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RESUMEN

Este estudio comparé el efecto antibacteriano de seis concentraciones de
extracto hidroetanolico y colutorio a base de la semilla de Caesalpinia spinosa
(Tara) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175. La poblacién estuvo
constituida por cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175. Fueron
sembrados en cultivo liofilizado en tubos de 5ml decaldo Brain Heart infusion
(BHI) y para valorar la pureza se sembré por estriaen Agar TSYBT. También,
se recaudo la planta de Caesalpinia spinosa (Tara) y de ello se elaboraron el
extracto hidroetanodlico y el colutorio de la semilla en diferentes
concentraciones, extracto hidroetanélico al 10%, 20% y colutorio al 10 y al
20%, asi como también un control negativoal 10 % y un control positivo al
20%. EIl efecto antibacteriano se evalu6 por medio del método de KIRBY
BAUER. El colutorio al 20% logré la primera medida con 25.7 mm seguido
del 10% una medida de 21.1mm. Se aplico la prueba ANOVA, encontrando
(P = 0.000). Lo cual nos indico que existe diferencia estadistica significativa
entre los dos tipos de concentraciones. En conclusion, el colutorio a base de
la semilla de Caesalpinia spinosa (Tara) al 20% presentdé mayor efecto
antibacteriano frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, a diferencia de

otras concentraciones.

Palabras clave: Caesalpinia spinosa, Colutorio, Streptococcus mutans.
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ABSTRACT

This study compared the antibacterial effect between six concentrations of
hydro-ethanol extract and mouthwash based on the seed ofCaesalpine spinach
(Tara) against Streptococcus mutans ATCC 25175. The population consisted
of strains of Streptococcus mutans ATCC 25175. Which were sown in
lyophilized culture in 5ml tubes of Brain Heart infusion broth (BHI) and to
evaluate the purity, it was seeded by stretch marks in TSYBT Agar. In
addition, the Caesalpina spinosa (Tara) plant was collected and identified from
which the hydro-ethanol extract and the mouthwash of the seed were prepared
in different concentrations, 10%, 20% and 105% and 20% hydro-ethanol
extract, as well as well as a 10% negative control and a 20% positive control.
The antibacterial effect was evaluated by the KIRBY BAUER method. The
20% mouthwash obtained the first measurement with

25.7 mm followed by 10% a measure of 21.1 mm. The ANOVA test was
applied, finding (P = 0.000). Which indicates that there is a significant
statistical difference between the two types of concentrations. In conclusion,
the 20% Caesalpine spinosa (Tara) seed based mouthwash had a greater
antibacterial effect against Streptococcus mutans ATCC 25175, unlike other

concentrations.

Keywords: Caesalpinia spinosa, Mouthwash, Streptococcus mutans
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|. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Planteamiento del problema

En la actualidad la caries dental se considera una enfermedad infectocontagiosa
generada por la liberacion de &cidos lacticos producidos por las bacterias
presentes en la cavidad oral (Streptococcus mutans, Lactobacillus,
Actinomyces). Dando inicio a la aparicion de lesiones cariosas que afecta a la
poblacién en general.®) Para las afecciones orales como caries dental,
gingivitis, etc, aln no se han encontrado metodos especificos de prevencion es
por ello que genera intriga en los estudiantes de odontologia para seguir
buscando métodos preventivos naturales, en el Peri encontramos una
diversidad de plantas medicinales como lo es Caesalpinia spinosa (Tara) la
cual cuenta con efectos antinflamatorios, antisépticos, anticancerigenos, etc. Es
por ello que mediante esta investigacion queremos dar a conocer la efectividad
antibacteriana que posee esta planta medicinal y asi demostrar que puede ser
util como método preventivo natural o también usado como un principio activo
en farmacos o ingrediente de enjuagues bucales, pastas dentales, ya que si no
encontramos métodos preventivos la poblacion seguiria siendo victima de esta
enfermedad (caries dental) que aqueja principalmente a nifios la cual genera
destruccidn total de las piezas dentales y perdida de ellas en tiempo anticipado,
es por ello que es importante resaltar las propiedades de esta planta y realizar
mas investigaciones sobre el efecto antibacteriano que presenta el extracto
hidroetandlico y colutorio a base de la semilla de Cesalpinia spinosa (Tara),
para que pueda ser recomendados como un tratamiento natural y que pueda ser
usado como tal en las zonas andinas las cuales son las méas perjudicadas ya que
no cuenta con recursos econdmicos para Visitar al dentista periddicamente y

de alguna manera puedan aliviar ciertas dolencias o inflamaciones orales.



1.2 Formulacion del problema

1.2.1 Problema general

¢Cual tiene mayor efecto antibacteriano el extracto hidroetandlico a base de
la semilla de Caesalpinia spinosa (Tara) o el colutorio a base de la semilla
de Caesalpinia spinosa (Tara) en la actividad cariogenica de Streptococcus
mutans ATCC 25175 Trujillo 2019?

1.3.1 Objetivo general

Comparar el efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico a base de la
semilla Caesalpinia spinosa (Tara) con el efecto del colutorio a base de la
semilla de Caesalpinia spinosa (Tara) en la actividad cariogenica de
Streptococcus mutans ATCC 25175 Trujillo 2019.

1.4 Justificacion de la investigacion

Este trabajo se realiz6 con la finalidad de dar a conocer el efecto
antibacteriano que presenta el extracto hidroetandlico y el colutorio a base de
la semilla de Caesalpinia spinosa (Tara), con la evidencia recolectada y los
resultados obtenidos los laboratorios podrian darle mas valor a los efectos
antibacterianos que presentan estas semilla de la tara y optar por usarlo como
un principio activo de analgésicos o elaborar diversos elementos preventivos
como son enjuagues bucales, pastas dentales, pastas profilacticas, y asi
comercializarse como un producto de bajo costo pero con beneficios
favorables para la salud oral en la poblacion més vulnerable.



Il. MARCO TEORICO
2.1 Antecedes de la investigacion

Guillen R. (Quito — 2015), present6 su tesis denominada Estudio in vitro de
la eficacia antibacteriana del extracto alcohdlico de Caesalpinia spinosa (tara)
al 100 % e hipoclorito de sodio al 5,12 % sobre el Enterococcus faecalis para
obtener su titulo profesional como Cirujano Dentista en la Universidad Central
de Ecuador. El objetivo de su investigacion fué determinar si ambas soluciones
presentaban efectividad antibacteriana, los resultados demostraron que hubo
crecimiento de halos inhibitorio para ambas soluciones, sin embargo la que
presentd mayor efecto antibacteriano durante las 24 horas fué el Hipoclorito
de sodio de 5.25 %, pero dentro de las 48 y 72 se registré un crecimiento de
halo inhibitorio del extracto de tara en concentracion de 100 %, concluyendo
que el extracto alcoholico posee un efecto mayor y prolongado en comparacion

del Hipoclorito de sodio.®

Bazan L. (Cajamarca - 2018), presentd su tesis en la cual evalu6 la
efectividad antibacteriana del extractos acuoso e hidroalcoholico de la tara
sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, para optar su titulo como Cirujano
Dentista en la Universidad Privada Antonio Guillermo Urrelo (UPAGU). El
objetivo de su investigacion fué determinar cual de los extractos en las
diferentes concentraciones tiene mayor efecto antibacteriano sobre
Streptococcus mutans, para determinar su efecto realiz6 10 repeticiones tanto
del extracto acuoso como del hidroalcohdlico, el control positivo fué
clorhexidina al 0.12 %. Los resultados demostraron que la mayor efectividad
lo presenté el extracto acuoso al 100 % con un halo de inhibicion de 11.4 mm,
mientras que el extracto hidroalcohdlico presenté un halo de 6.mm, sin
embargo, la clorhexidina registr0 un halo inhibitorio de 16.35mm.
Concluyendo que el extracto acuoso como el hidroalcoholico en
concentraciones del 100 % presentan efectividad bacteriana, pero no superar

la efectividad de la clorhexidina al 0.12 %. @



CanoD. (Puno - 2017), presento su tesis titulada Efecto inhibitorio in vitro de
lainfusion y aceite de Caesalpinia spinosa (tara) sobre cepas de Streptococcus
mutans, para optar su titulo profesional como Cirujano Dentista en la
Universidad Nacional del Antiplano. Su estudio fué de tipo experimental,
cuyo proposito fué evaluar el efecto inhibitorio de la infusion y del aceite en
diversas concentraciones sobre Streptococcus mutans, tanto la infusion como
el aceite lo presentaron en diversas concentraciones de 50 %, 75 % y 100 %,
para el control positivo clorhexidina al 0.12 % y control negativo agua
destilada. Los resultados demostraron que el mayor efecto antibacteriano lo
presento el aceite esencial con una medida de 18.09 mm y 15.04 mm entre las
24y 48 horas, mientras que la infusion al 100 % presentd una medida de 14.63
mm en 48 horas. Concluyendo asi que la mayor efectividad bacteriana lo

presento el aceite esencial de la tara. ©

Cortez K. (Cajamarca - 2017), presentd su tesis Actividad antibacteriana in
vitro del extracto hidroalcohdlico de las vainas de taya, frente a Streptococcus
mutans, para obtener su titulo de Quimico Farmacéutico en la Universidad
Privada Antonio Guillermo Urrelo (UPAGU), su estudio fué de disefio
experimental, su objetivo evaluar la actividad antibacteriana del extracto de
las vainas de la taya en diversas concentraciones sobre Streptococcus mutans.
Como control positivo clorhexidina al 0.12 % y control negativo etanol de 70°.
En los resultados se demostro que el extracto hidroalcoholico al 100 % obtuvo
una medida de 13mm, y para el control positivo fué de 25mm y para el control
negativo fué de 6mm. Concluyendo que a mayor concentracion del extracto de
la taya mayor sera su efectividad antibacteriana sobre Streptococcus mutans.



Montenegro A. (Lima - 2014), presentd su trabajo de investigacion
Actividad antibacteriana de un extracto alcohdlico de tara en cepas de
Porphyromonas gingivalis, para titularse como estomatologo en la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, su estudio fué de tipo
experimental cuyo propdsito fue determinar si el extracto presenta efecto
antibacteriano en diversas concentraciones sobre cepas de Porphyromonas
gingivalis. Los resultados mostraron que el mayor halo de crecimiento lo
presento el extracto en las concentraciones de 12,5 mg/ml y 50 mg/ml con una
medida de 25mm para ambas concentraciones, para el control negativo el
mayor halo fué de 7mm vy para el control positivo fué de 9mm. Concluyendo
que el extracto, si presenta efectividad antibacteriana sobre Porphyromonas

gingivalis. ®

Huarino M. (Peru - 2013), presento su articulo titulado Efecto antibacteriano
de la tara sobre flora salival mixta. Este trabajo se realiz6 con el objetivo de
determinar la efectividad de la tara mediante un extracto alcohdlico de
diferentes concentraciones, se utiliz6 un control positivo clorhexidina al 0.12
% y control negativo de 70°. Los resultados fuero que el efecto antibacteriano
del extracto de la tara sobre flora mixta salival muestra una mayor efectividad
proporcional a su concentracion y los resultados entre el control positivo y
negativo no existe diferencia significativa por lo que se concluye que el

extracto de tara si presentd efecto antibacteriano sobre la flora mixta salival.
(6)



Ascate M. (Trujillo — 2021), presento su tesis titulada Comparacion, in vitro,
del efecto antibacteriano de un colutorio a base de extracto hidroetandlico de
la Cesalpinia spinosa (Tara) en diversas concentraciones sobre cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25715, para optar el titulo profesional de
Cirujano Dentista en la Universidad Catdlica los Angeles de Chimbote. Su
trabajo fué de tipo cuantitativo cuyo objetivo fué comparar la efectividad
antibacteriana del colutorio frente a Streptoccocus mutans en las
concentraciones de 25 %, 30 % y 35 %, obteniendo como resultado que el
colutorio al 35 % present6 un mayor efecto antibacteriano con una medida de
19.3mm a diferencia de las demas concentraciones. Concluyendo que el
colutorio a base de la tara si presenta efectividad bacteriana sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175,

Abanto M. (Trujillo - 2016), presentd su tesis titulada Efecto antibacteriano
in vitro del extracto etandlico de tara sobre Streptococcus mutans, para
titularse como Cirujano Dentista en la Universidad Nacional de Trujillo. Su
estudio fué de disefio experimental cuyo objetivo fué analizar la efectividad
antibacteriana del extracto en diversas concentraciones sobre las bacterias.
Dentro de los resultados el extracto etandlico demostraron que desde la
concentracion minima hasta la concentracion méas elevada presentaban
efectividad bacteriana proporcional a su porcentaje (extracto al 80 % medida
inhibitoria de 14.80mm). Concluyendo que a mayor concentracion del
extracto etanolico mayor sera su efectividad inhibitoria del desarrollo de

Streptococcus mutans. ®



Centurion V. (Trujillo - 2015), present6 su tesis Efecto antibacteriano in
vitro en diversas concentraciones del extracto etandlico de Caesalpinia
spinosa sobre Streptococcus mutans ATCC 35668, para optar su maestria en
la Universidad Privada Antenor Orrego. Su investigacion fué de tipo
experimental y su objetivo fué calcular la efectividad bacteriana del extracto,
se trabajé con 3 controles, control positivo clorhexidina, control negativo
etanol y un porcentaje de concentracion similar para lograr realizar la
comparacion. Los resultados demostraron que el extracto al 30 % tuvo un halo
de inhibicion superior a las demas concentraciones concluyendo que el
extracto de la tara si presenta efectividad en Streptococcus mutans. ©)



2.2 Bases tedricas cientificas

Actividad Cariogenica del Streptococcus mutans
Caries dental

Es considerada una de las enfermedades mas comunes en la actualidad que
aqueja a nifios y adultos, presenta diversas manifestaciones clinicas, asi como
también una gran cantidad de factores de riesgo predisponente. Actualmente es
considerada una infeccion bacteriana multifactorial la cual se caracteriza por la
desintegracion o desmineralizacion de las piezas dentales causando la perdida
de los mismos, originada por la accién de los microrganismos que constituyen
la placa bacteriana, también se considera una enfermedad contagiosa que en
nifios suele contagiarse de padres a hijos, por lo general suele presentarse con
lesiones habitualmente graduales, las cuales si no son tratadas a tiempo va
progresando pasando al esmalte, dentina y llegando finalmente a la pulpa
dental, teniendo, asi como resultado final signos de inflacion, dolor y pérdida
total de la pieza dental. *?

Tiempo

La placa bacteriana es de indole acidogénica y aciddrica que presentan los
microrganismos que la poseen y es capaz de dar inicio al desarrollo de caries
dental, por otro lado, los carbohidratos suelen ser uno de los factores
principales ya que al permanecer un tiempo prolongado adherido en las piezas
dentales obtienen un Ph acido logrando asi desmineralizar el esmalte dental.
(11

Dieta

La dieta es unos de los principales factores para que las bacterias puedan
lograr aglutinarse y causar afeccion en las piezas dentales, es necesario la
presencia del consumo de carbohidratos, principalmente de la sacarosa ya que
es considerado uno de los factores principales por ser un carbohidrato
fermentable considerado en un rango elevado en la aparicion de caries, pues
en conjunto con las bacterias estas liberan un &cido lactico encargado de la
desmineralizacion del esmalte dental dando paso a la aparicion y desarrollo

de las lesiones cariosas. (12



Bacterias

En la boca del ser humano se puede encontrar entre 200 a 300 especies de
bacterias, encargadas de dar inicio a la aparicion de las lesiones cariosas sobre
las piezas dentales, ya que estas se adhieren a la pelicula adquirida la cual se
forma a base de las proteinas localizadas sobre el esmalte dental para de ese
modo puedan aglutinar formando asi el biofilm. Inicialmenteen la placa
bacteriana se pueden encontrar bacterias Gram positivas las cuales se
considera menos ofensivas ya que su capacidad de generar &cidos y
polisacéridos es menor y esto se debe a las condiciones anaerdbicas de las
bacterias que se encuentran mas profundas para luego ser sustituidas por
bacterias Gram negativas y desde ese momento se considera a la placa

cariogenica. ¥

Streptococcus mutans

Son microrganismos los cuales se encuentran presentes en la cavidad oral en
grandes cantidades y variedades como son Cocos Gram positivos, inmdviles
anaerobios facultativos ya que fueron aislados e identificados por Clarke. Los
denominados mutans debido a su forma mutante en las cuales presenta:
Cocobacilos (Forma ovalada) en un medio acido y Coco (forma redonda) en
un medio alcalino. ¥

Los Streptococcus mutans son los responsables de cambiar el Ph alcalino a un
pH acido de 5.5 por lo cual da inicio a la de desmineralizacion del esmalte
dental. También se debe mencionar que los Streptocus mutans forman parte del
microbiota normal de la cavidad oral y suelen aparecer de la mano con el inicio

de laerupcion dental. ¢4

Atcc

Es una herramienta fundamental la cual se utiliza para el control de calidad
dentro de un laboratorio microbioldgico en donde las cepas son certificadas
para ser utilizadas en diversas especialidades como en clinicas, farmacéuticas

cosméticas o ambiéntales. °



Efecto antibacteriano de Caesalpinia spinosa (Tara)
Caesalpinia spinosa (Tara)

Es un arbol de origen peruano, su hombre cientifico es Caesalpinia spinosa
la cual es denominada tara, en un 97 % crece de manera silvestre siendo los
mayores productores los departamentos de Cajamarca, La Libertad,
Ayacucho y Tacna, tiene un promedio de 500 especies a nivel mundial la cual
posee una extensa variedad de propiedades farmacologicas antiinflamatorias,

asi como también antiulcerosas. t6)
Caracteristicas de Caesalpinia spinosa

Es una planta que nace con naturalidad en tierras semisecos con temperaturas
calidas de 14, 7°y 27,5 ° C. Nombre cientifico Caesalpinia spinosa, reino
Plantae, division Magnoliopsida, subclase Rosidae, orden Fabales, genero
Caesalpinia, especie spinosa, nombre vulgar: Tara, Es un arbol que puede
Ilegar a medir aproximadamente 5m de altura y en arboles pequefios de 2 a
3m por lo general crecen torcidos el tronco presenta una corteza con espinosa
de color marrdn, sus hojas tienen una forma de plumas de color verde obscuro
con medidas aproximadamente de 9 a 11cm de largo y sus ramas espinosas,
sus flores de color amarillo rojizo y las vainas o legumbres presentan un color
verde cuando estas nacen y segin su maduracién van cambiando de color, son
aplanados y por dentro arenosas y presentan de 8 a 12 semillas ovoides de
color marrén. La Caesalpinia spinosa se exhibe durante 4 etapas del afio en
condiciones de cultivo, el tiempo de cosecha mas comun es en enero y agosto
ylas épocas de floracion es a partir de julio, perdurando hasta los dias de

noviembre. 1)

Composicion quimica de la tara
Esta compuesta por taninos los cuales se encuentran conformados por una

gran comunidad de agregados hidrosolubles con la contextura polifenolica.
an
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Los taninos

Los taninos lo podemos encontrar en una mayor concentracion en las vainas
de la tara. Son polimeros polifenolicos que generan las plantas los cuales son
los encargados de generar proteinas, polisacaridos, etc. que favorece a las
plantas como agente defensivo contra insectos, también se pueden considerar

astringentes. 7
Flavonoides

Los flavonoides son importantes ya que suelen formar un complejo de
proteinas solubles y extracelulares logrando asi inhibir el crecimiento de las
bacterias. Los flavonoides provienen la asimilacion secundaria de las verduras
a través del mismo sentido del acido shikimico y el sentido de los policetidos.
Estos se pueden encontrar en las verduras y se localizan generalmente en la
mayoria de las plantas, principalmente en partes superiores como las hojas,

las flores y los frutos. ")
Propiedades y usos medicinales

Externamente todos los compuestos a base de droga rica en taninos, como los
cocimientos, se utilizan para neutralizar hemorragias locales, inflamacion en
la cavidad oral, bronquios, quemaduras, contrarresta la diarrea, afecciones
vesiculares, amigdalitis, sinusitis, dolor estomacal, resfriados, etc. Las
principales son: a) Antidotos, b) astringentes, ¢) antisépticos, d) protectores y

e) antioxidantes. ‘®
Usos principales

» Medicina por efectos antiinflamatorios, antibacterianos, antisépticos y
antimicoticos.

Elaboracion de aceites

Industria textil

Taninos para el curtido del cuero

Clarificacién de vinos

vV V V V V

Aglutinantes para pinturas &
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2.2 Definicion de términos basicos

Caries dental: enfermedad transmitible y originada por diversos

factores de origen infeccioso que afecta a las piezas dentales. %)

Streptococcus mutans: microorganismo cariogénico asociado a la

caries dental. 4

Atcc: Herramienta indispensable para el control de calidad en

laboratorios microbioldgicos. ¢

Caesalpinia spinosa: Planta originaria de Sudamérica que posee

propiedades medicinales. 6

Taninos: Grupo de sustancias distribuidas en el reino vegetal
encontradas en el tallo, semillas frutos, etc. ¢

Flavonoides: sustancias de bajo peso molecular producida por

casi todas las plantas vasculares. ")
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2.4 Formulacién de hipoétesis
2.4.1 Hipdtesis general

Efecto antibacteriano del extracto hidroetanolico a base de la semilla
Caesalpinia spinosa (Tara) es menor que el efecto del colutorio a base
de la semilla de Caesalpinia spinosa (Tara) en la actividad cariogenica
de Streptococcus mutans ATCC 25175 Trujillo 2019.

13



2.5 Operacionalizacion de variables

Tabla 1: Operacionalizacién de variables

24-48 horas.

Variables Definicion Definicion Dimensiones | Indicadores | Items Instrumento Escala de
Conceptual Operacional medicion
Efecto antibacteriano del Accion de una | El efecto
extracto y colutorio a base | sustancia con gn'ltibacteriano -Ef_et():to _ ;}I_Eé(tracto I iSeIeccién de | Guia | del \o sy
L . el extractoy | antibacteriano | hidroetandlico a muestra procedimiento o aplica
de Casalpinia spinosa propiedades colutorio se del extracto al10%y 20 % | -Lavado de y de lectura de
(Tara). capaces  de | gptendran hidroetandlico la tara resultados.
erradicar 0 | medjante -Colutorio al -Secado
inhibir el | mediciones de 10 %y 20 % -Molienda
desarrollo de | halos de -Efecto -tamizaje.
bacterias inhibicion. antibacteriano -Preparacion
orales. 19 del colutorio del extracto
y el
colutorio.
La actividad
Actividad cariogenica del Grupo de cariogenica del | -Alta Tamafio de halo | Reactivacion | Calibrador tipo
Streptococcus mutans ATCC | bacterias que Streptococcus | -Media de inhibicién | y sembrado | VERNIER
25175 tienen la mutans se -Baja registrado en | de las sepas | digital que | De razén
capacidad de observara mm. por estriade | tiene como
generar mediante el agar finalidad medir
afeccion en la crecimiento de tripticasa una longitud.
cavidad oral. @ | halos en las soya
placas petrry incubaran




METODOLOGIA

3.1. Tipo de la investigacion

Experimental porque busca medir el efecto de la variable

independiente sobre la variable dependiente. %

3.2. Método investigacion

Deductivo es un método de razonamiento que consiste en tomar

conclusiones generales para obtener explicaciones particulares. ¢

3.3. Disefio de la investigacion

Prospectivo porque se registrara la informacion segun ocurran los
efectos. @D

Transversal porque la investigacion se centrara en analizar el nivel
de las variables es un momento dado del tiempo. 29

Analitico porque el estudio se centrara en una relacion causa —

efecto. @Y

15



3.4. Poblacién y muestra

El tamafio de muestra para el presente estudio es:

(Za/Z +Zs )2 2s?

(X1 - X2
Donde:
Z0/2 = 1.96; coeficiente de la distribucion normal para un 0=0.05
7B = 0.84; coeficiente de la distribucion normal para un = 0.20
$S=094 (X1 - X2)
El cual es un valor asumido por no estar completa la informacion

sobre los valores paramétricos en estudios similares.
Luego reemplazando obtenemos:
n = 14 ensayos o discos de difusion

Es decir, se necesitardn 18 placas Petri para realizar los 14

ensayos en los 6 grupos.

- Colutorio a base de la semilla de Caesalpinia spinosa
(Tara)al 10 %

- Colutorio abase de la semilla de Caesalpinia spinosa
(Tara)al 20 %

- Extracto hidroetandlico a base de la semilla de Caesalpinia
spinosa (Tara) al 10 %

- Extracto hidroetandlico a base de la semilla de Caesalpinia
spinosa (Tara) al 20 %

- Clorhexidina de 0.12 %. Control positivo

- Etanol de 70°. Control negativo

16



3.5. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
Técnica

Técnica: Observacional directa.

Instrumento de medicion

El instrumento de medicion para este trabajo fue un calibrador de tipo Vernier
que tiene como finalidad medir la una longitud, este calibrador es confiable ya
que se encuentra certificado con el estandar de calidad 1ISO 9001, de marca
MITUYOTO numero de modelo 500-157-30.

Del permiso para la ejecucién del estudio

Se redactd y envi6 una solicitud dirigida al responsable del laboratorio de la
Universidad Nacional de Trujillo, con la finalidad de obtener una autorizacion
para desarrollar la parte experimental del estudio en el laboratorio de
Farmacognosia, asi mismo se solicit6 el apoyo del profesional a cargo de dicho

laboratorio hasta la ejecucion final de este estudio.

Recoleccién de la muestra

Se recolect6 1 Kg del fruto de Caesalpinia spinosa (Tara) del jardin botanico
de Plantas Medicinales “Rosa Elena De los Rios Martinez” de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de Truijillo, situado a 34
m.s.n.m. en el distrito de Trujillo, departamento de La Libertad. La
recoleccion de la especie se realizé por el método convencional o clésico de
herborizacion, para lo cual se selecciono el material en el campo, a horas de la

mafiana, verificando que esté en buenas condiciones. 9
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Identificacion y determinacion taxondémica de la especie

Un ejemplar completo de la planta se llevo al Herbario Truxillense de la
Universidad Nacional de Trujillo, para su identificacion y verificacion

taxonomica segun el sistema filogenético de la especie.
3.6. Técnicas de procesamiento y analisis de datos

Seleccion de la muestra: El material recolectado fué llevado al laboratorio de
Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional de Trujillo, en donde se elimino las sustancias extrafias presentes en
el material vegetal.

Lavado de la droga: Luego de la separacion de las sustancias extrafias, se
procedio a lavar la muestra con agua destilada y desinfectada con hipoclorito
de sodio.

Secado: Una vez desinfectada, la muestra, fué secada en estufa a 40°C. por 3
dias.

Molienda: Se procedi6 a separar las semillas del fruto de Caesalpinia spinosa
y se pulverizé con ayuda de un molido.

Tamizaje: Se tamizo las semillas molidas con el tamiz N° 0.75, y luego se
colocd en frascos de vidrio de color &mbar para su posterior utilizacion. (23)
Preparacion del extracto hidroetandlico

- Se pesaron con exactitud 50g de polvo de las semillas de Caesalpinia
spinosa, previamente pulverizadas y tamizadas. Luego se afidié 500 mL de
etanol- agua.

- Luego se llevo a reflujo a una temperatura de 600C a 800C por 4 horas.

- El producto se filtrd 3 veces, primero con papel filtro Whatman N° 41, un
segundo filtrado se realizo con papel filtro Whatman N°4 y por ultimo un tercer
filtrado fué en papel Whatman N°2. Obteniéndose un extracto purificado libre

de gérmenes.
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La solucidon resultante fue llevada a sequedad en una cdmara de secado al
vacié a una presion reducida y a una temperatura de 40 °C; luego se peso el
residuo seco y se guardd en refrigeracion a 2 °C en frasco de vidrio de color
ambar estéril. Del residuo seco, se preparé las concentraciones de 10% y 20%
disueltas en etanol-agua respectivamente. Finalmente, los extractos etanolicos
se guardaron en frascos de vidrio de color &mbar estériles en refrigeracion

hasta su utilizacion en el ensayo antibacteriano. 2

Preparacion del colutorio
Se prepar6 dos concentraciones de colutorio de Caesalpinia spinosa (tara)

de acuerdo a la siguiente formulacién:

Tabla 2.

Férmula de colutorio a base de extracto hidroetanélico de
Caesalpinia spinosa (tara) al 10 %o.

Sustancia Porcentaje

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

Glicerina 18,38 %
Sorbitol 5,63 %
Alcohol 96° 6,25 %
Extracto de Caesalpinia spinosa 10 %
Agua destilada c.s.p 80 ml
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Tabla 3.

Formula de colutorio a base de extracto hidroetandlico de
Caesalpinia spinosa (Tara)

Sustancia Porcentaje
Emal 70 (Lauril éter sulfato de sodio) 3,75 %
Glicerina 18,38 %
Sorbitol 5,63 %
Alcohol 96° 6, 25 %
Extracto de Caesalpinia spinosa (tara) 40.0 %
Agua destilada c.s.p 80ml

Procedimiento

Se peso cada uno de los ingredientes y se mezcl6 el lauril éter sulfato de sodio
junto con la glicerina, el sorbitol en un agitador magnético a 800 rpm durante
10 minutos y, poco a poco, se afiadid las % partes de disolvente (agua). En este
punto se adicioné la sacarina sddica, se agito durante cinco minutos hasta su
completa disolucién. Luego se completd la formulacion con el resto del
disolvente hasta alcanzar el volumen total especificado en la formulacion.
Posteriormente, se procedio al envasado y etiquetado del colutorio en un frasco
de vidrio, dejandolo reposar por 24 horas para que desaparezca la espuma

formada durante el proceso de manufactura. Finalmente, se determino el efecto

. . . . ] (23)
antibacteriano de los colutorios preparados a las diferentes concentraciones.
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De la obtencién y reactivacion de las cepas de Streptococcus mutans ATCC
27175.

Reactivacion y obtencién del cultivo puro de la cepa de Streptococcus
mutans ATCC 25175. Se procedi0 a reactivar la cepa de Streptococcus mutans
ATCC 25175 liofilizada, para lo cual se sembro el liofilizado en un balén de
50 mL de capacidad, conteniendo 25 mL de Caldo Brain Heart Infusion (BHI),
luego se incubo a 37°C por 24 — 48 horas en condiciones de microaerofilia.
Luego, para adquirir el cultivo puro, se sembro por estria en Agar Tripticasa
soya (TSA) e incubo a 37°C por 24 — 48 horas en condiciones de microaerofilia.
Posteriormente se elegio una colonia compatible con Streptococcus para
realizar coloracion Gram y se sembro en caldo BHI y en Agar Tripticasa Soya

(TSA), y se conservo hasta su posterior empleo.

Evaluacion del efecto antibacteriano mediante el método de Kirby Bauer
Para evaluar el efecto antibacteriano, tanto del extracto hidrotandlico y
colutorio abase de lasemilla de Caesalpinia spinosa (Tara) al 10y al 20 % sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175, se realizO mediante el método Kirby

Bauer, de difusidn en agar. Para lo cual se procedera de la siguiente manera:

Preparacion y estandarizacion del inoculo de Streptococcus mutans ATCC
25175. La cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 mantenida en Caldo
BHI se sembr6 en Agar TSA, y se incubo bajo condiciones de
microanaerobiosis a 37° C durante 24 horas. Luego de 24 horas 3 a 4 colonias
se diluyeron en caldo BHI o solucion salina Fisiologico estéril hasta obtener
una turbidez semejante al tubo nimero 0.5 del Nefelometro de Mac Farland
(1.5 x 108 ufc/ml)
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Inoculacion de las placas

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del inéculo (1.5

x108 ufc/ml), se tomd una alicuota de 100ul y se colocé en cada una de las
placas con Agar Mueller Hinton distribuidas segln extracto y colutorio,con
un hisopo estéril sumergido en la suspension se distribuyd la suspension
bacteriana en tres direcciones para asegurar una distribucion uniforme del
indculo en laplaca. Se dej6 secar laplaca a temperatura ambiente durante 3a 5
minutos para que cualquier exceso de humedad superficial sea absorbido

Preparacion de los discos con el extracto hidroetandlico y colutorio a basede

la semilla de Caesalpina spinosa (Tara).

Se prepar6 discos de papel filtro whatman namero 3 de 6 mm de diametro,
estériles. A los cuales se les coloco 50 uL del extracto hidroetandlico a
concentraciones de 10 % y 20 % respectivamente, y discos con 50 uL del
colutorio a concentraciones de 10 % y 20 % respectivamente.

Luego, con una pinza estéril, los discos fueron colocados sobre las placas de
Petri con Mueller Hinton y sembrados con la cepa de Streptococcus mutans
ATCC 25175. Se empleo como control positivo Gluconato de clorhexidinaal

0.12% y como control negativo etanol al 70%.

Incubacion:

Se incubo las placas en posicion invertida dentro de los 15 minutos posteriores
alaaplicacion de los discos, a 37°C durante 24 y 48 horas en microanaerobiosis
(5-10% de CO»).

Lectura de los resultados

Después del tiempo de incubacion 24 a 48 horas se examinO cada placa
teniendo en cuenta el halo de inhibicidn del crecimiento bacteriano, seguido

se midieron los didmetros (mm) de los halos de inhibicion del crecimiento
alrededor de cada disco. Para lo cual se utilizé un vernier, abarcando todo el

didmetro del halo.

25



Plan de Analisis

En este trabajo se emplearon tablas de resumen de una entrada,también se
usaron grafico apropiados para mostrar los resultados de la investigacion. Y asi
establecer si se encuentra diferencia entre el efecto antibacteriano del extracto
hidroetanolico y el colutorio a base de la semilla de Caesalpinia spinosa (Tara)
sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 en las concentraciones de 10% Yy 20%
se utilizara la prueba de comparacién de medias utilizando la distribucion t de
student, considerando un nivel de significancia del 5%. Se contara con el apoyo
de una hoja de céalculo de Microsoft Excel y el programa statgraphics

centurion.

3.7. Etica investigativa

Este trabajo de investigacion se fundamentd en el codigo de ética de la
Universidad Catélica Benedicto VXI1.26 Ademas al culminar el estudio las
placas Petry con cultivos usados fueron expuestas a 121°C Y 1 Bar de presion
fueron inactivadas en autoclave con la finalidad de eliminar los residuos
biocontaminados poniendo en préctica las reglas de manejo de los residuos

hospitalarios. ?%

Los residuos microbioldgicos y patolégicos fueron desechados para asegurar
la descontaminacion en esterilizador autoclave o incineracion. Esto nos indica
que una bolsa negra se utiliza hasta la cuarta parte de su totalidad de la bolsa
y debe permanecer amarrada cuando esta se encuentra llena y sobre ella debe
usarse una bolsa amarilla preimpresa con el logo de residuos especiales y la
fecha las cuales seran anudadas y almacenadas en contenedores por un cierto

tiempo hasta desecharlas. ?®
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IV: RESULTADOS

4.1 Presentacion y analisis de resultados

Tabla 4: Estadisticos descriptivos:

Concentracion N Media Desy acion
tipica
Ext. Hidroetandlico 10 % 14 8.47 0.79
Ext. Hidroetandlico 20 % 14 10.54 1.21
Colutorio 10 % 14 21.06 2.69
Colutorio 20 % 14 25.66 3.35
Control Negativo (SSFe) 14 0.00 0.00
Gluconato de Clorhexidina 0.12 % 14 16.67 1.01
Fuente: Datos obtenidos por el investigador.
Figura N° 1
30
25.66
25
21.06
20
16.67
15
10.54
10 8.47
5
0.00
0
Ext. Ext. Colutorio 10% Colutorio 20% Control Gluconato de
Hidroetandlico Hidroetandlico Negativo (SSFe) Clorhexidina
10% 20% 0.12%

Fuente: Datos obtenidos de la tabla 1
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Interpretacion:

En las estadisticas descriptivas podemos evidenciar que el extracto
hidroetandlico al 10 % a base de Caesalpinia spinosa (Tara) presenté una media
de 8.47, asi como una desviacion tipica de 0.79, el extracto hidroetandlico al
20% present6 una media de 10.54 y una desviacion tipica de 1.21, mientras que
el colutorio al 10 % a base de la semilla de Caesalpinia spinosa (Tara) presentd
una media de 21.06 con una desviacion tipica de 2.69, el colutorio al 20 %
presentd una media de 25.66 y una desviacion tipica de 3.35, el control negativo
(SSFe) registr6 una media de 00 y una desviacion tipica de 0.00, mientras que el
control positivo Clorhexidina al 0.12 % presentdé una medida de 16.67 y una

desviacion de 1.01.

4.2 Prueba de hipdtesis

Antes de elegir una prueba estadistica para las variables cuantitativas se
realizara la prueba de normalidad. Para la prueba de normalidad de los datos
utilizamos la prueba Shapiro — Wilks, Este tes se usa para contrastar la
normalidad de una muestra menor a 50 grupos. Asi mismo permite constatar
si los resultados de las muestras tienen una distribucion normal, lo cual es
clave para el procedimiento estadistico, para los analisis de los datos
obtenidos, asi como también para la contrastacion de hipétesis. EI método
consiste en ordenar las muestras de menor a mayor resultado, logrando asi

obtener el valor muestral. ?®
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Prueba de normalidad

Tabla 5: Prueba de normalidad, el efecto antibacteriano de la semilla de Caesalpinia spinosa
(Tara) en la actividad cariogenica del Streptococcus mutans ATCC 25175 Trujillo 2019.

Concentracion - Halos de inhibicion (mm)

- Ext. Ext. . _ Control  Gluconato
Repeticiones | ,. - . - Colutorio Colutorio . de
Hidroetandlico Hidroetanolico 0 0 Negativo .-
10% 20% 10% 20% (SSFe) Clorhexidina
0.12%

1 7.7 9.3 21.5 23.9 0 16

2 7.6 11.3 23.4 28.8 0 16.4

3 9.6 10.8 26.3 30.4 0 15.1

4 8.3 11.6 18.8 21.9 0 16.2

5 9.4 9.9 24.7 31.2 0 17.1

6 9.5 10.2 20.1 27.7 0 18.7

7 8.1 9.8 19.5 22.9 0 15.5

8 9.4 11.9 22.6 26.5 0 18.3

9 7.9 12.3 21.3 21.7 0 16.9

10 7.9 8.6 17.1 23 0 15.8

11 8.9 10.8 18.5 26 0 16.5

12 7.2 8.4 18.6 20.8 0 17.5

13 8.7 11.2 23.3 28.2 0 17.1

14 8.4 11.5 19.1 26.2 0 16.3
Promedio 8.47 10.54 21.06 25.66 0.00 16.67
p (sig.) 0.351 0.576 0.616 0.562 * 0.795
Prueba
Shapiro- Normalidad Normalidad  Normalidad Normalidad Normalidad

Wilk

* el valor es una constante.

p (sig*) > 0.05: Se acepta la hip6tesis nula Ho

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

Interpretacion:

Al contar con menos de 30 datos por cada grupo, es recomendable usar la prueba
de normalidad del Shapiro- Wilks, para evaluar la distribucion normal de los
datos, de donde observamos la existencia de grupos con distribucién normal, es
decir con una significancia mayor a 0.05 (p > 0.05). Con lo cual podemos
concluir, en general los datos presentan una distribucion normal, es decir se hara

uso de pruebas paramétricas.
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Formulacion de hipdtesis

Ho: El efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico al 10 % y al 20 % a
base de la semilla Caesalpinia spinosa (Tara) no se diferencian
significativamente con el efecto del colutorio al 10 % y al 20 % a base de la
semilla de Caesalpinia spinosa (Tara) en la actividad cariogenica de

Streptococcus mutans ATCC 25175.

Hi: El efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico al 10% y al 20% a base
de la semilla Caesalpinia spinosa (Tara) si se diferencian significativamente
con el efecto del colutorio al 10 %y al 20 % a base de la semilla de Caesalpinia
spinosa (Tara) en la actividad cariogenica de Streptococcus mutans ATCC
25175.

Nivel de significancia: a = 0.05

Tabla N° 6: Comparar el efecto antibacteriano del extracto hidroetandélico a base de la
semilla Caesalpinia spinosa (Tara) con el efecto del colutorio a base de la semilla de
Caesalpinia spinosa (Tara) en la actividad cariogenica de Streptococcus mutas ATCC
25175 Trujillo 20109.

Concentracion N Media Desy lacion Sig. (p)*
tipica

Ext. Hidroetandlico 10 % 14 8.47 0.79
Ext. Hidroetanodlico 20 % 14 10.54 1.21 0.000
Colutorio 10 % 14 21.06 2.69 '
Colutorio 20 % 14 25.66 3.35

Fuente: Datos obtenidos por el investigador.

*Prueba ANOVA ()
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Fuente: Datos obtenidos de la tabla 5

Interpretacion: Comparando el antibacteriano del extracto hidroetandlico al
10 %y 20 % a base de la semilla Caesalpinia spinosa (Tara) con el efecto del
colutorio al 10 % y 20 % a base de la semilla de Caesalpinia spinosa (Tara)
en la actividad cariogenica de Streptococcus mutans ATCC 25175, haciendo
uso de la prueba paramétrica ANOVA, se obtuvo un (p = 0.000 < 0.05) de lo
cual podemos indicar que si existe una diferencia estadisticamente
significativa entre las concentraciones antes indicadas, concluyendo que el
colutorio a base de la semilla de Caesalpinia spinosa (Tara) tiene mayor
efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

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 Hi.
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Mediante la prueba paramétrica ANOVA (Castor Guisande, Tratamiento de datos, pag.251),
se obtuvo un p (sig*) = 0.000 < 0.05. (Tabla 2). Se rechaza la hipétesis nula Ho, es decir se
acepta la hipotesis alterna Hi.

Es decir; el efecto antibacteriano del extracto hidroetanolico al 10 % y al 20 % a base de la
semilla Caesalpinia spinosa (Tara) si se diferencian significativamente con el efecto del
colutorio al 10 %y al 20 % a base de la semilla de Caesalpinia spinosa (Tara) en la actividad

cariogenica de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Para determinar quien tiene mayor efecto antibacteriano se utilizo la prueba paramétrica Pos

hoc Ducan.

Tabla N° 7: Prueba Post hoc Duncan, Comparar el efecto antibacteriano de la semilla de
Caesalpinia spinosa (Tara) en la actividad cariogenica del Streptococcus mutans ATCC
25175 Trujillo 2019.

Subconjunto para alfa = 0.05

Concentracion N 1 ) 3 4 5 5
Control Negativo (SSFe) 14 0.00
Ext. Hidroetanélico 10 % 14 8.47
Ext. Hidroetandlico 20 % 14 10.54
Gluconato de Clorhexidina 0.12 % 14 16.67
Colutorio 10 % 14 21.06
Colutorio 20 % 14 25.66
Sig. 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

Fuente: Datos obtenidos de la tabla 1. %®)

Interpretacion:

Mediante el test de Duncan, evidenciamos que: SSF presenta el menor efecto
antibacteriano con una media 0.0 mm, seguido del Ext. Hidroetanolico 10 %
con una media 8.47mm, seguido del Ext. Hidroetandlico 20 % con una media
10.54mm, seguido de Gluconato de Clorhexidina 0.12 % con una media
16.67mm, seguido de Colutorio 10 % con una media 21.06mm, y por ultimo
el Colutorio 20 % con una media 25.66mm presenta el mayor efecto
antibacteriano. En conclusion, cada concentracion presenta un efecto

antibacteriano diferente que los demas.
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4.3 Discusion de resultados

La presente investigacion se realizé para evaluar el efecto antibacteriano
del extracto hidroetandlico y colutorio a base de la semilla de Caesalpinia
spinosa (tara) frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, para medir los
halos antibacterianos en mm se utilizo el instrumento vernier digital, se
realizd una comparacion del efecto antibacteriano tanto del extracto y
colutorio en diversas concentraciones al 10 % y 20 %, donde se demostro
mediante la prueba paramétrica Anova que el colutorio al 10 % y al 20 %
tienen mayor efecto antibacteriano que el extracto hidroetandlico,
presentando halos de inhibicion con una medida de 21.1mm y 25.7mm, asi
mismo el segundo grupo que presento6 un efecto mayor que el extracto fué
el control positivo gluconato de Clorhexidina al 0.12 % que present6 halos
de inhibicion con medidas de 16.7mm, mientras que el extracto de 10 % y
20 % presentaron halos de inhibicion con medidas de 8.5mm y 10.5mm.
El efecto antibacteriano mayor o menor pero no nulo tanto del colutorio y
del extracto se debe a la presencia de taninos y flavonoides en las semillas
de Caesalpinia spinosa (Tara) las cuales son encargados de formar un
complejo de proteinas solubles extracelulares logrando asi inhibir el
crecimiento y desarrollo de las bacterias. Los resultados de esta
investigacion tiene una similitud con el estudio de Ascate Garcia M.
(Trujillo — 2021) que presentod su tesis comparacion, in vitro, del efecto
antibacteriano de un colutorio a base de extracto hidroetandlico de
Caesalpinia spinosa (Tara) a diferentes concentraciones frente a cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175, donde tuvo como resultados que el
colutorio a base del extracto de Caesalpinia spinosa (Tara) al 35 %
presentd un mayor efecto de inhibicion con una medida de 19.3mm,
concluyendo que el colutorio a base de Caesalpinia spinosa al 35 %
presentd mayor efecto antibacteriano sobre las cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175.() Este trabajo de investigacion demostré que al
realizar la comparacion del efecto antibacteriano del extracto

hidroetandlico al 10 % y al 20 % con el colutorio el que presentd mayor
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efecto antibacteriano fué el colutorio al 20 %, el menor efecto
antibacteriano lo present6 el extracto ya que a menor concentracién menor
sera el efecto antibacteriano y estos resultados tienen una similitud con el
estudio de Abanto Vilca M. (Trujillo - 2016), que presento su estudio sobre
el efecto antibacteriano in vitro del extracto etantlico de Caesalpinia
spinosa (Tara) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175. logrando
obtener como resultados que la concentracion al 80 % del extracto
etanolico de Caesalpinia spinosa (Tara) presenté un mayor halo de
inhibicion con medidas de 14.80mm concluyendo que a menor
concentracion menor efecto antibacteriano sobre las cepas de
Streptococcus mutans.® Asi mismo se logrd evidenciar los resultados del
control positivo gluconato de clorhexidina al 0.12 % el cual presenté un
halo de inhibicion con una medida de 16.67mm es decir si present6 efecto
antibacteriano y el control negativo etanol al 70° el cual no presenté halo
de inhibicion es decir no presenta efecto antibacteriano sobre
Streptococcus mutans. Al demostrar que el colutorio a base de la semilla
de Caesalpinia spinosa (Tara) tiene un mayor efecto antibacteriano sobre
Stretococcus mutans ATCC 25175, y en base a los antecedentes descritos
en esta investigacion se puede recomendar mas estudios sobre la semilla
de Cesalpinia spinosa (Tara), para ser utilizado como principio activo de
antinflamatorios o como ingrediente principal de enjuagues bucales ya que
no se debe desaprovechar los beneficios de esta planta medicinal como

tratamiento farmacoldgico o tratamiento natural para las afecciones orales.
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V. CONCLUSIONES Y SUGERENCIAS

5.1. Conclusién

El mayor efecto antibacteriano se encontr6 en el colutorio a base de la

semilla de Caesalpinia spinosa (Tara) en las concentraciones de 10 %y

20 % frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, obteniendo halos de

inhibicion de hasta 25.7. mm.

5.2. Sugerencias

Realizar mas estudios que demuestren las propiedades medicinales
de Caesalpinia spinosa (Tara), para asi puedan tener un respaldo
cientifico y asipuedan ser utilizadas como posibles componentes de

medicamentos en las diferentes terapias odontologicas.

Realizar estudios de los colutorios hechos a base de la semilla de
Caesalpinia spinosa (Tara) ya que nos muestra que tiene mayor efecto
antibacteriano que el extracto hidroetandlico en las mismas
concentraciones, para que pueda servir como evidencia del efecto
que existe y pueda servir como un posible método de prevencion
ante las patologias bucales que aquejan duramente tanto a nifios

como a adultos y adultos mayores.

Realizar estudios del colutorio a base de la semilla de Caesalpinia
spinosa (Tara) sobre las principales bacterias que dan indicio tanto a
caries dental como a gingivitis lo cual es una patologia muy comun

tanto en nifios y adultos.
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ANEXOS

ANEXO 1: Instrumento de medicién

a). Instrumento de medicion para la variable independiente

VERNIER calibrador micrometro de fibra de carbono de 150mm/6 pulgadas,
LCD Digital eléctrico Marca: Modavela, Modelo: VF15 CALIBRADO Y
VALIDADO CON ISO 13385-2:2011
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b). Instrumento de recoleccion de datos de variable dependiente

Reactivacion y obtencion del cultivo puro de la cepa de Streptococcus mutans ATCC
25175. Se procedio a reactivar la cepa de Streptococcus mutans liofilizada, para lo cual se
sembro el liofilizado en un balén de 50 mL, conteniendo 25 mL de Caldo Brain Heart
Infusién (BHI), luego se incubo a 37°C por 24 — 48 horas en condiciones de microaerofilia.
para adquirir el cultivo puro, luego se sembro por estria en Agar Tripticasa soya (TSA) e
incubo a 37° C por 24 — 48 horas, se conservo hasta su posterior empleo.

Para evaluar el efecto antibacteriano del extracto hidrotanélico y colutorio al 10 % y al 20
% sobre Streptococcus mutans, se utilizo el método de Kirby Bauer, para luego realizar la
estandarizacion del inéculo de Streptococcus mutans mantenida en Caldo BHI, se sembr6
en Agar TSA, y se incubo bajo condiciones de microanaerobiosis a 37° C durante 24 horas.
Luego 3 a 4 colonias se diluyeron en caldo BHI o solucion salina Fisiologico estéril.
Inoculacion de las placas: Después de los 15 minutos se tomé una alicuota de 100ul y se
coloco en cada una de las placas con Agar Mueller Hinton distribuidas segln extracto y
colutorio, en tres direcciones para asegurar una distribucion uniforme del in6culo en la placa.
Preparacion de los discos con el extracto hidroetanolico y colutorio a base de la semilla
de Caesalpina spinosa (Tara): Se prepar6 discos de papel filtro whatman nimero 3 de 6
mm de didmetro, estériles. A los cuales se les coloco 50 uL del extracto hidroetandlico a
concentraciones de 10 % y 20 %, y discos con 50 uL del colutorio a concentraciones de 10
% y 20 %, con una pinza estéril, los discos fueron colocados sobre las placas Petri con
Mieller Hinton y sembrados con la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.
Incubacién: Se incub0 las placas en posicién invertida dentro de los 15 minutos posteriores
a la aplicacion de los discos a 37° C durante 24 y 48 horas en microanaerobiosis.

Lectura de los resultados: Después del tiempo de incubacion se examind cada placa
teniendo en cuenta el halo de inhibicion del crecimiento bacteriano, finalmente se midieron
los diametros (mm) de halos de inhibicidn del crecimiento alrededor de cada disco, para lo

cual se utilizé un vernier, abarcando todo el diametro del halo.
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ANEXO 2: Ficha técnica del instrumento

Specification:

Brand new

Measuring Range: 0-150mm/ 0-6 inch

Resolution: 0.1 mm /0.01 inch

Repeatability: 0.1 mm /0.01 inch

Maximum Measuring Speed: 1.5 m / sec or 60 inch / sec
Display: LCD screen

Power: One Battery (not included), LR44/SR44/AG13 1.5V
Total, size: approx. 235*77*15 mm / 9.25"*3.03"*0.59"
LCD display size: approx. 40*15 mm / 1.57"*0.59"

2 Colors for choosing: Black/Silver

Made of strong Plastic carbon fiber composites, lightweight and durable
Two way measurement, internal and external

Linear capacitive measuring system

Zero setting in any position

With easy to read large LCD display

Minimum scale to read is 0.1mm / 0.01 inch

An ideal tool for a broad range of industrial and automotive applications

Package included:

1 x electronic digital calliper
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ANEXO 3: Constancia de calibracion del instrumento

Constancia de calibracion del Instrumento

Yo, DAVID ZAVALETA VERDE, BIOLOGO Microbidlogo y docente de la escuela
Profesional de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Nacional de Trujillo, con registro de CBP N.° 7941, dejo constancia de haber
calibrado a la alumna Doris Mily Mudarra Quispe, 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 Nacional de Trujillo, de su proyecto de
investigacion titulada “Efecto antibacteriano del extracto hidroetandlico y colutorio a
base de la semilla de Caesalpinia spinosa (Tara) sobre Streptococcus mutans ATCC
25175 Trujillo 20109.

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

Mily Mudarra Quispe, identificada con DNI: 46396466, se expide la constancia para los

fines que ella crea conveniente.

Atentamente,

Va3 Zavaleta Virde
NIC © BIOLOS0
CE.P 794

Univerzidad MNacional de Trujillo
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ANEXO 4: Base de datos

REPETICIONES

HALOS DE INHIBICION EN MM

Extracto a base de
la

Colutorio a base
de la semilla de

Control Control

semilla de Casalpinia Positivo Negativo
Caesalpinia spinosa Clorhexidina | Etanolde
spinosa
10% 20% 10% 20% 0.12% 700

1 7.7 mm 9.3mm |21.5mm|23.9 mm|16 mm 0

2 7.6 mm 11.3 mm|23.4 mm|28.8 mm|16.4 mm 0

3 9.6 mm 10.8 mm|26.3 mm | 30-4 mm|15.1 mm 0

4 8.3 mm 11.6 mm|18.8 mm 21.9 mm | 16.2 mm 0

5 9.4 mm 9.9 mm |24.7mm 31.2mm |17.1 mm 0

6 9.5 mm 10.2 mm|20.1 mm | 27.7 mm|18.7 mm 0

7 8.1 mm 9.8 mm [19.5mm |22.9 mm|15.5 mm 0

8 9.4 mm 11.9 mm|22.6 mm|26.5 mm|18.3 mm 0

9 7.9 mm 12.3mm|21.3 mm|21,7 mm|16.9 mm 0

10 7.9 mm 8.6mm |17.1mm|23mm |15.8 mm 0

11 8.9 mm 10.8 mm|18.6 mm |26 mm |16.5mm 0

12 7.2 mm 8.4 mm |18.6 mm|20.8 mm |17.5 mm 0

13 8.7 mm 11.2 mm|23.3 mm 28.2 mm |17.1 mm 0

14 8.4 mm 11.5mm|19.1 mm|26.2 mm|16.3 mm 0
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ANEXO 5. Matriz de consistencia

] FORMULACION | HIPOTESIS OBJETIVOS VARIABLES DIMENSIO | METODOLOGIA
TITULO DEL NES
PROBLEMA
EFECTO Problema general: | Hipétesis general: | Objetivo general: | -Efecto -Efecto Tipo: Experimental
ANTIBACTERIANO antibacteriano del | antibacterian
DEL EXTRACTO ¢Cuél tiene el | Efecto Comparar el | extracto o del extracto | Método: Deductivo
HIDROETANOLICO | mayor efecto | antibacteriano efecto hidroetgnélico y | hidroetandlic
Y COLUTORIOA | antibacteriano el | del  extracto | antibacteriano colutorio abase | o. Disefio:
gEAI\S/ELDLi IE)AI:: extracto hidroetandlico | del extracto dc‘z;glség‘i!'a de ‘_T_:gzgsgg?
CAESALPINIA Bgireogtearl‘;gg?m”: ien?fﬁsae de I E;‘ireoetar;%"co o | spinosa (Tara) ~Analitico
SPINOSA (TARA) o . : sobre
SOBRE de_ Caesalpinia Ca_tesalplnla semllla_ ) Streptococcus -Efecto Técnica: Observacional directa
STREPTOCOCCUS | Spinosa (Tara) o | spinosa (Tara) | Caesalpinia mutans ATCC antibacterian
MUTANS ATCC el colutorio a base | es menor que el | spinosa (Tara) | 25175. o del instrumentos de recoleccién de
25175 TRUJILLO de la semilla de | efecto del | con el efecto del colutorio. datos:
2019 Caesalpinia colutorio a base | colutorio a base
spinosa (Tara) en | de la semillade | de la semilla de | -Actividad -Guia del procedimiento y de
la actividad | Caesalpinia Caesalpinia cariogenica del lectura de resultados.
cariogenica  de | spinosa (Tara) |spinosa (Tara) | Streptococcus o o
Streptococcus en la actividad |en la actividad g]sultz;lgs ATCC :Qlézia -Vernier calibrador digital
mutans ATCC | cariogenica de | cariogenica de Baja Poblacién v muestra:
25175  Trujillo | Streptococcus Streptococcus y :
20197 mutans AT_CC mutans AT_CC -Streptococcus mutans ATCC
25175 Trujillo | 25175  Trujillo 25175,
2019 20109.
-14 ensayos de cada grupo (6
grupos)




ANEXO 6: Constancia de compra de bacteria

GenLabQ
del Perg SAC

Gen Lab del Perg S.A.C

Jr. Capac mequ N, u.u
m

151-1) 203-7500, (51.1) 2037501

Emaill : veotas@genlabperucom
Weab Site : www.genlabpens com

RUC N°:20501262260

FACTURA
ELECTRONICA

F002-000167

Fecha emisién : 20032019
Fecha Veto : 20032019

Gula de Remision :

Chente: UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES DE CHIMBOTE

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

Tipo Movimiento : ANTICIPOS
Lugar de destino :

Orden Compra: COTIZ 19034525

N* Pedido : 021874

RUC : 20319956043

Cédigo  Descripcion
ImA —

TRESCIENTOS SESENTA Y OCHO CON 34/100 SOLES

\J

Cant UM w Dscto  Sub-Total
Gerved rom ATCO® 20170 T D 31266 0.00 31266
Anticipo 0.00
Op. Gravada & 31266
GV 18% 5528
importe Total S/ 358 54

Mdmw_ﬁ la Factura Electronica
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ANEXO 7: Constancia de la colaboracion de la Dra. Marili Roxana Soto
Vézquez. De Farmacia y Bioquimica. En la ejecucion del proyecto.

CONSTANCIA

Yo. MARILU ROXANA SOTO \’ASQUEZ: Quimico Farmacéutico y docente de la
Facultad de Farmacia y Broquimica da la Universidad Nacional de Trujpllo, con regiztro
del CQFP: 06532

Dsjo constancia de haber colaborado con Iz zlumna MUDARRA QUISPE, DORIS
MILY, identificada con DNI 46356466 con domicilio legal en Asensio de Salas 737
Urb. Santo Dominguito; estudiante de |z Facultad de Ciencias de |z Salud, Escusla
Profesionz| de odontologia de la Universidad Catdlica Los Angeles de Chimbote, en |z
ejecucion del proyecto de investigacion “Efecto antibacteriano del extracto
hidroetandlico y colutorio a base de la semilla de Caesalpinia spinosa sobre

Estreptococcus mutans ATCCC 25175 Trujillo 2019".

Trujillo 23 de junio del 2019

' .
MARILU RO!{NA SOTO VASQUEZ
Ivestigadons de s Facuitad de Farmace v Bloquimca
Laboratoio de Farmacognose
Universidad Naccnal de Trgdo
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ANEXO 8: Constancia de colaboraciéon del Dr. David Zavaleta Verde,
Biologo — Microbiologia.

CONSTANCIA

Yo, David Zavaleta Verde, Bidlogo Microbiologo v docente de la Escuela
Profesional de Microbiclogia vy Parasitologia de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Macional de Trujillo, con registro del CBP N°
7941.

Mediante |la presente dejo constancia de haber colaboradeo con la alumna
MUDARRA QUISPE, DORIS MILY identificado con DNI 46396466, con
domicilio legal en Asencio de Salas 737 Urb. 5anto Dominguito; estudiante
de la Faculta de Ciencias de la Salud, Escuela Profesional de Odontologia de
la Universidad Catdlica Los Angeles de Chimbote, en la ejecucion del
proyecto de investigacion “Efecto antibacteriano del extracto
hidroetandlico y colutorio a base de la semilla de Coesalpinia spinosao
sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 Trujillo 2019”.

Trujillo 23 de junio del 2019
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