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RESUMEN

Objetivo: Demostrar el efecto antibacteriano del extracto etandlico del fruto de Vaccinium
corybosum L. (ARANDANO AZUL) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, in vitro
Método: El estudio se basé en un enfoque cuantitativo, de disefio experimental,
transversal con una poblacién conformada por 5 kilogramos del fruto de la especie vegetal
de Vaccinium corybosum L., (arandano azul) cultivado en el caserio de Solecape, distrito
de Mochumi, provincia de Lambayeque, el extracto se obtuvo del fruto de la planta
mediante maceracion alcohdlica, se realizaron pruebas de solubilidad frente a solvente
polares y apolares, se realiz6 un estudio fitoquimico y se determing el efecto antibacteriano
mediante el método de difusion en pozo mediante la medicién de los halos de inhibicidn
formados sobre cultivos de Streptococcus mutans ATCC 25175.

Resultados: El extracto de arandano fue soluble en etanol y metanol, medianamente
soluble en alcohol terbutilico y agua destilada; ligeramente soluble en acetona y dimetil-
sulfoxido; se identificaron como metabolitos secundarios alcaloides, compuestos fendlicos
y taninos en cantidad moderada vy triterpenos en cantidad escaza; se obtuvieron valores
promedio de halo de inhibicion de 10,48 + 0,31mm para el extracto al 50%, al 75% fue de
13,03 + 0,40mm; al 100% fue de 14,76 + 0,26mm; por otro lado, el control negativo
empleado (etanol 96°) obtuvo halo de inhibicién de 6,42 + 0,37mm y el control positivo
obtuvo halo de 29,87 + 0,45mm.

Conclusion: Se demostré el efecto antibacteriano del extracto etandlico del fruto de
Vaccinium corybosum L. (ARANDANO AZUL) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175
Palabras clave: Vaccinium corybosum L., Streptococcus mutans, arandano azul, efecto

antibacteriano, extracto etanolico.
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ABSTRACT

Objective: To demonstrate the antibacterial effect of the ethanolic extract of the fruit of
Vaccinium corybosum L. (BLUEBERRY) on Streptococcus mutans ATCC 25175, in vitro.
Method: The study was based on a quantitative, experimental design, cross-sectional
approach with a population made up of 5 kilograms of the fruit of the plant species
Vaccinium corybosum L., (blueberry) grown in the village of solecape, Mochumi district,
province of Lambayeque, the extract was obtained from the fruit of the plant by alcoholic
maceration, solubility tests were carried out against polar and non-polar solvents, a
phytochemical study was carried out and the antibacterial effect was determined by means
of the well diffusion method by measuring of the inhibition halos formed on cultures of
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Results: The blueberry extract was soluble in ethanol and methanol, moderately soluble
in tert-butyl alcohol and distilled water; slightly soluble in acetone and dimethyl sulfoxide;
alkaloids, phenolic compounds and tannins in moderate amounts and triterpenes in scarce
amounts were identified as secondary metabolites; average inhibition halo values of 10.48
+ 0.31mm were obtained for the 50% extract, at 75% it was 13.03 + 0.40mm; at 100% it
was 14.76 + 0.26mm; on the other hand, the negative control used (ethanol 96°) obtained
an inhibition halo of 6.42 + 0.37mm and the positive control obtained a halo of 29.87 +
0.45mm.

Conclusion: The antibacterial effect of the ethanolic extract of the fruit of Vaccinium
corybosum L. (BLUEBERRY) on Streptococcus mutans ATCC 25175 was demonstrated.
Keywords: Vaccinium corybosum L., Streptococcus mutans, blueberry, antibacterial

effect, ethanolic extract.
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I. INTRODUCCION

Existen millones de bacterias microscopicas que habitan de manera normal la
piel, intestino delgado, garganta y la boca; a pesar que gran parte no causan
dafio en las personas, algunas si lo hacen, infectando los oidos, garganta, boca
u otras partes del cuerpo. Streptococcus mutans es una bacteria virulenta, que
se encuentra colonizando la cavidad oral y se le asocia con enfermedades como
la caries dental, pudiendo llegar a producir endocarditis, bacteriemia y partos
prematuros en gestantes. La Organizacion Mundial de la Salud, en marzo del
presente afno, sefialo que la caries dental es una enfermedad muy frecuente,
gue lo adolecen cerca de 2000 millones de personas, siendo los mas afectados

los niflos? 2,

Sin embargo, unos de los problemas que estan produciendo las bacterias, como
Streptococcus mutans es la resistencia a los antibiéticos, debido a que han ido
mutando su informacion genética durante el transcurso del tiempo por un
proceso de seleccion o adaptacién, incluso bajo la accion del antibacteriano.
Estudios en Japdn, han sefalado que el género Streptococcus spp ha
disminuido su sensibilidad frente a penicilina y ampicilina, sugiriendo ademas
evitar el uso de eritromicina y claritromicina debido a los aislamientos resistentes

gue se han reportado?®

En el Peru, el Hospital Nacional Docente Madre Nifio “San Bartolomé” desde el
afio 2010 han reportado aislamientos de Streptococcus spp en cultivos de orina,
convirtiéndose en el afio 2018 como el tercer microorganismo urinario mas
frecuente. Otro estudio sefialdé que el 75.6% de muestras de saliva se han
identificado Streptococcus mutans genotipo C; también esta bacteria ha sido
encontrada en neonatos del Hospital Regional Lambayeque en el 2019, con un

porcentaje de colonizacion de 14.2% en la mucosa oral*>.

En tal sentido, basados en la realidad problematica mencionada, el problema
principal del estudio sera ¢ Presentara efecto antibacteriano el extracto etandlico
del fruto de Vaccinium corybosum L. (ARANDANO AZUL) sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175, in vitro?.



Las bases tedricas de la presente investigacion definen a Vaccinium corybosum
L., como un arbusto perenne y ramificado conocido como “arandano”, puede
llegar a medir hasta 2.5m de altura; forma parte de la familia Ericaceas.
Originalmente el género Vaccinium proviene de los paises del hemisferio norte
y de los Andes de América del Sur. Esta especie crece en temperaturas de 3° a
17°C, con suelos ligeramente acidos (pH 4 y 5) y a una altitud entre 1500 y 4700
m.s.n.m. Su fruto es carnoso, de forma esférica, de color azul, textura suave,
mide de 5 a 8mm de diametro, contiene de 15 a 60 semillas y destaca por su
alto contenido nutricional en carbohidratos, antioxidantes, minerales y vitaminas.
Su Caracterizacion fitoquimica del fruto del arandano ha evidenciado
metabolitos como fenoles, flavonoles, antocianidinas, glicésidos, flavonas vy
proantocianidinas, las cuales son responsables de sus propiedades

antioxidantes, antimicrobianas y regenerador de la piel®”’.

En relacion, con Streptococcus mutans, es una bacteria patdégena virulenta,
reportada como causante de la caries dental en las personas, morfolégicamente
€S un coco gran positivo que puede ser observado microscopicamente formando
cadenas, tiene la propiedad de formar acido lactico y cambiar el pH de un medio
en acido. Su habitat natural es la cavidad oral y las vias respiratorias superiores.
Este microorganismo también es responsable de enfermedades como la
bacteriemia y endocarditis sobre todo en pacientes con el sistema inmunitario

deprimido®.

Los antecedentes internacionales que refuerzan nuestro estudian citan a:
Mufioz M., el 2020, en su investigacion comparo la eficacia antimicrobiana del
extracto de arandanos en diferentes concentraciones con Clorhexidina al 0.12%
sobre Porphyromonas gingivales. Los resultados a las 24 horas de exposicion
de los extractos de arandanos formaron halos de inhibicion de 14mm, 13mm vy
8mm en las concentraciones del 100%, 75% y 50% respectivamente, ademas,
para la Clorhexidina formé un halo de 21mm, por lo tanto, el extracto de
arandano azul si posee eficacia antibacteriana sobre Porphyromonas gingivales

similar a la Clorhexidina al 0.12%°.

También, Reyes |. y col., en el 2019, en su publicacion evaluaron el efecto
antibacteriano y antioxidante de los frutos Vaccinium floribundum y P. serétina

sobre Streptococcus mutans ATCC 35668, in vitro y lo compararon con
2



arandano deshidratado y clorhexidina al 0.12%. Los resultados de Vaccinium
floribundum a las 24 horas formo halos de hasta 15mm, el arandano
deshidratado formé un halo de 11.3mm y la clorhexidina 13.7mm; a las 48 horas
formd halos de 17.3mm, para el ardndano deshidratado 14.3mm y 59.3mm para
la clorhexidina. Por lo tanto, ambos frutos, incluido el arAndano deshidratado,
muestran un efecto sobre Streptococcus mutans ATCC 35668 a las 24 y 48

horas similar a la clorhexidinal®.

Del mismo modo, Gustavo S, Tagle G., el afio 2020, mediante su estudio
evaluaron la inhibicién de Streptococcus mutans por accion del extracto de
Vaccinium floribundum mediante el método de difusion en disco. Los resultados
mostraron que el extracto de Vaccinium floribundum al 100% produce halo de

inhibicion de 14,2mm a las 24 horas y 14,0mm a las 48 horas®!.

A continuacién, como antecedentes nacionales citaremos a, Benavides J. y
col., el 2021, definieron como objetivo evaluar el efecto antibacteriano in vitro
del extracto hidroalcohélico de Vaccinium corymbosum sobre cepas de Streptococcus
pyogenes ATCC 19615. Los resultados evidenciaron que los extractos en
concentraciones de 100mg/ml y 50mg/ml presentan efecto antibacteriano contra S.

pyogenes con halos inhibitorios de 9.31mm y 7.66mm respectivamente!?.

Por su parte, Sachun J., en el 2019, elaboro su estudio con el objetivo de evaluar
el efecto antibacteriano del extracto acuoso del fruto de Vaccinium corymbosum en
concentraciones del 100%, 75%, 50% y 25% sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Los resultados mostraron efecto antibacteriano en todas las concentraciones; al 25%
formé un halo de 15.3mm, al 50% 19.6mm, al 75% 21.4mm y al 100% 29.3mm?*3,

De igual manera, Reyes G., el afio 2019, en su tesis, su objetivo fue demostrar
el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L. sobre
Escherichia coli y Staphylococcus aureus. En los resultados los extractos demostraron
efecto en todas las concentraciones de 50%, 75% y 100% del extracto etandlico de
Vaccinium corymbosum L. con halos de 9.5mm, 12.7mm y 16.5mm respectivamente, sin

embargo, el grupo control positivo obtuvo el mayor halo de 22.2mm?*,

El objetivo general de la presente investigacion es demostrar el efecto
antibacteriano del extracto etandlico del fruto de Vaccinium corybosum L.
(ARANDANO AZUL) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, in vitro.



Del mismo modo, la hipétesis general del estudio es, el extracto etandlico del
fruto de Vaccinium corybosum L. (ARANDANO AZUL) presenta efecto

antibacteriano sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, in vitro.

Il MATERIALES Y METODOS

a. Enfoquey disefio de la investigacion

El enfoque fue cuantitativo, porque mediante el estudio estadistico de los
datos recolectados se dio respuesta a la relaciéon de causa y efecto!®
El disefio correspondié a un experimental, debido a que existié influencia
o modificacion de las condiciones naturales de las variables para
determinar la relaciéon de causalidad entre las variables en estudio?®,
El tipo de investigacion correspondio a la transversal, debido a que se

analizaron los datos recolectados en un determinado periodo de tiempo?”.

b. Poblacion, muestray muestreo

Poblacion:

La poblacién de estudio estuvo conformada por 5 kilogramos del fruto de
la especie vegetal de Vaccinium corybosum L., (ardndano azul) cultivado
en el caserio de solecape, distrito de Mochumi, provincia de Lambayeque,
departamento de Lambayeque, ubicada a 6.6019° de latitud Sur y
79.9369° de Longitud Oeste.

La identificacion de la especie botanica estuvo a cargo de un profesional
bidlogo botanico con experiencia en identificacion taxonOmicas de
especies vegetales de la Universidad Mayor de San Marcos, quien realizé
la identificacion de la muestra remitida y proporciond la certificacion

correspondiente.

Muestra:

La cantidad de muestra necesaria para la investigacion fue de 3
kilogramos del fruto de la especie vegetal de Vaccinium corybosum L.,
(arandano azul), el mismo que se recolecté directamente de la zona de

cultivo y fue transportado en bolsas de papel kraft al laboratorio para



iniciar su seleccion, lavado y desinfeccion.
El muestreo seleccionado correspondié al no probabilistico, por
conveniencia atendiendo a la facilidad de acceso y disponibilidad del

investigador®,

c. Variables de investigacion

Variable independiente: Extracto etanodlico del fruto de la especie
vegetal de Vaccinium corybosum L., (arAndano azul)

Definicion conceptual: Producto obtenido por medio del contacto del
solvente con el fruto de una planta.

Definicién operacional: Maceracion con etanol 96° a temperatura

ambiente

Variable dependiente: Efecto antibacteriano frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175, in vitro.

Definicion conceptual: Inhibicion en el crecimiento bacteriano de
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Definicion operacional: Medicion la zona de inhibicién.

d. Técnicas e instrumentos para larecoleccion de datos

La técnica se realiz6 mediante la observacion.

El instrumento fue la ficha de recopilacion de datos, las cuales se
describen a continuacion.

Ficha de recoleccion de datos - Solubilidad: Permitié registrar los
datos recolectados con respecto si es, insoluble, medianamente soluble
y soluble en diferentes solventes.

Ficha de recoleccion de datos - Fitoquimico: Permitio registrar los
datos recolectados con respecto al tipo me metabolito presente en el
extracto®®.

Ficha de recoleccidn de datos - Microbiologia: Permitié recolectar los
datos obtenidos con respecto al tamafio de la zona de inhibicidén para los
grupos experimentales y control, la que adaptada del trabajo de

investigacion de Cosio H, Rodriguez H (2017)%



e. Plan metodolégico paralarecoleccion de datos
[1.5.1 Elaboracion del extracto

Fue realizado segun el método propuesto por Flores L (2018)*, el
extracto se obtuvo por medio de la maceracion del licuado del fruto de
la especie vegetal de Vaccinium corybosum L., (arandano azul)
mediante el empleo de una licuadora casera, luego fue colocado en
maceracion por 10 dias y filtrado mediante papel de filtro, el filtrado paso
a ser evaporado en estufa a 45°C y se obtuvo de esta manera el extracto
seco, el cual fue reconstituido con etanol a las concentraciones de
50mg/ml, 75 mg/mly 100 mg/ml.
11.5.2 Prueba de solubilidad

Se elabor6 segun la técnica empleada por Saravia D, Quilash F (2019)%,
en la cual el extracto etandlico del fruto de la especie vegetal de
Vaccinium corybosum L., (ardndano azul) fue expuesto a diferentes
solventes para determinar la solubilidad aplicando 1ml de cada solvente
(agua, etanol, metanol, cloroformo, acetona, alcohol terbutilico,
dimetilsulfoxido), a 1 ml del extracto, la solubilidad se registré en la ficha
de recoleccion de datos indicando el tipo de solubilidad: insoluble,
medianamente soluble y soluble.

[1.5.3 Marcha fitoquimica

La marcha fitoquimica empleada correspondi6 a la propuesta por Olga
Lock, modificado por Correa A y Noé P.(2019)* su trabajo de
investigacion el cual sigue la siguiente metodologia.

Identificacion de alcaloides.

Reaccion de Dragendorff. Se emplearon para la identificacion de
alcaloides presentes en el extracto etandlico de la planta, para lo cual se
colocd 1 ml del extracto al 100% en un tubo de ensayo y se agrego Il
gotas del reactivo de Dragendorff por las paredes del tubo, la aparicion
de una coloracion naranja ladrillo, indica una reaccion positiva.

Ensayo de saponinas.

Se tomd 1 ml del extracto al 50% y se coloco en un tubo de ensayo,
6



luego se adicioné 5 ml de agua destilada y se agité vigorosamente por
5 minutos dejandolo en reposo, si se observa la presencia de espuma
de mas de 2mm por mas de 2 minutos, es confirmatorio de la presencia
de saponina.

Identificaciéon de flavonoides. (Shinoda)

Para esta determinacion se empleé el reactivo de Shinoda, se tom6 1 ml
del extracto etandlico de la muestra y se colocé 1 ml de Ac. Clorhidrico
concentrado por las paredes del tubo, luego se agregd un pedazo de
cinta de magnesio metalico, se esperd 5 minutos y se agreg6 un mililitro
de alcohol isoamilico por las paredes del tubo. La presencia de una
coloracion amarillo, naranja o rojo intenso en la interfase demuestra la
presencia de flavonoides.

Identificacion de compuestos fendlicos y/o taninos.

En esta prueba se utilizo el reactivo de tricloruro férrico, colocandose
una alicuota de 1 ml del extracto etandlico de la planta y se agrego
acetato de sodio hasta pH neutro, luego se aplicaron Il gotas del
reactivo tricloruro férrico al 5%, la formacion de una coloracion rojo-vino,
indica la presencia de taninos, del tipo pirocatecolicos, un color verde
intenso, indica la presencia de taninos del tipo pirogalactanicos y un
color azul indica la presencia de compuestos fendlicos.

Identificaciéon de polisacaridos.

Se tomé6 una cantidad de 2 ml del extracto etandlico de las hojas de
Ocimum basilicum L. (albahaca) y se agreg6 en un tubo de ensayo de
vidrio, llevandose a una temperatura de 0°C a 5°C en una refrigeradora,
luego de permanecer por 20 minutos fueron retirados de la misma,
observandose si se forma una consistencia gelatinosa que seria la
reaccion positiva para la determinacion de mucilagos.

Identificacién de triterpenos y esteroides.

Para la determinacion de estos compuestos se hizo uso del reactivo de
Liebermann-Burchard, a 1 ml del extracto etandlico se agregd 0.5 ml de
acido acético y se mezcl6 vigorosamente, luego se dej6é caer IV gotas
de ac. Sulfarico concentrado por las paredes, hasta la aparicion de una
coloracion rojo-rosado que confirma la reaccion.

Identificacién de aminoacidos



En esta reaccion se tomo un mililitro del extracto etandlico y se adicioné
en un tubo de ensayo, agregando Ill gotas de reactivo de Ninhidrina 2%
y luego fue llevado a calentar por 10 minutos en bafio maria a 60°C, la
colocacion azul violeta indica la presencia de aminoacidos.
Identificacién de Quinonas.

Para la identificacion de quinonas se tomé 1 gr del extracto seco y se
agrego 3 ml de cloroformo, luego se le agregé 1 ml de NaOH 5% y se
agito, si la fase alcalina se torna a un color rosado, es confirmatorio de
la presencia de quinonas.

[1.5.4 Actividad antibacteriana

Fue realizada siguiendo los procedimientos empleados por Cosio H,
Rodriguez H (2017), para lo cual la determinacion de la actividad
antibacteriana se realizé por medio de difusion en pozo para lo cual
primero se activé la cepa en agar MacConkey mediante la aplicacion del
liofilizado reconstituido con agua estéril empleando el método en estrias,
luego se llevo a incubacién por 48 horas a 36°C, luego de este periodo
de tiempo se visualiz6 el crecimiento bacteriano.

Se hicieron dos asadas de las colonias formadas y se llevaron a dilucion
con suero fisiolégico a una concentracion de 1.5 x 108 UFC mediante la
comparacion con el 0.5 del escalimetro de McFarland.

De esta ultima dilucién se realizaron los sembrados en placas con agar
Miuller Hinton, y luego se trabaj6é en 15 placas 3 pocitos y en otras 15
placas 2 pocitos lo que se emplearon para aplicar los tratamientos
experimentales y controles respectivamente. En cada pocito se
agregaron 35 pL de cada muestra y se llevaron a incubacion por 24
horas luego de los cuales se identificaron los halos de inhibicion y se
midieron para luego haberlos realizados en la ficha de recoleccion de

datos.

Procesamiento del andlisis estadistico

El procesamiento del andlisis estadistico fue realizado empleado primero
estadistica descriptiva para mostrar el comportamiento de los datos

recolectados, asi mismo, se aplicaron estadistica inferencial para determinar



la normalidad y distribucibn homogéneas de las varianzas mediante la
aplicacion de la prueba de Shapiro-Wilk y la prueba de Levene, para la
contrastacion de la hipotesis del estudio se aplicaron la prueba de ANOVA 'y
Tukey con un nivel de significancia de 0.05 empleando el programa

estadistico SPSS version 26%.

Aspectos éticos

Por ser un estudio experimental in vitro con manejo de material biolégico de
alto riesgo se practicaron los criterio y principios de bioseguridad en el
laboratorio siguiendo las guias y protocolos de los manuales internacionales
en laboratorios de ensayo para evitar riesgo en las personas participantes;
asi mismo, se dispuso de procesos para evitar la contaminacion del medio
ambiente con la contaminacion de residuos biolégico mediante las normales
establecidos por el Ministerio de Salud. Asi mismo, los investigadores se
comprometieron a cumplir con la originalidad del presente trabajo por lo cual
son los dnicos responsables de su contenido, sometiéndonos a las normas y

sanciones que estipule la universidad en caso de incurrir en falta?>26.



[Il.RESULTADOS

Tabla 1. Determinacion de la solubilidad del extracto etandlico del fruto de Vaccinium

corybosum L. (ARANDANO AZUL) en solventes polares y apolares.

Tubo | Solvente empleado Solubilidad en el
solvente

1 Alcohol Terbutilico ++

2 Acetona +

3 Agua destilada ++

4 Cloroformo -

5 Hexano -

6 Etanol +++

7 Metanol +++

8 Dimetil-sulféxido +
Leyenda:

% (+++): Soluble

% (++): Medianamente soluble
% (+): Ligeramente soluble

% (-): insoluble

Interpretacion:

En la tabla 1. se observan los resultados del andlisis de la solubilidad del extracto
etandlico del fruto de Vaccinium corybosum L. (ARANDANO AZUL) en diferentes
solventes, observandose que este es soluble en etanol y metanol, es medianamente
soluble en alcohol terbutilico y agua destilada; ligeramente soluble en acetona y
dimetil-sulféxido y es insoluble en cloroformo y hexano, por lo tanto, se observa

mayor afinidad por solventes con caracteristicas polares.
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Tabla 2.

Determinacion de los metabolitos

antibacteriano.

secundarios que presentan efecto

Metabolitos Reaccion
Reactivos Resultado
Secundarios
Alcaloides Dragendorff Color naranja ladrillo ++
Quinonas Borntrager Coloracion rosa-rojiso -
Compuestos Coloracion rojo-vinoso ++
fendlicos FeCls;
Taninos Coloracion verdosa ++
Mucilagos Aspecto gelatinoso -
Flavonoides Antocianidina Anillo marron interfase -
Triterpenos / Liebermann Coloracion rojisa +
Esteroides Burchard
Aceite y grasas Sudan Il Rojo intenso -
Saponinas Espuma Formacién de espuma -
Leyenda:
Ausente O]
Escaso (+)

Moderado  (++)
Abundante  (+++)

En la tabla 2 se muestra el resultado de la marcha fitoquimica obtenida al exponer
del extracto etandlico del fruto de Vaccinium corybosum L. (ARANDANO AZUL) a
diferentes reactivos los cuales al reaccionar con las estructuras moleculares de los
metabolitos muestran cambios de coloracion, precipitado, turbidez, entre otros; los
metabolitos secundarios encontrados son alcaloides, compuestos fendlicos y
taninos en cantidad moderada, triterpenos en cantidad escasa y no se evidencio
presencia de quinonas, compuestos fendlicos, mucilagos, flavonoides, aceites,

grasas y saponinas.
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Tabla 3. Determinacion del efecto antibacteriano del extracto etandlico del fruto de
Vaccinium corybosum L. (ARANDANO AZUL) al 100%, 75% y 50% sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175, in vitro.

DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION (mm)
95% Intervalo de confianza
: Desv. Error . . .
N° | Media para la Media Minimo| Maximo
Estandar | Estandar
Limite inferior | Limite superior

E.E. Arandano azul -| 10 14,76 0,26 0,08 14,57 14,95 14,36 15,12
100%
E.E. Arandano azul -| 10 13,03 0,40 0,13 12,74 13,31 12,30 13,65
75%
E.E. Arandano azul -| 10 | 10,48 0,31 0,10 10,26 10,71 10,06 10,97
50%
Control Negativo (Et.| 10 6,42 0,37 0,12 6,15 6,68 5,92 6,97
96°)
Control Positivo 10 | 29,87 0,45 0,14 29,55 30,20 29,23 30,49
(Clorhexidina 0.12%)

En la tabla 3. Se puede apreciar el analisis realizado a los datos del tamafio del
halo de inhibicion de cada grupo de analisis mediante el programa SPSS version
26 para obtener los datos estadisticos como media, desviacion estandar, los limites
de confianza y valores maximo y minimo encontrados de los valores promedio de
los halos de inhibicién obtenidos por el extracto etandlico del fruto de Vaccinium
corybosum L. (ARANDANO AZUL) al 50%, 75% y 100% frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175, obteniendo valores promedio de halo de inhibicion de 10,48
+ 0,31mm para el extracto al 50%, al 75% fue de 13,03 + 0,40mm; al 100% fue de
14,76 + 0,26mm; por otro lado, el control negativo empleado (etanol 96°) obtuvo
halo de inhibicién de 6,42 + 0,37mm y el control positivo obtuvo halo de 29,87 +
0,45mm; demostrando efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans ATCC
25175, al ser comparados los halos de inhibicion formados con el grupo control

negativo.
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Figura 1: Efecto antibacteriano del extracto etandlico del fruto de Vaccinium
corybosum L. (ARANDANO AZUL) al 100%, 75% y 50% sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175, in vitro.

35.00
30.00 29.87
25.00

20.00

15.00

10.00 48

5.00 6.42

0.00
E.E. Arandano E.E. Arandano E.E. Arandano Control Negativo Control Positivo
azul - 100% azul - 75% azul - 50% (Et. 96°) (Clorhexidina
0.12%)

Media de Didmetro de inhibicidon

Grupos de trabajo

En la figura 1. permite observar de manera visual los promedios de los halos de
inhibicion con su respectivo rango de variacion con respecto a la media, del mismo
modo, se observa el comportamiento del extracto etandélico del fruto de Vaccinium
corybosum L. (ARANDANO AZUL) al 100%, 75% y 50%, observandose un efecto
antibacteriano sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 a mayores
concentraciones, asi mismo, se observan diferencias significativas entre los halos

de inhibicién de los grupos control con respecto a los grupos experimentales.
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Comparacion del efecto antibacteriano de Streptococcus mutans ATCC
25175, in vitro frente a los extractos etanolicos del fruto de Vaccinium
corybosum L. (ARANDANO AZUL) con la Clorhexidina al 0.12%

Hipdtesis de contrastacion

Ho: El extracto etandlico del fruto de Vaccinium corybosum L. (ARANDANO AZUL)
no tiene mayor efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, in

vitro que la Clorhexidina al 0.12%.

Hi: El extracto etandlico del fruto de Vaccinium corybosum L. (ARANDANO AZUL)
tiene mayor efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, in vitro

gue la Clorhexidina al 0.12%.

Analisis de los datos recolectados

Tabla 4. Prueba de Distribucién Normal para cada grupo de Tratamientos

Shapiro-Wilk
Statistic | df | Sig.
E.E. Ardndano azul - 100% 0,943 10 | 0,582
E.E. Arandano azul - 75% 0,960 10 | 0,787

Grupos de trabajo

Diametro Del Halo De Inhibicién (Mm) E.E. Arandano azul - 50% 0,929 10 | 0,439

Control Negativo (Et. 96°) 0,901 10 | 0,226

Control Positivo (Clorhexidina 0,934 10 | 0,486
0.12%)

Interpretacion:

Se muestra el analisis realizado las pruebas de Shapiro-Wilk para confirmar la
distribucion normal de los datos analizados, con un nivel de confianza del 95,00%,
se observa que el nivel de significancia calculado en tabla supera el nivel de
significancia de 0,05 establecido por el estudio, por lo tanto, se confirma que todos

los grupos analizados presentan distribucion normal.



Tabla 5. Analisis de la Varianza (ANOVA)

Diametro del halo de inhibicion

Suma de cuadrados Df Media al cuadrado F p-valor.
Entre grupos 3192,31 4,00 798,08 5959,32 0,00
Dentro de grupos 6,03 45,00 0,13
Total 3198,34 49,00

Interpretacion:

Se observa en la tabla 4, la prueba de ANOVA o andlisis de la varianza aplicada a

los grupos de los datos mediante el programa SPSS version 26, luego del analisis

se observa un p-valor obtenido menor al nivel de significancia del estudio; por lo

tanto, la prueba nos confirma que existe diferencia estadisticamente significativa en

al menos uno de los grupos de datos.

Tabla 6. Andlisis por sub grupos homogéneos mediante la prueba de Tukey

DIAMETRO DE INHIBICION

HSD Tukey?
Grupos de trabajo N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3 4 5

Control Negativo (Et. 96°) 10 6,42
E.E. Arandano azul - 50% 10 10,48
E.E. Arandano azul - 75% 10 13,03
E.E. Arandano azul - 100% 10 14,76
Control Positivo (Clorhexidina 0.12%) 10 29,87
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 15,000.

Interpretacién:

La tabla 6, muestra un analisis complementario a la prueba de ANOVA el cual se

realiz6 mediante la prueba de Tukey por sub grupos homogéneos, este analisis
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determind diferencias estadisticamente significativas entre todos de los grupos de
los datos mostrando en la tabla superior segun niveles el grado de estas segun
tamafio de halo de inhibicion. Se observa que el control positivo de clorhexidina
obtuvo mayor efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans ATCC 25175,
seguido por las concentraciones al 100%, 75% y 50% del extracto etanélico del fruto
de Vaccinium corybosum L. respectivamente y finalmente el control negativo se ubica

en el nivel inferior sin actividad antibacteriana.

Conclusion:

Del analisis de los datos se rechaza la Hipotesis alterna y se acepta la hipétesis
Nula que indica que el extracto etandlico del fruto de Vaccinium corybosum L.
(ARANDANO AZUL) no tiene mayor efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175, in vitro que la Clorhexidina al 0.12%.

Tabla 7. Comparacién de la sensibilidad antibacteriana segun la escala de

Duraffourd
_ Sensibilidad Sensible Mu_y AItam_ente
Tratamiento nula 8-14 mm sensible sensible
<8 mm 15-20 mm >20 mm
Control Negativo (Et. 96°) 6,42
E.E. Arandano azul - 50% 10,48
E.E. Arandano azul - 75% 13,03
E.E. Arandano azul - 100% 14,76
Control Positivo (Clorhexidina
0.12%) 29,87

En la tabla 7, se muestra la escala comparativa de Duraffourd mediante la cual se
puede determinar la sensibilidad de Streptococcus mutans con respecto a los
grupos de trabajo, se observa que este hongo es altamente sensible al control
positivo (clorhexidina), sensible al extracto etandlico del fruto de Vaccinium
corybosum L. (ARANDANO AZUL), asi mismo, presenta sensibilidad nula al control

negativo.
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IV. DISCUSION

a. Discusién de Resultados

Streptococcus mutans es una de las bacterias que se presenta en casi todas las
personas generalmente en la mucosa oral, pero puede encontrarse en otras partes
del organismo produciendo complicaciones que pueden conllevar a la muerte,
actualmente el desarrollo de resistencia bacteriana ha llevado a una alerta sanitaria
y el desarrollo de nuevos farmacos con mayor actividad antibacteriana, sin
embargo, esta lucha parece no ganarse, volcandose las soluciones en el uso de
especies vegetales con accion antibacteriana, motivo por el cual, la presente
investigacion planteo sus objetivos relacionados con la determinacion del efecto
antibacteriano de una especie vegetal de abundante crecimiento y muy comudn en
el departamento de Lambayeque como es Vaccinium corybosum L., (arandano
azul), cuyos resultados se discuten a continuacion.

Con respecto a los resultados obtenidos para el primer objetivo, se determind
solubilidad del extracto etandlico del fruto de Vaccinium corybosum L. (ARANDANO
AZUL) en solventes polares y apolares dando como resultado que el extracto es
soluble en etanol y metanol, es medianamente soluble en alcohol terbutilico y agua
destilada; ligeramente soluble en acetona y dimetil-sulfoxido, lo que demuestra las
caracteristicas polares de los componentes que constituyen el extracto.

En cuanto al segundo objetivo planteado, sobre la determinaciéon de metabolitos
secundarios que pueden presentar efecto antibacteriano, se logré determinar la
presencia de alcaloides, compuestos fendlicos y taninos en cantidad moderada, asi
como, triterpenos en cantidad escasa, estos metabolitos como demuestran algunos
estudios tienen potencial actividad antibacteriana lo que se relaciona a la variada
accion sobre la pared celular de la bacteria, desestabilizando el equilibro funcional
de esta.

Por otro lado, con respecto al tercer objetivo se determiné el efecto antibacteriano
del extracto etandlico del fruto de Vaccinium corybosum L. (ARANDANO AZUL) al
100%, 75% y 50% sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, in vitro mediante la
evaluacion del tamafio de halo de inhibicion formado encontrandose valores
promedio de 10,48 + 0,31mm para el extracto al 50%, al 75% fue de 13,03 +

0,40mm; al 100% fue de 14,76 + 0,26mm; por otro lado, el control negativo
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empleado (etanol 96°) obtuvo halo de inhibicién de 6,42 + 0,37mm; al comparar los
halos de inhibicion formados por el extracto y el grupo control se confirma el efecto
antibacteriano del extracto; por su parte Mufioz (2020), demostré la eficacia
antimicrobiana del extracto de arandano a las concentraciones del 100%, 75% y
50% frente a sobre Porphyromonas gingivales obteniendo halos de inhibicién
similares con promedios de 14mm, 13mm y 8mm, del mismo modo, Reyes y col.
(2019), muestra halos de 15mm para el extracto etandlico de ardndano, 11.3mm
para el ardndano deshidratado, diferencias que pueden corresponder a la variedad
de ardndano (Vaccinium floribundum) empleado, ademas Reyes (2019), encontrd
resultados similares con el extracto etandlico de Vaccinium corymbosum L. sobre
Escherichia coli, con halos de inhibicion de 9.5mm, 12.7mm y 16.5mm para las
concentraciones de 50%, 75% y 100% respectivamente, las diferencias
presentadas reflejan la accion sobre la especie en estudio; por su parte Gustavo y
Tagle (2020), encontraron halos de inhibicion de 14,2mm a las 24 horas y 14,0mm
a las 48 horas en la misma variedad de arandano; pero estos resultados se
contraponen a los obtenidos por Benavides y col. (2021), que fueron de 9.31mm y
7.66mm respectivamente a las concentraciones de 100mg/ml y 50mg/ml, frente a
Streptococcus pyogenes ATCC 19615, valores inferiores a los encontrados, pero
se debe remarcar la diferencia en este caso, con respecto a la especie bioldgica
evaluada, otro estudio realizado por Sachun (2019), encontré halos de mayor
tamafio a las del extracto acuoso del fruto de Vaccinium corymbosum a las
concentraciones del 100%, 75%, 50% y 25% sobre Staphylococcus aureus ATCC
25923, los que fueron al 25% de 15.3mm, al 50% de 19.6mm, al 75% de 21.4mmy
al 100% de 29.3mm, considerandose la diferencia del solvente empleado en el
extracto y la especie microbiolégica empleada, diferencias que pueden reflejar los
resultados encontrados.

Finalmente, al comparar el efecto antibacteriano del extracto etanélico del fruto de
Vaccinium corybosum L. (ARANDANO AZUL) a las diferentes concentraciones con
la Clorhexidina al 0.12% sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, se logro
demostrar mediante pruebas estadisticas que clorhexidina al 0.12% posee mayor
efecto antibacteriano, asi mismo, empleando la escala de Durafourd para evaluar
la sensibilidad antibacteriana mediante la evaluacion de los halos de inhibicion se
demostré mayor sensibilidad antibacteriana de Streptococcus mutans ATCC 25175

a clorhexidina, también Mufioz (2020), demostré mayor actividad de la Clorhexidina
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al 0.12% al comparar con el efecto antibacteriano sobre Porphyromonas gingivales,
sin embargo, Reyes y col. (2019), encontréo mayor efecto en la clorhexidina 0.12%
(13.7mm) en comparacion con el extracto de arandano (Vaccinium floribundum )
frente a Streptococcus mutans ATCC 35668 a las 24 horas, cambiando esta efecto
a 48 horas donde se mostré el efecto antibacteriano superior al extracto de
arandano (59.3mm),

b. Conclusiones

= Se demostro el efecto antibacteriano del extracto etanodlico del fruto de
Vaccinium corybosum L. (ARANDANO AZUL) sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175, in vitro

= El extracto etanolico del fruto de Vaccinium corybosum L. (ARANDANO AZUL)
presentd ser soluble (+++) en etanol y metanol; solubilidad media (++) en
alcohol terbutilico y ligeramente soluble (+) en agua destilada, acetona y dimetil-
sulfoxido e insoluble (-) en cloroformo y hexano.

= Los metabolitos secundarios encontrados en el extracto etandlico del fruto de
Vaccinium corybosum L. con potencial efecto antibacteriano son alcaloides
(++), compuestos fendlicos (++), taninos (++) y triterpenos (+).

= Elefecto antibacteriano del extracto etanolico del fruto de Vaccinium corybosum
L. (ARANDANO AZUL) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, in vitro
mediante los halos de inhibicién de 10,48 + 0,31mm para el extracto al 50%, al
75% fue de 13,03 + 0,40mm; al 100% fue de 14,76 + 0,26mm.

* Los extractos etanolicos del fruto de Vaccinium corybosum L. (ARANDANO
AZUL) presentaron menor efecto que la Clorhexidina al 0.12% (halos de
inhibicién de 29,87 + 0,45mm) sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

c. Recomendaciones

e Diferentes especies vegetales han demostrado actividad frente a diferentes
microorganismos, dos diferentes estudios realizados sobre estas demuestran
lo mencionado, por lo tanto, se recomienda realizar otros estudios que permitan
demostrar la actividad antibacteriana encontrada en el fruto de Vaccinium
corybosum L. (ARANDANO AZUL).

e Evaluar en su integridad las distintas partes de la planta y verificar su efecto
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antibacteriano frente a diferentes microorganismos.

Promover la produccién en las oficinas farmacéuticas bajo diferentes
formulaciones para tratamiento antibacterianos.

Evaluar mediante estudios de toxicidad in vitro los riesgos del uso de estos

preparados en humanos.
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ANEXO A: Instrumento de recoleccidon de datos

EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL FRUTO DE
Vaccinium corybosum L. (ARANDANO AZUL) SOBRE Streptococcus mutans ATCC 25175, IN

VITRO
GRUPOS GRUPOS CONTROL
EXPERIMENTALES

Numero de placas Control Control

100% 75% 50% Negativo positivo

Etanol 96° Clorhexidina 0.12%

Placa N°01 14,82 12,87 10,46 6,35 29,94
Placa N°02

14,68 12,30 10,97 6,08 30,02
Placa N°03

14,81 13,41 10,49 6,36 30,35
Placa N°04

14,48 13,65 10,06 6,06 29,23
Placa N°05

14,46 12,76 10,20 6,38 30,46
Placa N°06

14,92 13,01 10,93 6,31 29,48
Placas N° 07

15,06 12,86 10,42 6,97 29,75
Placa N° 08

14,36 13,14 10,46 6,96 29,61
Placa N° 09

14,89 12,79 10,12 6,78 29,41
Placa N° 10

15,12 13,47 10,71 5,92 30,49
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ANEXO B: Matriz de consistencia

Formulacion del problema

Objetivos

Hipotesis

Problema General

Objetivo General

Hipotesis General

¢ Presentara efecto antibacteriano el extracto
etandlico de Vaccinium corybosum L.
(ARANDANO AZUL) sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175, in vitro?

Demostrar el efecto antibacteriano del extracto
etandlico de Vaccinium corybosum L.
(ARANDANO AZUL) sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175, in vitro

el extracto etanolico de Vaccinium corybosum L.
(ARANDANO AZUL) presenta efecto antibacteriano
sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, in vitro

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipotesis Especificas

¢,Cual sera la solubilidad del extracto etandlico
de Vaccinium corybosum L. (ARANDANO AZUL)
en solventes polares y apolares?

Determinar la solubilidad del
extracto etandlico de Vaccinium
corybosum L. (ARANDANO AZUL)
en solventes polares y apolares.

El extracto etandlico de Vaccinium corybosum L.
(ARANDANO AZUL) en soluble en solventes
polares y apolares

¢, Cuales seran metabolitos secundarios con efecto
antibacteriano el extracto etgnélico del fruto de|
\VVaccinium corybosum L. (ARANDANO AZUL)?

Determinar los metabolitos secundarios que
presentan efecto antibacteriano

El extracto etanélicq del fruto de Vaccinium
corybosum L. (ARANDANO AZUL) presentg
metabolitos secundarios con efecto antibacteriano.

;Cual sera el efecto antibacteriano de los
extractos etandlicos de Vaccinium corybosum L.
(ARANDANO AZUL) al 100%, 75% y 50% sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175, in vitro?

Determinar el efecto antibacteriano del extracto
etandlico de Vaccinium corybosum L.
(ARANDANO AZUL) al 100%, 75% y 50% sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175, in vitro

El extracto etandlico de Vaccinium
corybosum L. (ARANDANO AZUL) al
100%, 75% vy 50% tiene efecto
antibacteriano al 100%, 75% y 50%
sobre Streptococcus mutans ATCC
25175, in vitro

¢;Cual sera el efecto antibacteriano frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175 de los
extractos etandlicos del fruto de Vaccinium
corybosum L. (ARANDANO AZUL) comparado con
Clorhexidina al 0,12%7?

|Comparar el efecto antibacteriano sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175, in vitro frente
de los extractos etandlicos del fruto de Vaccinium
corybosum L. (ARANDANO AZUL) con la
Clorhexidina al 0.12%

El extracto etandlico del fruto de Vaccinium
corybosum L. (ARANDANO AZUL) tiene mayor efecto
antibacteriano sobre Streptococcus mutans ATCC
25175, in vitro que la Clorhexidina al 0.12%.
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ANEXO C: Operacionalizacion de las variables

VARIABLES DEFINICION DEFINICION DIMENSIONES | INDICADORES| ESCALA I?E N° DE VALOR
CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION | {TEMS
Extracto etandlico de] Producto obtenido por medio] Maceracion por 10 dias
Vaccinium corybosumf de un proceso fisico que con etanol 96°
L. (ARANDANOQ] contiene los metabolitos de 13|
AZUL) planta 100
Concentracion Porcentaje Razoén 3 75
50
Efecto antibacteriano] Accion de inhibir o disminuir el] Medicion del tamafio de
sobre Streptococcus| crecimiento  bacteriano  de] los halos de inhibicion
mutans ATCC 25175 | Streptococcus mutans ATCC
25175 <8mm (-)
. i 8mm-14mm (+)
Halo de Didmetro Razoén 4
o > 14 mm-20mm (++)
inhibicién
> 20mm : (+++)

13
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ANEXO D: Certificado de anédlisis de la cepa

O Microbiologics-

Certilicate of Analysis Lyophilzed Microorganiam Specication and Performance Upon Release

Spocifications B
Microorganism Name: Streptococtus mutars Refease Information:
Lot Number: 26628 Roloase Date: 202011024
Raference Numbeor: ATOOS 26175™"
Purity: Pure
Passage from Reference: 3
Performance
Macroscopic Foatunes: Medium:

Two colony types, small circular, dome shaped, entire edge, while and he S3AP other &

small. orcular and Fansiocent. Microscopic

Foatures: Mathod:

Sevall gram positive cooc 10 ovoud cells occurring singly, in pais and Gram Sain (1) predominately in chairs

1D Systam: MALDI-TOF {1) Other Features/ Chalienges: Results
(1) Catalase (3% Hydrogen Peroxde) negadive

Lat Hope-

Amanda Xuperus
Qualey Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

See attached 1D System resuts document.

TDsctsbrar The et Sove] of e Bt reeBer 3gpearng on e prosic lede seel packiog B 20 meraly & Eackegog aven | rrnber. The ot rureber Jesbyed o i)
carticale & Tw acaad tase kot rasrber

Note for Vish®: Athough the Vitek® pacsl sass many conventonal tecta, the srigue snvranmant of the cars camned with the short Ixcutseton penat. may]
produce ressies that differ fom putiabed reuults obtained by ofar sethods.

1 Rafer 1o the snclumsd profucs nsert lor nstractioes, intscdod uss e tarardizsioty Mrformeton

proc srm bie 0 3 recognized ceftun colscson

t'nvomun
") ™ ATCC Lownmsd Desvative Deiaty,. the ATOC Lowosed Durisstes oond soak snd e ATOC catabog muwts mes teaderawts of ATOC

ATt(Ut:m_t.l ’ T 413 Lam theoe Eadermrts and & s Prochcts dumad fum ATCOD cfrss

T H2000,
TER WA IR piae (1) Thans tes wrn acomtted o ISONEE 225 2000
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© 2012 Microtiologies, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Ooud. MN 55303 Page 1 of 4 DOC.286
Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results -&gn
Meaning of Score Values
Rance htertretation- Symbols | Color
2.00-3.00 (=) green
L70« 1,99 Low-confidence wennficatson (+) vellow
0.00 - 1.69 (-} red |
Meaning of Consistency Categories (A - C) B
ﬂ&h consistency: The best nusteh 1s o high-confidence identification. The second-best matchiis (1) o
(A) haghi-confidence wentification in Which the species s identical to the best match. (2) a low-coufidence
wentification m whech the species or genus is idenbical to the best match. or (3) & pon-adentification
Low consistency: The requiremenss for high consistency are not met, The best match is o lugh- or low-
(B)  [|coufidence wlentificanion Ihe second-best matels is (1) a high- or low-confidence identification in
which the genus i identical 10 the best mateh or (2) # nop-identificatson
(C) No consistency: The requimements for lugh or Jow consistency are pot met i
Sample Name: Streplococcus mutans
Sample Description: 266
Sample ID: 266-28
Sample Creation Date/Tme:  2018.10-19T10:565:23.331 CMC
Applied MSP Librany(les): BOAL, Myccbacieria Library (bead method), Fiamentous Fungi Library 1.0, Listesia
Sample Name 8-:!. Organism (best match)
A2 (+4+)
(A) 2656-28 Streptococcus mutans
Comments
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ANEXO E: Constancia de identificacion botanica

Hamilton W. Beltran §.
Consultor Botsnico
Calle Matalio Sanchez 251- Jesis Maria
hamilionbetrani@yahoo.com

CERTIFICACION BOTANICA

El Biologo colegiado, cerifica que la planta conocida como “Arandano Azul
proporcionada por les Bachilleres, KIMBEERLY MARIA BECERRA COLLAZOS ¥
JOSE EDUARDO TORRES CESPEDES, Tesistas de la Universidad Maria
Auxiliadora, ha sido estudiada cientificamente y determinada como Vaccinum

corymbosum L. v de acuerdo al Sistema de Clasificacion de Cronquist 1981, se

ubica en las siguientes categorias:

Reino: Plantaes

Division: Magnaoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Crden: Ericales

Familia: Ericaceae

GEnero: Vaccinum

Especie: Vaccinum corymbosum L.

Se expide la presente cerfificacion a solicitud de los interesados para los fines que

estime conveniente.

Lima, 01 Agosto 2022

B .—-:'_-F .:-".-3-_;_.'\-".
Blgo. Hamilton Beltran
il IWilumer Belirom Sowigper
Fimlrpo - Boudmies -

e IR
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ANEXO F: Evidencias en fotografias

Figura: 2. Recoleccién de la especie vegetal

14110, Peru

;6.60174401“ ‘—79.93705313°

A Alt e 341 meter:
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Figura: 3. Preparacién de la especie vegetal
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Figura 4. Preparacion del procesamiento de macerado de la muestra
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Figura 6. Preparacion del extracto a diferentes concentraciones

Figura 8. Aplicacién de los extractos en los cultivos

34



Figura 9. Incubacion de placas en medio anaerobico

Figura 10. Lectura de los halos de inhibicion
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