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EFECTO ANTIMICROBIANO DE EXTRACTOS ACUOSOS DE LA
CASCARA, PULPA Y SEMILLA DE UVA (VITIS VINIFERA)
SOBRE STREPTOCOCCUS MUTANS, ESTUDIO IN VITRO

ANTIMICROBIAL EFFECT OF AQUEOUS EXTRACTS FROM THE PEEL, PULP AND
GRAPE SEED (VITIS VINIFERA) ON STREPTOCOCCUS MUTANS, IN VITRO
STUDY
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RESUMEN

Objetivo: Determinar la actividad antibacteriana de extractos acuosos de uva (Vitis vinifera) obtenidos desde la cascara,
semilla y pulpa, sobre Streptococcus mutans (ATCC 35668, Ecuador), empleando clorhexidina al 0.12% como control
positivo y agua destilada como control negativo. Materiales y métodos: Se obtuvieron extractos acuosos a partir de la
pulpa, semillas y cascara de uva de la region norte del Ecuador, a una concentracion de 40, 70 y 100%, que fueron
impregnados 20 ml de cada uno en discos de papel filtro y colocados en cajas Petri con cepas de Streptococcus mutans
inoculadas en agar sangre, discos impregnados en clorhexidina al 0,12% y agua destilada fueron empleados como control;
la actividad antimicrobiana fue evaluada considerando los halos de inhibicion obtenidos a las 24 y 48 horas de incubacion.
Resultados: los tiempos de evaluacion 24 y 48 fueron diferentes (p= 0,00) mostrandose mayor efecto inhibitorio a las 48
horas, donde el extracto de semilla de uva al 100% present6 actividad antimicrobiana similar a la clorhexidina al 0,12%, y
la concentracion al 70% del mismo extracto menor inhibicién. Sin embargo, los extractos de cascara y pulpa en su diferente
concentracion no presentaron halos de inhibicién frente a Streptococcus mutans. Conclusiones: El extracto acuoso de
semillas de uva al 100%, mostro actividad antimicrobiana similar ala clorhexidina al 0,12% frente al Streptococcus mutans.

Palabras Clave: Compuestos fendlicos, extractos vegetales, vitis, Streptococcus mutans. (Fuente: DeCS BIREME)
ABSTRACT

Objective: To determine the antibacterial activity of aqueous grape extracts (Vitis vinifera) obtained from the skin, seed
and pulp, on Streptococcus mutans (ATCC 35668, Ecuador), using 0.12% chlorhexidine as a positive control and distilled
water as a negative control. Materials and methods: Aqueous extracts were obtained from the pulp, seeds and grape skin
of the northern region of Ecuador, at a concentration of 40, 70 and 100%, which were impregnated 20 ml each in paper
filter discs. and placed in Petri dishes with strains of Streptococcus mutans inoculated on blood agar, disks impregnated in
0.12% chlorhexidine and distilled water were used as control; the antimicrobial activity was evaluated considering the
inhibition zones obtained at 24 and 48 hours of incubation. Results: The evaluation times 24 and 48 were different (p =
0.00) showing a greater inhibitory effect at 48 hours, where the 100% grape seed extract presented antimicrobial activity
similar to 0.12% chlorhexidine, and the 70% concentration of the same extract reduced inhibition. However, peel and pulp
extracts in their different concentration did not present halos of inhibition against Streptococcus mutans. Conclusions: The
aqueous extract of 100% grape seeds showed antimicrobial activity similar to 0.12% chlorhexidine against Streptococcus
mutans.
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INTRODUCCION

La caries dental es considerada como una de las
enfermedades bucales mas comunes en los seres
humanos @, resultante de mltiples factores como una
deficiente higiene oral, alto consumo de alimentos ricos
en sacarosa @ y la presencia de microrganismos ©
asociados a la produccion de un polisacarido de
dextrano, que al ser un elemento extraordinariamente
adhesivo @, se fija a la superficie dental produciendo
desequilibrio en los procesos de desmineralizacion y re
mineralizacion ®, provocando perdida de estructura
dental, afectando asi al bienestar y calidad de vida de las
personas ©.

Los compuestos fendlicos constituyen un grupo de
micronutrientes presentes en el reino vegetal y forman
junto con los polifenoles extraidos de diferentes plantas
un elemento importante de la dieta humana @ con
actividad antibacteriana sobre bacterias Gram-positivas y
Gram-negativas ®, despertando creciente interés en el
estudio de prevencion de diferentes enfermedades
antimicrobianas ©.

La uva (Vitis vinifera) considerada una vaya globosa,
pequefia de pulpa muy jugosa, cascara fuerte de color
obscuro y semillas de color marrén claro @9, presenta
gran cantidad de compuestos polifendlicos con un efecto
antimicrobiano y antioxidante disperso en su estructura

a,

El triclosan y el gluconato de clorhexidina, constituyen
sustancias con propiedades antibacterianas sobre la
placa dental, con gran éxito en la terapéutica
odontologica relacionado a la inhibicion  del
Streptococcus mutans (S mutans) “9; sin embargo su
uso prolongado desencadena inconvenientes
relacionados con la pigmentacion dental y del dorso de la
lengua, descamacion de la mucosa bucal, sequedad
bucal e inflamacién ocasional y transitoria de la parétida
y modificaciones gustativas asociadas 12,

La gran variedad de plantas, semillas y frutos
ancestralmente empleados como alternativa terapéutica
en el Ecuador ®¥, despiertan el interés de a través de
este estudio determinar el efecto antibacteriano de
extractos acuosos de uva obtenidos a partir de la
cascara, pulpa y semilla de este, sobre cepas de
Streptococcus mutans (ATCC 35668, Ecuador).

MATERIALES Y METODOS

Se plantea un estudio in vitro con 4,5 kilos de uvas
provenientes de la region norte del Ecuador, las mismas
fueron obtenidas en mercados locales tras un riguroso
analisis visual. Se descartd aquellas con lesiones,
ralladuras en su cascara o en condiciones inadecuadas
para su consumo, las mismas fueron procesadas en el
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laboratorio quimico de la Universidad Central del
Ecuador. Previamente lavadas con agua corriente y un
agente de desinfeccion (Lider, Chile). La separacion de la
cascara, pulpa y semillas se la hizo individual y
manualmente almacenandolas herméticamente en
bolsas (Ziploc, Colombia) a 10°C durante 24 horas.
Seguidamente fueron sometidas a un secado en estufa
(Binder, Alemania) a 40°C durante 72 horas.

Una vez separados los elementos de la uva se procedio
a la obtencion de su extracto acuoso por Soxhlet (USA) a
90°C durante tres horas y evaporacion del agua a 38°C
durante 72 horas. La sustancia obtenida se consideré
como extracto al 100% y fue diluida con agua destilada
para obtener el extracto a la concentracion del 70 y40%,
las diferentes concentraciones fueron almacenadas en
recipientes de vidrio color ambar a 28°C de temperatura
hasta su empleo.

Para determinar la actividad antibacteriana se utilizé una
cepa liofilizada de S mutans (ATCC 35668, Ecuador)
activada en 1 ml de caldo nutritivo TSB (tryptic soy broth),
con el fin de enriquecer y rehidratar al microorganismo se
utilizé cajas de agar sangre de cordero 5% (Cultiprep,
Ecuador) las mismas contaban con asa estéril. El método
de siembra fue por agotamiento y se verifico que las
colonias no estuvieran contaminadas con una tincién de
Gram. Las mismas fueron observadas al microscopio en
campo de 100x. como resultado se evidencié cocos Gram
positivos en pares o cadenas cortas caracteristico de S
mutans.

La prueba de sensibilidad, fue ejecutada una vez
identificada ausencia de contaminacion de las colonias,
para lo cual se preparé un inéculo de turbidez 0.5 Mac
Farlan, partiendo de las colonias que crecieron y fueron
aisladas del agar sangre; en dicho inocuo se sembraron
15 placas en agar Mieller-Hinton, mediante la técnicade
siembra en césped y con hisopo.

Los discos de papel filtro (Whatman ™, Esparia) fueron
impregnados con 20 pL de cada una de las
concentraciones al 40, 70 y 100% de los extractos
acuosos de céascara, pulpa y semillas de uva. Como
control positivo para sensibilidad se utilizé Clorhexidina al
0.12% (Lacer, Espafia) y como control negativo se utilizé
agua destilada 20uL. Se procedio a colocar con pinzas
estériles y presionar sobre las cajas; las mismas fueron
marcadas con la concentracion y el extracto usado e
incubadas a 37°C en una jarra de anaerobiosis GasPak
Plus™,

La evaluacién de actividad de inhibicién se realiz6 a las
24 y 48 horas de inhibicion con una regla milimetrada,
valorando el diametro de los halos formados alrededor de
los discos de filtro. Se consideré que mientras mayor sea
la medida del halo la sustancia presenta mayor
efectividad sobre la inhibicion en el crecimiento de
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cepas de Streptococcus mutans (ATCC 35668, Ecuador).
Los valores fueron recolectados en tablas Excel y
sometidos a analisis mediante el programa SPSS vy
pruebas estadisticas de Shapiro-Wilk y KruskalWallis.

RESULTADOS

Los datos analizados mediante la prueba de Shapiro —
Wilk demostraron que las muestras no provenian de una
poblacién normal, por lo que se decidio realizar pruebas
no paramétricas mediante Kruskal Wallis. Con respecto
a los dos tiempos de evaluacion 24 y 48 horas, fue
posible determinar una diferencia entre estos de (p<
0,05), los mayores valores de inhibiciébn fueron
observados a las 48 horas.

Los valores que se obtuvieron de la inhibicién con
clorhexidina al 0,12% fueron considerados como
referencia positiva y los valores obtenidos con los
diferentes extractos fueron comparados con este. De
igual manera se observé que el extracto de semillas de
uva al 100%, presentd actividad inhibitoria similar a la
clorhexidina al 0.12% a las 48 horas.

Al analizar la medida poblacional y considerando que los
mayores valores de inhibicion fueron conseguidos a las
48 horas, se evidenci6 una similitud entre el extracto de
semilla de uva al 100% y Clorhexidina al 0,12% (p=1), asi
como entre el extracto de semilla de uva al 40% y agua
destilada. Con respecto a los componentes de la fruta
evaluados, pulpa y cascara en las distintas
concentraciones y tiempos de inhibicion, los valores
resultantes fueron menores y diferentes
estadisticamente, a diferencia de, los conseguidos con la
semilla al 100%.

DISCUSION

Los resultados evidenciaron un mayor poder inhibitorio
sobre el S mutans, a las 48 horas, con similitud entre los
extractos de semilla de uva al 100% vy la clorhexidina al
0,12%, asi como un bajo desempefio del extracto de
semilla de uva al 40% comparable al agua destilada
empleada como control negativo, resultados que pueden
explicarse por los componentes polifendlicos 7, y su
capacidad antioxidante, incluyendo acidos
hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos presentes en la fruta
(18),

Si bien son muchos los factores interrelacionados con el
proceso carioso, se debe resaltar que el S mutans
constituye el principal microorganismo relacionado con
este problema ©,

En los paises latinoamericanos pertenecientes al area
andina como el Ecuador, se presentan una variedad de
plantas, cuya estructura cuenta con diferentes aceites
esenciales y polifenoles ®® que incitan a buscar a partir
de extractos vegetales y fuentes naturales de facil
acceso, a elementos antioxidantes con propiedades

Efectoantimicrobiano de extractos acuosos de la cascara, pulpay semilla de uva

biolégicas y antibacterianas 9, sin efectos colaterales,
gue consigan actuar sobre cepas de microrganismos
responsables de diferentes enfermedades @9,

La uva se muestra como un fruto de uso frecuente yfacil
obtencién, sin embargo cuando se trata de obtener
extractos a partir de ella, nos encontramos ante una gran
variedad de técnicas “9, lo cual dificulta la obtencion de
un resultado conclusivo @9, la técnica de obtencion de
extracto empleada en este estudio si bien es aceptada,
desencadena resultados que merecen ser probados
ejecutando otras técnicas de obtencion @9, sin embargo,
los resultados demostraron que los extractos de semilla
al 100% cuentan con una actividad elevada que podria
explicarse por la capacidad de antioxidantes relacionada
al contenido de polifenoles totales @,

Una limitacion que se debe considerar, es la falta de
literatura existente y su relacion con bacterias especificas
a nivel bucal, especificamente con el S mutans, sin
embargo, los resultados invitan a seguir investigando con
las diversas variedades de uva existente y sobre todo
aprovechar el uso de los residuos de esta fruta que
generalmente son desechados 2,

Desde el punto de vista clinico, la caries dental y la
gingivitis constituyen las enfermedades muy frecuentesy
considerar las propiedades y composicion de las
diferentes sustancias existentes en la flora ecuatoriana,
siempre sera una alternativa, considerando que puede
ser en un futuro un elemento que remplace formulas
quimicas desencadenantes de alteraciones muchas de
ellas irreversibles.

Se concluye en base a la metodologia empleada en este
estudio in vitro y considerando la inhibicién a las 48 horas,
que el extracto acuoso de semillas de uva al 100%,
muestra actividad antimicrobiana similar a la Clorhexidina
al 0,12% frente al Streptococcus mutans.
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