCIENTOS SESENTA Y OCHO CON 34100 SOLES Anticipo 0.00
Op. Gravada & 31208
GV 18% 528
importe Total S/ 3854
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CONSTANCIA

Yo, MARILU ROXANA SOTO \.-"ASQUEZ= Quimico Farmacéutico v docente de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo, con registro
del CQFP: 06952

Dejo constancia de haber colaborado con la alumna JUDITH JENIFER ALAYO
TILCLIO, identificada con DNI 70154250 con domicilio legal en Calle Santiago
Marifios 1102 Int “C”, estudiante de la Facultad de Facultad de Ciencias de la Salud.
Escuela Profesional de Odontologia de la Universidad Catolica los Angeles de Chimbote,
en la ejecucion del provecto de investigacion: “Efecto antibacteriano del extracto
hidroetanélico de Ulva fasciata sobre cepas de Estreptococcus mutans ATCC
251757,

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

Trujillo 18 de junio del 2019

G

. a. MARILU Q&x{ri SOTO VASQUEZ

Cosrts lnvntlndou de la Facultad de Farmacia y Bloquimica
Laboratorio de Farmacognosia
Universidad Nacional de Trujillo
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CONSTANCIA

Yo, David Zavaleta Verde, Biologo Microbiologo y docente de la Escuela
Profesional de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Nacional de Trujillo, con registro del CBP N°
7941.

Mediante la presente dejo constancia de haber colaborado con la alumna
JUDITH JENIFER ALAYO TICLIO identificada con DNI 7015425, con domicilio
legal en Calle Santiago Marifios 1102 Int "C" La Esperanza; estudiante de la
Faculta de Ciencias de la Salud, Escuela Profesional de Odontologia de la
Universidad Catodlica Los Angeles de Chimbote, en la ejecucion del proyecto
de investigacion “Efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de
Ulva fasciata sobre cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175”.

Trujillo 26 de junio del 2019

l / ‘/.
/4

SRR

. w.P 794

/-
-
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CONSTANCIA

Yo. DAVID JONATAN CUBA CAMPOS con DNI: 45488304, Ingeniero Estadistico

de la Universidad Nacional de Trujillo

Dejo constancia de haber colaborado con la alumna ALAYO TICLIO JUDITH
JENIFER, identificada con DNI: 70154250, con domicilio legal Santiago Marifios
1102 int. C, La Esperanza- Trujillo, estudiante de la facultad de Ciencias de la Salud,
Escuela Profesional de Odontologia de la universidad Catolica los Angeles de

Chimbote

Se hace constar que colaboro con el andlisis estadistico de la tesis titulada EFECTO
ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO HIDROETANOLICO DE Ulva fasciata

SOBRE CEPAS DE Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo- 2019,

Se expide la presente constancia  solicitud del interesado.

Trujillo, 27 de jumo 2019.
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Macroalga Ulva fasciata con la cual se realizé la ejecucion del proyecto
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Recoleccion de la especie ulva fasciata en la playa de Huanchaco
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Preparacion de la muestra algal
Lavado de las macroalgas para eliminar los posibles organismos y pesado en balanza
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Secado
Las macroalgas (Ulva fasciata) colocada en papel Kraft y llevado a secar en estufa de

circulacion de aire por conveccion forzada a 40 °C por 48 horas.
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Pulverizacién

Las macroalgas una vez secas se pulverizaron con ayuda de un molino.

r

Almacenamiento
El polvo de las macroalgas se guardo6 en un frasco de vidrio de color ambar de boca ancha

hasta su posterior uso.
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Preparacion del extracto hidroetanolico del alga Ulva fasciata
Se pesaron 220 g de polvo seco de la macroalga y se colocé en un baldn de vidrio de

1 litro de capacidad, afiadiéndole 500 ml de etanol-agua (7:3), se mezclaron bien y se

llevaron a reflujo por 4 horas.
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Preparacion de las concentraciones de los extractos

El residuo seco de extraccion (10 g) obtenido al finalizar el proceso, se peso y a partir de
este se prepararon las concentraciones de 25% (250 mg/mL), 50% (500 mg/mL), 75%

(750 mg/mL) disueltas en etanol-agua (7:3) respectivamente. Finalmente, los extractos

etanolicos de Ulva fasciata se guardaron en frascos de vidrio de color &mbar
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Extracto hidroetandlico de Ulva fasciata, a diferentes concentraciones

Control negativo (etanol 70°) y control positivo (Clorhexidina 0.12%)
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Evaluacién del efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico de Ulva fasciata
sobre el crecimiento de Streptococcus Mutans ATCC 25175

Sistema conteniendo cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Tubo con medio de cultivo BHI, conteniendo la cepa de Streptococcus mutans ATCC
25175 reactivada.
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Tubo conteniendo Streptococcus mutans ATCC 25175 estandarizado a la concentracion
1.5x10% UFC/ml
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Inoculacioén de las placas.
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Lectura de los resultados
Después del tiempo de incubacion 24 a 48 horas se examina cada placa 'y se meden los

diametros (mm) de los halos de inhibicion del crecimiento alrededor de cada disco.
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Control positivo clorhexidina al 0,12% y control negativo etanol 70°
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Se midieron los didmetros de halos de Inhibicién de los extractos al 25%, 50% 75%
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