UNIVERSIDAD POLITECNICA

SALESIANA

ECUADOR

UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA
SEDE CUENCA

CARRERA DE BIOTECNOLOGIA

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE Curcuma longa,

Cymbopogon citratus, Zingiber officinale y Ocotea quixos, FRENTE A Streptococcus mutans

Trabajo de titulacién previo a la obtencion del

titulo de Ingeniero Biotecnologo

AUTORES: ANA PAULA ORMAZA PINOS
EUGENIO ESTEBAN PARRA ROMAN

TUTORA: DRA. MONICA JUDITH ESPADERO BERMEO, MSc.

Cuenca - Ecuador
2024



CERTIFICADO DE RESPONSABILIDAD Y AUTORIA DEL TRABAJO DE

TITULACION

Nosotros, Ana Paula Ormaza Pinos con documento de identificacion N° 0350162947 y Eugenio

Esteban Parra Roméan con documento de identificacion N° 0302738836; manifestamos que:

Somos los autores y responsables del presente trabajo; y, autorizamos que sin fines de lucro la

Universidad Politécnica Salesiana pueda usar, difundir, reproducir o publicar de manera total o

parcial el presente trabajo de titulacion.

Cuenca, 8 de agosto del 2024

Atentamente,

Ana Paula Ormaza Pinos
0350162947

Eugenio Esteban Parra Roman
0302738836



CERTIFICADO DE CESION DE DERECHOS DE AUTOR DEL TRABAJO DE
TITULACION A LA UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA

Nosotros, Ana Paula Ormaza Pinos con documento de identificacion N° 0350162947 y Eugenio
Esteban Parra Roméan con documento de identificacion N° 0302738836, expresamos nuestra
voluntad y por medio del presente documento cedemos a la Universidad Politécnica Salesiana la
titularidad sobre los derechos patrimoniales en virtud de que somos autores del Trabajo
experimental: “Determinacion de la actividad antimicrobiana de Curcuma longa, Cymbopogon
citratus, Zingiber officinale y Ocotea quixos, frente a Streptococcus mutans”, mismo que se ha
desarrollado para optar el titulo de: Ingeniero Biotecnologo, en la Universidad Politécnica
Salesiana, quedando la Universidad facultada para ejercer plenamente los derechos cedidos

anteriormente.

En concordancia con lo manifestado, suscribimos este documento en el momento que hacemos la

entrega del trabajo final en formato digital a la Biblioteca de la Universidad Politécnica Salesiana.

Cuenca, 8 de agosto del 2024

Atentamente,

, / .
Ana Paula Ormaza Pinos Eugenio Esteban Parra Roman
0350162947 0302738836



CERTIFICADO DE DIRECCION DEL TRABAJO DE TITULACION

Yo, Mdnica Judith Espadero Bermeo con documento de identificacion N° 0703645412, docente
de la Universidad Politécnica Salesiana, declaro que bajo mi tutoria fue desarrollado el trabajo
de titulacion: “DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE
CURCUMA LONGA, CYMBOPOGON CITRATUS, ZINGIBER OFFICINALE Y OCOTEA
QUIXOS, FRENTE A Streptococcus mutans”, realizado por Ana Paula Ormaza Pinos con
documentacion de identidad N° 0350162947 y por Eugenio Esteban Parra Roman con
documentacion de identidad N° 0302738836, obteniendo como resultado final el trabajo de
titulacion bajo la opcion Trabajo experimental que cumple con todos los requisitos

determinados por la Universidad Politécnica Salesiana.

Cuenca, 8 de agosto del 2024

Atentamente,

/ =
Dra. Moénica Judith Espadero Bermeo, MSc.
0103645412



DEDICATORIA

A mis padres, Andreés y Cristina, por su amor incondicional y constante apoyo, los cuales fueron
fundamentales para concluir mis estudios. Por su confianza y optimismo que reflejaron en mi, en
cada paso y decision a lo largo de mis estudios. Y sin duda a mi persona, por el esfuerzo y

sacrificio puestos en cada meta para lograr mis objetivos.

Ana Paula Ormaza Pinos



DEDICATORIA

Expreso mi gratitud a mis padres, quienes con su amor y apoyo constante han hecho posible este
logro. Agradezco también a mis hermanos, Pamela y Juan David, y a mi pareja, por su presencia
en mi vida. Finalmente, reconozco mi propio esfuerzo y dedicacidn, que me han permitido

alcanzar esta meta.

Eugenio Esteban Parra Roman



AGRADECIMIENTO

Agradezco a Dios por su amor y proteccion, que me permitieron concluir esta importante etapa
de mi vida, siendo mi soporte en cada momento.

Expreso mi mas profundo agradecimiento a mis padres por su paciencia, amor y aliento
constante, los cuales fueron mi mayor motivacion. Gracias por su confianza, sacrificios,
enseflanzas y consejos que me han permitido seguir adelante. Gracias infinitas.

A mis hermanos, por su carifio e inspiracion a superarme cada dia mas.

A nuestra tutora, Dra. Mdnica por su guia y apoyo, de igual manera al personal de laboratorio en

especial a Sandy, por su apoyo y su buena disposicion.

Ana Paula Ormaza Pinos



AGRADECIMIENTO

Expreso mi sincero agradecimiento a mis padres, Eugenio y Alondra, que me han apoyado
constantemente en este trayecto y cada etapa que he culminado en mi vida, a cada uno de mis
familiares por brindarme &nimo y compafiia en cada momento. De igual manera a todos los
docentes, quienes con sus ensefianzas contribuyeron a mi formacion académica y personal, a mis
compafieros que no han dudado en solventar mis dudas, a nuestra tutora de tesis Dra. Ménica
Espadero junto con el personal del laboratorio, con una mencién especial a la Ingeniera Sandy
Gavilanes quienes siempre nos han guiado en cada etapa de este proyecto. Finalmente, a mi
enamorada Stephanie que siempre me ha estado apoyando en cada situacion, con inigualable e
incondicional carifio.

Eugenio Esteban Parra Roman



ABREVIATURAS Y SINONIMOS
AE: Aceite esencial

CMI: Concentracion minima inhibitoria
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CN: Control negativos
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RESUMEN:

Desde la antigliedad, el uso de plantas con propiedades terapéuticas ha sido una practica
global para tratar diversas afecciones y enfermedades. En Ecuador, la medicina tradicional ha
perdurado en algunas regiones, incrementandose debido a la presencia de bioactivos utilizados por
sus propiedades beneficiosas, lo que ofrece una oportunidad para su aplicacién en la fabricacion
de productos cosmeticos, alimenticios y medicamentos.

En esta investigacion se evalu6 la actividad antibacteriana de los aceites esenciales de
Curcuma longa, Cymbopogon citratus, Zingiber officinale y Ocotea quixos frente a la cepa
Streptococcus mutans ATCC 25175, un patogeno relevante en la etiologia de la caries dental. Se
determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) de cada aceite esencial mediante el método
de microdilucion en caldo. Las microdiluciones de 0,1 y 0,05 pL/mL del aceite esencial de
Curcuma longa mostraron concentraciones minimas inhibitorias efectivas. Para el aceite esencial
de Cymbopogon citratus, las microdiluciones de 0,1 y 0,05 pL/mL también fueron efectivas. El
aceite esencial de Zingiber officinale demostré ser efectivo como agente antimicrobiano en
cualquier microdilucion. Finalmente, para el aceite esencial de Ocotea quixos, las microdiluciones
de 0,8 y 0,1 uL/mL mostraron concentraciones minimas inhibitorias efectivas.

Se utilizd la técnica de bioautografia para identificar los compuestos bioactivos
responsables de la actividad antimicrobiana en los aceites esenciales, y se evalud la capacidad
antimicrobiana de los aceites esenciales mediante el método de difusion en disco (Kirby-Bauer).
Se demostro que el aceite esencial de Cymbopogon citratus a una concentracion del 100% logré
el mayor halo de inhibicion (31,00 mm), siendo 2,06, 1,57 y 1,12 veces mayor que los obtenidos
por el aceite esencial de Curcuma longa al 75%, Zingiber officinale al 75% y Ocotea quixos al
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100%, respectivamente. La bioautografia confirm6 la presencia de varios componentes con
potencial antimicrobiano significativo, capaces de inhibir el crecimiento y desarrollo del patégeno.
Palabras clave: aceites esenciales, Streptococcus mutans, microdilucién en caldo,

bioautografia, actividad antimicrobiana, difusion en disco, caries dental.
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ABSTRACT:

Since ancient times, the use of plants with therapeutic properties has been a global practice for
treating various ailments and diseases. In Ecuador, traditional medicine has endured in some
regions, increasing due to the presence of bioactives used for their beneficial properties. This offers

an opportunity for their application in the manufacture of cosmetic, food, and medicinal products.

This research evaluated the antibacterial activity of essential oils from Curcuma longa,
Cymbopogon citratus, Zingiber officinale, and Ocotea quixos against the strain Streptococcus
mutans ATCC 25175, a relevant pathogen in the etiology of dental caries. The minimum inhibitory
concentration (MIC) of each essential oil was determined using the broth microdilution method.
Microdilutions of 0.1 and 0.05 uL/mL of Curcuma longa essential oil showed effective minimum
inhibitory concentrations. For Cymbopogon citratus essential oil, microdilutions of 0.1 and 0.05
uL/mL were also effective. The essential oil of Zingiber officinale proved to be effective as an
antimicrobial agent in any microdilution. Finally, for Ocotea quixos essential oil, microdilutions

of 0.8 and 0.1 puL/mL showed effective minimum inhibitory concentrations.

The bioautography technique was used to identify the bioactive compounds responsible for the
antimicrobial activity in the essential oils, and the antimicrobial capacity of the essential oils was
evaluated using the disk diffusion method (Kirby-Bauer). Cymbopogon citratus essential oil at a
100% concentration achieved the largest inhibition zone (31.00 mm), which was 2.06, 1.57, and
1.12 times greater than those obtained by Curcuma longa essential oil at 75%, Zingiber officinale

at 75%, and Ocotea quixos at 100%, respectively. Bioautography confirmed the presence of
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several components with significant antimicrobial potential, capable of inhibiting the growth and

development of the pathogen.

Keywords: essential oils, Streptococcus mutans, broth microdilution, bioautography,

antimicrobial activity, disk diffusion, dental caries.
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1. CAPITULO I

INTRODUCCION

Desde la antigliedad, el uso de plantas con propiedades terapéuticas ha sido una préctica
global para tratar diversas afecciones y enfermedades. En Ecuador, la medicina tradicional ha
perdurado en algunas regiones; sin embargo, ha sido gradualmente desplazada por la medicina
convencional. Esto se debe a la escasa informacion que valide cientificamente su uso tradicional,
la migracion interna de las comunidades indigenas y la brecha de conocimiento entre las
generaciones mas jovenes (Duman, et al., 2023).

Las partes de las plantas mas utilizadas para fines curativos incluyen los rizomas, hojas y
tallos. Estas partes se usan para tratar problemas digestivos, circulatorios, bucodentales,
enfermedades respiratorias, inflamatorias e infecciones. Las propiedades beneficiosas de estas
plantas se deben principalmente a los compuestos bioactivos como: terpenos, saponinas, lignanos,
taninos, flavonoides y polifenoles presentes en diversas plantas medicinales; la extraccion de los
metabolitos se da en forma de aceites y extractos. (Gallegos-Zurita & Gallegos-Z, 2017), y estos
compuestos bioactivos no solo contribuyen a sus caracteristicas aromaticas, sino que también le
confieren diversas propiedades terapéuticas como: antiinflamatorias, antioxidantes,
anticancerigenas, antimicrobianas y antiespasmaodicas (Acero-Godoy et al., 2019).

Los aceites esenciales poseen propiedades que son ampliamente utilizados en la industria
farmacéutica, para el desarrollo de nuevos fitofarmacos, cosméticos y nutracéuticos, (Armijo, et
al., 2012). En particular, las plantas del género Curcuma, Zingiber, Cymbopogon y Ocotea, son
ampliamente utilizadas como antimicrobianos debido a su gran potencial inhibitorio frente a

bacterias Gram positivas (Streptococcus mutans y Straphylococcus aureus) y Gram negativas
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(Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa) (Adaramoye et al., 2009). La actividad
antimicrobiana de aceites esenciales se evalia mediante pruebas de microdilucién en caldo,
bioautografia, difusion de disco, entre otras, que permiten determinar la susceptibilidad de un
microorganismo frente a distintos compuestos.

Segun estudios realizados por Klein et al., (2015). Estos aceites esenciales, son efectivos
en el tratamiento de infecciones bucodentales causadas por Streptococcus mutans, Porphyromonas
gingivalis, Candida albicans, Actinomyces, entre otras, siendo la mas predominante S. mutans
(Chimenos-Kdstner et al., 2017).

Streptococcus mutans, presente en la placa dental, actda en la generacion de caries junto a
otras bacterias. Su potencial cariogénico genera glucosiltransferasa, que acelera la maduracion de
la placa dental y descompone carbohidratos y acidos organicos, principalmente acido lactico que
desmineralizan los dientes y generan las caries dentales favoreciendo la supervivencia y desarrollo
de acidogénicos y organismos acidaricos. (Lemos et al., 2019). Segun la OMS (Organizacion
Mundial de la Salud), las afecciones bucodentales afectan a 3500 millones de personas en todo el
mundo.

Ecuador posee una rica biodiversidad vegetal que ofrece oportunidades para la
investigacion y el desarrollo de productos terapéuticos, el presente estudio se enfoca en investigar
las propiedades antibacterianas de los aceites esenciales de Curcuma longa, Zingiber officinale,
Cymbopogon citratus y Ocotea quixos sobre Streptococcus mutans, buscando validar su potencial
para futuras aplicaciones en diversas industrias que puede llevar al desarrollo de nuevos
antimicrobianos naturales, ofreciendo alternativas eficaces y sostenibles frente a la resistencia

microbiana.
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1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar del creciente interés en el uso de plantas medicinales para diversas problematicas
es necesario encontrar alternativas eficientes, que pueden ser abordadas por medio de estrategias
terapéuticas de origen natural, como los aceites esenciales extraidos de las plantas; estos han
demostrado tener un potencial control de diversas afecciones bucodentales ocasionada por
microorganismos (Radu et al., 2023).

Los principales problemas de salud bucal han sido ocasionados por la presencia de
bacterias como Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus oralis,
Actinomyces israelii, Porphyromonas gingivalis, entre otras; considerando que Streptococcus
mutans es uno de los principales agentes patdgenos en la cavidad bucal que contribuye al desarrollo
de caries dentales. Asi como también se encuentra implicado en otra afeccion como la endocarditis
infecciosa, ocurre con mayor frecuencia en enfermedad periodontal que ocasionalmente
contribuye a afecciones sistémicas como la endocarditis infecciosa y otros problemas cardiacos
subyacentes (Montenegro Pangol et al., 2023)

Las caries dentales son una de las enfermedades mas prevalentes a nivel global, afectando
tanto a nifios como a adultos. En Ecuador, la prevalencia de caries dental afecta alrededor del 85%
de los nifios entre 6 a 12 afios y un alto porcentaje de la poblacion adulta (Vélez-Vasquez et al.,
2019). Esta situacion representa un problema de salud publica significativo, dado que la salud
bucal es esencial para el bienestar general de las personas. Entre los microorganismos implicados
en el desarrollo de las caries, Streptococcus mutans juega un papel clave debido a su capacidad
para producir &cido lactico a partir de carbohidratos disminuyendo el pH bucal por debajo del
limite critico (4.5-5), lo que provoca la desmineralizacion dental, ademas puede formar biofilms
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junto a otras bacterias como: Veillonella spp, Lactobacillus spp y Bifidobacterium spp. (Forssten
et al., 2010; Krzysciak et al., 2016).

Los tratamientos convencionales para prevenir y controlar las caries incluyen el uso de
productos quimicos como la clorhexidina y el fluoruro, a pesar de su efectividad antimicrobiana
su uso prolongado puede causar efectos secundarios como decoloracion dental, irritacion de la
mucosa, fluorosis dental y citotoxicidad a concentraciones elevadas (Liu et al., 2018). Ademas, los
costos elevados de estos tratamientos limitan su accesibilidad para gran parte de la poblacion
ecuatoriana. A pesar de los avances tecnolégicos e investigativos, la incidencia en la resistencia
antimicrobiana sigue aumentando gradualmente y los efectos secundarios de los tratamientos
convencionales han impulsado la busqueda de alternativas fitoterapeuticas mas seguras y eficaces
(\Valdés, 2017)

Segun el ministerio de Salud Publica, (2019) basandose en el cdédigo ATC A01ABO3
correspondiente a clorhexidina menciona que la concentracidén recomendada para liquidos bucales
es del 0.12%. Adicionalmente, Brookes et al., (2020), detalla en su ensayo que la clorhexidina al
ser utilizada como enjuague bucal e irrigante de conducto, llega a generar efectos secundarios no
deseados como tincion dental, glosodinia, hipogeusia, etc.

Bajo este contexto, este estudio tiene como objetivo evaluar el potencial antimicrobiano de
los aceites esenciales de Curcuma longa, Cymbopogon citratus, Zingiber officinale y Ocotea
quixos frente a Streptococcus mutans, mediante la determinacion de la concentracion minima
inhibitoria y la identificacion de los metabolitos secundarios responsables de esta actividad. Los
resultados de esta investigacion podrian contribuir al desarrollo de nuevos tratamientos mas

seguros para la prevencién y el control de las caries dentales.
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1.2. JUSTIFICACION

Ecuador es un pais con una gran diversidad bioldgica y cultural, donde las plantas
medicinales juegan un papel fundamental en el sistema de salud. Estas especies vegetales son una
fuente natural de compuestos biolégicamente activos, pero por el desconocimiento, no se han
valorado en su posible aprovechamiento sostenible (Mosquera, 2022). Por ello es necesario contar
con un conocimiento mas extenso y profundo sobre las plantas con uso medicinales en nuestro
pais, ya que con ello se puede llegar a generar alternativas para la produccion de productos
naturales que puedan ser incorporados en formulaciones con actividad antibacteriana para uso de

la cavidad oral (Chinsembu, 2016).

Debido al constante desarrollo en procesos de investigacién como en el surgimiento de la
fitoquimica ha permitido identificar y aislar diversos compuestos activos de especies medicinales
con actividades antifungicas y antimicrobianas al igual que diversas propiedades curativas, las
cuales podrian presentar relacién con la biosintesis de metabolitos biol6gicamente activos
(Hernandez et al., 2015) Las especies vegetales tales como Curcuma longa (circuma) se usan para
tratar enfermedades dentales, debido a su gran potencial inhibitorio sobre las cualidades
antibacterianas (Adaramoye et al., 2009). Por lo que sus aceites esenciales han sido utilizados en
la inhibicidon de microorganismos, en especial la curcumina ha sido efectiva contra bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas (Adamczak et al., 2020). Por otra parte, Zingiber officinale (jengibre)
presenta numerosas actividades farmacol6gicas como antibacterianos, antiinflamatorios y
antioxidantes (Zhang et al., 2022). Se caracteriza por su rizoma ampliamente utilizado en medicina

tradicional ya que es la parte de donde extraen los aceites esenciales, tales como gingeroles y
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shogaoles, terpenoides y flavonoides (Puente Contreras & Torres Casanova, 2018) los cuales
actlian sobre las bacterias como Enterococcus faecalis y Streptococcus mutans (Guanoluisa-Jami
& Hidalgo-Araujo, 2017), asi como, Cymbopogon citratus (hierba luisa), es una especie
productora de aceites esenciales con capacidades antifingicas y antibacteriana (Cimanga et al.,
2002; Ambade & Deshpande, 2019) y el Ocotea quixos (ishpingo), un arbol nativo del Ecuador,
es utilizado para preparar bebidas aromaticas con diversos beneficios para la salud, proporcionados
por el aceite de sus calices, rico en transcinamaldehido y cinamato de metilo (Noriega et al.,
2018;Valarezo et al., 2021) Las esencias de las hojas y tallos de O. quixos contienen compuestos
monoterpenos oxigenados, como el 1,8-cineol y el terpinen-4-ol, en concentraciones que no
superan el 0,40% respectivamente; estos compuestos se han reportado como buenos moduladores

de la actividad antibacteriana (Calderén et al., 2018).

Segun estudios realizados por Figueroa-Gordon et al. (2009) la presencia de
microorganismos involucrados a lesiones de caries dental estan conformadas mayoritariamente
por bacterias anaerobias facultativas Gram-positivas como: Streptococcus, Lactobacillus,
Actinomyces y Bifidobacterium y pueden adquirir la capacidad de producir biofilm en la superficie
de los dientes, encias y en la superficie interna de la boca, que desencadenan en patologias como
caries dental y periodontitis (Moroén, 2021).Las bacterias del género Streptococcus, son residentes
a la flora de la cavidad bucal, ocasionalmente pueden actuar como reservas genéticas y
posteriormente transfieren genes de resistencia a bacterias transitorias, Por lo que se ha impulsado
la busqueda de alternativas naturales y efectivas para combatir esta bacteria, mejorando asi la
salud y el bienestar de la poblacién (Barrientos Sanchez et al., 2015; Colina & Colina, 2022; Rezaei

etal., 2023).
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Considerando que la investigacion sobre las propiedades antimicrobianas de Curcuma
longa, realizada por Lee et al. (2011) demuestra que su aceite esencial inhibié el crecimiento y
produccion de acido de S. mutans, en el caso de Cymbopogon citratus, Ortega-Cuadros et al.,
(2018) menciona que los efectos antibacterianos que le proporciona distintos fitoquimicos
interacttan con las estructuras celulares de la bacteria afectando su funcionalidad y viabilidad,
mientras que Lee, et al. (2021) determina que Zingiber officinale el cual contiene varios
compuestos bioactivos, como los gingeroles y shogaoles, que tienen propiedades antimicrobianas.
Estos compuestos han demostrado inhibir el crecimiento de diversas bacterias, incluyendo S.
mutans interviniendo con su adhesion y actividad metabdlica y Ocotea quixos en un estudio
reciente realizado por Martinez et al., (2023) ha evaluado y encontrado que la actividad
antimicrobiana de sus extractos es beneficioso para el control de la placa dental principalmente
por S. mutans. El estudio de los aceites esenciales de estas especies aporta con nuevos avances en
la busqueda de compuestos que combaten patdgenos como S. mutans sin contribuir al problema

de la resistencia antimicrobiana.

Segun Rezaei et al., (2023) al utilizar los aceites esenciales se busca desarrollar
tratamientos preventivos y terapéuticos mas efectivos para combatir distintas patologias,
mejorando asi la salud y el bienestar de la poblacién. Ademas, la resistencia de los
microorganismos frente a los antisépticos es un factor de suma importancia a tomar en cuenta
(Brookes et al., 2020) y el uso prolongado de antisépticos esta asociado a la irritacién bucal, dolor

gingival y pérdida temporal del gusto (Bascones & Morante, 2006)
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Esta investigacion abre las puertas a alternativas naturales y accesibles, relevantes
especialmente para comunidades con recursos 0 acceso limitados a atencion médica. La
investigacion no busca Unicamente encontrar soluciones practicas a problemas de salud
especificos, sino también ampliar el entendimiento sobre las propiedades medicinales de estas
plantas. Por lo que se considera importante el estudio de nuevas alternativas naturales que pueden
ser utilizadas como posibles activos con actividad bioldgica beneficiosa para la formulacion de

nuevos productos

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. General

Comparar la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales Curcuma longa,
Cymbopogon citratus, Zingiber officinale y Ocotea quixos, frente a Streptococcus mutans

mediante pruebas in vitro, identificando posibles candidatos a tratamientos en afecciones dentales.

1.3.2. Especificos

Establecer la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los aceites esenciales mediante el
método de microdilucion en caldo, determinando la dosis més baja.

Identificar el metabolito secundario con actividad antibacteriana de los diferentes aceites
esenciales mediante bioautografia, caracterizando los compuestos responsables de la actividad
antibacteriana.

Comparar la actividad antibacteriana de los aceites esenciales mediante el método de

difusion de discos, determinando la sensibilidad de la bacteria a los compuestos.
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1.4. HIPOTESIS

La aplicacion de diferentes aceites esenciales de Curcuma longa, Cymbopogon citratus,
Zingiber officinale y Ocotea quixos exhiben actividad antibacteriana frente a Streptococcus

mutans.
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2. CAPITULO II

FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1. ESTADO DEL ARTE

El uso de principios activos naturales para manejar patologias, incluso del tipo infeccioso,
es una alternativa excelente en situaciones en las que no se dispone de tratamientos especificos
para aliviar diferentes sintomas de las enfermedades. (Domingo & Lépez-Brea, 2003). En los que
respecta al uso de plantas medicinales, fundamentado en conocimientos ancestrales, ha
incrementado debido a la resistencia generada por ciertas bacterias a tratamientos y medicamentos
convencionales, ademas, son utilizadas como remedios preventivos ante distintas patologias. Hoy
en dia, esta resistencia antimicrobiana representa una amenaza para la salud publica, con cepas
bacterianas para las cuales solo existe un tratamiento farmacoldgico efectivo, y en algunos casos,
ninguno (Al-Haroni, 2008).

Shukla & Mehta (2015), en su estudio evalu6 la capacidad antimicrobiana de extractos de
Curcuma longa frente a S. mutans y determind que tienen una actividad inhibidora considerable
contra el microorganismo, demostrando asi el potencial de esta especie como una alternativa de
origen natural en la prevencion de caries. No obstante, Naz et al. (2010) demuestra en sus
resultados que la eficacia estd ligada estrictamente a su concentracion, especie microbiana y
fraccion del aceite esencial, pero mayoritariamente de su proceso de extraccion. Ademas, los
diferentes grados de sensibilidad de los microorganismos bacterianos evaluados pueden estar
relacionados con su tolerancia intrinseca. Esto sugiere que la resistencia varia segun las

caracteristicas especificas de cada cepa
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Adicionalmente, Singh, et al., (2024) mencionan que el aceite esencial de Curcuma longa
es mas efectivo frente a cepas Gram-positivas como Streptococcus, Lactobacillus, Actinomyces y
Bifidobacterium, en comparacion con las cepas Gram-negativas como Veillonella y Prevotella.
Sumado a esto, Lee et al., (2011) determina que el aceite esencial de Curcuma longa exhibe una
inhibicion relevante frente a S. mutans en concentraciones superiores a 0.5 mg/mL, ademas se
analizaron los componentes del AE mediante distintas técnicas de cromatografia, demostrando que
los principales componentes son: a-turmerona (35.59%), germacrona (19.02%), a-zingiberena
(8.74%), oar-turmerona (6.31%), trans-p-elemenona (5.65%), curlona (5.45%) y B-
sesquipelandreno (4.73%)

Segun, Mouta et al. (2022) el aceite esencial de Cymbopogon citratus mostré actividad
antimicrobiana significativa contra Streptococcus mutans, en el cual se determinar que la CMI es
de 3.12 puL/mL para este aceite esencial, ademas menciona que los compuestos que le confieren
esta actividad son terpenos como el neral y el geranial. Mientras que Almeida, et al., (2013) en
ensayos con Cymbopogon citratus, quedd en evidencia que existe actividad bacteriostatica frente
a cepas de Streptococcus mutans y otros microorganismos pertenecientes al microbiota de la
cavidad oral en diferentes concentraciones. La concentraciébn minima inhibitoria para S. mutans
del aceite esencial fue del 0.5mg/mL. Por otro lado, Tofifio-Rivera et al., (2016) establecid en su
experimentacién que la concentraciéon minima de erradicacién de biofilm generados por S. mutans
del aceite esencial de Cymbopogon citratus fue de 0.1mg/100mL, 0.001 mg/mL con una
efectividad del 95%.

Segun estudios realizados por, Hasan et al.,, (2015), mencionan que investigaron la

actividad in vitro e in vivo del extracto crudo frente a las propiedades patogénicas de S. mutans, se
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descubrié que los extractos de Zingiber officinale inhibieron fuertemente una variedad de
propiedades cariogénicas del microorganismo patogenico, en el que se identificaron algunos
compuestos como zingibereno, 3-bisaboleno, gingerol y shogaol. Se encontr6 que la formacion de
biofilm en S. mutans se redujo durante fases criticas de crecimiento.

Mostafa (2018), determind que la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de la
nanoemulsion del aceite esencial de Zingiber officinale fue de 62.5 uL/mL, equivalente a 0.61
pML/mL de aceite esencial puro, frente Streptococcus mutans.

Mientras que Rios Herrera et al., (2021) demuestra que en concentraciones de 100 mg/ml
de aceite esencial de Zingiber officinale gener6 el mayor didmetro en los halos de inhibicion,
demostrando asi ser la concentracion minima mas efectiva. Siendo una de sus limitaciones las
pruebas in vitro ya que no le permiten interactuar y observar su comportamiento en condiciones
naturales y no controladas, lo que aportaria en la eficacia y seguridad del aceite esencial.

De otra manera, Noriega et al., (2018) empled el método de difusion en disco que es
comunmente utilizado en la evaluacion antimicrobiana de aceites esenciales, en este caso de
Ocotea quixos, proyecto en el que se expresa el valor de la concentracion minima inhibitoria fue
de 13.08 mg/mL frente a la bacteria Grampositiva Streptococcus mutans. De igual forma, Logrofio

(2021), menciona que la CMI de esta especie frente al agente patdgeno es de 13.08 mg/mL.

2.2. MARCO TEORICO

Ecuador, a pesar de su rica biodiversidad y potencial para la producciéon de aceites
esenciales, enfrenta varios desafios que han llevado a una baja produccién en este sector. Entre los
factores principales se encuentran la falta de inversion en infraestructura adecuada, la carencia de

tecnologia moderna y las dificultades en la comercializacion y exportacion. En cuanto a la
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infraestructura y tecnologia, la produccion de aceites requiere de instrumentacion avanzada para
la extraccion y procesamiento que usualmente no se encuentra disponible en el pais, inclusive en
el aspecto de mercado y comercializacion, la falta de estrategias de mercado favorable es una
limitante significativa, ya que, los aceites esenciales no llegan a competir en el mercado
internacional por problemas de marketing y reconocimiento (Gémez et al., 2022: Lépez &

Martinez, 2023)

2.2.1. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son compuestos naturales derivados de las fracciones volatiles del
metabolismo secundario de las plantas. Estos compuestos pueden ser aislados por distintos
métodos de extraccion. Segun la norma I1SO 9235:2013, término 2.11, los aceites esenciales son
un producto obtenido de materia vegetal a traves de procesos como arrastre de vapor,
procedimientos mecanicos o destilacion en seco, seguidos de la separacion de la fase acuosa por
métodos fisicos.

Estos aceites se extraen de partes de las plantas, como flores, hojas, tallos, raices, frutos y
corteza que proveen caracteristicas bioldgicas y farmacéuticas. Por su naturaleza versatil, estos
compuestos pueden usarse como agentes toxicos de contacto, fumigantes e incluso para
aplicaciones atractivas o repelentes (Sousa et al., 2022). Sumado a eso, su amplio espectro de
actividad bioldgica, los aceites esenciales tienen aplicaciones en diversas areas, incluyendo
medicina, agricultura, cosmética, entre otras (Llorens Molina, 2021).

Ademas, poseen capacidades antimicrobianas que han sido evaluadas como fuentes

potenciales de compuestos antibacterianos, antifingicos y alternativas para el tratamiento de
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enfermedades infecciosas, adicionalmente articulos respaldan que los aceites tienen capacidades
antisépticas y antivirales. (Chouhan et al., 2017)

Sin embargo, existen diversos factores que afectan la composicion quimica de los aceites
esenciales, tales como: variacion genética, tipo o variedad de plantas, nutricion, aplicaciones de
fertilizantes, ubicacion geogréfica, clima, variaciones estacionales, estrés durante su maduracion
y crecimiento, de igual manera como el secado y almacenamiento post cosecha (Sousa et al., 2022).
Estas caracteristicas multifuncionales de los aceites esenciales los posicionan como un recurso
valioso y versatil, fomentando su uso en mdltiples sectores y promoviendo la investigacion
continua sobre sus propiedades y aplicaciones.

Los distintos compuestos de los aceites esenciales y extractos vegetales, tales como
terpenos, flavonoides, flavonoles, alcaloides y fenilpropanoides, actian atacando a la pared y
membrana celular de las distintas bacterias siendo este su mecanismo de accion mas comdn
(Alvarez-Martinez et al., 2021), alterando la permeabilidad, algunas funciones bésicas de la
membrana y afectando en la liberacion de algunos componentes intracelulares ocasionando la

inhibiciodn de las bacterias (Ali Hasan, 2012).

2.2.2. Extraccion de aceites esenciales

La extraccion de aceites esenciales es de suma importancia en la industria de cosméticos,
fragancias y sobre todo en terapias naturales, existen distintas metodologias, tales como:
destilacion por vapor que consiste en el uso de vapor de agua que sera el encargado de atravesar
el material vegetal, arrastrando de esta manera los aceites esenciales, después el vapor es
condensado en un liquido y el aceite es separado del agua (Croteau et al., 2000). La extraccion con

solventes es otra metodologia utilizada en este aspecto, implica el uso de solventes en los aceites
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esenciales que permitirdn su correcta disolucion, cabe recalcar que finalmente el solvente y el
producto seran separados. Este método esta enfocado en materiales vegetales los cuales no pueden
ser destilados facilmente por métodos mas convencionales (Linstrom & Mallard, 2019). El
enfleurage es una técnica principalmente utilizada en flores, las cuales no aportan resultados
eficientes en el proceso de destilacion, es menos comudn con relacion a las técnicas ya mencionadas,

debido a sus elevados costos y metodologia compleja (Tisserand & Young, 2014).
2.2.3. Descripcion botanica de las especies vegetales

2.2.3.1. Curcuma longa

Curcuma longa, pertenece a la familia Zingiberacea, esta distribuida en regiones tropicales y
subtropicales, generalmente cultivada en paises asiaticos, principalmente en India y China (Chanda
& Ramachandra, 2019), ampliamente utilizadas en medicina oriental para tratar enfermedades
dentales, presenta un gran potencial inhibitorio sobre las cualidades cariogénicas de Streptococcus
mutans (Adaramoye et al., 2009).
lustracion 1

Planta de Curcuma longa

Fuente: (Leticia, 2011)
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2.2.3.1.1. Clasificacion taxondmica

Tabla 1

Taxonomia de Curcuma longa

Nombre Cientifico Curcuma longa

Nombres comunes Curcuma, azufre de Indias

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Liliopsida

Orden Zingiberales
Familia Zingiberaceae
Género Curcuma
Especie Curcuma Longa L.

Fuente: (Chanda & Ramachandra, 2019)

2.2.3.1.2. Caracteristicas botanicas

Curcuma longa, conocida comunmente como curcuma, es una planta herbacea perenne,
puede medir hasta un metro de altura. Es una hierba sin tallo con rizoma grueso y aromatico, sus

hojas son lanceoladas y oblongas, de un profundo color parpura ferruginoso. El peciolo juntamente
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con la vaina es largos, la espiga aparece antes de las hojas y la bractea floral es verde con un matiz
ferruginoso, la flor es de color amarillo palido, con coloraciones rojizas en el borde exterior
(Chanda & Ramachandra, 2019).
2.2.3.1.3. Caracteristicas quimicas

Hasta la fecha, han sido identificados por lo menos 235 compuestos, principalmente
compuestos  fendlicos y terpenoides, incluidos diarilheptenoides (curcuminoides)
diarylpentanoides, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenoides, alcaloides y
esteroles. Asi como también se han identificado aceites esenciales, una variedad de vitaminas C y
E, y minerales como K, Py Mg. (Li et al., 2011; Cos & Pérez-Urria, 2014). Estudios fitoquimicos
realizados demuestran que la actividad antimicrobiana, antiinflamatoria y antioxidante del aceite
esencial de circuma se debe a la presencia de metabolitos secundarios como curcuminoides, en
especial la curcumina, que son compuestos fendlicos, taninos y flavonoides (Garcia Ariza et al.,
2017; Dohude et al., 2023). Curcuma longa, es una planta cuyos rizomas contienen el aceite

esencial que se encuentra constituido por metabolitos ya mencionados (Torres et al., 2014).

2.2.3.1.4. Aplicaciones de la planta

El polvo de curcuma es ampliamente utilizado en medicina tradicional contra
enfermedades gastrointestinales, heridas diabéticas, reumatismo, inflamacion, sinusitis, anorexia,
catarro y tos (Chanda & Ramachandra, 2019). Su uso ancestral en la Republica Popular China era
usado para la prevencion y tratamiento de enfermedades relacionadas con molestias en el area del
abdomen, mientras que, en la medicina ancestral hindu, era utilizada en la terapia para tratar
esguinces e inflamacién. Generalmente, en el territorio Oriental, ha sido utilizada como un
excelente agente terapéutico, mayoritariamente como anti-inflamatorio (Rios, et al., 2009). Varios
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articulos respaldan la actividad antimicrobiana de C. longa frente a diversos patdgenos, ademas de

tener diversas aplicaciones, destaca su accion antifingica y antibacteriana (Kumar, 2013).

2.2.3.2.Cymbopogon citratus

Es una planta aromatica perteneciente a la familia de las gramineas, conocida usualmente
como hierba de limon. Esta hierba es nativa y ampliamente distribuida en Asia, Africa, Sur y Norte
América. Destaca por su contenido considerable en flavonoides, aceites esenciales, compuestos
fendlicos y una gran variedad de constituyentes fitoquimicos con accion antioxidantes,
antiinflamatorias, antifungicas, antibacteriales, etc. (Oladeji et al., 2019)

Ademas, es conocida como hierba de limén o hierba luisa, es una hierba ampliamente
utilizada en paises tropicales, especialmente en el sudeste asiatico (Shah et al., 2011).
lustracion 2

Planta de Cymbopogon citratus

Fuente: (Les Jardins de Lilou, 2023)

2.2.3.2.1. Clasificacion taxondmica
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Tabla 2

Taxonomia de Cymbopogon citratus

Nombre Cientifico Cymbopogon citratus
Nombres comunes Hierba de limén, hierba luisa o lemongrass
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Liliopsida
Orden Poales
Familia Poaceae
Género Cymbopogon Spreng
Especie Citratus

Fuente: (Shah et al., 2011)

2.2.3.2.2. Caracteristicas botanicas
Cymbopogon citratus es un género de alrededor de 55 especies. Estas son gramineas

perennes en matas con numerosos tallos rigidos que se originan de un rizoma corto, presenta un
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sabor citrico, la hierba de limén crece en grupos densos que pueden alcanzar 1.8 m de altura 'y

alrededor de 1.2 m de ancho. (Shah et al., 2011).

2.2.3.2.3. Caracteristicas quimicas

La composicion quimica del aceite esencial de Cymbopogon citratus puede variar segun el
origen geografico de la materia prima. Se han identificado compuestos como terpenos
hidrocarbonados, alcoholes, cetonas, ésteres y especialmente aldehidos.

Shah et al., (2011) menciona que, el aceite esencial, tiene una concentracion del 0.2-0.5%
en el limoncillo de las Indias Occidentales, esta compuesto principalmente por citral; mezcla de
dos aldehidos monoterpenos estereoisoméricos: el geranial (40-62% en su isomero trans) y el neral
(25-38% en su isdmero cis), con predominio del primero. El limoncillo contiene luteolina y sus
glicésidos 6-C y 7-O, asi como isoorientina 2’-O-ramnosida, extraida de sus partes aéreas.
Ademas, se han identificado flavonoides como quercetina, kaempferol y apigenina en esta planta.
Entre los compuestos fendlicos aislados se encuentran elimicina, catecol, &cido clorogénico, acido

cafeico e hidroguinona.

2.2.3.2.4. Aplicaciones de la planta
Esta especie ha sido ampliamente utilizada en la medicina tradicional, ademas, es
comunmente usada como suplementos en infusiones. En la poblacion de krah6, pueblo originario
de Brasil, es ampliamente utilizada por sus capacidades ansioliticas, anticonvulsivas e hipnoéticas,
mientras que, en la medicina ancestral de la India, sus hojas eran utilizadas como estimulante y
para combatir el catarro, adicionalmente, su aceite esencial es utilizado como agente sedante,

analgesico, antimicrobiano, antipiretico, etc. (Laaz, 2022). La hierbaluisa ha sido utilizada en
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diversos enjuagues bucales por sus componentes como el citral que presenta actividad

antimicrobiana (Enriquez-Estrella et al., 2023).
2.2.3.3. Zingiber officinale

Zingiber officinale, conocida comdnmente como jengibre, es originaria del sur de Asia'y
se cultiva ampliamente en regiones tropicales y subtropicales. Debido a sus propiedades
medicinales ha sido muy valorado en medicina, es conocido por su sabor picante y aromatico.
(Akgiil & YUKSEL, 2020).
lustracién 3

Planta de Zingiber officinale

Fuente: (Shaman Australis Botanicals, 2024)

2.2.3.3.1. Clasificacion taxondmica
Tabla 3

Taxonomia de Zingiber officinalengiber officinale
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Nombre Cientifico Zingiber officinale

Jengibre, kion
Nombres comunes

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Liliopsida
Orden Zingiberales
Familia Zingiber
Género Zingiber
Especie Zingiber officinale R.

Fuente: (Akgll & YUKSEL, 2020)

2.2.3.3.2. Caracteristicas botanicas
Zingiber officinale, es una planta perenne, herbacea, llega hasta los 90 cm de altura. Sus
rizomas son horizontales y presentan caracteristicas aromaticas de sabor picante, gruesos
lobulados, de color amarillo palido, con hojas oblongas lanceoladas estrechas alternas en
disposicion distica (Akgil & YUKSEL, 2020).
2.2.3.3.3. Caracteristicas quimicas
Zingiber officinale posee gran cantidad de contenido graso, carbohidratos, ceras, minerales
y vitaminas. Contiene varios tipos de aceites volatiles, incluyendo bisaboleno, b-sesquifelandreno,

farneseno (10%), curcumen (18%), principalmente zingibereno (35%), y hidrodcarburos
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sesquiterpenoides. Mas de 40 hidrocarburos monoterpénicos diferentes estdn presentes en
pequefias proporciones, siendo 1,8-cineol, neral, geraniol, linalol y borneol los més abundantes,
estos ingredientes activos le dan al jengibre su aroma y sabor caracteristicos. El gingerol y el
shogaol actiian como antimicrobianos (Akgiil & YUKSEL, 2020).
2.2.3.3.4. Aplicaciones de la planta

Zingiber officinale (jengibre) por su gran cantidad de componentes y sus beneficios es
ampliamente usado en el tratamiento de enfermedades como artritis, dolores musculares,
hipertension, enfermedades infecciosas, también previene la generacion de radicales libres por sus
propiedades antioxidantes (Ali et al., 2008), asi como sus extractos vegetales contiene compuestos
monoterpenos, sesquiterpenos y compuestos fendlicos como gingeroles y shogaol que le aportan
beneficios antibacterianos (Ali Hasan, 2012). El jengibre ha sido utilizado desde tiempos
ancestrales, para tratar afecciones, aliviar nauseas, mejorar la circulacién sanguinea, tratar

resfriado, problemas digestivos (Ahmed et al., 2022)

2.2.3.4.0cotea quixos

Ocotea quixos, una especie endémica caracteristica del oriente ecuatoriano reside
originalmente en América del sur, pertenece a la familia de las Lauraceae y crecen cuando se
encuentran entre los 310 y 1250 msnm, se desarrolla en condiciones himedas tropicales. Este arbol
es valorado por sus propiedades aromaticas y medicinales. (Logrofio, 2021).

llustracion 4

Planta de Ocotea quixos

44



llustracién 4

Planta de Ocotea quixos

Fuente: (Noriega & Dacarro, 2008)

2.2.3.4.1. Clasificacion taxondmica
Tabla 4

Taxonomia de Ocotea quixos

Nombre Cientifico

Ocotea quixos

Nombres comunes

Reino

Division

Clase

Ishpingo, canela silvestre

Plantae

Magnoliophyta

Magnoliopsida
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Orden Laurales

Familia Lauraceae
Género Ocotea
Especie Ocotea quixos (Lam.) Korsem

Fuente: (Ulloa et al., 2018)

2.2.3.4.2. Caracteristicas botanicas
Generalmente, un arbol de esta especie suele alcanzar su madurez a los seis afios, con una
altura que varia entre los 300 cm a 600 cm, presenta hojas lauroides, ademas de estambres de flores
liguladas y céliz de flor persistente son seis sépalos, los arboles adultos florecen y fructifican cada
dos afos (Noriega, 2016).
2.2.3.4.3. Caracteristicas quimicas
La composicion de su aceite esencial esta compuesta mayormente por fenilpropanoides
(97.4%) que se caracteriza principalmente por proveer el sabor parecido al de la canela, incluyendo
trans-cinamaldehido (36.70%) y trans-metil cinamato (43.60%). Ademas, los aceites esenciales
provenientes de sus flores son ricos en compuestos como acido trans-cinamico y el cinamato de
metilo, los calices secos contienen transcinamaldehido, mientras que la corteza las hojas contienen
principalmente cinamato de metilo. (Calderdn et al., 2018). El aceite esencial extraido de las hojas
de Ocotea quixos contiene cariofileno, humuleno y eremofileno que le confiere su actividad
antibacteriana (Noriega & Dacarro, 2008). Varios estudios realizados con aceites esenciales,

relacionados con actividades anticoagulantes, antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobianas
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(Calderdn et al., 2018). Por otra parte, la actividad antibacteriana se debe a cinamaldehido, tanto
bacterias Gram positivas como negativas se ven afectadas por este componente activo Gilardoni
etal., 2021).
2.2.3.4.4. Aplicaciones de la planta

Ocotea quixos, también conocida como canela silvestre o ishpingo, posee caracteristicas y
beneficios medicinales que son utilizados en aromaterapia y en el tratamiento de enfermedades
por sus propiedades digestivas, antisépticas y analgésicas (Bruni et al., 2004). Los estudios de la
actividad bioldgica de esta especie estdn centrados en sus aceites, los cuales se relacionan con
propiedades anticoagulantes, antifingicas, antibacterianas, antioxidantes y antiinflamatorias
(Gilardoni et al., 2021). El ishpingo ha sido ampliamente utilizado en medicina ancestral por su
actividad antibacterial y antifingica del aceite esencial presente en las hojas y célices, también ha
sido utilizada en tratamiento de dolencias como dolor de huesos y dolor de cabeza (Noriega &

Dacarro, 2008).

2.2.3.5.Aceites esenciales

Los aceites esenciales son compuestos naturales derivados de las fracciones volatiles del
metabolismo secundario de las plantas. Estos compuestos pueden ser aislados por distintos
métodos de extraccion. Segun la norma ISO 9235:2013(en), término 2.11, los aceites esenciales
son un producto obtenido de materia vegetal a través de procesos como arrastre de vapor,
procedimientos mecanicos o destilacion en seco, seguidos de la separacion de la fase acuosa por
métodos fisicos.

Estos aceites pueden extraerse de distintas partes de las plantas, como sus flores, hojas,

tallos, raices, frutos y corteza que proveen diversas caracteristicas bioldgicas y farmacéuticas,
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ademas, debido a su naturaleza versétil, estos compuestos pueden usarse como agentes toxicos de
contacto, fumigantes e incluso para aplicaciones atractivas o repelentes (Sousa et al., 2022).
Sumado a eso, su amplio espectro de actividad bioldgica, los aceites esenciales tienen aplicaciones

en diversas areas, incluyendo medicina, agricultura, cosmética, entre otras (Llorens Molina, 2021).

2.2.3.6.Streptococcus mutans

Bacterias del género Streptococcus orales conforman la flora microbiana de la cavidad
bucal que llegan a generar el biofilm, entre estos se encuentra Streptococcus sobrinus,
Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus parasanguinis, Streptococcus
cristatus, Streptococcus oralis, Streptococcus sanguinis (Figueroa Gordon et al., 2011). Uno de
estos estreptococos orales mas comunmente aislados es Streptococcus mutans, que juega un papel
importante en la aparicion de enfermedades bucales como: caries y periodontitis; esta Gltima
patologia presenta una sintomatologia en la que destaca la inflamacion e infeccion de las encias,
el hueso alveolar, siendo este ultimo el encargado de sostener las raices en su lugar y el tejido
conectivo subyacente (Rezaei et al., 2023).

Streptococcus mutans es una de las bacterias que inducen a la caries dental, que, a su vez,
es causada por desbalances en la microbiota de la placa dental. Su estudio en el ambito de
colonizacién de tejidos dentales, implantacion con otros microbios es sumamente importante para
llegar a comprender la formacion del biofilm dental (Ojeda-Garcés et al., 2013). El habitat natural
de S. mutans es la cavidad oral humana, especificamente en la placa dental, un biofilm conformado
por una gran variedad de especies formado en la superficie dura de los dientes (Lemos et al., 2019).

Las aglutininas que estdn presentes en la saliva estan involucradas en el proceso de

adhesidn de la bacteria en la superficie dental, esto debido a la interaccion con el antigeno I/11, que
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es un adhesivo P1 multifuncional, también suele ser conocido como adhesina AgB, SpaP o Pacl,
este estd anclado en la pared celular bacteriana, codificado por el gen spaP (Krzysciak et al., 2014).
lustracion 5

Streptococcus mutans en agar sangre

Fuente: Autores

2.2.3.6.1. Clasificacion taxondémica

Tabla b

Taxonomia de Streptococcus mutans

Nombre Cientifico Streptococcus mutans
Dominio Bacteria
Filo Bacillota
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Clase Bacilli

Orden Lactobacillates
Familia Streptococcaceae
Fuente: (BacDive, ) 2019)
Género Streptococcus
Especie Streptococcus mutans

2.2.4. Patologia Oral: Caries Dental

La caries dental es una afeccion causada por bacterias presentes en la cavidad bucal,
constituyendo una infeccion enddgena. Estas bacterias producen acidos que atacan la superficie
del diente, o esmalte, formando pequefios orificios conocidos como caries. La caries dental es una
patologia multifactorial, resultado de un cambio ecoldgico en la interfase entre la biopelicula 'y la
superficie dental, lo que genera un desequilibrio y pérdida de mineral (NUfiez et al., 2010). La
formacion y desarrollo de caries dental se basa en el desequilibrio ecoldgico en la biopelicula de
los dientes, una comunidad microbiana incrustada en una matriz de polimeros producida por las
bacterias y la saliva. Esta biopelicula puede ser saludable o promotora de enfermedades. Los
factores virulentos de Streptococcus mutans, que contribuyen al desarrollo de la caries, incluyen:
acidogenicidad que consiste en la capacidad de fermentar carbohidratos y azlcares de los
alimentos produciendo acido lactico, la aciduricidad que consiste en la capacidad de generar acido
en un medio de pH bajo y la acidofilicidad que es la capacidad de resistir la acidez del medio

expulsando protones fuera de la célula (Pérez Luyo, 2014).
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2.2.5. Impacto global de la caries dental

La caries dental es una de las patologias mas comunes a nivel mundial, afectando a
aproximadamente 2.5 millones de adultos y 573 millones de nifios (March Rossell6 & Bratos
Pérez, 2016). La transicion bacteriana en la biopelicula dental evoluciona a medida que avanza la
afeccion: las etapas Iniciales que predominan bacterias anaerobias facultativas Gram-positivas del
género como Streptococcus, Lactobacillus, Actinomyces, Bifidobacterium, Prevotella vy
Veillonella, mientras que en las etapas avanzadas predominan bacterias anaerobias estrictas tanto
Gram-positivas como Gram-negativas (Figueroa-Gordon et al., 2009). La caries dental, siendo una
enfermedad multifactorial, requiere un enfoque integral para su prevencion y tratamiento,

incluyendo la comprensidn de la dindmica bacteriana y los factores ecol6gicos involucrados.

2.2.6. Factores que incrementan la colonizacion de Streptococcus mutans en la cavidad
oral

Los microorganismos pioneros de los individuos se adquieren en los tres primeros dias de
vida de un recién nacido, siendo S. salivarius, S. mitis y S. oralis los predominantes. Diversos
factores que pueden alterar la estabilidad de la cavidad oral ya sean fuentes externas
medioambientales como son el aire, los alimentos, el agua y el contacto con otros seres humanos,
o internos como la perturbacion de la homeostasis de la biopelicula dental, una alimentacion
inapropiada, habitos de tabaquismo, uso prolongado de medicamentos o la mala higiene. La
presencia de Streptococcus mutans es necesaria pero no suficiente para el desarrollo de la
enfermedad; se debe considerar tanto las caracteristicas del huésped como del agente.

Con el tiempo, la actividad metabdlica de esta comunidad pionera transforma el ambiente,

creando condiciones favorables para la colonizacion de otras poblaciones bacterianas. También se
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ha determinado que la adquisicion temprana de S. mutans es un factor de riesgo importante en el
desarrollo de caries de aparicion temprana y la futura generacion de caries. Esto se puede explicar
por el estado inmunoldgico del huésped y el momento de la infeccidn, ya que los niveles mas altos
de patogenicidad y virulencia suelen observarse en etapas muy tempranas, cuando los mecanismos
inmunes son muy inmaduros.

Se ha estipulado que la adquisicion de este microorganismo ocurre por transmision vertical,
es decir de la madre al infante, como por transmision horizontal, es decir entre miembros de un
grupo, sin embargo, estad asociado a distintos factores, como el tamafio del inéculo, la frecuencia

de la inoculacion y la dosis minima de la infeccion (Pérez Luyo, 2014).

2.2.7. Actividad antimicrobiana de aceites esenciales

2.2.7.1. Mecanismos de accién de los aceites esenciales frente a bacterias

La actividad antimicrobiana de los distinto aceites esenciales se debe a los compuestos
metabdlicos que contiene y estos actlan sobre microorganismos como las bacterias a través de
distintos mecanismos de accion, como el dafio a la estructura y afeccién al funcionamiento de la
membrana, ya que los extremos lipofilicos de la membrana celular de las bacterias Gram positivas
tienen afinidad por los compuestos hidrofobicos de los aceites esenciales, generando una
desorganizacion de los lipidos, sin embargo en bacterias Gram negativas se genera una resistencia
a la entrada de los aceites esenciales por la presencia de proteinas extrinsecas en la membrana o
por los lipopolisacéridos de la pared celular lo que limita la velocidad de difusion de compuestos
hidrofobicos, induccion de la coagulacion de los componentes citoplasmaticos, inhibicion de la

biosintesis, funcionamiento de los &cidos nucleicos e interferencia de los procesos metabdlicos
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esenciales, al existir una alteracion en la permeabilidad de la membrana, el transporte de iones y
otras moléculas que provocan un desequilibrio intracelular generando la coagulacion del
citoplasma, desnaturalizacion de enzimas y proteinas. Interrupcion en la comunicacion normal
celular, se puede ver alterada por las caracteristicas propias de la bacteria, condiciones ambientales

y fisicoquimicas (B. Zhang et al., 2021).

2.2.7.2. Determinacion de la capacidad antimicrobiana

En la actualidad, existen diversas pruebas estandarizadas in vitro, tales como bioensayos
de susceptibilidad antimicrobiana, cuyas técnicas son de suma importancia en lo que respecta a la
busqueda de bioactivos de origen natural. Dentro de los métodos principales destacan los métodos
de dilucion, bioautografia y métodos de difusion en disco, entre otros, (Ramirez & Marin Castafio,
2009). Por medio de estos procedimientos se determina de manera cualitativa o cuantitativa el
efecto antimicrobiano de los extractos o aceites esenciales evaluados frente al microorganismo, de
otra manera, los métodos de dilucién son los mas adecuados para determinar de manera
cuantitativa la actividad antimicrobiana, siendo asi la técnica mas representativa la denominada
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), se encarga de definir la concentracién mas baja para
inhibir el crecimiento visible del microorganismo. Mientras tanto, la técnica usada con mayor
frecuencia para la determinacion del compuesto responsable de la inhibicion bacteriana o fungica
es la bioautografia, considerando que es una técnica que combina la cromatografia con pruebas

bioldgicas. (Sanchez-Garcia et al., 2016)
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2.2.7.2.1. Método de microdilucién en caldo (MIC)

La microdilucion en caldo es una técnica crucial en microbiologia para determinar las
concentraciones minimas inhibitorias (MIC por sus siglas en inglés) de compuestos
antimicrobianos. La MIC esté conceptualizada como la concentracion més baja de un compuesto,
que serd el encargado de inhibir el crecimiento visible del microorganismo con el que se procedera
el ensayo después de haber sido incubado por un periodo de 24 horas. Esta técnica es ampliamente
utiliza en diagnostico para verificar y evaluar la actividad in vitro de nuevos agentes
antimicrobianos o antifangicos (Ramirez L & Marin D, 2009) Cabe recalcar, que no en todos los
casos una CMI baja define una mayor actividad del compuesto antimicrobiano, dado que, las
concentraciones minimas inhibitorias que determinan la sensibilidad son distintas para diferentes

microorganismos (Cercenado & Saavedra-Lozano, 2009; Mills et al., 2022).

2.2.7.2.2. Cromatografia de capa fina (TLC)

La cromatografia estd catalogada como una técnica biofisica esencial que permite la
separacion, identificacion y purificacion de componentes de una mezcla, ademas, de proporcionar
el analisis cuantitativo y cualitativo de la misma. Esta técnica se basa en el principio en el cual, las
moléculas constituyentes de una mezcla estan sobre la superficie o en la fase estacionaria solida,
mientras que la fase movil permite la separacion por capilaridad en la fase estacionaria (Coskun,
2016).

Las aplicaciones de la cromatografia se extienden significativamente en el analisis de
aceites esenciales que son aplicados en el area de ciencias de la vida especialmente en el area de

la botéanica y la fitoquimica, permitiéndonos identificar y cuantificar los compuestos presentes en

54



los aceites esenciales, la caracterizacion y comprension de sus propiedades quimicas (Kowalska
& Sajewicz, 2022).
2.2.7.2.3. Actividad antimicrobiana mediante la técnica de bioautografia

La combinacién de la tecnologia de separacion y andlisis de cromatografia en capa fina
(TLC) con la deteccion de actividad bioldgica se conoce como bioautografia (Wang et al., 2021).
Esta técnica se aplica mediante el uso de cromatografia en capa fina (TLC), cromatografia en capa
fina de alto rendimiento (HPTLC) y electrocromatografia plana. Sin embargo, el concepto de
bioautografia se utiliza mayoritariamente cuando las propiedades antimicrobianas de los principios
activos se miden en placas de TLC (Choma & Jesionek, 2015).

Existen varios métodos de bioautografia, tales como: bioautografia directa, de difusion en
agary por inmersion.

La bioautografia directa es el método mas utilizado y sencillo en la actualidad. Esta técnica
ha sido de gran importancia para la busqueda de nuevas moléculas antimicrobianas y ha
direccionado el aislamiento de principios activos frente a una gran diversidad de microorganismos
(Jaramillo, et al., 2015). Consiste en la utilizacion de una placa TLC, sobre la que se aplica una
suspension de microorganismos junto con una solucion nutritiva o colocacion directa de la placa
sobre la suspension y la observacion de los resultados luego de la incubacion pueden realizarse
directamente o con reactivos colorantes. Este tratamiento realiza la separacion, pretratamiento,
incubacion y desarrollo en la misma placa (Wang et al., 2021). Mientras que el método de difusion
en agar, consiste en la utilizacion de un medio agar inoculado con el microorganismo y la placa
TLC con los compuestos, la cual se coloca boca abajo en contacto directo con la superficie del

medio, posterior a la incubacion se realiza la bioautografia y la bioautografia por inmersion,
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consiste en el recubrimiento de la placa TLC con agar y se deja incubar, posterior a este proceso

se realiza la tincion con un agente revelador (Wang et al., 2021; Nuthan et al., 2020).

2.2.7.2.4. Método de difusion en discos

El método de difusion en disco, también conocido como Kirby Bauer, es una técnica cuyo
objetivo es determinar la sensibilidad o resistencia de bacterias aerobias y anaerobias facultativas
frente a distintos compuestos antimicrobianos, siendo una de las técnicas mas utilizadas en la
investigacion y desarrollo de nuevos antibacterianos y antifungicos (Hudzicki, 2009). Cabe
recalcar que los resultados que se obtienen al medir el diametro de los halos de inhibicién, es decir,
las zonas donde no hubo crecimiento por parte de los microorganismos debido a la accién del
extracto o aceite esencial son cruciales para evaluar la actividad antimicrobiana (Sanchez-Garcia
et al., 2016). Este procedimiento se basa en un estudio fenotipico que permite observar la
susceptibilidad o sensibilidad de una cepa bacteriana en presencia de los compuestos bioactivos

(Zhang et al., 2022).
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3. CAPITULO III

MARCO METODOLOGICO

3.1.Nivel de investigacion

La investigacion se basé en una metodologia experimental, que ha permitido determinar la
actividad antimicrobiana de aceites esenciales de Curcuma longa, Cymbopogon citratus, Zingiber

officinale y Ocotea quixos, frente a la bacteria Streptococcus mutans.

3.2.Disefo de investigacion

Para identificar el efecto antimicrobiano de los aceites esenciales de las distintas especies
vegetales, se plantea una investigacion de un disefio de caracter experimental con corte transversal.
Los experimentos se realizaron por triplicado

1. Factor de entrada: Tratamientos (bacteria + discos impregnados con aceites esenciales)

2. Niveles: 1

3. Modelo: Anova
Unidad experimental: 4 cajas Petri (bacteria + discos impregnados con controles + discos
impregnados con aceites)

1. Resultados: mediante gréaficas y tablas

2. Factor Salida: Actividad antimicrobiana (halos de inhibicién)

[4 (aceites) + 2 (controles)] x 1 (tipo de bacteria) x 3 (repeticiones bioldgicas independientes) =

18 Tratamientos

57



Tabla 6

Tratamientos en la parte experimental

Tratamiento

Factores de entrada

Factores de salida

A S B Actividad Antimicrobiana

1 Al DMSO . mutans Halo de inhibicion en mm

2 A2 DMSO . mutans Halo de inhibicién en mm

3 A3 DMSO . mutans Halo de inhibicion en mm

4 Ad DMSO . mutans Halo de inhibicion en mm

t5 (CP) Clorhexidina . mutans Halo de inhibicion en mm
t6 (CN) DMSO . mutans Halo de inhibicion en mm

Nota: Al: Aceite esencial de Curcuma longa, A2: Aceite esencial de Cymbopogon citratus, A3:

Aceite esencial de Ocotea quixos, A4: Aceite esencial de Zingiber officinale, t5: Control positivo

clorhexidina, t6: Control negativo DMSO, S: Solvente (DMSO), B: Bacteria (Streptococcus

mutans).

Fuente: Autores
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3.3.Unidad experimental

La unidad experimental considerada para este proyecto son los crecimientos controlados
en cajas Petri en medio de agar Mueller Hinton, con cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175,
sometidas a los aceites esenciales de Curcuma longa, Cymbopogon citratus, Zingiber officinale y

Ocotea quixos.

3.4. Poblacion y muestra

Las muestras de los aceites esenciales de Curcuma longa, Cymbopogon citratus, Zingiber
officinale y Ocotea quixos se obtuvieron de la fundacion Chankuap. Se compraron 50 mL de cada

aceite, ubicado en la ciudad de Macas, Ecuador.

3.5.Variables

En este proyecto se presentan dos tipos de variables.

Una variable de tipo dependiente que miden los efectos y cambios con caracter
cuantitativo. En este caso es la actividad antibacteriana de los aceites esenciales que se evaltuan
mediante difusion en disco, la determinacion de la concentracion minima inhibitoria mediante
microdilucion en caldo y la presencia de los metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana.

Por otra parte, la variable independiente es aquella que los investigadores manipulan. En
este estudio, la variable independiente son los aceites esenciales (Curcuma longa, Cymbopogon

citratus, Zingiber officinale y Ocotea quixos). Como se puede observar en la Tabla 7.
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Tabla 7

Variable dependiente e independiente

Variable Tipo Dimensiones

Actividad Dependiente Difusion en disco (kirby-Bauer)

antibacteriana de los
aceites esenciales Concentracion minima inhibitoria

Presencia de metabolitos

secundarios

Aceites esenciales Independiente

Fuente: Autores

3.6.Técnicas de recolecciéon de datos

En el proyecto de investigacion, inicialmente se llevd a cabo una exhaustiva busqueda y
revision bibliografica acerca de los metabolitos secundarios, propiedades y beneficios de los
aceites esenciales de Curcuma longa, Cymbopogon citratus, Zingiber officinale y Ocotea quixos,
explorando como estos contribuyen a la actividad antibacteriana de cada planta. Se utilizaron
diversos métodos para recopilar informacién y datos, incluyendo articulos cientificos, libros y
bases de datos, todos ellos debidamente citados y referenciados segun las normas APA de la
séptima edicion.

En la fase experimental, se evalud la actividad antibacteriana de los aceites esenciales de
Curcuma longa, Cymbopogon citratus, Zingiber officinale y Ocotea quixos mediante técnicas
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como microdilucion en caldo, bioautografia y difusion en disco, con el objetivo de obtener su
concentracion minima inhibitoria e identificar metabolitos secundarios responsables de su

actividad. Los siguientes resultados fueron analizados y recolectados de forma manual

3.7.Técnicas de procesamiento de datos

Los datos obtenidos se procesaron en el programa Excel, se realizaron estadistica descriptivas,
posteriormente se evalu6 la normalidad mediante el test de Shapiro-Wilk; Box-Cox para mejorar
la normalidad de los datos; andlisis de varianza ANOVA para determinar la significancia entre
tratamientos, prueba de Durbin-Watson implementada para evaluar la independencia de los
residuos del modelos estadistico y prueba de Levene para verificar la homogeneidad de las

varianzas, mediante el software estadistico Rstudio.

3.8.Procedimientos experimentales

El procedimiento experimental consta de la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los
aceites esenciales y deteccion de compuestos bioactivos, fundamentados con revision bibliografica
que se desarrolld en tres fases: la fase uno consiste en el desarrollo del método de Concentracion
Minima Inhibitoria de los aceites esenciales de Curcuma longa, Cymbopogon citratus, Zingiber
officinale y Ocotea quixos frente a la bacteria Streptococcus mutans. En la fase dos, se desarrollo
la técnica de bioautografia con los aceites esenciales frente a Streptococcus mutans. Y en la fase
tres se evalud el porcentaje de halo de inhibicion de los aceites esenciales frente a la bacteria

estudiada
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Fase uno:

3.8.1. Determinacion de la concentracién minima inhibitoria mediante microdilucion

en caldo

Para la realizacion del método de microdilucion en caldo se sigui6 el protocolo

establecido por Picazo, (2000).

3.8.1.1.Preparacion del inéculo

Inicialmente, en la preparacion del indculo se transfieren alrededor de 3 colonias
(lustracion 6) a un tubo con caldo nutritivo, se incuba a 37°C por 24 horas hasta obtener una
turbidez similar al estdndar 0.5 de McFarland, el cultivo se ajustd con caldo nutritivo consiguiendo
un inéculo final de un rango entre 3-7 x 10° UFC/mL, el cual se verifico a través de un
espectrofotometro UV-Vis a una longitud de onda de 625 nm. El proceso de inoculacion en la
placa se realiz6 lo mas pronto posible con la finalidad de evitar un incremento innecesario de
microorganismaos
llustracion 6

Inoculacion en medio liquido (caldo nutritivo)

Fuente: Autores
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3.8.1.2.Preparacion de soluciones y controles

Las placas de microdilucion contienen 96 pocillos (12 x 8), en los cuales se afiaden distintas
concentraciones de aceites esenciales (Curcuma longa, Cymbopogon citratus, Zingiber officinale
y Ocotea quixos). Se preparo las diluciones de cada aceite utilizando como solvente DMSO hasta
obtener un rango de 6.4 a 0.05 uL/mL, en los pocillos del 1-8. Posteriormente, se afiadieron 10 pL
de indculo con la concentracion adecuada segun el estandar 0.5 de McFarland, resultando en un
volumen final de 110 pL por pocillo.

Se realizo la preparacion de los demas pocillos con el control positivo (clorhexidina al

0.12%), controles negativos (DMSO), blanco y control de crecimiento bacteriano.

3.8.1.3.Preparacion de la placa

Para la preparacion de la placa se coloco 100uL de caldo nutritivo (llustracion 7) en los
pocillos del uno al ocho de todas las filas, donde se procedi6 a realizar las soluciones seriadas
homogeneizando en cada paso 100uL de solucion inicial, posteriormente se inocularon con 10uL
de bacteria S. mutans al estandar aproximado de McFarland a 5 x 10° UFC/mL.

En la fila 9 se coloco el blanco, en el pocillo 10 se coloc6 caldo mas in6culo y en los
pocillos 11 y 12 se colocaron los controles negativos (DMSO maés indculo y caldo) y controles
positivos (clorhexidina mas caldo e indculo). Obteniendo un volumen final de 110 pL por pocillo,

como se observa en la llustracion.
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llustracién 7

Preparacion de la microplaca

Diluciones +
inculo

® Caldo

Indculo
® N
® CP

4

Nota: Preparacion de la microplaca, concentraciones desde 6.4, 3.2, 1.6, 0.8, 0.4, 0.2, 0.1
y 0.05 pl/ml desde el pocillo 1 -8-.
Fuente: Autores
3.8.1.4.Incubacion y lectura de resultados
Las placas fueron incubadas a 37°C durante 24 horas en condiciones anaerdbicas. Los datos
se interpretan comparando el crecimiento con los controles negativos. Ademas, en cada pocillo se
agregaron 20uL de una mezcla de colorante TTC (20mg/mL) con Triton X-100 al 0.1%, luego se

incub6 durante una hora para observar la coloracion y posterior lectura de resultados mediante el

lector de microplacas. (Khan & Khan, 2015).
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Fase dos:

3.8.2. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de metabolitos presentes en los aceites

esenciales

3.8.2.1.Cromatografia de capa fina

En la placa de gel silica con dimensiones de 3x10 cm se realiz6 la cromatografia de capa
fina, sefialando el inicio y fin del corrido del solvente. Con ayuda de un capilar se colocaron los
aceites esenciales de Curcuma longa, Cymbopogon citratus, Zingiber officinale y Ocotea quixos,
posterior a esto se eluyo la placa de silica en la cdmara de desarrollo saturada con la fase mavil
correspondiente a cada aceite esencial, como se muestra en la Tabla 8.

Adicionalmente, es crucial considerar el frente de disolvente, que se refiere a la altura
méaxima alcanzada por el disolvente en la placa. Esta medida se utiliza para calcular la distancia
relativa recorrida por los componentes de la mezcla. Ademas, el factor de retencion (Rf) se define
como la relacion entre la distancia recorrida por un compuesto y la distancia recorrida por el

disolvente en el mismo tiempo (Skoog, et al., 2013)

Tabla 8

Fases mdviles utilizadas por cada aceite esencial

Aceite esencial Fase movil Relacion
Curcuma longa Cloroformo y metanol 95:5
Cymbopogon citratus Tolueno/ acetato de etilo/ éter de 93:7:20
petréleo
Zingiber officinale Tolueno, acetato de etilo 95:5
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Ocotea quixos Tolueno, acetato de etilo, éter de petroleo  97:7:20

(Yustinianus et al., 2019; Guerrini et al., 2023; El-baky et al., 2010; Noriega et al., 2018)

Los solventes avanzaron hasta 1 cm antes de llegar al final de la placa, se dej6 secar hasta
la evaporacion de sus solventes y se observo por fluorescencia la separacion de los componentes
a longitudes de onda de 254 y 366 nm. Seguido a esto se realizé la bioautografia (Ilustracién 8 ).
llustracion 8

Cromatogramas observados a una longitud de onda de 366 nm.

1. 2. 3. 4.

Nota: Placas TLC 1. Ocotea quixos, 2. Cymbopogon citratus, 3. Zingiber officinale y 4.
Curcuma longa
Fuente: Autores
3.8.2.2. Bioautografia de contacto
Para la realizacion del método de bioautografia de contacto se siguio el protocolo

establecido por Dewanjee et al., (2015).
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Este tipo de bioautografia se realiza mediante el uso del cromatograma de cada aceite
esencial (Curcuma longa, Cymbopogon citratus, Zingiber officinale y Ocotea quixos), es decir
las placas ya preparadas, se colocan el lado impregnado directamente sobre la capa de agar
inoculado y se deja incubar a 37°C durante unas horas, para optimizar la difusion. Pasado este
tiempo, se retira el cromatograma y se incuba durante 18 a 24 horas. Luego, se realiza una
tincion con MTT (Azul de Tiazolil Tetrazolio Bromuro) (0.6 mg/mL) + Triton X-100 al 0.1% y
se incuba por una hora. Finalmente, se sumergieron en etanol al 70% por 10 segundos

Luego, se observo latincidn y los halos de inhibicidn generados, que indicaron la presencia
de compuestos bioactivos con capacidad antimicrobiana. Se determiné el factor Rf de cada
compuesto separado presente en la zona en la que la bacteria no ha logrado proliferar (Choma &
Jesionek, 2015).

El Rf se calcul6 mediante la ecuacion 1.:

Ecuacién 1

Determinacion del factor de retencion (Rf)

Distancia recorrida por el compuesto

Distancia recorrida por el disolvente

Fuente: (de Olavide, 2011)
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Fase tres:

3.8.3. Determinacion de la susceptibilidad de Streptococcus mutans frente a los aceites

esenciales mediante el método de difusion en disco (Kirby-Bauer)

En la realizacion de pruebas de sensibilidad antimicrobiana mediante la técnica de difusion
en disco (kirby-Bauer), se consider6 el protocolo establecido por Medina et al. (2005).

Se activo la bacteria en un medio de agar sangre en condiciones de anaerobiosis, mediante
un asa estéril se tomaron dos colonias que fueron inoculadas en un medio adecuado, luego se
procedi6 a incubar la bacteria para que esta pueda ser utilizada en fase exponencial.

Se realizd métodos de recuento estimados basado en la turbidez para realizar la estimacion
del niamero de bacterias totales (viables y no viables) Para este proceso se utilizo el método de
estdndares de turbidez de McFarland. Se ajustan los pardmetros de absorbancia tal como
mencionan Sato & Ishikawa (2006), la dilucidn se ajust6 a 0.5 siguiendo la escala de McFarland,
también se procedidé a medir mediante un espectrofotometro UV-Vis con una absorbancia de 0.125
con una longitud de onda 550 nm, asegurando la concentracion bacteriana (4x10” UFC/mL) para
la siembra en cajas Petri con agar Mueller Hinton mediante siembra masiva (Sato & Ishikawa,
2006)

Se procedié a impregnar los discos de papel en cada uno de los controles positivos
(clorhexidina 0.12%) y negativos (DMSO 1%) y los aceites esenciales en distintas concentraciones
(25%, 50%, 75% y 100%), los cuales se sumergieron durante dos minutos, posteriormente se
colocaron los discos en la caja Petri. Finalmente, se incubaron las placas a 37°C en la estufa en

condiciones anaerdbicas mediante un recipiente de anaerobios durante 24 horas. El porcentaje del
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efecto inhibitorio se midi6 mediante la Ecuacion 2, tomando como referencia el diametro de la
zona de inhibicion del control positivo y medicion del halo de inhibicion de los aceites esenciales
llustracion 9

Colocacidn de discos impregnados en AE e incubacion.

Nota: Incubacion de cajas Petri en condiciones anaerdbicas

Fuente: Autores

Ecuacién 2

Determinacion del porcentaje de efecto de inhibicion

% inhibicién — (halo AE — halo blanco) 100
o mibreron = (halo control positivo — halo blanco) *

Fuente: (Corzo Barragéan, 2012)
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4. CAPITULO IV
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RESULTADOS Y DISCUSION
4.1.Resultados

4.1.1. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los aceites

esenciales mediante el método de microdilucion en caldo

Los aceites esenciales de Curcuma longa, Cymbopogon citratus, Zingiber officinale,
Ocotea quixos en concentraciones de 0.1, 0.05, 6.4 y 0.8 ul/mL respectivamente, inhiben el
crecimiento visible de Streptococcus mutans como se puede observar en la llustracién 10.
lustracién 10

Microplaca obtenida en el proceso de microdilucion en caldo

Nota: Cambio de color de acuerdo con las diferentes concentraciones de A.E. colocadas en el
pocillo.
Fuente: Autores
El analisis estadistico para determinar la concentracion minima inhibitoria se realizé con RStudio
y se detallan en la siguiente tabla, los valores correspondientes de P, para cada aceite esencial a las
diferentes concentraciones. Se realiz6 analisis de varianza para cada uno de los aceites esenciales
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de Curcuma longa, Cymbopogon citratus, Zingiber officinale, Ocotea quixos frente a
Streptococcus mutans. Los andlisis de los datos obtenidos para el analisis de varianza se encuentran
en el anexo

Tabla9

Analisis de Varianza (Anova) de los datos obtenidos de la concentracion minima inhibitoria de
los aceites esenciales de Curcuma longa, Cymbopogon citratus, Zingiber officinale, Ocotea

quixos frente a Streptococcus mutans.

Grados de Valor P
Libertad
Curcuma longa 7 4,76e-05
Cymbopogon citratus 7 0,0868
Zingiber officinale 7 0,05812
Ocotea quixos 7 0,0452

Nota: los tratamientos con el aceite esencial de Curcuma longa y Ocotea quixos presentaron

diferencias significativas (p<0.05).

Fuente: Autores
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Tabla 10
Concentracion minima inhibitoria de los aceites esenciales de Curcuma longa, Cymbopogon

citratus, Zingiber officinale, Ocotea quixos frente a Streptococcus mutans.

Streptococcus mutans

Aceite esencial Concentracion Minima Inhibitoria

(CMI) pL/mL

Curcuma longa 0.1
Cymbopogon citratus 0.05
Zingiber officinale 6.4
Ocotea quixos 0.8

Nota: Los valores de CMI se expresan en pL/mL, se consideraron las concentraciones
correspondientes al analisis de varianza.

Fuente: Autores
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4.1.2. Comparacion de la Efectividad Antibacteriana de Aceites Esenciales en

Microdilucién frente a Streptococcus mutans

4.1.2.1.Aceite esencial de Curcuma longa

En la experimentacion efectuada, la concentracion de 0,1 pL/mL del aceite esencial de
Curcuma longa mostré su CMI efectiva contra Streptococcus mutans. Sin embargo, Lee et al.
(2011) determinaron que el aceite esencial de Curcuma longa exhibe una inhibicion relevante
frente a S. mutans en concentraciones superiores a 0,5 mg/mL. Esta discrepancia podria deberse a
variaciones en las metodologias empleadas, tales como diferencias en las técnicas de dilucion, las
condiciones de cultivo o incluso en la composicion quimica del aceite esencial, que puede variar

segun la regién y las condiciones de cultivo de la planta.

4.1.2.2.Aceite esencial de Cymbopogon citratus

Para el aceite esencial de Cymbopogon citratus, los datos obtenidos en experimentacion
muestran que a 0,05 pL/mL inhibi6 el crecimiento de la bacteria. En contraste, Mouta et al. (2022)
reportaron una CMI de 3,12 pL/mL, y Almeida et al. (2013) encontraron una CMI de 0,5 mg/mL,
mientras que Tofifio-Rivera et al. (2016) estableci6 una concentracion minima de erradicacion de
biofilm de 0,1 mg/100 mL (0,001 mg/mL). Estas diferencias pueden reflejar variaciones en la
pureza del aceite esencial, la técnica de preparacion, o diferencias en las cepas de S. mutans
utilizadas en los experimentos. También podrian influir los diferentes métodos de determinacion

de la CMI, como la microdilucién en caldo frente al método de erradicacion de biofilm.
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4.1.2.3.Aceite esencial de Zingiber officinale

En el caso del aceite esencial de Zingiber officinale, los datos obtenidos a partir de la
experimentacion indican que en concentraciones menores a 6.4 pL/mL la bacteria no presenta
inhibicion. Por otro lado, Mostafa (2018) determind que la CMI de la nanoemulsion del aceite
esencial fue de 62,5 uL/mL, equivalente a 0,61 pL/mL de aceite esencial puro. Esta variacion
significativa puede deberse al uso de nanoemulsiones, que pueden alterar la biodisponibilidad y la
eficacia del aceite esencial. La diferencia también puede deberse a las distintas técnicas de

preparacion y evaluacion utilizadas en los estudios.

4.1.2.4.Aceite esencial de Ocotea quixos

Finalmente, para el aceite esencial de Ocotea quixos, los resultados obtenidos tras la
experimentacion indicaron que a la concentracion de 0,8 puL/mL present6 concentraciones minimas
inhibitorias efectivas. En contraste, Noriega et al. (2018) y Logrofio (2021) reportaron una CMI
de 13,08 mg/mL utilizando el método de difusion en disco. La discrepancia notable entre los
valores obtenidos puede ser atribuible a las diferencias en los métodos de evaluacion utilizados,
ya que la concentracion del inéculo bacteriano utilizado es mucho menor en la técnica de

microdilucion en caldo comparado con la difusion en disco.
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4.1.3. Deteccion de compuestos con capacidades antimicrobianas del aceite esencial de
Curcuma longa frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, mediante el ensayo

de bioautografia.

El ensayo de bioautografia de contacto nos permite observar a simple vista las ilustraciones a
continuacion, las cuales destacan los halos de inhibicion generados por cada compuesto separado

en la placa de TLC.

Mediante esta técnica (llustracion 11 y 12), se detectan los supuestos componentes responsables
de inhibir el crecimiento y desarrollo de la bacteria al observar coloraciones blancas a lo largo de

la placa de TLC.

lustracion 11
Cromatografia en capa fina con aceite esencial de C. longa observada con longitudes de onda

de 254 nmy 366 nm

Fuente: Autores
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llustraciéon 12

Bioautografia de TLC de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana de C. longa

+ Rf:0.73

+ Rf: 047

Nota: Las circunferencias sefialan los halos de inhibicion generados por el aceite esencial de
Curcuma longa frente S. mutans, evidenciando el Rf
Fuente: Autores

Con los valores obtenidos de Rf 0.73 y 0.47 en el ensayo de bioautografia de Curcuma longa, se
identifican dos compuestos con actividad antimicrobiana. Segun Kushwaha et al. (2021), los
valores de Rf = 0.70 y Rf =~ 0.45 corresponden a ar-turmerona, antimicrobiano efectivo contra
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas; y curcumina que de igual manera inhibe bacterias
Gram-positivas (S. aureus) y Gram-negativas (E. coli), respectivamente como se visualiza en la
Tabla 11. Estos compuestos contribuyen a la actividad antibacteriana del aceite esencial. Los
valores obtenidos son aproximados y guardan relacion con los componentes mencionados en la

literatura.
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Tabla 11
Valores Rf y distancia recorrida de cada compuesto con actividad antimicrobiana

correspondiente al aceite esencial de C. longa

Distancia Frente de Compuesto Color detectado
recorrida (cm) referencia (RF) a 366 nm
1 4 0.73 Curcumina Amarillo
2 6.2 0.47 Ar-turmerona Azul

Fuente: Autores
4.1.4. Deteccidn de compuestos con capacidades antimicrobianas del aceite esencial de
Cymbopogon citratus frente a Streptococcus mutans ATCC 25175

Por medio de la técnica de bioautografia directa (llustracion 13 y 14) se detectaron metabolitos
con actividad antimicrobiana que se observan a simple vista posterior a su tincion con el uso del

colorante MTT.
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lustracién 13
Cromatografia en capa fina con aceite esencial de C. citratus observada con longitudes de onda

de 254 nmy 366 nm

Fuente: Autores
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llustracion 14

Bioautografia de TLC de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana de C. citratus

» Rf 0.68

Fuente: Autores
Nota: Las circunferencias sefialan los halos de inhibicion generados por el aceite esencial de
Cymbopogon citratus frente S. mutans, evidenciando el Rf

Fuente: Autores
Se obtuvieron valores Rf: 0.68, 0.53, 0.22 y 0.08 que al ser comparados con el articulo expuesto
por Kushwaha et al., (2021) sugiere que los componentes principales incluyen citral (con sus
isdmeros geranial y neral), geraniol, y a-terpineol, entre otros.
Tabla 12
Valores Rf y distancia recorrida de cada compuesto con actividad antimicrobiana

correspondiente al aceite esencial de C. citratus
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Distancia recorrida Frente de referencia Compuesto  Color detectado a

(cm) (RF) 366 nm
1 0.7 0.08 y-Cadinene Azul claro
2 1.9 0.22 a-Terpineol Azul oscuro
3 4.6 0.53 Citral Azul claro
4 5.2 0.68 Geraniol Azul claro

Fuente: Autores

- Geraniol (Rf = 0.68): Es un monoterpeno con propiedades antimicrobianas frente a S.
aureus (gram-positiva). Su valor de Rf obtenido en el presente estudio est4 en concordancia
con los reportados en la literatura.

- Citral (Rf=0.53): Principal compuesto del aceite esencial, conocido por su fuerte actividad
antimicrobiana frente a E. coli. El valor de Rf obtenido coincide con los valores reportados
en estudios previos.

- o-Terpineol (Rf = 0.22): Otro monoterpeno con propiedades antimicrobianas frente a
Bacillus cereus. El valor de Rf obtenido es consistente con la literatura disponible.

- v-Cadinene (Rf = 0.08): Compuesto sesquiterpénico con menor volatilidad y
antimicrobiano contra Bacillus cereus. Aungue menos estudiado, su presencia se sugiere

por el valor de Rf obtenido.

4.1.5. Deteccidn de compuestos con capacidades antimicrobianas del aceite esencial de

Zingiber officinale frente a Streptococcus mutans ATCC 25175

Posterior a la tincion como etapa final de la bioautografia (llustracion 15 y 16) destacan a simple

vista los componentes del aceite esencial con capacidad de inhibir el crecimiento de la bacteria.
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lustracion 15
Cromatografia en capa fina con aceite esencial de Z. officinale observada con longitudes de

onda de 254 nmy 366 nm

Fuente: Autores
llustraciéon 16

Bioautografia de TLC de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana de Z. officinale

Rf: 0.57
—»  Rf: 0.46

Rf: 0.26
Rf: 0.21
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Nota: Las circunferencias sefialan los halos de inhibicion generados por el aceite esencial de
Zingiber officinale frente S. mutans, evidenciando el Rf

Fuente: Autores
En este caso, los valores que se obtuvieron en este proceso con la especie Z. officinale, fueron Rf:
0.57, 0.46, 0.26, 0.21. Estos resultados se comparan con los reportados en la literatura para

identificar y discutir los compuestos presentes en el aceite esencial.

Tabla 13
Valores Rf y distancia recorrida de cada compuesto con actividad antimicrobiana

correspondiente al aceite esencial de Z. officinale

Distancia recorrida Frente de referencia Compuesto  Color detectado a

(cm) (RF) 366 nm
1 1.8-2.2 0.21 Shogaol Azul claro
2 0.26 Azul claro
3 3.9 0.46 Gingerol Amarillo
4 4.9 0.57 Zingibereno Azul claro

Fuente: Autores
Como se describe en la Tabla 24 el valor de Rf (0.57) se encuentra en el rango superior
reportado para zingibereno, un sesquiterpeno con capacidades antimicrobianas que inhibe
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa tipicamente muestra Rf en el rango de 0.4 a 0.6
en diversos sistemas de solventes (Kawanishi & Ohyama, 2012). El Rf (0.46) esta cerca del rango
reportado para gingerol, siendo este un compuesto bioactivo eficaz contra varias bacterias Gram-
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positivas y Gram-negativas, que suele estar en 0.3 a 0.5 en diferentes sistemas de solventes y no
solo en el que fue utilizado en este caso (Liu & Zhang, 2017). Finalmente, los Rf (0.26 y 0.21)
Estos valores se encuentran en el rango reportado para shogaol, con Rf tipicamente entre 0.2y 0.4
en sistemas similares (Nair & Turner, 2004). Estos valores pueden indicar la presencia de shogaol,
catalogado como un antimicrobiano presente en extractos que inhiben el crecimiento de bacterias
gram-positivas o gram-negativas, o bien, diferentes isbmeros o variantes del compuesto (Liu &

Zhang, 2017).
4.1.6. Deteccidn de compuestos con capacidades antimicrobianas del aceite esencial de
Ocotea quixos frente a Streptococcus mutans ATCC 25175

Finalmente, en este apartado relacionado a bioautografia con la Gltima especie en el

desarrollo del ensayo, se observan en la placa de TLC las zonas de inhibicion (llustracion 17

y 18).
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llustracién 17

Cromatografia en capa fina con aceite esencial de O. quixos observada con longitudes de

onda de 254 nmy 366 nm

Fuente: Autores
lustracion 18

Bioautografia de TLC de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana de O. quixos

Rf: 0.76
Rf: 0.68
Rf: 0.62

Rf: 0.52
B Rf041

Rf: 0.10




Nota: Las circunferencias sefialan los halos de inhibicion generados por el aceite esencial de
Ocotea quixos frente S. mutans, evidenciando el Rf

Fuente: Autores

Tabla 14
Valores Rf y distancia recorrida de cada compuesto con actividad antimicrobiana

correspondiente al aceite esencial de O. quixos

Distancia Frente de Compuesto Color detectado a
recorrida (cm) referencia (RF) 366 nm
1 0.9 0.10 linalool Azul claro
2 35 0.41 eugenol Blanquecino
3 4.5 0.52 cinamaldehido Blanquecino
4 5.3-5.8 0.62 Safrol Azul claro
0.68
5 6.5 0.76 No Azul claro
identificado

Fuente: Autores
Los valores Rf obtenidos en este caso fueron: 0.76, 0.68, 0.62, 0.52, 0.41 y 0.10. Estos resultados
se comparan con bibliografia que menciona que el aceite esencial estd compuesto por los siguientes

componentes:
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Safrol: Reportado tipicamente con un Rf en el rango de 0.60 a 0.70 en sistemas de solventes como
hexano-acetato de etilo, y conocido por su actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas, aeruginosa, Bacillus subtilis (Balakrishnan et al., 2012).
Cinamaldehido: Generalmente tiene un Rf en el rango de 0.50 a 0.60 en sistemas de solventes
polares, conocido por su potente actividad antimicrobiana frente a Salmonella typhimurium,
Bacillus cereus (Yeh et al., 2013).

Eugenol: Reportado con un Rf alrededor de 0.41, conocido por su actividad antioxidante y
antimicrobiana frente a Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes (Rao et al., 2014).

Linalool: Puede tener un Rf bajo (alrededor de 0.10), conocido por sus propiedades sedantes y
antimicrobianas que inhiben Staphylococcus aureus, Escherichia coli (Rao et al., 2014).

El valor de Rf (0.76) esta fuera del rango de los compuestos mencionados, sugiriendo la posible

presencia de otro compuesto bioactivo no identificado en la literatura disponible.

4.1.7. Determinacioén de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales y control
positivo y negativo, frente a Streptococcus mutans mediante el método de

difusién en disco

La medicion de halos de inhibicion se realizé a las 24 horas de incubacidn, en la Tabla 15
se detalla el diametro de los halos de inhibicion con las distintas concentraciones de los aceites
esenciales, asi como los halos con los controles positivos y negativos. Para dichos calculos utilizd
la Ecuacion 2.

Tabla 15

Diametro de los halos de inhibicion en mm con las distintas concentraciones de los aceites
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esenciales y los controles positivos (clorhexidina) y negativos (agua y DMSO) frente a

Streptococcus mutans

AE Concentracion ~ Promedio Diametro del Porcentaje de
halo de control inhibicion (%o)
+
Curcuma 100% 12.33 25 49.32
longa
75% 15 60
50% 14.67 58.68
25% 13 52
Cymbopogon 100% 31 25 124
citratus
75% 22 88
50% 21 84
25% 23 92
Zingiber 100% 16.33 25 65.32
officinale
75% 19.67 78.68
50% 16.33 65.32
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25% 12.33 49.32

Ocotea 100% 25.67 25 102.68
quixos
75% 18.33 73.32
50% 19.67 78.68
25% 20.33 81.32

Fuente: Autores

La tabla 15 indica los halos de inhibicion generados por los aceites esenciales de Curcuma longa,
Cymbopogon citratus, Zingiber officinale y Ocotea quixos a distintas concentraciones frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175, y los promedios obtenidos de cada uno de ellos.

El halo de inhibicion generado por Curcuma longa presentd la mayor actividad es en la
concentracion al 75% con un halo de 15 mm, seguida de la concentracién al 50% generando un
halo de 14.67 mm. A pesar de que la concentracion al 100% presentdé menor actividad de 12.33
mm, se evidencia que todas las concentraciones exhibieron halos de inhibicion contra
Streptococcus mutans. Al igual que A. Mohammed, (2015), indica en su estudio la eficacia de
Curcuma longa a una concentracion del 2% contra S. mutans. El halo de inhibicién observado fue
de 9.7 mm.

Mientras que los resultados obtenidos en Cymbopogon citratus demuestran un potencial efecto
inhibitorio. Se observé una mayor efectividad en concentraciones elevadas 100% generando un
halo de inhibicién de 31 mm, sin embargo, incluso a concentraciones menores, el AE mantuvo una

actividad considerable. Estudios realizados por Chaudhari et al. (2012) se observé concordancia
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en cuanto a la eficacia de Cymbopogon citratus a altas concentraciones, ya que obtuvo un halo de
inhibicion de 10.07 mm con AE al 100%, mientras que ensayos realizados por Oliveira et al.
(2008), menciona que el AE de Cymbopogon citratus al 5% presenta un halo de inhibicion de 6.5
mm y 6 mm, cuyas variaciones podrian deberse a los métodos de extraccion.

Con el aceite esencial de Zingiber officinale se observd una mayor actividad antimicrobiana en la
concentracion de 75% con halos de inhibicion de 19.67 mm, en las concentraciones de 100% y
50% se obtuvieron resultados similares de 16.33 mm y la de menor actividad se observé al 25%
con un halo de 12.33 mm. Por otra parte, Lukita et al. (2021) demuestra en sus ensayos utilizando
AE de Z. officinale al 75% mediante su actividad formando un halo de 23.43 mm frente a la
bacteria.

Sin embargo, el aceite esencial de Ocotea quixos mostro ser altamente efectiva contra la bacteria,
a concentraciones del 100% se observé una inhibicion de 24.67 mm, mientras que en las
concentraciones de 75% mostré una variabilidad significativa entre réplicas generando un
promedio de 18.33 mm, a concentraciones de 50% se obtuvo un halo de 13.67 y al 25% se observd
una inhibicion de 13.67 mm. Mientras que, un ensayo realizado por Noriega et al. (2018), se
reporta que el aceite esencial de Ocotea quixos mostrd halos de inhibicion significativos contra
Streptococcus mutans, con un valor de 13,08 mm utilizando el método de difusion en disco.

La inclusion de clorhexidina al 0.12% como control positivo permitié validar la metodologia
empleada y confirmar la sensibilidad del microorganismo a agentes antimicrobianos. El halo de
inhibicion promedio de 25 mm obtenido con este compuesto se encuentra dentro del rango

esperado segun la literatura. Por otro lado, los controles negativos no mostraron actividad, como
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se esperaba. Estos estudios son coherentes con estudios previos, como el de Pazmifio et al. (2024),
que demostraron que clorhexidina es usada al 0.12% generando un halo de inhibicion de 15 mm.

Para una determinacion de mayor precision de la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales sobre la bacteria Streptococcus mutans, se calculd el porcentaje de inhibicion. En el
cual se consider6 el promedio obtenido del didmetro de inhibicién de cada AE y el didmetro del

control positivo (clorhexidina).

4.1.8. Andlisis estadistico

Con los datos obtenidos se procedio a realizar un analisis estadistico en donde se desarrolld un
andlisis de varianza en cada uno de los aceites esenciales estudiados estadistico, seguido de la
implementacidn de pruebas de Durbin-Watson para determinar la independencia de los residuos,
ademas de la implementacion de la prueba de Shapiro-Wilk para evaluar la normalidad y

finalmente la prueba de Levene, la cual permite determinar la homogeneidad de las varianzas.

4.1.8.1.Comparacion de la actividad antibacteriana de las concentraciones de cada aceite

esencial mediante el método en difusién en discos.

El analisis estadistico para determinar la actividad antibacteriana de los aceites esenciales mediante
el método de difusidn en disco, se realiz6 con Rstudio y se detallan en la siguiente tabla 20, , los
valores correspondientes de P, para cada aceite esencial a las diferentes concentraciones. Se realizd
analisis de varianza para cada uno de los aceites esenciales de Curcuma longa, Cymbopogon
citratus, Zingiber officinale, Ocotea quixos frente a Streptococcus mutans.

4.1.8.1.1. Analisis de varianza del aceite esencial de Curcuma longa
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En la siguiente tabla se detalla el valor obtenido de P después de realizar el analisis de varianza de
las diferentes concentraciones del aceite esencial de Curcuma longa. los resultados indicaron
diferencia significativa entre los tratamientos (valor P = 0,000856) (Tabla 16). No se presentaron
desviaciones severas a los supuestos del modelo Anova. Independencia, normalidad y
homogeneidad de varianzas (Tabla 17). Los mismos fueron 12,33, 15,00, 14,66, 13,00, y 25,00
mm, respectivamente. El control positivo logr6 el mayor halo de inhibicidn, entre las diferentes
concentraciones de del aceite esencial de Curcuma longa destaca el t2 (concentracion 50%) con

un halo de inhibicion de 15,00 mm.

Tabla 16
Anélisis de Varianza (Anova) de los datos obtenidos de la actividad antibacteriana del aceite

esencial de Curcuma longa a diferentes concentraciones frente a Streptococcus mutans

Grados de Suma de Cuadrados Valor Valor P
Libertad Cuadrados Medios F
Tratamientos 4 4,34e’% 1,086e° 11,73  0,00085
6
Residuos 10 9,26e% 9,260

Fuente: Autores

Tabla 17

Supuestos del modelo de Varianza (Anova)

Independencia Normalidad Homogeneidad de

varianzas
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Prueba de Durbin-Watson
DW =2,01, valor P =
0,2167

Prueba de Shapiro-Wilk
W =0,89444, valor P =
0,0783

Prueba de Levene
valor P =0,972

Nota: Se realizd un andlisis de varianza (ANOVA) para comparar la actividad antibacteriana del

aceite esencial de curcuma a diferentes concentraciones de 100, 75, 50, 25% y Control (+) 0,12%

frente a Streptococcus mutans.

Tabla 18

Resultados de la actividad antibacteriana del aceite esencial de Curcuma longa a diferentes

Fuente: Autores

concentraciones y Control (+) frente a Streptococcus mutans

Descripcion Tratamiento Halo de Halo de
S inhibicion (mm) inhibicion
(mm)
[Datos
transformados] [Datos
originales]
Aceite esencial de t1 0,0066 £ 0,0013 12,33 +
Curcuma longa 1,15
t2 0,0044 + 0,0005 15,00 £
1,00
t3 0,0047 +0,0010 14,66 +
1,52
t4 0,0059 + 0,0009 13,00 £
1,00
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Clorhexidina t5 3 0,0017 +£0,0007 25,00 + a
(Control +) 5,00

Nota: Los resultados son expresados como promedio del halo de inhibicion (mm) + DS, n = 3.
Tratamientos con una letra en comin no difieren significativamente al 5%, de acuerdo con la

prueba DSH de Tukey.

Fuente: Autores

4.1.8.1.2. Andlisis de varianza del aceite esencial de Cymbopogon citratus
El Anova mostrd diferencia significativa entre los tratamientos (valor P = 0,0323) (Tabla 18). No
se presentaron desviaciones severas a los supuestos del modelo Anova. Independencia, normalidad
y homogeneidad de varianzas (Tabla 20). El t1 (concentracion 100%) logré el mayor halo de
inhibicion 31,00 mm, siendo 1,40 y 1,14 veces mayor que el t2 (concentracion 50%) y t5 (Control
+), respectivamente.
Tabla 19
Anélisis de Varianza (Anova) de los datos obtenidos de la actividad antibacteriana del aceite

esencial de Cymbopogon citratus a diferentes concentraciones frente a Streptococcus mutans

Grados de Suma de Cuadrados Valor  Valor
Libertad Cuadrados Medios F P
Tratamiento 4 189,6 47,4 4,086 0,0323
S
Residuos 10 116,0 11,6

Fuente: Autores
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Tabla 20

Supuestos del modelo Anova

Independencia Normalidad

Homogeneidad de

varianzas

Prueba de Durbin-Watson Prueba de Shapiro-Wilk
DW = 2,49, valor P = W =0,95015, valor P =
0,8824 0,5268

Prueba de Levene
valor P =0,7324

Nota: se observo el promedio de la actividad antibacteriana del aceite esencial de Cymbopogon

citratus en concentraciones 100, 75, 50, 25% y Control (+) 0,12% frente a Streptococcus mutans,

los mismos fueron 31,00, 22,00, 21,00, 23,00, y 25,00 mm, respectivamente.

Fuente: Autores

Tabla 21

Resultados de la actividad antibacteriana del aceite esencial de Cymbopogon citratus a

diferentes concentraciones y Control (+) frente a Streptococcus mutans

Descripcion Tratamientos n Halo de Grupos
inhibicion
(mm)
Aceite esencial de tl 3 31,00 + 3,60 a
Cymbopogon citratus
t2 3 22,00+2,00 ab
t3 3 21,00+1,73 b
t4 3 23,00+3,60 ab
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Clorhexidina t5 3 25,00 + 5,00 ab

(Control +)
Nota: Los resultados son expresados como promedio del halo de inhibicion (mm) + DS

Fuente: Autores

4.1.8.1.3. Anélisis de varianza del aceite esencial de Zingiber officinale
El analisis ANOVA revel6 diferencias significativas entre los tratamientos (valor P = 0,0304)
(Tabla 22). No se observaron desviaciones severas de los supuestos del modelo ANOVA, como la
independencia, normalidad y homogeneidad de varianzas (Tabla 23). El tratamiento t5 (control
positivo) presentd el mayor halo de inhibicidn, y entre las diferentes concentraciones del aceite
esencial de Curcuma longa, se destaco el tratamiento t2 (concentracion al 50%) con un halo de
inhibicion de 19,66 mm.
Tabla 22
Anélisis de Varianza (Anova) de los datos obtenidos de la actividad antibacteriana del aceite

esencial de Zingiber officinale a diferentes concentraciones frente a Streptococcus mutans

Grados de Suma de Cuadrados Valor Valor
Libertad Cuadrados Medios F P
Tratamientos 4 268,3 67,07 4,174 0,0304
Residuos 10 160,7 16,07

Fuente: Autores
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Tabla 23

Supuestos del modelo Anova

Independencia Normalidad Homogeneidad de

varianzas

Prueba de Durbin-Watson Prueba de Shapiro-Wilk Prueba de Levene
DW = 2,1701, valor P = W = 0,93909, valor P = valor P =0,9512

0,3835 0,371

Nota: Se evaluo la actividad antibacteriana promedio del aceite esencial de Zingiber officinale a
concentraciones de 100%, 75%, 50%, 25% y del control positivo al 0,12% frente a Streptococcus
mutans, obteniendo halos de inhibicion de 16,33, 19,66, 16,33, 12,33, y 25,00 mm,
respectivamente.
Fuente: Autores

4.1.8.1.4. Andlisis de varianza del aceite esencial de Ocotea quixos
El Anova no mostré diferencia significativa entre los tratamientos (valor P = 0,186) (Tabla 24).
Por ende, se podria considerar cualquier concentracion de aceite esencial de Ocotea quixos como
agente antimicrobiano.
Tabla 24
Analisis de Varianza (Anova) de los datos obtenidos de la actividad antibacteriana del aceite

esencial de Ocotea quixos a diferentes concentraciones frente a Streptococcus mutans

Grados de Suma de Cuadrados Valor Valor

Libertad Cuadrados Medios F P
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Tratamientos 4 131,7 32,93 1,907 0,186

Residuos 10 172,7 17,27

Nota: se observé el promedio de la actividad antibacteriana del aceite esencial de Ocotea quixos
en concentraciones 100, 75, 50, 25% y Control (+) 0,12% frente a Streptococcus mutans, los
mismos fueron 25,67, 18,33, 19,66, 20,33, y 25,00 mm, respectivamente.

Fuente: Autores

Tabla 25
Resultados obtenidos de la actividad antibacteriana del aceite esencial de Ocotea quixos a

diferentes concentraciones y Control (+) frente a Streptococcus mutans

Descripcion Tratamiento n Halo de inhibicion Grupos
S (mm)
Aceite esencial de Ocotea t1 3 25,67 + 2,08 a
quixos t2 3 18,33 + 6,65 a
t3 3 19,66 + 3,51 a
t4 3 20,33+ 0,57 a
Clorhexidina t5 3 25,00 = 5,00 a
(Control +)

Nota: Los resultados se expresan como promedio del halo de inhibicion (mm) + DS, n = 3.
Tratamientos con una letra en comun no difieren significativamente al 5%, de acuerdo con la
prueba DSH de Tukey.

Fuente: Autores
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4.1.8.2.Comparacion de la actividad antibacteriana de los aceites esenciales mediante el

meétodo de difusidn en discos.

Para determinar la actividad antibacteriana de los aceites esenciales de Curcuma longa,

Cymbopogon citratus, Zingiber officinale, y Ocotea quixos frente a Streptococcus mutans se

realizd el andlisis estadistico considerando los mejores tratamientos previamente analizados, se

detalla a continuacion:

Los datos considerados fueron los expuestos en la Tabla 26, el analisis de Varianza presentd

diferencias significativas entre los tratamientos (p=0,00053) como se detalla en la Tabla 27, y los

supuestos del modelo estadistico se muestran en la tabla 28.

Tabla 26

Datos obtenidos de la actividad antibacteriana de los aceites esenciales de Curcuma longa,

Cymbopogon citratus, Zingiber officinale, y Ocotea quixos a diferentes concentraciones frente a

Streptococcus mutans

Aceite esencial

Concentracion

Tratamientos

Halo de inhibicion (mm)

(%)
Curcuma longa 75 tl 16
75 tl 14
75 tl 15
Cymbopogon citratus 100 t2 35
100 t2 30
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Zingiber officinale

Ocotea quixos

Tabla 27

100

75

75

75

100

100

100

t2

t3

t3

t3

t4

t4

t4

28

23

16

20

28

24

25

Fuente: Autores

Anélisis de Varianza (Anova) de los datos obtenidos de la actividad antibacteriana de los aceites

esenciales de Curcuma longa, Cymbopogon citratus, Zingiber officinale, y Ocotea quixos a

diferentes concentraciones frente a Streptococcus mutans

Grados de Suma de Cuadrados Valor Valor P
Libertad Cuadrados Medios F
Tratamientos 3 438,3 146,11 19,06  0,00053
1
Residuos 18 61,3 7,67

Fuente: Autores
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Tabla 28

Supuestos del modelo Anova

Independencia Normalidad Homogeneidad de varianzas

Prueba de Durbin-Watson Prueba de Shapiro-Wilk Prueba de Levene
DW = 28714, valor P = W =0,96735, valor P = valor P =0,6329

0,4411 0,8812

Fuente: Autores
En la Tabla 29, se observé el promedio de la actividad antibacteriana de los aceites esenciales de
Curcuma longa, Cymbopogon citratus, Zingiber officinale, y Ocotea quixos en concentraciones
75, 100, 75, y 100% frente a Streptococcus mutans, los mismos fueron 15,00, 31,00, 19,66, y 25,66
mm, respectivamente. El aceite esencial de Cymbopogon citratus concentracion 100% logro el
mayor halo de inhibicion 31,00 mm. Siendo 2,06, 1,57 y 1,12 veces mayor que el aceite esencial
de Curcuma longa concentracidn 75%, el aceite esencial de Zingiber officinale concentracion 75%
y el aceite esencial de Ocotea quixos concentracion 100%, respectivamente.
Tabla 29
Resultados de la actividad antibacteriana de los aceites esenciales de Curcuma longa,
Cymbopogon citratus, Zingiber officinale, y Ocotea quixos a diferentes concentraciones frente a

Streptococcus mutans

Aceite esencial ~ Concentracion  Tratamientos n Halo de Grupos
(%) inhibicion (mm)
Curcuma longa 75 tl 3 15,00 £ 1,00 c
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Cymbopogon 100 t2 3 31,00%3,60 a

citratus
Zingiber 75 t3 3 19,66 + 3,51 bc
officinale
Ocotea quixos 100 t4 3 25,66 = 2,08 ab

Nota: Los resultados son expresados como promedio del halo de inhibicion (mm) + DS, n = 3.
Tratamientos con una letra en comun no difieren significativamente al 5%, de acuerdo con la
prueba DSH de Tukey.
Fuente: Autores

La actividad antibacteriana de los aceites esenciales de Curcuma longa, Cymbopogon citratus,
Zingiber officinale, y Ocotea quixos a diferentes concentraciones frente a Streptococcus mutans
(Nustracion 19). Los resultados son expresados como promedio del halo de inhibicién (mm).
Siendo el aceite esencial de Cymbopogon citratus al 100% el mejor tratamiento para inhibir el

crecimiento de Streptococcus mutans.
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llustraciéon 19

Comparacion de actividad antimicrobiana de cada aceite esencial frente a Streptococcus mutans

30
|

Inhibicién (mm)
25
L

Tratamientos

Nota: Actividad antibacteriana de los aceites esenciales de Curcuma longa (t1), Cymbopogon
citratus (t2), Zingiber officinale (t3), y Ocotea quixos (t4) a diferentes concentraciones frente a
Streptococcus mutans.

Fuente: Autores
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5. CAPITULOV
CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

5.1.CONCLUSION

Una vez concluido el trabajo de investigacion respecto a Determinacion de la actividad
antimicrobiana de Curcuma longa, Cymbopogon citratus, Zingiber officinale y Ocotea quixos,
frente a Streptococcus mutans se establece que:

Mediante el método de microdilucion en caldo se logré establecer la concentracion minima
inhibitoria (CMI) de cada uno de los aceites esenciales (Curcuma longa, Cymbopogon citratus,
Zingiber officinale y Ocotea quixos) frente a Streptococcus mutans. En el caso de C. longa, Anova
mostré diferencia significativa entre los tratamientos (valor P = 4,76e"%), de igual manera para O.
quixos, mediante el Anova se demostré una diferencia significativa entre sus tratamientos (valor P
= 0,0452). Mientras que en el caso de C. citratus (valor P = 0,0868) y Z. officinale (valor P =
0,0868), el Anova no mostré diferencias significativas entre sus tratamientos.

Por medio de la técnica de bioautografia, al obtener los valores de Rf de cada placa, se
lograron caracterizar y determinar los compuestos responsables de la actividad antibacteriana en
los aceites esenciales (Curcuma longa, Cymbopogon citratus, Zingiber officinale y Ocotea quixos).

En lo que respecta a la técnica de difusion en disco (Kirby Bauer), permitié la comparacion
de los aceites esenciales (Curcuma longa, Cymbopogon citratus, Zingiber officinale y Ocotea
quixos) frente Streptococcus mutans. Estadisticamente, se observd el promedio de los halos de
inhibicion de los aceites esenciales de Curcuma longa, Cymbopogon citratus, Zingiber officinale,

y Ocotea quixos en concentraciones 75, 100, 75, y 100% frente a Streptococcus mutans, los
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mismos fueron 15,00, 31,00, 19,66, y 25,66 mm, respectivamente, la prueba de Anova mostro
diferencia significativa entre los aceites (valor P = 0,000531). El aceite esencial de Cymbopogon
citratus concentracion 100% logré el mayor halo de inhibicion 31,00 mm. Siendo 2,06, 1,57y 1,12
veces mayor que el aceite esencial de Curcuma longa concentracién 75%, aceite esencial de
Zingiber officinale concentracién 75% y aceite esencial de Ocotea quixos concentracién 100%,
respectivamente.

La concentracion al 100% de aceite esencial de Ocotea quixos utilizado en la técnica de
difusion en discos (Kirby Bauer) presentd un mayor halo de inhibicién en comparacion con el
control positivo, considerandolo, asi como un potencial antibacteriano que puede ser utilizado en
diversas formulaciones en productos de uso bucal.

Concluyendo de esta manera, se establece que los datos obtenidos a partir de los aceites
esenciales de Curcuma longa, Cymbopogon citratus, Zingiber officinale y Ocotea quixos,
demuestran actividad bioactiva frente a Streptococcus mutans, cumpliendo asi, la hipotesis del

proyecto.

5.2. RECOMENDACIONES

Es muy importante considerar en todos los ensayos antimicrobianos el estandar de
McFarland de 0.5, ya que, con esto, se obtienen resultados con mayor precision, evitando asi
concluir con datos erroneos.

De la misma manera, se recomienda mantener condiciones estériles en todas las areas de
trabajo; caso contrario, los resultados afectaran por la contaminacion de otros microorganismos

presentes en el entorno.
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En el &mbito de cromatografia de capa fina previo al proceso de bioautografia, es
recomendable conocer con exactitud los solventes a ocuparse en la separacion de los compuestos
que poseen los extractos o aceites de estudio, de esta manera se logra optimizar el tiempo y el uso
de reactivos.

Se recomienda realizar estudios mas profundos sobre el aceite esencial de Ocotea quixos,
dado su bajo valor de CMI, para explorar su potencial en aplicaciones terapéuticas y su posible
desarrollo como agente antibacteriano natural. Estudios adicionales deberian enfocarse en la

evaluacion de su seguridad, eficacia y posible toxicidad en modelos in vivo.
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APENDICES Y ANEXOS

Apéndice A: Streptococcus mutans ATCC 25175
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Figura Al

Cultivo de S. mutans en agar sangre

Fuente: Autores
Figura A2

S. mutans observado bajo el microscopio (100x)

Fuente: Autores

Apéndice B: Tecnica de microdilucion
Figura B1
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Diluciones de aceites esenciales en pocillos de placa de 96 pocillos

Fuente: Autores
Apéndice C: Técnica de bioautografia
Figura C1

Placas de TLC con aceites esenciales observadas a una longitud de onda de 366 nm

Fuente: Autores

Figura C2

Placas de TLC colocadas en camara de vapor previas a ser incubadas durante 24 horas
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Fuente: Autores
Apéndice D: Técnica de kirby-bauer
Figura D1

Discos sumergidos en cada aceite a distintas concentraciones sobre agar previamente inoculado

Fuente: Autores

Figura D2
Incubacion en condiciones anaerobicas
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Fuente: Autores

Apéndice E: Capacidad minima inhibitoria de los aceites esenciales (Curcuma longa,
Cymbopogon citratus, Zingiber officinale y Ocotea quixos) frente a Streptococcus mutans
Tabla E1

Datos obtenidos de la CMI de C. longa frente a S. mutans

Capacidad Minima Inhibitoria Capacidad Minima Inhibitoria

Microdilucién Tratamientos (ng/dL) (ng/dL)
[Datos originales] [Datos transformados]
6.4 tl 0.029 0.000841
6.4 t1 0.028 0.000784
3.2 t2 0.282 0.079524
3.2 t2 0.303 0.091809
1.6 t3 0.248 0.061504
1.6 t3 0.259 0.067081
0.8 t4 0.257 0.066049
0.8 t4 0.251 0.063001
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0.4 t5 0.274 0.075076
0.4 t5 0.262 0.068644
0.2 t6 0.273 0.074529
0.2 t6 0.268 0.071824
0.1 t7 0.344 0.118336
0.1 t7 0.297 0.088209
0.05 t8 0.323 0.104329
0.05 t8 0.317 0.100489
Fuente: Autores
Tabla E2

Datos obtenidos de la CMI de C. citratus frente a S. mutans

Microdilucion

Tratamientos

Capacidad Minima Inhibitoria (ng/dL)

6.4

6.4

3.2

3.2

1.6

1.6

0.8

0.8

0.4

0.4

0.2

t1

tl

t2

t2

t3

t3

t4

t4

t5

t5

t6

0.071

0.052

0.277

0.321

0.273

0.494

0.264

0.271

0.26

0.266

0.281
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0.2 t6 0.264

0.1 t7 0.34
0.1 t7 0.914
0.05 t8 0.342
0.05 t8 0.342

Fuente: Autores

Tabla E3

Datos obtenidos de la CMI de Z. officinale frente a S. mutans

Microdilucion Tratamientos Capacidad Minima Inhibitoria (ng/dL)
6.4 1 0.057
6.4 t1 0.012
3.2 t2 0.763
3.2 t2 0.27
1.6 t3 0.252
1.6 t3 0.254
0.8 t4 0.255
0.8 t4 0.243
0.4 t5 0.274
0.4 t5 0.268
0.2 t6 0.269
0.2 t6 0.261
0.1 t7 0.341
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0.1

0.05

0.05

t7 0.333
t8 0.33
t8 0.318

Tabla E4

Fuente: Autores

Datos obtenidos de la CMI de O. quixos frente a S. mutans

Microdilucion

Tratamientos

Capacidad Minima Inhibitoria
(ng/dL)

[Datos originales]

Capacidad Minima
Inhibitoria (ng/dL)

[Datos transformados]

6.4

6.4

3.2

3.2

1.6

16

0.8

0.8

0.4

0.4

0.2

0.2

0.1

t1

t1

t2

t2

t3

t3

t4

t4

t5

t5

t6

t6

t7

0.023

0.025

0.277

0.291

0.275

0.336

0.82

0.293

0.26

0.254

0.279

0.266

0.342

0.130416647

0.136423003

0.499964393

0.513454795

0.498011825

0.554910841

0.89837877

0.515357398

0.483154032

0.477100868

0.501910487

0.489143271

0.560239979
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0.1 t7 0.901 0.945260232

0.05 t8 0.342 0.560239979

0.05 t8 0.506 0.692215435

Fuente: Autores

Apéndice F: Actividad antibacteriana de los aceites esenciales (Curcuma longa,

Cymbopogon citratus, Zingiber officinale y Ocotea quixos) mediante el método de difusién de

discos frente a Streptococcus mutans
Tabla F1

Datos obtenidos del halo de inhibicion de C. longa frente a S. mutans

Halo de
inhibicion
Concentracion Halo de inhibicién (mm)
Descripcién Tratamientos (mm)
(%) [Datos transformados]
[Datos
originales]
100 tl 11 0.00826446
100 t1 13 0.00591716
100 tl 13 0.00591716
Aceite esencial
75 t2 16 0.00390625
de Curcuma
75 t2 14 0.00510204
longa
75 t2 15 0.00444444
50 t3 13 0.00591716
50 t3 16 0.00390625
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50 t3 15 0.00444444
25 t4 14 0.00510204
25 t4 13 0.00591716
25 t4 12 0.00694444

0.12 t5 25 0.0016

Clorhexidina
0.12 t5 30 0.00111111
(Control +)
0.12 t5 20 0.0025
Fuente: Autores
Tabla F2

Pruebas de Shapiro-Wilk y grafico cuartil-cuartil con datos transformados de C. longa

Prueba de Shapiro-Wilk
W =0,76223, Valor p = 0,001253

Sample Quantiles

30

25

20

15

Grafico cuantil-cuantil (Q-Q plot)

Theoretical Quantiles

Fuente: Autores

llustracién F1

Promedio del halo de inhibicién (mm) + DS, n = 3 de C. longa
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30

5]
=

Halo de Inhibicidn (mm)

100% 5% 50% 25% Clorhexidina 0.12%
Tratamientos

Fuente: Autores

Tabla F3

Datos obtenidos del halo de inhibicion de C. citratus frente a S. mutans

Halo de
Concentracion
Descripcion Tratamientos inhibicion
(%)
(mm)
100 tl 35
100 t1 30
100 t1 28
75 t2 22
Aceite esencial
75 t2 20
de Cymbopogon
75 t2 24
citratus
50 t3 20
50 t3 23
50 t3 20
25 t4 27
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Clorhexidina

25

25

0.12

0.12

0.12

t4

t4

t5

t5

t5

20

22

25

30

20

Tabla F4

Pruebas de Shapiro-Wilk y grafico cuartil-cuartil con datos transformados de C. citratus

Prueba de Shapiro-Wilk
W =0,87221, Valor p = 0,03637

Sample Quantiles

35

30

25

20

Grafico cuantil-cuantil (Q-Q plot)

Theoretical Quantiles

Tabla F5

Fuente: Autores

Promedio del halo de inhibicién (mm) + DS, n = 3 de C. citratus frente a S. mutans.
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——

Halo de Inhibicién (mm)

=

100% 75% 50% 25% Clorhexidina 0.12%
Tratamientos

Fuente: Autores
Tabla F6

Datos obtenidos del halo de inhibicion de Z. officinale frente a S. mutans

Halo de
Concentracion
Descripcién Tratamientos inhibicion
(%)
(mm)
100 t1 14
100 t1 13
100 t1 22
Aceite
75 t2 23
esencial de
75 t2 16
Zingiber
75 t2 20
officinale
50 t3 20
50 t3 16
50 t3 13
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25 t4 10

25 t4 15

25 t4 12

0.12 t5 25

Clorhexidina 0.12 t5 30
0.12 t5 20

Fuente: Autores
Tabla F7

Pruebas de Shapiro-Wilk y grafico cuartil-cuartil con datos transformados de Z. officinale

Grafico cuantil-cuantil (Q-Q plot)
8 o
-
g 9 O/.//
Prueba de Shapiro-Wilk g P
W = 0,95218, Valor p = 0,5594 S ® ol
£
o “ A0 0
w w ,6/6
o 27
o . ~
- I | |
1 0 1
Theoretical Quantiles

Fuente: Autores
Tabla F8

Promedio del halo de inhibicion (mm) £ DS, n = 3 de Z. officinale frente a S. mutans.
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5]
=

——

Halo de Inhibicidn (rmm)

100% 75% 50% 25% Clorhexidina 0.12%
Tratamientos

Fuente: Autores
Tabla F9

Datos obtenidos del halo de inhibicion de Ocotea quixos frente a S. mutans.

Halo de
Concentracion
Descripcion Tratamientos inhibicion
(%)
(mm)
100 tl 28
100 t1 24
100 tl 25
75 t2 15
75 t2 26
Ocotea quixos
75 t2 14
50 t3 16
50 t3 23
50 t3 20
25 t4 20
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25
25
0.12
Clorhexidina 0.12

0.12

t4

t4

t5

t5

t5

20

21

25

30

20

Fuente: Autores

Tabla F10

Pruebas de Shapiro-Wilk y grafico cuartil-cuartil con datos transformados de O. quixos

Grafico cuantil-cuantil (Q-Q plot)

30
|

25

Prueba de Shapiro-Wilk
W =0,96409, Valor p = 0,7631

Sample Quantiles

15

S

Theoretical Quantiles

Fuente: Autores

Tabla F11

Promedio del halo de inhibicién (mm) £ DS, n = 3 de O. quixos frente a S. mutans.
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30

[+]
=

-
=]

Halo de Inhibicién (mm)

100%

75% 50%
Tratamientos

Fuente: Autores

25%

Clorhexdina 0.12%

145



	Binder1.pdf
	1.pdf

	Binder2
	Tesis_Ormaza_Parra.pdf


