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RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de

semillas de Vitis vinifera (uva) frente Streptococcus mutans ATCC 25175.

Materiales y métodos: de tipo cuantitativo, experimental; poblacion: 15 Kg de Vitis
vinifera (uva); muestra de 365.7 g de semilla Vitis vinifera; por otro lado, se emple6
10 placas Petri inoculadas con Streptococcus mutans ATCC 25175. Ademas, se
empled la marcha fitoquimica, difusion en agar en pozos, constituida por grupos al
25 %, 50 % y 75 % frente a (Clorhexidina).

Resultados: Las medias de los didmetros en concentraciones del 25%, 50% y 75%
del extracto etandlico de semillas de Vitis vinifera (uva) frente Streptococcus
mutans ATCC 25175 fueron mas bajos que los registrados por Clorhexidina. En
examen numérico por medio de la prueba de ANOVA fue (p<0,05) en comparacion
con el conjunto de control. Ademas, se identificO la presencia de taninos,
compuestos fendlicos, lactonas a, B-insaturadas, alcaloides, antocianinas y

azucares reductores.

Conclusidn: El extracto etandlico de semillas de Vitis vinifera (uva) presento efecto
antibacteriano al 25%, 50% y 75% frente Streptococcus mutans ATCC 25175.

Palabras clave: Actividad antibacteriana, Vitis vinifera, Streptococcus mutans



ABSTRACT

Objective: To determine the in vitro antibacterial effect of the ethanolic extract of

Vitis vinifera (grape) seeds against Streptococcus mutans ATCC 25175.

Materials and methods: quantitative, experimental; population: 15 Kg of Vitis
vinifera (grape); sample of 365.7 g of Vitis vinifera seed; On the other hand, 10 Petri
dishes inoculated with Streptococcus mutans ATCC 25175 were used. In addition,
the phytochemical march was used, diffusion in agar in wells, consisting of groups
at 25%, 50% and 75% against (Chlorhexidine).

Results: The means of the diameters in concentrations of 25%, 50% and 75% of
the ethanolic extract of Vitis vinifera (grape) seeds against Streptococcus mutans
ATCC 25175 were lower than those registered by Chlorhexidine. In numerical
examination by means of the ANOVA test it was (p<0.05) compared to the control
set. In addition, the presence of tannins, phenolic compounds, a, p-unsaturated

lactones, alkaloids, anthocyanins and reducing sugars was identified.

Conclusion: The ethanolic extract of Vitis vinifera (grape) seeds presented an
antibacterial effect at 25%, 50% and 75% against Streptococcus mutans ATCC
25175.

Key words: Antibacterial activity, Vitis vinifera, Streptococcus mutans
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l. INTRODUCCION

La caries dental es una patologia bucodental altamente prevalente que afecta a un
gran numero de individuos a nivel mundial, esta condicion dental debilita
progresivamente los dientes y puede resultar en la formacion de caries, el cual es
reconocida como una de las principales causas de dolor y pérdida de dientes, con
repercusiones significativas en la calidad de vida y el bienestar general de las
personas (1). La presencia de la bacteria Streptococcus mutans en la cavidad oral
representa una situacion probleméatica a nivel mundial en relacion con la caries
dental (2). Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), alrededor del 60%
de la poblacién mundial alberga esta bacteria, mientras que la Organizacién para
la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OCDE) y el Consejo de Europa
informan que aproximadamente el 90% de las personas han experimentado caries

dental en algin momento de sus vidas (3).

La presencia de la bacteria Streptococcus mutans se estima en alrededor del 60%
de la poblacion de Oceania. En términos de caries dental, la prevalencia promedio
es de alrededor del 90% en Australia y Nueva Zelanda (4). Ademas, la prevalencia
de caries dental, se estima que afecta a alrededor del 85-90% de la poblacion en
China y Japon (5). En Africa, la prevalencia de caries dental puede variar en
diferentes regiones, pero en promedio afecta aproximadamente al 80-99% de la
poblacién africana, principalmente en Sudéfrica y Nigeria (6). En Europa, la
prevalencia de caries dental afecta a un 40% en promedio, en paises como

Alemania, Francia, Italia, Espafia y Reino Unido (7).

Por otro lado, en Estados Unidos, aproximadamente el 45% de los adultos de 20 a
64 afnos tienen caries no tratadas, mientras que el 13% de los adolescentes de 14

a 17 afos y el 23% de los nifios de 2 a 5 afios también sufren de caries no tratadas

(8).

En Latinoamérica, la caries dental afecta entre el 60% y 90% de la poblacion de 5
a 17 afos, segun la OPS. Ademas, se observa un aumento en la prevalencia de
Ulceras cariosas en las naciones agricolas no industriales (9). Segun informacion
del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (SINAVE), se estima que

aproximadamente el 90% de la poblacion mexicana experimenta la presencia de
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cavidades dentales (10). De acuerdo con informacién proporcionada por el
Departamento de Salud de Brasil, se calcula que alrededor del 70% de los
habitantes sufren de deterioro dental. Por otra parte, en Ecuador, se estima que el
80% de los ciudadanos experimenta la presencia de cavidades dentales (11).

Finalmente, en Perl, se estima que alrededor del 85% de los habitantes
experimenta la presencia de cavidades dentales, segun el Ministerio de Salud. Del
mismo modo, se observé en un centro hospitalario en Lambayeque una alta
prevalencia de caries dental en nifios de 6 y 7 afos, donde se encontré que el
23,64% de los menores sufrian de esta condicion y no recibian atencion regular en
clinicas publicas para tratarla (12). Asimismo, en un establecimiento sanitario en la
ciudad de Lima se evalud la excelencia de la limpieza oral en infantes de 1 a 4 afios,
manifestando que el 36,8% de los individuos evidenciaban una escasa frecuencia
de afecciones dentales, mientras que el 63,2% indicé una predominancia de mala
higiene bucal con una proporcién superior al 50% (13).

Por lo tanto, la caries dental en el Perul tiene diversas causas subyacentes, como
la falta de educacién y conciencia sobre la importancia de la higiene oral contribuye
a un cuidado insuficiente de los dientes y encias. Ademas, una dieta alta en
azucares, que incluye alimentos y bebidas procesadas, asi como una ingesta
excesiva de alimentos y bebidas azucaradas, desempeiian un papel importante en
el desarrollo de la caries. El acceso limitado a servicios de atencion dental en
algunas areas del pais también dificulta que las personas reciban el cuidado y los
tratamientos necesarios para prevenir y tratar la caries dental. Estos factores
combinados crean un entorno propicio para el desarrollo de la enfermedad en la

poblacién peruana (14).

La caries dental en el Peru tiene consecuencias significativas para la poblacion. El
dolor dental y la incomodidad resultantes de las cavidades cariosas afectan la
calidad de vida de las personas, dificultando actividades basicas como comer y
hablar. Las infecciones bucales también pueden desarrollarse a partir de la caries
dental, extendiéndose a otras partes del cuerpo y afectando la salud en general.
Ademas, la pérdida de dientes es una consecuencia comun de la caries, lo que no
solo tiene implicaciones funcionales, sino también estéticas y emocionales,

afectando la autoestima y la confianza de las personas. La caries dental también



representa una carga econdémica significativa, tanto para los individuos como para
el sistema de salud, debido a los costos asociados con los tratamientos y la pérdida
de productividad (14).

Es por lo que el uso de especies vegetales y sus derivados son de gran importancia
en la busqueda de alternativas naturales y efectivas para combatir las infecciones
bacterianas. En un contexto de creciente resistencia a los antibioticos
convencionales y limitado acceso a medicamentos, estas plantas ofrecen una
opcién accesible y potencialmente terapéutica. Su riqueza en compuestos activos
les confiere propiedades antimicrobianas, permitiéndoles inhibir el crecimiento de
bacterias y tratar infecciones (15). Ademas, su enfoque holistico y tradicional brinda
una alternativa mas suave con menos efectos secundarios, es asi como Vitis
vinifera (uva) ha despertado interés debido a sus usos antibacterianos,
especialmente en relacion con las propiedades de las semillas. Por lo mismo, se
propone explorar el potencial fitoterapéutico integral de las semillas de Vitis vinifera,
sin embargo, es importante destacar la necesidad de utilizar estas plantas bajo la
guia de profesionales de la salud y en complemento con el tratamiento médico
convencional, para garantizar su uso seguro y eficaz en la lucha contra las

infecciones bacterianas (16).
Es por lo que el presente estudio plantea el siguiente problema general:

¢ Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de semillas de Vitis

vinifera (uva) frente Streptococcus mutans ATCC 25175?

Asimismo, genera las, siguientes subpreguntas:

e ¢ Qué tipo de metabolitos secundarios responsables del efecto antibacteriano

in vitro poseera el extracto etandlico de semillas de Vitis vinifera (uva)?

e ¢ Evaluar que concentracién del extracto etandlico de semillas de Vitis vinifera
(uva) presentara efecto antibacteriano in vitro frente Streptococcus mutans
ATCC 251757

e . Cudl es el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de semillas de
Vitis vinifera (uva) comparado con clorhexidina frente Streptococcus mutans
ATCC 251757



La especie bioldgica Streptococcus mutans es una bacteria Gram positiva que se
caracteriza por ser destructiva y tener la capacidad de alterar el pH salival de 7 a
4.2 en un periodo de 24 horas. Ha sido clasificada en diversos serotipos, incluyendo
los serotipos c, e, fy k, en funcién de sus propiedades inmunoldgicas, organicas y
hereditarias. S. mutans habita en la cavidad bucal humana y se adhiere tanto a las

superficies dentales solidas como a las lesiones cariosas (17).

Por otro lado, la Vitis vinifera, o uva, es una planta trepadora que se encuentra en
diferentes regiones del mundo, sus flores forman racimos que se convierten en
uvas. En cuanto a su composicién fitoquimica, las semillas de uva contienen
diversos compuestos beneficiosos para la salud, entre ellos se destacan los
polifenoles, como las proantocianidinas y el resveratrol, que son conocidos por sus
propiedades antioxidantes y antiinflamatorias. Estos compuestos fitoquimicos se
encuentran principalmente en las semillas de uva y han sido objeto de estudio
debido a sus potenciales efectos positivos en la salud. El extracto etandlico de
semillas de uva ha mostrado efecto bactericida contra diversas cepas bacterianas,
incluyendo Streptococcus mutans. Existen investigaciones que indican que el
extracto etanodlico de las semillas de Vitis vinifera (uva) podria presentar efectos
antimicrobianos y antioxidantes beneficiosas contra la caries dental, aunque se

requiere mas investigacion para confirmar su eficacia y uso potencial (18).
ANTECEDENTES INTERNACIONALES

Krasteva D, et al. (2023), Estudio realizado en Bulgaria, el cual tuvieron como
objetivo evaluar el contenido fendlico total, la composicion, las actividades
antioxidantes y antibacterianas de cuatro extractos de semilla de uva, empleando
la técnica de difusion mediante pozos en agar. Hallando que Las bacterias
analizadas mostraron una alta sensibilidad a los extractos (MIC = 0,12— 0,50
mg/mL). De acuerdo con los valores de MIC, las bacterias estaban en el siguiente
orden: Gram positiva: S aureus; >B. cereus > E. coli. Concluyendo que los GSE
estudiados tienen un buen potencial como agentes antioxidantes y antimicrobianos
(19).

Luchiano C, et al. (2019), Estudio realizado en Rumania, el cual tuvieron como

objetivo evaluar la actividad antibacteriana de los extractos de orujo de uva contra



diferentes patégenos (Escherichia coli ATCC 25922, Candida albicans ATCC
90028, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus aureus ATCC
25923), y su actividad antioxidante. Obteniendo como resultados que el orujo de
uva es una fuente potencial de agentes antioxidantes naturales. Concluyendo que
el orujo de uva representa una fuente importante de resveratrol y otros compuestos
bioactivos que podrian ser una valiosa fuente de antioxidantes para su posterior
utilizacién en la industria alimentaria y farmacéutica, no obstante las muestras

analizadas no presentaron actividad antibacteriana (20).

Radulescu C, et al. (2020), Estudio realizado en Rumania, el cual tuvieron como
objetivo comparar algunas de las caracteristicas fitoquimicas y la actividad
antimicrobiana de extractos hidroalcohdlicos (50%v/v) obtenidos de cuatro
variedades de uvas, utilizando el método de difusion en placa de agar. Obteniendo
como resultado que los valores mas altos de actividad antibacteriana se registraron
en el caso de los extractos hidroalcohdlicos de las semillas de las variedades
ecolégicas Moscatel Hamburgo y Merlot, respectivamente, y Pinot Noir.
Concluyendo que los extractos hidroalcohdlicos de las semillas de las variedades
organicas presentaron actividad antibacteriana favorable contra las cepas de

bacterias probadas (21).

Caicedo J, et al. (2018), Estudio realizado en Ecuador, quienes evidenciaron como
objetivo evaluar el efecto bactericida de extractos acuosos de uva Vitis vinifera de
diferentes partes de la planta sobre Streptococcus mutans ATCC 35668. Se utilizd
clorhexidina al 0.12% como referencia positiva y agua destilada como referencia
negativa, mediante la técnica de Kirby Bauer. Los resultados manifestaron que la
actividad antimicrobiana del extracto acuoso de semillas de uva al 100% fue
equiparable al de la clorhexidina al 0.12% frente a Streptococcus mutans, mientras
que la concentracion al 70% de este extracto presentd una inhibicion menor.
Concluyendo que las semillas de Vitis vinifera evidenciaron actividad bactericida

contra Streptococcus mutans (22).



ANTECEDENTES NACIONALES

Rodriguez D. (2022), Estudio realizado en Truijillo, el cual su objetivo fue examinar
la capacidad antibacteriana en distintas concentraciones hidroetandlicos de Vitis
vinifera y Vaccinium corymbosum sobre Streptococcus mutans ATCC 25175,
mediante la técnica difusiébn de agar en pozo. Obteniendo como resultado, que el
extracto de semillas de uva evidencio un promedio de 10.07 mm (15%) y 12.11 mm
(30%) halos respectivamente. Se encontré una diferencia estadisticamente
significativa (p=0.000<0.05) entre los tratamientos. Concluyendo que las semillas
de Vitis vinifera presentan actividad bactericida (23).

Villanueva J. (2020), Estudio realizado en Trujillo, el cual su objetivo fue evaluar la
efectividad combinada del extracto etandlico concentrado de semilla de Vitis
vinifera (uva) (EEVV) y la oxacilina en la cepa de Staphylococcus aureus ATCC
25923, mediante la técnica difusion de agar en pozo. Como resultados se obtuvo
que el extracto etandlico de semilla de uva (EEVV) mostr6 un promedio de
inhibicién de 34.60 mm, superando el valor minimo establecido por el CLSI (>13
mm). Sin embargo, no alcanzé el tamafio de inhibicidon observado con la oxacilina
(43.60 mm). Concluyendo que el extracto etandlico concentrado de semilla de Vitis
vinifera demuestra un efecto bactericida en la cepa de Staphylococcus aureus
ATCC 25923, segun se evidencia por los resultados que cumplen con los criterios
establecidos por el CLSI (mayor a 13 mm) (24).

La justificacion tedrica de esta investigacion se basé en la necesidad de encontrar
alternativas naturales y seguras para combatir la caries dental, asi como en la
evidencia existente sobre las propiedades antimicrobianas de las semillas de uva.
Ademas, esta investigacion pudo contribuir al conocimiento cientifico actual al
proporcionar informacion sobre la eficacia de las semillas de uva frente a
Streptococcus mutans, lo cual podria tener implicaciones significativas en la

practica clinica y la salud bucal de la poblacion.

Por otro lado, a nivel practico respecto a la eficacia de las semillas de uva en la
inhibicion del crecimiento y la actividad de Streptococcus mutans, esto podria llevar
al desarrollo de nuevos productos de cuidado bucal que utilicen extractos o
compuestos derivados de las semillas de uva. Estos productos podrian ofrecer una
alternativa natural y segura a los enjuagues bucales y otros agentes
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antimicrobianos convencionales, reduciendo asi la exposicidén a productos quimicos
sintéticos y sus posibles efectos secundarios. Ademas, el uso de semillas de uva
como agente antibacteriano podria tener un impacto significativo en la prevencion
y el tratamiento de la caries dental. Al ser un subproducto de la industria vinicola,
las semillas de uva son facilmente accesibles y podrian convertirse en una opcién
econdmica y sostenible para el cuidado bucal. Esto seria especialmente relevante
en areas con recursos limitados o en comunidades donde la atencion dental es

escasa (25).

Finalmente, a nivel metodolégico se planted el uso del método de difusion en agar

el cual es una prueba de sensibilidad microbiolégica que determind la eficacia de la
especie vegetal en investigacion.

Del estudio actual se plante6 como objetivo general

e Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de semillas de

Vitis vinifera (uva) frente Streptococcus mutans ATCC 25175

Se proponen como objetivos secundarios:

e |dentificar los tipos de metabolitos secundarios presentes en el extracto
etandlico de semillas de Vitis vinifera (uva) responsables del efecto

antibacteriano in vitro

e Determinar a qué concentracion el extracto etandlico de semillas de Vitis
vinifera (uva) presentard efecto antibacteriano in vitro frente Streptococcus
mutans ATCC 25175

e Comparar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etanélico de semillas de

Vitis vinifera (uva) con clorhexidina frente Streptococcus mutans ATCC 25175



Hipotesis general:

e El extracto etandlico de semillas de Vitis vinifera (uva) presenta actividad

antibacteriana in vitro frente Streptococcus mutans ATCC 25175
Por otro lado, se propone las hipotesis especificas:

e El extracto etandlico de semillas de Vitis vinifera (uva) posee metabolitos
secundarios de tipo flavonoides, alcaloides, compuestos fendlicos, taninos y

antraquinonas responsables del efecto antibacteriano in vitro

e El extracto etandlico de semillas de Vitis vinifera (uva) tiene efecto
antibacteriano in vitro a concentraciones del 25%, 50% y 75% frente
Streptococcus mutans ATCC 25175.

e El efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de semillas de Vitis
vinifera (uva) es significativamente mayor comparado con clorhexidina frente
Streptococcus mutans ATCC 25175



.  MATERIALES Y METODOS

II.1. Enfoque y disefio de la investigacion

Enfoque: cuantitativo, que implica realizar mediciones para identificar patrones,
formular hipotesis y contrastarlos (26).

Disefio: Experimental, ya que se manipuld y control6 la variable independiente para

observar su efecto en la variable dependiente (27).

Explicativo: Debido a que el objetivo de este estudio fue examinar y comprender

la relacién causal entre las variables y eventos analizados (28)

Transversal: Debido que la recoleccion de datos se realizé en un Gnico momento
(29).

[I.2. Poblacién, muestray muestreo

Poblacion de 15 Kg de Vitis vinifera (uva) proveniente del distrito de Santa Cruz de
Flores, provincia de Cafiete, ubicado en el departamento de Lima con una altitud a
85 m.s.n.m. y coordenadas de 12°37'10.28" S, 76°38'29.48" W.

La muestra fue de 365.7 g de semilla Vitis vinifera (uva).

Por otra parte, la poblacién biolégica estuvo compuesta por la cepa de
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Criterios de inclusién:
e Frutos maduros y saludables de la planta Vitis vinifera.
e Frutos recolectados de vifiedos que se encuentran en un estado fisiologico

optimo.
Criterios de exclusioén:

e Frutos dafados
e Frutos afectados por enfermedades o plagas.

e Muestra vegetal sin identificacion taxondémica.



Muestreo: El proceso de seleccion de la muestra fue de tipo probabilistica aleatorio

simple (30).
[1.3. Variables de investigacion

Variable Independiente: Extracto etandlico de semillas de Vitis vinifera (uva).

Definicion conceptual: Extracto adquirido a través del procedimiento de
la maceracién con etanol de semillas Vitis vinifera (uva) (31).

Definicion operacional: Técnica de maceracion de semillas de Vitis

vinifera (uva).

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

Definicién conceptual: Aptitud del extracto de etanol para restringir el
desarrollo de bacterias (32).

Definicion operacional: Las medidas de los halos inhibitorios generados
por pozos de 6 mm con el fin de evaluar las dimensiones experimentales

que se obtuvieron mediante el método de difusion en agar.

II.4. Técnicas e instrumentos para la recoleccion de datos

Técnica metodoldgica fue la observacion. Por otra parte, en relacibn con los
procesos fitoquimicos se llevd a cabo la exploracion fitoquimica inicial, y con

respecto al andlisis microbioldgico fue la técnica de difusién en agar Kirby-Bauer.

El instrumento utilizado fue la ficha de observacion, el cual se utilizo para recolectar
informacion de los estudios fitoquimicos y microbiolégicos (33).

[1.5. Plan metodolégico para larecoleccion de datos

[1.5.1. Recoleccidon de la muestra vegetal

Las semillas de Vitis vinifera (uva) se obtuvieron en el distrito de Santa Cruz de
Flores, provincia de Carfiete, ubicado en el departamento de Lima solicitando el

permiso correspondiente a la zona de recoleccion.
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[1.5.2. Reconocimiento de la muestra vegetal

La determinacién de la planta en cuanto a su categorizacién taxonémica fue
realizada por un bidlogo taxdbnomo especialista el cual proporcioné un certificado

confirmatorio de la especie Vitis vinifera (uva).
[1.5.3. Preparacion del extracto

Las muestras de Vitis vinifera (uva) se lavaron y cortaron los frutos para retirar las
semillas correspondientes de manera cuidadosa en un material de acero. La
purificacion fue llevada a cabo empleando agua potable con el propésito de eliminar
los residuos de pulpa de la fruta. Posteriormente, se expusieron a temperatura

ambiente durante aproximadamente 2 horas.

Luego se procedio a lavar las semillas con agua destilada para la deshidratacion.
Posteriormente las semillas de Vitis vinifera (uva) se colocaron en una bandeja de
vidrio el cual fue llevado a una estufa a temperatura de 40° por 48 horas hasta
obtener una deshidratacion total. Finalmente se procedio a moler las semillas para
proceder con el proceso de maceracion por 5 dias, después, se procedio a la

filtracion y la adquisicidon del extracto en forma deshidratada (34).

[1.5.4. Porcentaje de rendimiento

Con el fin de calcular el porcentaje de rendimiento, se empled la formula siguiente
(35).

%F E « 100
Pi

Donde:

» %E = Porcentaje de rendimiento
= Pf=Peso final (Extracto seco obtenido)

= Pi=Peso inicial (Muestra molida)

11.5.5. Prueba de solubilidad

Con el fin de llevar a cabo esta evaluacion, se necesitaron 0,5 g del extracto en
estado deshidratado y 1 mL de los solventes organicos, alcohdlicos, polares y

apolares (36).
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[1.5.6. Marcha fitoquimica del extracto

Se utilizo la técnica de Olga Lock para realizar un tamizaje fitoquimico preliminar.
Se empled diferentes reactivos en 14 tubos de ensayo, cada uno con 1 mL del
extracto. Los reactivos incluyeron, Benedict (para Azlcares reductores), NaOH
10% (para Antocianinas), Gelatina-sal (para Taninos), Gelatina (para Taninos),
Cloruro férrico (para Compuestos fendlicos), Fehling A y B (para Azlcares
reductores), Wagner (para Alcaloides), Dragendorff (para Alcaloides), Shinoda
(para Flavonoides), Baljet (para Lactonas a, B insaturadas), Borntrager (para
Quinonas), Liebermann-Burchard (para Triterpenos y esteroides) y Mayer (para
Alcaloides). Ademas, se utilizo el indice Afro simétrico para la deteccion de
saponinas (37).

[1.5.7. Anélisis Microbioldgico

Activacion de las cepas Streptococcus mutans ATCC 25175: El procedimiento se
realizd utilizando Kwik-stik, que consistio en presionar la ampolla en la parte
superior del recipiente para liberar el liquido hidratante hacia la base. Después de
esta etapa, se recolectd la muestra y se transfirié a una placa con agar sangre, que

se incubd a 37° C durante un dia completo (24 horas).

Con el propésito de lograrlo, se generé una mezcla directa de la cepa y se ajusto
su densidad Optica de acuerdo con la escala 0,5 de McFarland, lo cual equivale a
una concentracion de (1,5 x 108 UFC/mL) (38).

Preparacion del Inoculo: Se prepar6 una suspension directa de la colonia
obtenida de la placa previamente incubada, utilizando una solucién salina (cloruro
de sodio 0.9%).

Inoculacion de las Placas: Fue llevado a cabo en recipientes con medio de cultivo
Mueller-Hinton, el cual fue preparado de acuerdo con las indicaciones del
fabricante. La muestra fue sembrada utilizando una barra de siembra correctamente
esterilizada mediante la técnica de trazado en forma de cruz para asegurar una

distribucion mas homogénea en el medio de cultivo.

Preparacion de pozos: Se utilizé un material de acero estéril de 6 mm de diametro

para preparar los pozos mediante el uso de un sacabocado. Posteriormente, se
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agregaron 20 uL de las sustancias experimentales a diferentes concentraciones,
partiendo del extracto seco al cual se afiadio.

Grupo extracto etandlico de semillas de Vitis vinifera al 25 %

Grupo extracto etandlico de semillas de Vitis vinifera al 50 %

Grupo extracto etandlico de semillas de Vitis vinifera al 75 %

Grupo control: Clorhexidina

vV Vv VY V VY

Grupo control: DMSO

Después, se procedid a poner en cultivo todas las placas, manteniéndolas a una
temperatura de 37°C durante un lapso de 24 a 48 horas. Por udltimo, estos
resultados fueron medidos utilizando el calibrador digital y evaluados mediante la
"Escala de Duraffourd” (39).

[1.6. Procesamiento del andlisis estadistico

Se llevo a cabo la recoleccion de informacion utilizando una ficha de observacion
que fue integrada posteriormente en la plataforma de documentos en SPSS version
27. Se empled métodos estadisticos para analizar los datos, incluyendo frecuencias
absolutas, frecuencias relativas y medidas de tendencia central. Ademas, se utilizé
herramientas estadisticas inferenciales como ANOVA vy la prueba de Tukey para

realizar un analisis de los resultados obtenidos

II.7. Aspectos éticos

A lo largo del desarrollo de la investigacion, se llevd a cabo la manipulacién
adecuada de la cepa bacteriana y los instrumentos de laboratorio necesarios.
Asimismo, se implementd acciones para prevenir la contaminacion ambiental,
asegurando la apropiada gestion y eliminacion de los productos biolégicos

empleados (40)
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. RESULTADOS

[11.1. Prueba de solubilidad

Tabla 1. Prueba solubilidad

TUBO SOLVENTE RESULTADOS
N°1 Eter de petréleo -
N° 2 Diclorometano -
N° 3 Cloroformo -

N° 4 Butanol -

N°5 Etanol 96 +++

N° 6 Etanol 70 +

N° 7 Metanol ++

N° 8 Agua destilada -

N° 9 Dimetilsulféxido +++
Leyenda:

e Insoluble: (-)
« Poco soluble: (+)
o Medianamente soluble: (++)

o Muy soluble: (+++)

Se presenta el ensayo de solubilidad realizado con el extracto etandlico de semillas
de Vitis vinifera (uva). El resultado de mayor solubilidad (+++) fue observado en los
solventes dimetilsulféxido y etanol 96; le sigue el metanol con media solubilidad
(++) y poca solubilidad en Etanol 70 (+).

[11.2. Contrastacion de hipdétesis general

Hipotesis estadistica

HO: El extracto etandlico de semillas de Vitis vinifera (uva) no presenta actividad

antibacteriana in vitro frente Streptococcus mutans ATCC 25175.

H1: El extracto etandlico de semillas de Vitis vinifera (uva) presenta actividad

antibacteriana in vitro frente Streptococcus mutans ATCC 25175.

Se efectuaron analisis estadisticos descriptivos para contrastar la hipotesis

planteada. Los resultados indicaron que los valores obtenidos en cada grupo de
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estudio se encontraban dentro de los limites de confianza establecidos,

respaldando asi la validez de la hipotesis planteada en la investigacion.

En la tabla 2 se evidencia los resultados de los halos de inhibicién del analisis
microbiolégico.

Tabla 2. Promedio de los valores obtenidos de las mediciones de los halos
de inhibicion del extracto etandlico de semillas de Vitis vinifera (uva) sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175

Diametros de inhibicion en mm

Microorganismo

DMSO 2504 50% 75% Clorhexidina

6 9.21 10.41 12.70 18.80

6 9.23 10.39 12.69 18.84

6 9.21 10.37 12.67 18.89

6 9.23 10.40 12.68 19.06

Streptococcus 6 9.28 1041 12.71 19.10
mutans 6 9.21 10.38  12.66 18.88
ATCC 25175 6 9.22 10.40 12.68 18.82
6 9.23 10.39 12.68 18.80

6 9.22 10.39 12.67 18.86

6 9.24 10.40 12.70 18.84

Media 6 9.23 10.39 12.68 18.89

En la tabla 3 se evidencia que para Streptococcus mutans ATCC 25175, el DMSO
no presenté actividad antibacteriana, con una media de 6.00 y una desviacion
estandar de 0.00000, que corresponde al diametro del pozo de 6.00 mm. Al ser
contrastado con la escala de Duraffourd, se evidencié que las concentraciones del
extracto etandlico de semillas de Vitis vinifera (uva) al 25%, 50% y 75%
evidenciaron una sensibilidad baja con una medida de (9,2280 mm; 10,3940 mm,
12,6840 mm) respectivamente. Ademas, la cepa evidencio ser muy sensible frente

al control Clorhexidina con una media de 18,8890 mm.
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Tabla 3. Andlisis descriptivos de los resultados obtenidos en la prueba

microbiologica de la variedad bacteriana Streptococcus mutans ATCC 25175

95% de intervalo de confianza para la media

Desviacion Error Limite Limite
N Media estandar estandar inferior superior

DMSO 10 6,00 0,00000 0,00000  6,0000 6,0000

Streptococcus  Ext.25% 10 922 0,02098  0,00663 92130  9,2430

mutans  “Ext 50% 10 10,39 001265  0,00400 10,3850 10,4030

ATCC 25175 Ext. 75% 10 12,68 0,01578 0,00499 12,6727 12,6953

Clorhexidina 10 18,88 0,10546 0,03335 18,8136 18,9644

Decision: La hipétesis nula HO, que sugiere que el extracto etandlico de semillas
de Vitis vinifera (uva) no muestra actividad antibacteriana in vitro contra
Streptococcus mutans ATCC 25175, fue rechazada. En otras palabras, se encontrd
evidencia de que el extracto si posee actividad antibacteriana contra esta cepa

especifica de Streptococcus mutans.

[11.3. Contrastacion de hipotesis especificas
a) Hipotesis Especifica N° 01
HO: El extracto etandlico de semillas de Vitis vinifera (uva) no posee metabolitos

secundarios de tipo flavonoides, alcaloides, compuestos fendlicos, taninos y

antraquinonas responsables del efecto antibacteriano in vitro

H1: El extracto etandlico de semis de Vitis vinifera (uva) posee metabolitos
secundarios de tipo flavonoides, alcaloides, compuestos fendlicos, taninos y

antraquinonas responsables del efecto antibacteriano in vitro.
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Tabla 4. Tamizaje fitoquimico del extracto del extracto etanélico de semillas

de Vitis vinifera (uva)

N° REACTIVOS METABOLITO RESULTADO
1 Borntrager Antraquinonas ++
2 Cloruro férrico Compuestos fendlicos +++
3 Liebermann-Burchard Terpenos y esteroides -
4 Dragendorff +++
5 Mayer Alcaloides +
6 Wagner -
7 Baljet Lactonas a, B-insaturadas +++
8 Gelatina . +++
- Taninos

9 Gelatina-sal +++
10 NaOH 10% Antocianinas +++
11 Benedict Azulcares reductores b
12 Fehling Ay B +++
13 Espuma Saponinas +
14 Shinoda Flavonoides -

Se llevo a cabo el andlisis fitoquimico para comprobar la hipétesis propuesta, se
identificaron fitoconstituyentes en el extracto etandlico de semillas de Vitis vinifera
(uva). Se observé la presencia de taninos, compuestos fendlicos, lactonas a, B-
insaturadas, alcaloides, antocianinas y azucares reductores con una abundante

presencia (+++). Ademas, antraquinonas y saponinas.

Decisién: Se rechaza la hipétesis nula HO, el cual sostiene que el extracto etandlico
de semillas de Vitis vinifera (uva) no posee metabolitos secundarios responsables

del efecto antibacteriano in vitro.
b) Hip6tesis Especifica N° 02

HO: El extracto etandlico de semillas de Vitis vinifera (uva) no tiene efecto
antibacteriano in vitro a concentraciones del 25%, 50% y 75% frente Streptococcus
mutans ATCC 25175.

H1: El extracto etandlico de semillas de Vitis vinifera (uva) tiene efecto

antibacteriano in vitro a concentraciones del 25%, 50% y 75% frente Streptococcus
mutans ATCC 25175.
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Tabla 5. Pruebas de ANOVA

ANOVA
Suma de Media .
cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Entre 926,158 4 231,539 96716,575 0,000
grupos
Streptococcus
mutans Dentro
ATCC 25175 de 0,108 45 0,002
grupos
Total 926,266 49

La prueba de ANOVA se empled para evaluar si existen diferencias significativas
entre los tratamientos mediante la comparacion de sus medias. En la tabla 5, se
observé un resultado con un valor de p<0.05 (sig), el cual evidencia que hay
diferencias significativas entre los tratamientos aplicados frente Streptococcus
mutans ATCC 25175. Con el propdsito de identificar las diferencias significativas

entre los distintos medios, se llevd a cabo un analisis POST HOC utilizando el

procedimiento de Tukey.

Tabla 6. Comparaciones multiples de los halos de inhibicién de
Streptococcus mutans ATCC 25175

Comparaciones multiples

Intervalo de confianza

Diferencia de Desuv. : al 95%
(1) Grupo (J) Grupo medias (I-J)  Error - Limite Limite
inferior superior
DMSO 12,88900° 0,02188 0,000 12,8268 12,9512
Clorhexidina 25% 9,66100° 0,02188 0,000 9,5988 9,7232
50% 8,49500° 0,02188 0,000 8,4328 8,5572
75% 6,20500°  0,02188 0,000 6,1428 6,2672
Clorhexidina  -12,88900" 0,02188 0,000 -12,9512 -12,8268
DMSO 25% -3,22800°  0,02188 0,000 -3,2902 -3,1658
50% -4,39400° 0,02188 0,000 -4,4562 -4,3318
75% -6,68400° 0,02188 0,000 -6,7462 -6,6218
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Se pudo observar que p<0.05 en comparaciones entre la (Clorhexidina) y los grupos
experimentales al 25%, 50% y 75%, el cual evidencia que la Clorhexidina muestra
un efecto inhibidor significativamente mayor que los experimentales en todas las

concentraciones frente Streptococcus mutans ATCC 25175.

Ademas, se observa que p<0.05 entre (DMSO) y los grupos experimentales, lo cual
evidencia que existen diferencias estadisticamente significativas a favor de los

grupos en investigacion.

Decision: Se rechaza la hipotesis nula HO, el cual indica que el extracto etandlico
de semillas de Vitis vinifera (uva) no tiene efecto antibacteriano in vitro a

concentraciones del 25%, 50% y 75% frente Streptococcus mutans ATCC 25175.
c) Hipo6tesis Especifica N° 03

HO: El efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de semillas de Vitis
vinifera (uva) no es significativamente mayor comparado con clorhexidina frente
Streptococcus mutans ATCC 25175

H1: El efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de semillas de Vitis
vinifera (uva) es significativamente mayor comparado con clorhexidina frente
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Se puede apreciar que, para Streptococcus mutans ATCC 25175, las medias de
los diametros de inhibicion a diferentes concentraciones del extracto etandlico de
semillas de Vitis vinifera (uva) son menores en relacion a los logrados por la
Clorhexidina. Esto pone de manifiesto que el agente antibacteriano utilizado como
referencia positiva presenta una medida de inhibicibn mas amplia (18,8890 mm)

gue los grupos de experimentacion.
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Tabla 7. Prueba de subconjuntos de Tukey

HSD Tukey?

Subconjunto para alfa = 0.05
Grupo N 1 2 3 4 5
DMSO 10 6,0000
25% 10 9,2280
50% 10 10,3940
75% 10 12,6840
Clorhexidina 10 18,8890
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Decision: Por consiguiente, no se rechaza la hipétesis nula (HO), en otras
palabras, no se encontré evidencia de que el extracto tenga una actividad
antibacteriana significativamente superior a la clorhexidina contra esta cepa

especifica de Streptococcus mutans.
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IV. DISCUSION

IV.1. Discusion de resultados

La resistencia a los tratamientos de Streptococcus mutans ATCC representa un
desafio global en la salud oral. Esta bacteria cariogénica ha desarrollado resistencia
a los tratamientos convencionales, como antibidticos y agentes antimicrobianos.
Factores como la exposicion prolongada y el uso indiscriminado de antibioticos
contribuyen a esta resistencia, esta situacion dificulta la prevencion y el control de
las caries dentales, planteando un problema significativo en la salud bucal a nivel

mundial.

De acuerdo con el objetivo general, en la tabla 2 y 3, se identificd que el extracto
etandlico de semillas de Vitis vinifera (uva) presento actividad bactericida en todas
las concentraciones del 25%, 50% y 75% sobre Streptococcus mutans ATCC 25175
con una sensibilidad baja con valores de (9,2280 mm; 10,3940 mm, 12,6840 mm)
respectivamente. EI mismo que coincide con el estudio de Radulescu C, et al.
(2020), quienes compararon algunas de las caracteristicas fitoquimicas y la

actividad

antimicrobiana de extractos hidroalcohdlicos (50%v/v) obtenidos de cuatro
variedades de uvas, obteniendo que los extractos hidroalcohdlicos de las semillas
de las variedades organicas presentaron actividad antibacteriana favorable contra
las cepas de bacterias probadas entre ellas, Streptococcus sp. (21). La coincidencia
entre los estudios se debié a que ambos utilizaron extractos de semillas de uva y
evaluaron su actividad antimicrobiana. Los resultados indicaron la presencia de
compuestos fitoquimicos con propiedades antibacterianas en las semillas de uva.
Aungue los estudios se llevaron a cabo en diferentes ubicaciones geograficas, los
factores ambientales no parecieron influir significativamente. Ademas, se realizaron
controles adecuados para garantizar la validez de los resultados. Por otro lado,
difiere con el estudio de, Luchiano C, et al. (2019), quienes evaluaron la actividad
antibacteriana de los extractos de orujo de uva contra (Escherichia coli ATCC
25922, Candida albicans ATCC 90028, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y
Staphylococcus aureus ATCC 25923). Obteniendo que el orujo de uva, no presento
actividad antibacteriana (20). Las diferencias en los resultados entre los estudios

pueden explicarse por diferentes objetivos y enfoques, asi como por variaciones
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ambientales y metodoldgicas. Mientras que un estudio se centré en el efecto
bactericida de los extractos de semillas de uva, otro se enfocé en la actividad del
orujo y compuestos bioactivos. Las condiciones de cultivo, las concentraciones
utilizadas, las cepas bacterianas y los protocolos de control también pueden haber

influido en las disparidades observadas.

De acuerdo con el objetivo especifico 1, en la tabla 4, se realiz6 la marcha
fitoquimica, revelando el notable cambio de color y precipitacién en los tubos de
ensayo que correspondié a los taninos mediante el reactivo gelatina, compuestos
fendlicos, lactonas a, B-insaturadas, alcaloides, antocianinas, azlUcares reductores,
antraquinonas y saponinas. Semejante al estudio de Krasteva D, et al. (2023),
quienes evaluaron el contenido fendlico total, la composicion, las actividades
antioxidantes y antibacterianas de cuatro extractos de semilla de uva, de los
metabolitos analizados: flavonoides, antocianinas, procianidinas y &cido ascoérbico,
tuvieron un buen potencial como agentes antioxidantes y antimicrobianos (19). Las
similitudes en el analisis fitoquimico entre ambos estudios pueden atribuirse a la
presencia de metabolitos comunes en las semillas de uva utilizadas, asi como el
ambiente de cultivo en su composicion quimica. Factores como el clima, la altitud y
las préacticas agricolas pueden afectar la sintesis y acumulacion de metabolitos. Asi
como la consistencia en la metodologia utilizada, incluyendo las técnicas analiticas,

solventes y protocolos de extraccion.

Los compuestos fendlicos, alcaloides, lactonas a, B-insaturadas, taninos y
antocianinas presentes en las semillas de Vitis vinifera (uva) exhiben un mecanismo
de accién antibacteriano contra Streptococcus mutans ATCC 25175. Estos
componentes naturales presentes en las semillas de uva actian de diferentes
maneras para inhibir el crecimiento y la actividad de esta bacteria. Los compuestos
fendlicos y las antocianinas muestran propiedades antimicrobianas al interferir con
la integridad de la membrana celular bacteriana, causando su disrupcion y dafo.
Los alcaloides, lactonas a, B-insaturadas y taninos también contribuyen a la
actividad antibacteriana al afectar las funciones vitales de las bacterias, como la
sintesis de proteinas y el metabolismo energético, lo que resulta en la inhibicion del
crecimiento bacteriano. En conjunto, estos diversos compuestos presentes en las
semillas de uva demuestran una notable capacidad para combatir la proliferacion

de Streptococcus mutans ATCC 25175, lo que los convierte en candidatos
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prometedores para el desarrollo de terapias o productos de cuidado oral con

propiedades antimicrobianas (41).

De acuerdo con el objetivo especifico 2, en la tabla 6, se identifico que el extracto
etandlico de semillas de Vitis vinifera (uva) presento6 efecto antibacteriano a mayor
concentracion del 75% con una medida de 12,6840 mm. Asi mismo se determind
p<0.05 en comparaciones entre la (Clorhexidina) y los grupos experimentales.
Corroborandose con la investigacion por Rodriguez D. (2022), quien evaluo la
actividad antibacteriana de semillas de Vitis vinifera (uva), obteniendo que los halos
de inhibicion promedio fueron de 10.07 mm (15%) y 12.11 mm (30%), asi como
(p=0.000<0.05) entre los tratamientos, indicando que las semillas de Vitis vinifera
evidenciaron actividad bactericida (23). La coincidencia en los resultados de los
estudios se debi6 a la evaluacion de la actividad antibacteriana de extractos de
semillas de Vitis vinifera sobre Streptococcus mutans. Ambos estudios utilizaron la
técnica de difusion de agar en pozo y encontraron un efecto inhibidor significativo
a una concentracion del 75% y al 30% respectivamente. Esta concentracion
demostré ser Optima para lograr la actividad antibacteriana deseada, asi como la

metodologia utilizada y la evaluacion de la actividad antibacteriana.

De acuerdo con el objetivo especifico 3, en la tabla 7, se evidencié que para
Streptococcus mutans ATCC 25175, las medias de los diametros de inhibicién a
diferentes concentraciones del extracto etandlico de semillas de Vitis vinifera fueron
menores con relacién a los logrados por la Clorhexidina. El cual sefialé que el
agente bactericida utilizado como referencia positiva presentdé un diametro de
inhibicion mayor con (18,8890 mm). Semejante con el estudio de Caicedo J, et al.
(2018), quienes evaluaron la actividad antibacteriana de extractos acuosos de uva
Vitis vinifera sobre Streptococcus mutans ATCC 35668. Evidenciando que la
concentracion al 100% tuvo un efecto bactericida similar al de la clorhexidina al
0.12%, mientras que la concentracion al 70% de este extracto presentd0 una
inhibicion menor, indicando que las semillas de Vitis vinifera presentan efecto
antibacteriano contra Streptococcus mutans (22). A pesar de que en general los
extractos de semillas de uva no superaron al control positivo de Clorhexidina, en el
segundo estudio se encontré que el extracto acuoso de semillas de uva al 100%
mostré una actividad antibacteriana comparable a la Clorhexidina al 0.12% contra
Streptococcus mutans. Esto resaltd el potencial del extracto de semillas de uva al
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100% como agente inhibidor. Asi mismo coincide con el estudio de Villanueva J.
(2020), quien evaluo la efectividad combinada del extracto etandlico concentrado
de semilla de Vitis vinifera (uva) y la oxacilina frente Staphylococcus aureus ATCC
25923, obteniendo que el promedio obtenido fue de 34.60 mm, no obstante no
alcanzé el tamafio de inhibicién observado con la oxacilina (43.60 mm), indicando
que el extracto etandlico de semilla de Vitis vinifera presento actividad bactericida
frente Staphylococcus aureus ATCC 25923 (24). Ambos estudios coincidieron en
que las concentraciones de los extractos de semillas de Vitis vinifera resultaron en
halos de inhibicion mas pequefios en comparacion con los controles positivos de

Clorhexidina y oxacilina.

El extracto etandlico de semillas de Vitis vinifera, exhibe un efecto antibacteriano,
pero su actividad es menor en comparacion con la clorhexidina al 0.12% frente
Streptococcus mutans. Esto se debe a varias razones. La clorhexidina es un
compuesto sintético especificamente disefiado para combatir bacterias y se ha
demostrado que tiene una amplia eficacia contra diversos patdgenos orales,
incluido el Streptococcus mutans. Por otro lado, el extracto etandlico de semillas de
uva contiene una variedad de componentes bioactivos, como polifenoles y
antocianinas, que pueden tener propiedades antimicrobianas, pero su actividad
puede ser menos potente o especifica en comparacion con los compuestos
guimicos sintéticos como la clorhexidina. Ademas, la concentracion y la pureza de
los compuestos presentes en el extracto de semillas de uva pueden variar, o que
puede afectar su capacidad para combatir eficazmente las bacterias. Aunque el
extracto de semillas de uva puede tener propiedades beneficiosas para la salud, en
términos de actividad antibacteriana especifica contra el Streptococcus mutans, la

clorhexidina 0.12% ha demostrado ser mas efectiva.

Por lo tanto, las semillas de Vitis vinifera (uva) presentan propiedades
antibacterianas que pueden tener aplicaciones beneficiosas para la poblacion.
Estos compuestos naturales presentes en las semillas de uva pueden ayudar a
combatir infecciones bacterianas, especialmente en el &mbito de la salud oral. Al
reducir la carga bacteriana y prevenir el crecimiento de bacterias perjudiciales, las
semillas de uva pueden contribuir a mejorar la salud bucal y prevenir enfermedades
relacionadas. Ademas, su origen natural las convierte en una opcién mas seguray

potencialmente menos dafiina que los productos antimicrobianos convencionales.
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IV.2. Conclusiones

El extracto etandlico de semillas de Vitis vinifera (uva) demostr6 poseer
propiedades antibacterianas frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

En el extracto etandlico de semillas de Vitis vinifera (uva), se identificaron varios
tipos de metabolitos secundarios con abundante presencia (+++), incluyendo
taninos, compuestos fendlicos, lactonas a, [-insaturadas, alcaloides,
antocianinas y azucares reductores. También se encontraron antraquinonas y

saponinas en menor cantidad (++).

El extracto etandlico de semillas de Vitis vinifera (uva) mostré efecto
antibacteriano contra Streptococcus mutans ATCC 25175 a concentraciones
del 25%, 50% y 75%.

Las concentraciones del extracto etandlico de semillas de Vitis vinifera (uva) en
25%, 50% y 75% mostraron efecto antibacteriano frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175, aunque fueron inferiores a los obtenidos por el control

positivo de Clorhexidina 0.12%.
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IV.3. Recomendaciones

Se recomienda realizar andlisis complementarios para evaluar la dosis minima
inhibitoria (DMI) y la dosis minima bactericida (DMB) del extracto etandlico de
semillas de Vitis vinifera sobre Streptococcus mutans ATCC 25175. Esto
permitira determinar la concentracion mas baja del extracto que puede inhibir
el crecimiento bacteriano y la concentracion minima que puede eliminar las

bacterias.

Seria conveniente realizar pruebas de actividad antibacteriana utilizando otros
microorganismos patdgenos orales, ademas de Streptococcus mutans ATCC
25175, para determinar el espectro de accion del extracto etandlico de semillas
de Vitis vinifera. Esto proporcionara una comprension mas completa de la
eficacia antimicrobiana del extracto y su potencial aplicacion en el control de

otras bacterias orales.

Seria (til investigar los componentes activos presentes en el extracto etandlico
de semillas de Vitis vinifera mediante técnicas avanzadas de analisis
fitoquimico. Identificar y cuantificar los compuestos bioactivos proporcionara
informacion importante sobre los mecanismos de accion responsables de la

actividad antibacteriana observada.

Se recomienda realizar estudios in vivo utilizando modelos animales para
evaluar la eficacia y seguridad del extracto etanélico de semillas de Vitis vinifera
en la reduccion de la colonizacidn bacteriana oral. Estos estudios van a permitir
obtener datos mas representativos de su potencial aplicacién clinica. Llevarlo a
la industria farmacéutica como alternativa para la formulacion de diferentes
formas farmaceéuticas como activo o excipientes en pastas dentales, colutorios

entre otros.
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ANEXOS

ANEXO A. Instrumentos de recoleccidn de datos
ENSAYO DE SOLUBILIDAD

TUBO SOLVENTES RESULTADOS
Ne 1 Eter de petroleo
N° 2 Diclorometano
N° 3 Cloroformo
N° 4 Butanol
N° 5 Etanol de 70°
N° 6 Metanol
N° 7 Agua destilada
N° 8 Dimetilsulfoxido
Leyenda:

Insoluble: (-). Poco soluble: (+). Medianamente soluble: (++). Muy soluble: (+++)

PRUEBA DE TAMIZAJE FITOQUIMICO

IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS
Metabolitos secundarios Reactivos Resultado
Quinonas Borntrager
Compuestos fendlicos FeCls
Flavonoides Shinoda
Antocianinas NaOH 10%

Taninos Gelatina

Taninos Gelatina Sal
Alcaloides Dragendorff
Alcaloides Wagner

Alcaloides Mayer

Triterpenos y Esteroides Liebermann Burchard
Lactonas a, (8 insaturadas | Baljet

Saponinas Espuma

Leyenda: (-) Ausente. (+) Escaso. (++) Leve. (+++) Moderado
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ENSAYO MICROBIOLOGICO

NO

Frente Streptococcus mutans ATCC 25175

Etanol 70° Clorhexidina | Ext 25 % | Ext 50 %

Ext 75 %

10
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ANEXO B. Matriz de consistencia

Formulacion del problema

Objetivos

Hipotesis

Problema General

Objetivo General

Hipotesis General

¢Evaluar el efecto antibacteriano in vitro
del extracto etandlico de semillas de Vitis
vinifera (Uva) frente Streptococcus
mutans ATCC 251757

Determinar el efecto antibacteriano in vitro
del extracto etandlico de semillas de Vitis
vinifera (Uva) frente Streptococcus mutans
ATCC 25175

El extracto etandlico de semillas de Vitis vinifera
(Uva) presenta actividad antibacteriana in vitro
frente Streptococcus mutans ATCC 25175

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipotesis Especificas

¢ Qué tipo de metabolitos secundarios
responsables del efecto antibacteriano in
vitro posee el extracto etandlico de
semillas de Vitis vinifera (Uva)?

Identificar los tipos de metabolitos
secundarios presentes en el extracto
etandlico de semillas de Vitis vinifera (Uva)
responsables del efecto antibacteriano in
vitro

El extracto etandlico de semillas de Vitis vinifera
(Uva) posee metabolitos secundarios de tipo
flavonoides, alcaloides, compuestos fendlicos,
taninos y antraquinonas responsables del
efecto antibacteriano in vitro

¢Evaluar que concentracion del extracto
etandlico de semillas de Vitis vinifera
(Uva) presenta efecto antibacteriano in
vitro frente Streptococcus mutans ATCC
251757

Determinar a qué concentracion el extracto
etandlico de semillas de Vitis vinifera (Uva)
presenta efecto antibacteriano in vitro frente
Streptococcus mutans ATCC 25175

El extracto etanodlico de semillas de Vitis vinifera
(uva) tiene efecto antibacteriano in vitro a
concentraciones del 25%, 50% y 75% frente
Streptococcus mutans ATCC 25175.

¢,Cual es el efecto antibacteriano in vitro
del extracto etandlico de semillas de Vitis
vinifera (Uva) comparado con clorhexidina
frente  Streptococcus mutans ATCC
251757

Comparar el efecto antibacteriano in vitro
del extracto etandlico de semillas de Vitis
vinifera (Uva) con clorhexidina frente
Streptococcus mutans ATCC 25175

El efecto antibacteriano in vitro del extracto
etandlico de semillas de Vitis vinifera (Uva) es

significativamente mayor comparado con
clorhexidina frente Streptococcus mutans
ATCC 25175
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ANEXO C. Operacionalizacion de las variables

ESCALA DE

N° DE

VARIABLES DIMENSIONES | INDICADORES MEDICION TEMS VALOR
VARIABLE (-) Ausente
INDEPENDIENTE
0 . . Marcha . (+) Leve
Extracto etanolico Fitoquimica , - Ordinal 14
: fitoquimica (++) Moderado
de semillas de (+++) Abundante
Vitis vinifera (UVA)
VARIABLE
DEPENDIENTE Microbioldgico
Efecto Medicién de <8 mm: nulo (-)
antibacteriano in (Método de gt . 8 — 14 mm: Sensible (+)
diametro Razén 10

vitro frente
Streptococcus
mutans ATCC
25175

difusién en agar)

inhibicion (mm)

14 — 20 mm: Muy sensible (++)
>20 mm: Sumamente sensible (+++)
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ANEXO D. Certificado Taxondmico

JOSE R. CAMPOS DE LA CRUZ &SW
CONSULTOR BOTANICO 3

C.B.P.3796
Cel: 963639079
Email: jocamd e@gmail.com

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

BOSE RCARDO CAMPOS D LA CRUZ. BIOLOGD COLIGIADO, CRP 3796 — INSCRITO N Bl REGISTRO DE PROFESIOMALES QUE REALIZAN CERT)-
PCACONES DE I0ENTIICADON TAXONOMICA DE DSPECIMINES ¥ PRODUCTOS DE FLORA — RESOLUCON DIRECTORAL N* 03112013
MMAGI-OGFT S-DGEITS.

CERTIFICA:

Que. las Bachilleres GONZALES RAMIREZ, JANET v VALLADARES VARGAS. LUCIA.
tesistas de la Universidad Maria Auxiliadora, Facultad de Ciencias de la Salud. Escucla Profe-
sional de Farmacia y Bioguimica, con fines de investigacion para desarrollar ¢l proyecto de tesis
titulado: EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE SE-
MILLAS DE Vitis vinifera (UVA) SOBRE Strepiococeus mutans ATCC 25175, han solicitado
la identificacion y certificacion botdnica de la planta cultivada con el nombre comiin de “UVA™,
la muestra de hojas ha sido identificada como Vitis vimifera L. Scgim la base de datos de
W Tropicos del Missouri Botanical Garden que sigue ¢l sistema modemno de clasificacion de las
angiospermas (APG), publicado en 1998 por ¢l Grupo para la Filogenia de las Angiospermas, cl
sistema APG evita ¢l uso de la nomenclatura taxondémica clisica por arriba de orden. - Mark W
Chase & James L. Reveal (2009 — APG 1) consideran a todas las plantas verdes en la Clase
Equisctopsida. Teniendo en cucnta los datos de la base de W' Tropicos. APG Il y APG IV. la
especic identificada tiene las siguientes categorias taxondmicas v clados:

- -

Reno: Plantac
Division: Angiospermae
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Superorden: Rosanae
Orden: Vitales
Familia: Vitaceae
Género: Vitis
Especic: Vitis vinifera 1.
Varniedad agronémica: uva borgofia
Nombre valgar: “ava”™
Se expide ka presente certificacion para los fines de investigacion.
Lima, 10 de junio del 2023

Ir. Sanchez Silva 156 — Piso 2-Urb. Santa Lozmila ~Lima 07 -Lima
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ANEXO E. Informe de andlisis de laboratorio

- Santa Rosaci.

LABOREATORICY BICLCGIOOD Y ANALESDS CLINICOY

"afio de la urddad, b paz y &l desarralla”™

Informe de Resultados

Solicitado por:  GONZALES RAMIREZ, JANET

VALLADARES VARGAS, LUCIA
Muestra: ETANOLICO DE SEMILLAS DE Fitis vinifera (UVA)
Fecha de ensayo:  01-07-2023

Digmetros de inhibicidn en mam
Microorganismo | e | sox | 25% | Clorhexiding | omso
1270 | 1041 | 921 1880 5
1760 | 1039 | 923 1884 5
1267 | 1037 | 921 1880 5
1268 | 1040 | 923 19.06 5
Strepococcus e T I0 a1 | 928 19.10 5
A;;é‘t;j”:} ; [ 1266 [ 1038 | om 18 88 5
1268 | 1040 | 922 1882 5
1268 | 1039 | 923 1880 6
1267 | 1039 | 922 18 86 5
1270 | 10.40 | 924 18 84 5

*Tamafio de pozo: 6mm, por lo que al reportarse & mm es indicativo que no
existe formacion hale de inhibicion
*Concentracion del inoculo: 1.5 x 107 UFC/mL

st/

Lu:. T Walter A. Siri Rodriguer
CTHE. 10208

Jr. Comercio N® 387 Pochacemac Telfl 2301083 Cel. B2 7080 96- 993406903
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ANEXO F. Certificado de Agar Mueller Hinton

m Certified : IS0 MHR:201E, SO0 L483:2002 , WHO GMP

HiMedia Laboratoris Frivate Linited

23, Vadhani Industrial Extate, L RS Marg.

Mumibai « 008G , Websibe - www. himedalabs com,
Email : mfoiahimedislshs. com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code - mit2 Material Mame ; Lot Mo : DDODASTER
Mugller Hintan Agar

Report Mo.: 040000845057 Date of Release & Report : zmmna-‘ Expiry Date : zoz3.09

Appearance
Croam bo yellow homogeneous  free flowing posder . Dbserved : Light yellow

Gelling
Firm, comparable with 1.7% agar gel.

Colour and Clarity of prepared medium
Light ambar coloured clear to slight opalscent gel froms in Petri plates.

Reaction
Reaction of 3.8% wiv aqueous solution at 26°C.

pH

pH Ranpge :T.20:7.40 Obsered : 7.39

Cukltural Response

Cultural characteristics observed after incubation at 30-35°C for 18 <24 howrs for bacterial cultures. For testing S pnuemoniae : The
madivm was supplemented with §% Sheep blood and incubated at 38°C for 16-18 houwrs at 5% ©02 For testing Mlinfluenaze :  Yeast
extract & 2 vials A of Haemophiles Growth Supplement (FO117 containing 18 mg/l of Hasmatin + 15 mg!l of MAD) and incubated at 36°C
fior 20-24 howrs at 5% C02

Antibiotic Sensitivity test
Various discs were testod for standard ATCC strains and zone of inhibftion were measured after an incubaton 30-35°C for 18 hours.

{&s por the latest CLS| Protoool M6 & Standards as per the curnent CLSI MAOD)

ThymineThymidine Contant
# The zones for these discs ame indicative of the Thymine Thymidine content of the medium.

Divalent Cation Content
* The zones for these discs are indicative of the Divalent Cation content of the modium

b it fisiilii i (CFL Crawih Mserved Lat rliul.:rj rili.l.ﬂ.ﬂ!-i.: t_ ol inhilsition
alue (CFLTH Mo ryed

Escherichia coli ATCC 25822

[rrowrk promoting He lipvariani T2 LELS = =

Lmaryclay AMC 20 mig . . . . IH&A_.rru'n !!ﬁ

Loy iliin ALE 10 mog - . - - 16-33 mm 2imns

[Cefosn ime CTX 20 mcg - . - - 20.338 pam 35mm

[.l.'l'ii'ﬂlﬂ'{ ] mig . . . . 2539 myam !Hﬁ

Cepdrlothun CEP ey - . - - 1521 mm Himis

PAGE : 14
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M Certified @ 1500 9000 : 2018, IS0 1 :483:2002 , WHO GMP

HiMedia Laborateries Frivate Lismdted

23, Vadhani Industrial Estae, L B.S_ Marg.

Mumbai - 40186 , Website - www. himedmababs oom,
Email : mfo@ himedialshs. com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code : M172 Material Name : Lot Mo I DDODASTERY
Mueller Hinton Agar

Report Mo.: o40000243057 Date of Release & Report : 180824 Expiry Date : 202308
Chloramphenicol C 30 mcg - - - - 21-XF mami 2hmim
I:'.'El'u:"."umclfr{'IP 5&1 . . . . .=II—I-I'.IE .=m
Erewtamicin GEN 10 mog . . . . I':Iql-!-_.nu'n HE
Bulpharfenazele SE 500 mog - - - - 15-23 g 2 mm
Ferracyeline TE 30 mcg * . . . . 1824 myan 2amim
Lo Trimanasode COT Lﬂu’g B . . . 2539w :r:ﬁ
Staphylococcus awrsus ATCC 25823
Crrowtlk promoding h lurariant [ A% - -
Ly fal.'.l.'u:"l."jli'm_rg . . . . 283 o .=.‘-m
{mpicifiinSwbacram A% . . . . 2037 wam Ehmim
P mog
['uﬁ."nrluu CEP flmeg - - = = _"':I-'!T@ .=.‘-ﬂ
Ciprailoracin CIF Smog - - - - 23-30 man 20mi
Erviramycia £ 15 mog - - - - 23-30 2Rmm
tnesodied LZ ¥ meg - - = = 24.1F mam .Hﬂ
Sacillin (O [mcg . . - - | 24 wr 25mi
‘ristimamycia KPP 15 mcg - - - - 21-X% 2 mm
Merracyciine TE 30 mcg * - - = = 2410 gram 20mins
Wancompcin A 30 mcg . . - - 1721w 2lmi
s Trimmanazole COT 25 meg |- . - - 24-32 Simm
Cefentinm O 30 mcg . . . . 2539w 2T mim
Pssudomonas asruginosa ATCC 2TE53
[rrownk promoiing B3 lurariant il | A8% - -
lmikacin AK 20 meg * . . . . I?:ql-!-_.mm !‘-ﬁ
=zfremmam AT Smcg . . . . 2539w !’."m
Cephodaxime CTX 30 meg - - = = 1 8-XF mran 21 mins
I:'L'Ea:.'dluu' CAZ 20 mcg . . . . 2339w !’."m
I:'.'El'n:"."umcm{'IP.ﬁ'&:r . . . . 2331 woam .Hm
Cremamicie GEN 10 mag * - - - - 16-21 men 20mny

e TP 10w . . . . 20-2E woam !’."m
Miperacillin PI I meg : : = = 2411 mam Simm
tearcdfin Clnwlanic acid - - - B 20-XX wram ITmm
CC 75 dmcg
whramacin TON 10 meg * - - - - 1924 gy 25mi
Eunharh:hiu coli ATCC 35218

PAGE : 24
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m Certified : 150 9000: 2013, 50 13483:2002 , WHO GMP

HiMedia Laborateries Private Limited

13, Vodhani Indusirial Estzie, LB.S. Marg.

Wumbai - 008G , Website : www. himediakibs com,
Email : mfo@himedislabs. com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code : miT2 Material Mame : Lot Mo I DDDOAETER
Mueller Hinton Agar
Report Mo.: 640000845057 Date of Release & Report : mﬂm:ﬁ Expiry Date : 202304
rnowik promoting 74 luriarni %] B4 - -
Il.uu.'rl.':'n'al.'.l.'ui"f'jli'm_:g . . . . I'i'qﬂ_.n'u'n !Iﬂ
Lpiciliin AMP 10 mcy - - - - fi Mk fimins
Loypiciliin Sethacrom A5 . - - - 1519 mm 1 Bmnx
i mep
F'l&'l'n'r.'." i T M0 mep . . - - 12-1% ErEn 1iimm
Fiperacillin Tazehaciam PIT |- - - - 2430 gomn Hmm
Fiwn T mig
Micarcillin TV 75 meg : : = = i mi fimim
[McarciinAClmwlanic acid - - - - 2124 gy 2imm
M 750 ey
Enterococcus faecalis ATCC 29212
[rrowh promoting i lroeniani A% Rty . .
[Co-Trimaxazode COT 25 mag || - - - & 20 mum (Clear 25mm
g E]
Mrimethoprim TR 5 mog & . - - B 2 2 mns 2l mm
P ancomwcin 174 30 mcg 2 . . s g 17 mm 2 mim
Btaphylococcus aursus ATCC 43300 (MRSA)
[rrowh promoting HE lroeniani T ity . .
[xacillin QY I mcg . . . N Very Hazy o Mol Mo 2one
fone
Biterptococcus pneumcnias ATCC 48619 (On Medium with 5% Sheep Blood)
rr'm'.-rh-Eummug' I Ll Ilu.u'_m_lm I [ I At | |
Meisseria gonorrhosas ATCC 48226 (Incubated wiS? CO2)
[rrowih promoting I 1 IILw.m.l.nl I hl I HH % | |
Haemophilus influenzae ATCC 43247 (On medium wi Y.E. NAD & Hematin
[rrownh promoting f4 lveriani T2 A% | |

. ATCC is a registered trade mark of the American Type Culture Collection
. NCTC and Mational Collection of Typo Culture are registered trades mark of tho Health Protoction Agoncy

Conbrol Media :
. For Bacteria : Soyabsan Casein Digest Agar ! Columbia Blood Agar base enriched with 5% wiv Shoepitorse blood.
. For Yoast & Mold : Sahouraund Doxtross Agar.

. All 8011133 : 2014 E | control strains are included in the Guality paramober
. HiMsdia Laboratones Pyt Ltd is Certified for I90 S001-2016, 50 134862012 , WHO GMP

PAGE : 34
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m Certified : 1500 9000: 2015, B0 1 485: 2002 , WHO GMP

HiMedia Laborateries Private Limited
23, Vadhani Industrisl Exisie, L B.S Marg.

Mumbai - J0D08G , Website - www himedialabs oom,
Email : mfo&himedialabs com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code : miT2 Material Mame : Lot Mo 1 DDD0ASTER
Mueller Hinton Agar

Report Mo.: 640000845067 DaEanalaaua-ﬂFlnpurt:mﬂmq Expiry Date : xiz309

. Information for BSETSE Risk: The material was subjected to pH <= 7.0 and'or a temperature in excess of 755 for no less than 2
hours during the manufacturing process. The bovine rasw material for this product was collectsd entirely from Indian Origin animals
in a lcensed based establishment. The animals are inspected under a Govt approwved wetorimarian's supervision and werne
apparently free from infoctious and contagious dissases. BSE (Bovine Spongiform Encephalopatty) TSE (Transmissibio
Spongiform Encephalopathy) and dioxine are not known io exist in india. This material does ot contain, nor is derived from the
spoecific risks matorial as defined in The Maharashira Animal Preservation Act Gowt. of Maharashtra, india

STATUS OF THE MATERIAL : APPROVED

This is to cartify that this ot pesses and it confirms 1o the abowe mentioned tests and specifications . The information given here is
believed to be correct and accurate, hewsver, both the information and products are offensd without warranty for any particulars usae,
other than that specified in the current Hikedia manual or product shoots. The results reported were obtained at the time of roloase.

This dlecumesi has bees profucod clectronically and is valid
Iz e ke
MicrobdalogistiSr.Exocutive Azst DyAC Manager Dw/2A Manager
Microbidologist
24.08.2018
PAGE : 4
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ANEXO G. Certificado de analisis de Cepa Streptococcus mutans ATCC 25175

{';!E_'.T_-::._-.
Microbiologics '

Ericrmancs Upin Hekeds
Expiration Date: 2023831
Release Irnformation:

Quality Control Technologist: Madizen C Vegl
Release Date: 2021/916

Mi igm Namea: Sireglocosous mulans
Catalog Number: 0266

Lot Mwmber: 268-34

Reference Number: ATOCE I5175™
Iluuq- fravmn Refersnce: 2

Performance
Macroscopic Features: Medium:

Twe colony lypes, small, circular, dome shaped, anfire edge, while and the SEAP
e is small, cincular and ransiucenl

Microscopic Featires: Meathod:
Small gram posilive coca 10 ovoid cells accwming singly, in pairs and Gram Stain (1)
pradomunalely in chains

ID System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results
See altached ID Siysbam resulls docusmenl (1) Catakase [3% Hydrogen Peroxide): negalive

Lot e

Amanda Kuperues
Qusality Conbrol Manager

AUTHORIZED SKzNATURE
“ Dl aesar T lacil diginds | of the jol of i labvel wnd packing shp are ranly & packegng avan Tiwa st plarped on i
oWl o U el i bl ol
o Fedlar Lo thi afeskeded product ibdirt fof inSlructons., Stended il b hies rsaiity | nfomm esen.
Ieelividual preducts are eceable 1 & recopsized cullun collectise
MITERES(E MAPLRIAL PRODUCTR
CERT wepid.ng
ATCE Liensed Y’ € TRSSIEE Uramee Resupn SRt UG el aln e P S BN
D malies
(17 T basls s asstnited 1o S0AEC 1 HEES.
TESTING CERT 8265501
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

Meaning of Score Values
Range Interpratation Symbols Color
200 — 3.060 [Rasd] freen
e o o
0.0 ~ 1.6 i) red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category Interpretation
[A) High consistency: The besl mabch is & high-confidenca idenlificalion. The sscond-bési maitch = (1) a high-
2 A e L\ S T € o 5 2 3 o <enilene denscaton i
(B8] Low consistency: The requirements for high consislency are nol mel The best match is a high- or low-confidence
identification. The second-best malch i (1)a high- or low-confidence identiication in which genus i idenlical to the
besl malch ar (2) & non-identiication.
(1] Mo consistency: The reguiraments for high of |ow consislency are nol mel
Rur Creation DaleTime: 2021-08-15T11:1725.874 MCV
Applied MSP Libraryfies): BOAL, Myoobacteria Library (bead mathad), Filameniows Fungi Libeary

Sample Name Eample ID Organism fbest match) Score Value
DD [ +4+4] (A) =34 Sireplococes mulans

Coamenenks:

HA
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ANEXO H. Evidencias fotogréaficas

TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Figura 1. Muestra de tipo Semillas Vitis
vinifera (uva)

Figura 3. Seleccién de la

Figura 2. Lavado de la
muestra

muestra
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Figura 5. Procedimiento de secado de
la muestra

Figura 6. Procedimiento de molienda de
la muestra
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Figura 7. Preparacion del macerado del extracto
etandlico

Figura 8. Procedimiento de filtracién del macerado del
extracto etandlico

Figura 9. Obtencion de extracto seco
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PRUEBA DE SOLUBILIDAD

Figura 10. Afiadiendo extracto seco al tubo de ensayo
para prueba de solubilidad

Figura 11. Resultado de prueba de solubilidad
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MARCHA FITOQUIMICA

Figura 12. Adicién de extracto a los tubos
de ensayo

Figura 13. Resultado de la marcha fitoquimica
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ENSAYO MICROBIOLOGICO

Figura 15. Autoclave para el uso en la prueba
microbiol6gica

Figura 16.Agar Mueller Hinton
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Figura 18. Cepa bioldgica de tipo:
Streptococcus mutans ATCC 25175

Figura 19. Comparacion de turbidez mediante el reactivo de Mc.
Farland
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Figura 20. Rotulado de placas

Figura 22. Efectuando pozos en agar con ayuda de un
sacabocado
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Figura 24. Incubacion de Streptococcus mutans ATCC 25175

Figura 25. Placas Petri con halos de inhibicion
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Figura 26. Lectura de resultados

Figura 27. Lectura de resultados
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ANEXO I. Porcentaje de rendimiento

Porcentaje de rendimiento

Determinacion del porcentaje de rendimiento

Tenemos la cantidad de producto obtenido en la extracciéon quimica.

%E = ﬁ x 100
Pi
Dénde: %E = porcentaje de rendimiento

Pf = peso final (extracto seco)

Pi = peso inicial (muestra molida)

Fuente: Efecto de los extractos secos cloroférmico y de diclorometano de
Tropaeolum tuberosum Ruiz & Pavén) mashua sobre los parametros
seminales y toxicidad aguda

http://www.scielo.org.co/pdf/rccqf/v48n1/0034-7418-rccqf-48-01-94.pdf

Extraccidn por maceracion

12.6 g
%E =
200g

x 100 = 6.3%

Pf=12.6 gr extracto seco obtenido

Pi = 200 gr. muestra molida
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http://www.scielo.org.co/pdf/rccqf/v48n1/0034-7418-rccqf-48-01-94.pdf

ANEXO J. Carta de autorizacion para la recoleccion de la muestra

CARTA DE AUTORIZACION PARA LA RECOLECCION DE LA MUESTRA

00 NOSDONBEDIE .. reiAL kel e An SR G nnresssesrree ubicado en el
distrito de Santa Cruz de Flores, provincia de Cafiete y departamento de Lima.

Autorizo a los estudiantes de la Universidad Marfa Auxiliadora, de la facultad de
FARMACIA Y BIOQUIMICA, Bach. GONZALES RAMIREZ, JANET PILAR y Bach.
VALLADARES VARGAS, LUCIA, con fitulo de proyecto de investigacion,
“EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
SEMILLAS DE Vitis vinifera (UVA) SOBRE Streptococcus mutans ATCC

25178", para que puedan recolectar la muestra correspondiente

Santa Cruz de Flores, 02 de junio del 2023
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