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RESUMEN
El objetivo del presente estudio fue formular un gel dental de limpieza a base de los
aceites esenciales de Piper aduncum (Matico) y Citrus jambhiri Lush (Limoén Risso) y

determinar su actividad in-vitro frente a la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.

La metodologia fue de disefio experimental, tipo cuasiexperimental. Se recolectaron e
identificaron las especies vegetales, se evaluaron las caracteristicas organolépticas y
fisicoquimicas de los aceites esenciales y se determind su composicion quimica por CG-
EM. La actividad antibacteriana se determiné mediante el método de macrodilucién en
caldo. Con base en la CMI obtenida, se formularon geles dentales con diferentes
concentraciones de aceites esenciales (1%, 2% y 3%), evaluando posteriormente su
actividad antibacteriana in-vitro mediante Kirby-Bauer Modificado frente al gel control
(Colgate) y antibiéticos (ciprofloxacino, clindamicina). Asimismo, se realizaron analisis
de calidad organolépticos, fisicoquimicos y microbiolégicos de los geles dentales
elaborados.

Los resultados mostraron que los aceites esenciales presentaron una CMI al 50% frente
al S. mutans. El gel al 1% generd un halo de inhibicion de 16.3 mm, superior al 2% (14.2
mm) y 3% (13.4 mm). El gel patron presenté 21.5 mm, mientras que clindamicina y
ciprofloxacino mostraron 26.5 y 35.9 mm. El gel base no evidenci6 actividad
antibacteriana. Los geles formulados cumplieron con las pruebas de calidad, sin

presencia de microorganismos contaminantes.

En conclusion, el gel dental de limpieza formulado con aceites esenciales de Piper
aduncum y Citrus jambhiri, posee actividad antibacteriana frente a S. mutans,

representando una alternativa natural para prevenir y combatir la caries dental.

Palabras clave: Piper aduncum, Citrus jambhiri Lush, Streptococcus mutans, gel dental.
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ABSTRACT
The objective of this study was to formulate a cleaning dental gel based on the essential
oils of Piper aduncum (Matico) and Citrus jambhiri Lush (Risso lemon) and determine its

in vitro activity against the Streptococcus mutans ATCC 25175 strain.

The methodology was experimental in design, quasi-experimental in nature. Plant
species were collected and identified, the organoleptic and physicochemical
characteristics of the essential oils were evaluated, and their chemical composition was
determined by GC-MS. Antibacterial activity was determined using the broth
macrodilution method. Based on the MIC obtained, dental gels were formulated with
different concentrations of essential oils (1%, 2%, and 3%), and their antibacterial activity
was subsequently evaluated in vitro using the modified Kirby-Bauer method against the
control gel (Colgate) and antibiotics (ciprofloxacin, clindamycin). Organoleptic,
physicochemical and microbiological quality analyses were also performed on the dental

gels produced.

The results showed that the essential oils had a 50% MIC against S. mutans. The 1%
gel generated an inhibition zone of 16.3 mm, higher than the 2% (14.2 mm) and 3% (13.4
mm) gels. The standard gel showed 21.5 mm, while clindamycin and ciprofloxacin
showed 26.5 and 35.9 mm. The base gel showed no antibacterial activity. The formulated

gels passed quality tests, with no presence of contaminating microorganisms.

In conclusion, the dental cleaning gel formulated with essential oils of Piper aduncum
and Citrus jambhiri has antibacterial activity against S. mutans, representing a natural

alternative for preventing and combating dental caries.

Key words: Piper aduncum, Citrus jambhiri Lush, Streptococcus mutans, dental gel.
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INTRODUCCION
El uso de plantas medicinales ha sido una practica ancestral en diversas culturas del
mundo para tratar multiples enfermedades. Estas plantas contienen compuestos
bioactivos que han demostrado efectos terapéuticos, siendo actualmente investigadas
como fuentes potenciales de nuevos agentes antimicrobianos. En la actualidad, la
medicina tradicional y la fitoterapia han cobrado renovado interés frente a la creciente

resistencia bacteriana y los efectos adversos de farmacos sintéticos. (1)

La caries dental es una de las enfermedades infecciosas mas prevalentes a nivel global.
Se caracteriza por la destruccion progresiva de los tejidos dentales como resultado de
la actividad bacteriana en la cavidad oral. Segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS, 2022), mas del 60% de los escolares en América Latina presentan caries dental.
En el Peru, datos del Ministerio de Salud (MINSA, 2023) indican que la prevalencia

supera el 85% en nifios en edad escolar en regiones como Cusco. (2)

Uno de los principales agentes etiolégicos es Streptococcus mutans, bacteria Gram
positiva, anaerobia facultativa y acidogénica, que forma parte del biofilm dental. Esta
especie tiene la capacidad de metabolizar azlcares y producir acidos que favorecen la

desmineralizacién del esmalte, dando inicio al proceso carioso. (3)

Por ello, surge la necesidad de desarrollar alternativas naturales, eficaces y seguras
para el control de la microbiota oral. En este contexto, los aceites esenciales de plantas
como Piper aduncum (matico) y Citrus jambhiri (Limén risso) han demostrado actividad
antimicrobiana frente a bacterias patégenas, incluyendo cepas bucales. Piper aduncum
posee compuestos como el Methyl eugenol, con accidn bactericida, mientras que Citrus
jambhiri contiene limoneno y citral, reconocidos por su capacidad de alterar la

membrana bacteriana y disminuir la viabilidad celular. (3)

Partiendo de esta evidencia, se plantea como propuesta de solucién el desarrollo de un
gel dental fitoterapéutico que incorpore ambos aceites esenciales. Esta formulacion
busca aprovechar el posible efecto sinérgico entre sus componentes para inhibir el
crecimiento de Streptococcus mutans, contribuyendo asi a la prevencién de la caries de

forma natural y accesible.

Por tanto, el presente estudio tuvo como objetivo formular un gel dental de limpieza a
base de aceites esenciales de Piper aduncum (MATICO) y Citrus jambhiri Lush (LIMON
RISSO) y determinar su actividad in vitro frente a la cepa Streptococcus mutans ATCC
25175.
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CAPITULO |

ASPECTOS GENERALES

1.1.Planteamiento del problema

La caries dental es una de las enfermedades cronicas mas prevalentes a nivel mundial
y constituye un serio problema de salud publica. Segun la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS, 2022), alrededor del 45 % de la poblacién mundial padece enfermedades
bucodentales y aproximadamente 2 mil millones de personas presentan caries en la
denticion permanente (4). En el Perd, el Ministerio de Salud (MINSA, 2019) report6 una
prevalencia del 90.4 % en la poblacion general, mientras que en la regién Cusco esta
cifra asciende al 97.2 %. A nivel local, la situacion en el aflo 2024 continlia siendo critica,
particularmente en la poblacién escolar, donde cerca 9 de cada 10 nifios (85.6 %)
presentan al menos una lesién de caries. Asimismo, se estima que aproximadamente el

90 % de los adultos mayores de 20 afios también padecen esta afeccion. (5)

La caries dental es una afeccion infecciosa y contagiosa, de etiologia multifactorial, que
se manifiesta mediante la degradacion de los tejidos calcificados de los dientes,
comenzando con una desmineralizacion localizada y gradual de la parte inorganica del
diente, seguida por el deterioro de su componente organico, esto a causa del acido que

segregan las bacterias al sintetizar el azucar. (6)

El principal patégeno implicado en este proceso es el Streptococcus, especialmente la
especies S. mutans, patégeno grampositivo con un elevado factor de virulencia que le
confiere una capacidad de formacion de biopeliculas que se conoce como placa dental
en la superficie de los dientes, ademas de tener la capacidad de formar acidos organicos

y soportar pH muy bajos. (7)

Cuando no se trata de manera oportuna, la caries puede evolucionar hacia lesiones
irreversibles que afectan la funcidon masticatoria, la estética, el habla y la autoestima del
paciente, afectando de manera significativa la calidad de vida. Por ello, la prevencion
mediante practicas de higiene oral adecuadas y el uso de productos dentales eficaces

resulta esencial. (7)

Si bien el uso de compuestos como el flior ha demostrado efectividad en la prevencion
de caries, su uso prolongado puede conllevar efectos adversos, como fluorosis dental e
incluso posibles riesgos sistémicos. Esta preocupacion ha motivado una creciente
busqueda de alternativas naturales, seguras y eficaces. En este sentido, los aceites

esenciales han sido propuestos como agentes antimicrobianos de origen vegetal con



alto potencial terapéutico. No obstante, la evidencia cientifica sobre su eficacia en salud

bucal aun es limitada, especialmente en formulaciones combinadas. (7)

El matico (Piper aduncum), es una planta medicinal que presenta flavonoides,
alcaloides, saponinas, taninos, terpenos en su composicion, los cuales le otorgan
propiedades antimicrobianas, asimismo segun estudios, el extracto de esta especie
podria tener actividad frente al Streptococcus mutans, microorganismo que causa la
caries dental, segun Yudith (2019) por lo que se sugiere que tiene un potencial para la
prevencion de este problema bucodental. (8) Asimismo, el aceite esencial de Piper
aduncum posee propiedades antimicrobianas, antisépticas y efecto fungistatico segun

investigaciones. (9)

En caso de la especie del Citrus jambhiri Lush (Limén Risso), en especial su aceite
esencial, al igual que de la mandarina y la naranja, algunos estudios indican que puede
presentar una actividad bacteriostatica y en algunos casos, bactericida contra bacterias
Gram positivas como Gram negativas. En resumen, segun la informacion recopilada, el
uso de los aceites esenciales a través de la biotecnologia podria ser beneficioso y
ayudaria en el cuidado de la salud bucal sin afectar la microflora natural del individuo.
(10)

Sin embargo, hasta la fecha no se han reportado estudios que evalUen su posible accion
sinérgica en una formulaciéon conjunta ni su eficacia especifica frente a la cepa de

Streptococcus mutans en un modelo experimental controlado.

Por consiguiente, esta investigacion tiene como objetivo formular un gel dental a base
de los aceites esenciales de Piper aduncum y Citrus jambhiri Lush y determinar su
actividad antimicrobiana in vitro frente a la cepa Streptococcus mutans ATCC 25175. De
este modo, se busca aportar una alternativa profilactica y terapéutica de origen natural
para la prevencién de la caries dental, alineada con el enfoque actual de salud integral,

sostenible y basada en recursos locales.

1.2.Formulacién del problema

¢ Presentara actividad in-vitro frente a la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175,
el gel dental de limpieza formulado con la combinacién de los aceites esenciales de
Piper aduncum (MATICO) y Citrus jambhiri Lush (LIMON RISSO)?



1.3.0bjetivos de la investigacion

1.3.1. Objetivo general
Formular un gel dental de limpieza a base de los aceites esenciales de Piper aduncum
(MATICO) y Citrus jambhiri Lush (LIMON RISSO) y determinar su actividad in-vitro frente
a la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.

1.3.2. Objetivos especificos

1. Caracterizar organoléptica y fisicoquimicamente los aceites esenciales de Piper
aduncum (MATICO) y Citrus jambhiri Lush (LIMON RISSO).

2. Identificar la composicion quimica de los aceites esenciales de Piper aduncum
(MATICO) y Citrus jambhiri Lush (LIMON RISSO) mediante el método de
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (CG-EM).

3. Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) individual de los aceites
esenciales de Piper aduncum (MATICO) y Citrus jambhiri Lush (LIMON RISSO),
frente a la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175, utilizando la técnica de
macrodilucion.

4. Formular un gel dental a base de la combinacién de los aceites esenciales de
Piper aduncum (MATICO) y Citrus jambhiri Lush (LIMON RISSO).

5. Evaluar las propiedades organolépticas, fisicoquimicas y microbioldgicas del gel
dental formulado con los aceites esenciales de Piper aduncum (MATICO) y
Citrus jambhiri Lush (LIMON RISSO).

6. Determinar la actividad antibacteriana in-vitro frente a la cepa de Streptococcus
mutans ATCC 25175 del gel dental formulado, empleando el método de difusion
en pozo (Kirby Bauer Modificado).

7. Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del gel dental formulado
con los aceites esenciales de Piper aduncum (MATICO) y Citrus jambhiri Lush
(LIMON RISSO), frente a la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175,

utilizando la técnica de macrodilucion.

1.4.Justificacién de lainvestigacion

Justificacion tedrica

El uso de plantas medicinales como fuente de compuestos bioactivos con potencial
terapéutico ha sido ampliamente documentado, especialmente en el campo de la
fitoterapia. Dentro de este grupo, los aceites esenciales destacan por su composicion
rica en terpenos y otros metabolitos secundarios con reconocida actividad
antimicrobiana. Diversos estudios han evidenciado que estos compuestos pueden

inhibir el crecimiento de bacterias patégenas, incluyendo aquellas asociadas a



enfermedades bucales como la caries dental, siendo Streptococcus mutans el principal

agente etiolégico. (11) (12) .

En este contexto, Piper aduncum (matico) ha demostrado actividad antimicrobiana
atribuida a sus compuestos fendlicos y monoterpenos, mientras que Citrus jambhiri
(limén risso) posee propiedades antimicrobianas y antioxidantes relacionadas con su
contenido en limoneno y citral. Sin embargo, la mayoria de estudios se han centrado en
la evaluacion individual de estos aceites esenciales, donde pocos han explorado su
aplicacion combinada en formulaciones dentales. Menor aun es la evidencia respecto a
su uso en forma de gel dental, lo que evidencia una brecha en la literatura cientifica

actual.

Ademas, no se ha caracterizado adecuadamente el posible efecto sinérgico de ambos
aceites frente a S. mutans, ni su influencia en las propiedades organolépticas del
producto. En particular, el aceite de Citrus jambhiri podria mejorar el aroma y sabor del
gel, contribuyendo a una mejor aceptacion por parte del usuario. Esta investigacion
busca asi aportar conocimiento novedoso en farmacologia odontol6gica, evaluando una
alternativa natural que integre eficacia antimicrobiana, aceptabilidad sensorial y origen
vegetal.

Justificacion Practica

La caries dental continta siendo una de las principales causas de morbilidad bucodental
en el Perq, con una prevalencia nacional del 90.4% y que alcanza hasta el 97.2% en
escolares de la regién Cusco, segln datos del Ministerio de Salud (MINSA, 2018). Esta
elevada incidencia se relaciona con deficiencias en los hébitos de higiene oral, el alto
consumo de azUcares simples y el limitado acceso a productos dentales efectivos y

econdémicamente accesibles en comunidades rurales y periurbanas. (13)

El uso de plantas medicinales como el matico y el limén risso, ampliamente conocidas
en la medicina tradicional, representa una oportunidad para disefiar productos naturales
con aceptacion local. Un gel dental elaborado con estos insumos no solo permitiria
aprovechar su potencial antimicrobiano, sino que también responderia a la creciente
demanda del mercado por productos libres de compuestos sintéticos y ambientalmente

sostenibles. (14)

Desde una perspectiva econdmica, el desarrollo de este gel puede reducir costos al
utilizar materias primas locales, disminuyendo la dependencia de ingredientes

importados. Esto abre la posibilidad de produccién a pequefia escala (emprendimientos



artesanales) o incluso su escalamiento industrial bajo normativas regulatorias vigentes,

promoviendo el desarrollo econémico regional.

Asimismo, al formular un producto funcional con mdultiples beneficios (limpieza,
prevencién y sabor agradable), se contribuye a mejorar la adherencia a la higiene bucal,
especialmente en poblaciones vulnerables donde el acceso a atencion odontolégica es

limitado.

En resumen, esta propuesta se alinea con los objetivos de salud publica y sostenibilidad,
al integrar el conocimiento tradicional con la innovacion cientifica en una formulacién

potencialmente efectiva, natural y culturalmente relevante.

1.5.Hipétesis

El gel dental formulado con la combinacion de los aceites esenciales de Piper aduncum
(MATICO) y Citrus jambhiri Lush (LIMON RISSO) tiene actividad antibacteriana frente a
la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.

CAPITULO I

MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL
2.1. Vision historica
Desde hace muchos afios las personas siempre se han inquietado por el aspecto de
sus dientes y la higiene bucodental, ain mas con la incidencia de caries que fue
incrementando gradualmente a medida que en la dieta aumentaba los carbohidratos,
aungue los métodos empleados podian variar dependiendo de la cultura y del origen
territorial. (15)

En el Papiro de Ebers, 1500 a. C. se describe uno de los primeros dentifricos, una
formula magistral elaborada a partir de la corteza de Pistacia terebinthus, un arbusto
rico en sustancias resinosas con propiedades antiinflamatorias y la Ceratonia siliqua de
la familia Caesalpinaceae con propiedades demulgentes. En la época del medievo las
evidencias arqueolégicas indican que los arabes empleaban la piedra pémez y en
algunos casos arena fina como dentifricos. En el mundo grecorromano era comun el
uso de productos naturales como la orina, debido a las propiedades quimicas y

blanqueadoras que posee el amoniaco. (16)

Las personas pertenecientes a la cultura mesoamericana como los Mayas, utilizaron
sustancias de origen animal como cenizas de la iguana y de origen vegetal como el
chacmun, que viene a ser la raiz de la planta Rauwolfia heterophyla Willad para combatir

los problemas bucales. En 1892, el farmacéutico y cirujano dental Washington Sheffield



Wentworth inventoé la primera pasta dental y en 1950 Joseph Muhler realiz6 un estudio
de una pasta dental donde el fldor fue uno de los componentes principales, la
investigacion reveld que los nifios de 6 a 16 afios reflejaron una reduccién del 49% del
desarrollo de caries dental mientras que los adultos redujeron el deterioro de los dientes
en casi la misma proporcién, desde ahi el uso de la pasta dental fluorada, aunque
actualmente segun las investigaciones se sabe que el flior es un elemento téxico para
los nifios y un exceso de cantidad puede producir fluorosis dental, que es la debilidad y

el manchado de los dientes. (17)

El “matico” (Piper aduncum) es una planta cosmopolita que pertenece a la familia
Piperaceae, oriunda de América del sur, crece tanto en la costa, selva alta, selva bajay
en los valles interandinos de la sierra peruana. A partir de la época incaica debido a sus
propiedades analgésicas, antimicéticas y cicatrizantes, fue empleada para distintos
malestares como problemas ginecolégicos, hemorragias internas, infecciones y
diarreas, actualmente estudios brasilefios describieron excelentes resultados de las
actividades del matico contra bacterias que causan la caries dental, por lo que sugieren
gue esta planta puede tener un potencial para prevenir la caries dental y disminuir el

muguet oral. (18)

El “Limon Risso” (Citrus jambhiri Lush) llegé al Perd durante la colonizacion espafiola y
actualmente es considerada de identidad peruana debido a los cambios que tuvo en su
naturaleza durante su adaptacion, por lo que hoy en dia se destaca como uno de los
paises que mas meses del afio cosecha este citrico, el cual se caracteriza por ser una
fuente rica de vitamina C, perteneciente a la familia Rutaceae. En la medicina tradicional
para el jugo de limén incluyen el tratamiento de resfriados comunes, periodos irregulares

e hipertension. (19)

2.2. Antecedentes de la investigacion

2.2.1. Antecedentes internacionales

> CHAIANA FROES MAGALHAES, ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS
EXTRACTOS DE HOJAS DE Piper aduncum CONTRA LAS BACTERIAS DE
LA PLACA DENTAL STREPTOCOCCUS MUTANS Y STREPTOCOCCUS
SANGUINIS, Brasil, 2016.
El objetivo de la investigacion fue evaluar la actividad antibacteriana de los
extractos de hojas de Piper aduncum (matico) frente a las bacterias cariogénicas
(Streptococcus mutans) y asociado a la salud (Streptococcus sanguinis). En la
metodologia se obtuvieron los extractos por decoccion, maceracion, Soxhlet o

turbo-extraccién, asimismo se uso la técnica de microdilucién en caldo para la



determinacion de la CMI de las muestras, se uso la técnica de caida del pH
glucolitico y adherencia a la superficie del vidrio para evaluar la influencia de la
muestra sobre los rasgos de virulencia de S. mutans. Como resultado, S. mutans
fue més susceptible a los extractos crudos de Piper aduncum (matico) que S.
sanguinis, la fraccion mas activa frente S. mutans fue de una CMI de 0.08 mg/mL
y S. sanguinis tuvo una CMI de 0.62 mg/mL, asimismo, esta fraccién inhibe la
adherencia dependiente de sacarosa de S. mutans y también redujo el nivel de
produccién de acido por parte de esta bacteria. En conclusién, la actividad
preferencial de los extractos de P. aduncum hacia S. mutans en comparacion
con S. sanguinis, ademas de su capacidad para inhibir la adherencia
dependiente de sacarosay reducir el nivel de produccion de acido por S. mutans,
sugiere que esta planta puede tener un potencial para prevenir la caries dental.
(20)

OLLUWASAYO E. NURENI O. VINESH J. EXAMEN QUIMICO DEL ACEITE
ESENCIAL DE TALLOS, RAICES Y CASCARAS DE FRUTOS DE NIGERIANO
(Citrus jambhiri). UNIVERSIDAD DE PRETORIA. NIGERIA, 2019.

El objetivo de la investigacion fue evaluar los perfiles quimicos de los aceites
esenciales de la raiz, el tallo y la cascara del fruto de Citrus jambhiri. En cuanto
a la metodologia, realizaron la destilacion de las plantas pulverizadas un total de
500 gramos, para obtener aceites esenciales. Utilizaron cromatografia de gases
para determinar la composicion de los aceites extraidos. El aceite de tallo de
Citrus jambhiri revelé la presencia de 66 compuestos, teniendo como
componente principal el 3,4-dimetil-1,5-ciclooctadieno en un 13.43%. Por su
parte, el aceite esencial de la raiz de Citrus jambbhiri revel6 la existencia de 56
componentes, como el geijereno en un 14,38% y el y-terpineno en un 8.07%. El
aceite de cascara de fruta de Citrus jambhiri determiné la presencia de 25
compuestos, teniendo como constituyentes principales el éxido de cis-linalol en
un 19.85%, el 6xido de trans-linalol (furanoide) en un 14.86%, el terpinen-4-ol en
un 7.37% y el limoneno en un porcentaje de 4.64%. Se llegd a la conclusién de
gue la composicién quimica de los aceites esenciales vario segun cada parte de

la especie vegetal Citrus jambbhiri. (21)



> PINTO ALCON O. OBTENCION DE ACEITE ESENCIAL A PARTIR DE
CASCARAS DE LIMON PARA LA INDUSTRIA COSMETICA A NIVEL BENCH
SCALE, UNIVERSIDAD MAYOR DE SAN ANDRES, LA PAZ - BOLIVIA, 2020.
El objetivo de la investigacién fue obtener el aceite esencial de la cascara de
limén del municipio de Alto Beni, provincia Caranavi, para su uso en la industria
cosmeética. El estudio se llevé a cabo con un disefio experimental. En cuanto a
la metodologia, se extrajo el aceite esencial por la metodologia de destilacion
por arrastre de vapor con la ayuda del destilador FIGMAY a escala de
laboratorio. Los resultados mostraron que la cascara de limén tenia un 74.28%
de humedad, 3,87% de cenizas, una densidad de 0.842 g/m?y una densidad
aparente de 0.0917 g/m3. A través del andlisis estadistico ANOVA y gréaficos de
superficie de respuesta, se determiné que las mejores condiciones del proceso
eran un tamafo de particula de 16 cm y un tiempo de extraccion 2.46 horas, bajo
las cuales el modelo predecia un rendimiento tedrico del aceite esencial del
0.2623%. Al efectuar la destilacion en estas condiciones 6ptimas, se llego a tener
un rendimiento real de 0.2601%. También se evaluaron las propiedades fisicas
de aceite esencial, reportando una densidad relativa de 0.8566 y un indice de
refraccion de 1.467. En lo que respecta a las propiedades quimicas, la
cromatografia de gases y la espectrofotometria de masas dos principios activos
importantes: limoneno (54.64) y terpineno (13.96%) ambos presentes en
proporciones significativas en el aceite de limén. Por lo tanto, se concluye que
se pudo obtener el aceite esencial de limén y se realizé su caracterizacion del

dicho aceite, asi como el célculo del porcentaje de rendimiento. (22)

» RIDZUAN P. M, BADHRULHISHAM AISYAH, KAUSAR A. EFECTO
INHIBIDOR ANTIMICROBIANO IN VITRO DE LAS HOJAS DE Piper
aduncum, EXTRACTOS SOBRE BACTERIAS Y HONGOS. UNIVERSIDAD
SULTAN ZAINAL. MALASIA, 2021.

El objetivo de esta investigacion fue determinar in vitro el efecto antimicrobiano
de Piper aduncum contra bacterias y hongos patégenos. En la metodologia se
utilizaron extractos de Piper aduncum a diferentes concentraciones para evaluar
los efectos sobre bacterias y hongos. Se usaron dos solventes diferentes en el
proceso de extraccion y las diferencias entre los efectos de los productos
también se compararon. Las zonas de inhibicion se observaron después de 24
horas de incubacion. La evaluacion de las actividades antimicrobianas y anti

fungica se realizé introduciendo las concentraciones del extracto en placas de



Petri que contienen agar recién inoculado a 37°C durante 24 horas. Se midieron
las zonas de inhibicion para determinar las actividades antibacteriana y
antifingica. En los resultados ambos extractos de Piper aduncum (500mg/mL)
muestran la mayor zona de inhibiciébn en comparacién a las concentraciones de
250 mg/mL, 125 mg/mL, 625 mg/mL y 31,25 mg/mL. Sin embargo,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis y Candida tropicalis mostré
insensibilidad al extracto de n-hexano mientras que Bacilo subtilis es resistente
hacia el extracto de diclorometano (DCM). En conclusion, las concentraciones
mas altas de ambos solventes son las mas efectivas contra las bacterias
gramnegativas, grampositivas y actividad antifingica, donde el mas potente es

el extracto de DCM de Piper aduncum. (23)

BRITOS MARIA, et al. ACEITES ESENCIALES CON ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA: POSIBLE APLICACION Y ADMINISTRACION EN
ODONTOLOGIA. ARGENTINA, 2021.

El objetivo de esta investigacion fue estudiar la propiedad bactericida de los
aceites esenciales de diferentes especies de criticos sobre cepas de
Streptococcus y su posible administracién en odontologia. El estudio se llevo a
cabo a través de una revision bibliografica. En los resultados se verificé que
varias especies de citricos como la mandarina, limén o naranja tienen la
capacidad de detener el crecimiento de bacterias y en unos cuantos casos matar
a bacterias Gam + y Gram -, a través del mecanismo de evitar la adhesion
bacteriana al actuar sobre las proteinas que forman parte de la superficie celular.
El estudio concluye que, de acuerdo con la informacion recopilada, el uso de
estos aceites esenciales de los citricos, por medio de la biotecnologia seria
beneficioso y contribuiria al manejo de la salud bucal sin alterar la microflora oral

normal del ser humano. (10)

GUALE CABAL, A. MIELES BURGOS, J. APLICACION DE ACEITES
ESENCIALES DE CORTEZAS DE LIMON SUTIL (Citrus Aurantifolia Swingle)
Y RUGOSO (Citrus Jambhiri) COMO INHIBIDORES DE CRECIMIENTO
PATOGENOS E. COLI Y SALMONELLA. UNIVERSIDAD LAICA ELOY
ALFARO DE MANABI. ECUADOR, 2020.

La investigacién tuvo como objetivo evaluar el rendimiento de 2 métodos de
extraccion de aceite esencial de cascara de limén, especificamente de las

variedades sutil (Citrus Aurantifolia) y rugoso (Citrus Jambhiri). En el enfoque



metodoldgico, se determiné el porcentaje de rendimiento del aceite esencial,
siendo del 0.68% para el limoén sutil y 0.76% para el limoén rugoso. También se
analizaron las caracteristicas fisicoquimicas de los aceites esenciales,
incluyendo la densidad (0.85 para el limén sutil y 0.82 para el limén rugoso), el
indice de refraccion (1.4731 para el limén sutil y 1.4673) para el limén rugoso),
también se realizé6 exdmenes para determinar la solubilidad de los aceites
esenciales donde se demostré que son solubles en etanol. Se determiné el
indice de acidez que fue de 0.1751 mgKOH/g para limén sutil y 0.2802mgKOH/g
para el limén rugoso. Ademas, se compard el poder inhibitorio de los aceites
frente las bacterias E.coli y Salmonella spp. Para evaluar la actividad
antibacteriana, se utilizé el método de difusion de discos sobre agar, aplicando
concentraciones del 60% y 90 % del aceite esencial, utilizando tween 80 para la
dilucién correspondiente. Se determind que, las concentraciones que mostraron
mayor efecto inhibitorio fueron del 60% para ambas variedades de aceites, con
un poder de inhibicion de 14.33 mm en el limon sutil y 12.67 mm en el limon
rugoso contra Salmonella spp, mientras que las respuestas inhibitorias frente a
E. coli fueron de 15.00 mm en el limén sutil y 12.44 en el limon rugoso. En
conclusion, se dispuso que la destilacion por arrastre de vapor de agua fue el
método que presentd un mayor rendimiento en comparacion con el método
Soxhlet. (24)

MONTESDEOCA VIQUE, L. DISENO, FORMULACION Y CONTROL DE
CALIDAD DE UN DENTIFRICO ANTICARIOGENICO A BASE DE
CANNABIDIOL. ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO.
ECUADOR - 2024.

El objetivo de esta investigacion fue disefar, formular y controlar la calidad de
un dentifrico anticariogénico con base en Cannabidiol (CBD). La metodologia
comenz6 con una revisidn bibliografica sobre la comprobada actividad
bactericida de CBD frente a cepas de Streptococcus mutans. Luego se valido
experimentalmente su actividad antibacteriana mediante el Método Kirby-Bauer.
A partir de estos resultados, se realizaron pruebas preliminares de formulacion
y se aplico un (DOE) Disefio Experimental de mezclas, donde se variaron tres
tipos de agentes viscosantes (carboximetilcelulosa, hidroxietilcelulosa y goma
xanthan). Se dispuso que la combinacion de 3 agentes viscosantes no es factible
debido a desestabilizaciones fisicas, sin embargo, la mezcla de 1 o 2 agentes
resulté en una formulacion estable con la apariencia deseada. En conclusion, se

verific6 que la calidad del producto terminado cumplia con los valores
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establecidos por las normativas actuales, lo que asegura la seguridad y eficacia

del dentifrico elaborado. (25)

GUZMAN SUAREZ, M. LA CARIES DENTAL EN RELACION CON EL PH
SALIVAL, DIETA E HIGIENE DENTAL. UNIVERSIDAD PRIVADA ABIERTA
LATINOAMERICANA SEDE COCHABAMBA. 2019.

El objetivo de esta investigacion fue analizar la relacién entre la caries dental y
factores como el pH salival, la dieta y la higiene bucodental en pacientes que
asisten a la clinica odontolégica de la universidad privada abierta
latinoamericana sede Cochabamba. Los resultados mostraron que el 70 % de
los casos present6 un pH salival 4cido, una dieta alta de 20- 15 carbohidratos
fermentables en (100 %) y una frecuencia de higiene bucodental de 2 veces al
dia en el 70 % de los pacientes. En el grupo control, el 75% mantuvo un pH
salival neutro, una dieta con 20-15 carbohidratos fermentables en el 95 % de los
casos, dentro de la frecuencia de una higiene bucodental de dos veces al dia en
el 65%. Finamente se concluy6 que existe relacién directa entre la caries dental
y el pH salival &cido, una higiene bucodental deficiente y una dieta rica en
carbohidratos fermentables, especialmente en un entorno donde el consumo de

gaseosa es elevado. (26)

ITURRIAGA DIAZ, G. BUSTOS GOMEZ, C. EVALUACION DE LA
ESTABILIDAD DE UN GEL MUCOADHESIVO FORMULADO CON
EXTRACTOS DE S. aromaticum y H. longipes. UNIVERSIDAD DE
GUANAJUATO. 2018.

EL objetivo de este trabajo de investigacion fue formular un gel mucoadhesivo
estable utilizando extractos de S. aromaticum y H. longipes para el tratamiento
de infecciones bucales. En cuanto a la metodologia, se obtuvieron los extractos
etandlicos de las especies vegetales recolectadas, que luego se incorporaron en
cuatro bases de gel (q, B, v, 8). Para su formulacion se utilizaron insumos como
carbopol 940, Carboximetilcelulosa, Polietilenglicol, trietanolamina y otros
excipientes. Posterior a las formulaciones, estas fueron sometidas a diversas
pruebas fisicoquimicas para evaluar su estabilidad. Tras los ensayos de
estabilidad térmica y de congelacion/descongelacion, se dispuso que todas las
formulaciones conservaron sus propiedades como: homogeneidad, consistencia
y pH. Por lo tanto, se llegd a la conclusion que las cuatro formulaciones son

adecuadas para el tratamiento de infecciones bucales, ya que mostraron un alto
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nivel de mucoadhesion y estabilidad en sus propiedades fisicoquimicas, lo que

garantiza la adecuada conservacion y liberacién de los principios activos. (27)

LOPEZ GAMBOA, Y. ARTEAGA YANEZ, Y. ORTEGA GUEVARA, N.
FORMULACION DE UN GEL DENTIFRICO DE ALOE VERA L. CON
PROPIEDADES MEDICINALES. UNIVERSIDAD METROPOLITANA DE
ECUADOR, 2023.

El objetivo de esta investigacién fue formular un gel dentifrico a base de aloe
vera L. con propiedades medicinales, a través de un estudio experimental
realizado entre septiembre del 2020 a junio del 2021. En cuanto a la
metodologia, se desarroll6 un gel dentifrico con propiedades curativas utilizando
Aloe Vera L., y una vez obtenido el gel, se valor6 su compatibilidad con los
demas insumos de la formulacion. Posteriormente, se analizaron su estabilidad
fisicoquimica y microbioldgica durante un periodo de 60 dias. El muestreo para
los ensayos se realiz6 de manera aleatoria y se calculd la varianza entre las
muestras en cada prueba. Los resultados demostraron que el gel de Aloe Vera
L. desarrollado es compatible con los demas insumos de la formula y cumple con
los estandares de estabilidad fisicoquimica y microbiolégica en el tiempo
evaluado, establecidos por las normas cubanas para la elaboracion de productos

naturales. (28)

ZANOLI BERNUCI KARINE, IWANGA CAMILA, FERNANDEZ ANDRADE
CARLA MARIA. EVALUACION DE LA COMPOSICION QUIMICA Y DE LAS
ACTIVIDADES ANTILEISHMANIALES Y ANTITUBERCULOSAS DE LOS
ACEITES ESENCIALES DE ESPECIES DE PIPER. UNIVERSIDAD ESTATAL
DE MARINGA. BRASIL, 2016.

El objetivo que tuvo la investigacion fue evaluar la composicién quimica de los
aceites esenciales de las especies de Piper. En cuanto a la metodologia, se
aplico la técnica de hidrodestilacion para obtener los aceites esenciales de las
hojas frescas de Piper arboretum, Piper rivinoides y Piper aduncum, el andlisis
guimico se realizé6 mediante cromatografia de gases acoplado a espectrometria
de masas, donde se logré determinar 68 compuestos. El andlisis de los
componentes principales revel6 una diversidad quimica entre las tres especies
de Piper, con un predominio de los compuestos sesquiterpénicos en la mayoria
de las especies estudiadas. Dichas especies presentaron una actividad

moderada frente a Mycobacterium tuberculosis, con una concentracion minima
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inhibitoria de 125 pg/mL. En conclusion, estos hallazgos son significativos y

apuntan a su posible uso de los aceites esenciales con fines terapéuticos. (29)

> VALAREZO VALDEZ, B. CARRION CHAMBA, D. COMPOSICION QUIMICA,
PROPIEDADES FISICAS Y ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL ACEITE ESENCIAL
DE LIMON. UNIVERSIDAD TECNICA PARTICULAR DE LOJA. ECUADOR,
20109.
El objetivo de la investigacibn fue evaluar la composicion quimica, las
propiedades fisicas y determinar la actividad biol6gica del aceite esencial de
limén. En la metodologia, el aceite esencial fue extraido con la técnica de
destilacién por arrastre de vapor y su composicién quimica se analizé utilizando
cromatografia de gases y espectrometria de masas. La actividad biolégica se
evalué mediante el método de microdilucion en caldo. En cuanto a los resultados,
se identificaron 23 compuestos, siendo los mas abundantes el limoneno en un
57.96%, y-terpineno con un 10.07%, el a-terpineol con un 9.35%, el B-pineno
con un 6% Yy el terpinoleno con un 2,97%. El aceite esencial presentd una
densidad de 0,8695 g/mL, un indice de refraccion de 1,477 y una actividad Optica
de 46,46°. No se observo potencial antibacteriano frente a los microorganismos

evaluados. (30)

2.2.2. Antecedentes nacionales

> GARCIA SANDOVAL DEYSI MARILU, LLANOS ESCOBAR ANA ROSA,
EFECTO INHIBITORIO DEL EXTRACTO METANOLICO DE LAS HOJAS DE
Piper aduncum L. (MATICO) SOBRE Streptococcus mutans ATCC 25175, IN
VITRO. UNIVERSIDAD MARIA AUXILIADORA. LIMA, 2023.
El objetivo de la investigacion fue demostrar la capacidad inhibitoria que posee
el extracto metandlico de las hojas de Piper aduncum L. sobre las cepas de S.
mutans ATCC 25175, para lo cual la extraccion se realizé a través del método
de maceracion de un kilo y medio de hojas de la especie vegetal, para determinar
el efecto inhibitorio se aplico la técnica de difusion en pozo. En los resultados se
hall6é un halo de inhibicion promedio de 11,70 + 0,40 mm a una concentracion de
50 mg/ml del extracto metandlico de matico; un halo de inhibicién de 13,25 +
0,39 mm promedio a una concentracion de 75mg/ml y un halo de inhibicion de
15,41 + 0,42mm a una concentracion de 100 mg/ml; para el control positivo se
hall6 un halo de inhibicion de 24,62 mm y 6,30 + 0,52mm fue el halo del control

negativo. A comparacion de las distintas concentraciones del extracto
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metandlico quien presento el mas alto efecto inhibitorio fue el control positivo. Se
llego a la conclusién que se pudo demostrar la capacidad inhibitoria del extracto
metandlico de las hojas de Piper aduncum L. “Matico” sobre la cepa de S. mutans
ATCC 25175 através de las pruebas realizadas como el andlisis estadistico y la

escala de Durafourd. (31)

FERNANDEZ ROSILLO FRANK, RENDIMIENTO DE EXTRACCION POR
HIDRODESTILACION DEL ACEITE ESENCIAL DE Piper aduncum |.
(MATICO) MEDIANTE UN MODELO CINETICO, Jaén, 2024.

El objetivo de la investigacion fue estimar el rendimiento de extraccion por
hidrodestilacién de aceite esencial de Piper aduncum L. (matico) mediante un
modelo cinético. En la metodologia, primeramente, se procesd el material
vegetal el cual consiste en recolectar, secar bajo sombra y triturar hojas de
matico, luego se extrajo el aceite esencial por hidrodestilacion mediante dos
equipos clevenger bajo cuatro escenarios y finalmente se model6 la cinética de
extraccion por hidrodestilacion del matico. El rendimiento del aceite esencial de
matico en los cuatro escenarios planteados se ajusté al modelo matematico de
la cinética sigmoidal. Por tanto, los modelos determinados brindaron una
evolucion cualitativa y aproximada del comportamiento de la cinética de

extraccion y del rendimiento del aceite esencial de matico. (32)

ROMERO CASTILLO YEIMY JANNY, EFECTO ANTIBACTERIANO DEL
ACEITE ESENCIAL DE Citrus Limén (LIMON) al 75% y 100% SOBRE CEPAS
DE Streptococcus mutans ATCC 25175 y Streptococcus sanguis ATCC
10556, TRUJILLO. UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES. 2020

El objetivo del estudio fue comparar la sensibilidad bacteriana de las cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175 y Streptococcus sanguis ATCC 10556 del
aceite esencial de Citrus limon. En la metodologia, se prepar6 dos
concentraciones del aceite esencial, al 75% y al 100%, luego se activaron las
cepas en caldo (BHI) una cantidad de 30 placas Petri. EIl método que se empled
para determinar la actividad antibacteriana fue por el método de Kirby Bauer en
agar Mueller Hinton, 10 repeticiones por cada concentracion. Se usoO la
clorhexidina al 0,12% como control positivo y el SSEF/TWEEN 80 como control
negativo. En los resultados, se obtuvo un halo de inhibicion promedio de 17.4
mm a una concentracion del 75% y 28.3 mm a una concentracion del 100 %, el

halo de inhibicion para el control positivo fue de 24.5 mm y para el control
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negativo fue de O, frente a la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175, frente
a la cepa de Streptococcus sanguis ATCC 10556 el halo de inhibicién promedio
al 75% fue de 20 mm y al 100% fue de 30.8 mm, para el control positivo fue de
15.4 mmy para el control negativo fue de 0. En la prueba ANOVA, se obtuvo un
p<0,05, lo que indica que existe una diferencia en las concentraciones y la
prueba de DUNCAN, indica que la concentracién al 100% tiene mayor efecto
antibacteriano. Se lleg6 a la conclusién que la concentracion al 100% del aceite
esencial de Citrus limoén presenta efecto antibacteriano frente a las cepas de
Streptococcus mutans y Streptococcus sanguis, por lo que se recomienda como

un potencial terapéutico para la profilaxis de la caries dental. (33)

SARAVIA SALAS KELY GABRIELA, VARGAS ARIZAPANA, ANGEL
AUGUSTO, “EXTRACCION DE ACEITE ESENCIAL DE MATICO (Piper
aduncum) POR ARRASTRE DE VAPOR Y EVALUACION IN VITRO DE SU
EFECTO FUNGICIDA EN Colletotrichum gloeosporioides”. UNIVERSIDAD
NACIONAL DE SAN AGUSTIN AREQUIPA, 2023.

El objetivo de la investigacion fue la extraccion de aceite esencial de matico
(Piper aduncum) por arrastre de vapor y evaluacion IN VITRO de su efecto
fungicida en Colletotrichum Gloeosporioides. En la metodologia, el aceite
esencial se extrajo por 120 minutos donde alcanzo un rendimiento de 1.30%, se
determinaron los parametros de densidad (0,9207 g/ml), indice de refraccion
(1,4818 a 20°C), rotacion optica (72°) e indice de acidez (1.4mg KOH/ 1g). La
identificacion de los componentes activos del aceite esencial de Piper Aduncum
fueron analizados por GC-MS vy los principales componentes activos hallados
fueron el: eucaliptol (18.56%), alcanfor (14.36%) e isémero del canfeno
(14.19%). El hongo Colletotrichum Gloeosporioides se aisl6 de la papaya (Carica
Papaya) y se identific6 taxondémicamente el hongo en el HERBARIUM
AREQVIPENSE (HUSA). Por ultimo, se evalud el efecto fungicida por el método
de difusién en pocillos (método de Kirby Bauer modificado), en concentraciones
de 25, 50,75 y 100% de aceite esencial sobre Colletotrichum Gloeosporioides
diluido en alcohol de 96° y como tratamiento control se utilizaron: sulfato de cobre
pentahidratado (fungicida comercial) y Amistar 50 WG (fungicida especifico). En
los resultados se determin6é que una concentracion del 100% fue el que mas
significancia tuvo en el efecto inhibitorio con eficiencia de 143.75% y 98.17%

respecto a cada tratamiento control. (34)
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> OLANO TIRADO RICHARD, VALORIZACION DE ACEITE VEGETAL
UTILIZADO PARA LA ELABORACION DE JABON ANTIBACTERIANO CON
ESENCIA DE MATICO (Piper aduncum) PACHACAMAC, UNIVERSIDAD
CESAR VALLEJO - LIMA, 2023.
La investigacion tuvo como objetivo evaluar la valorizaciébn de aceite vegetal
usado para la elaboracion de jabdn antibacteriano con esencia de matico (Piper
aduncum). En la metodologia primeramente se realizd la recoleccidén del aceite
vegetal usado posteriormente, se extrajo la esencia de matico con la técnica de
destilacion por arrastre a vapor llegando a obtener 70 mL de aceite esencial,
posteriormente se determind las propiedades fisicoquimicas, luego se procedioé
a la elaboracion de jabones con dosis de 2 mL, 6 mL y 15 mL de esencia de
matico. Se llevaron a cabo pruebas de actividad antibacteriana en superficie viva
utilizando cepas de Staphylococcus aureus. Los resultados demaostraron que con
la valorizacion del aceite vegetal usado es posible la elaboracion de jabon,
asimismo se observO la eficiencia antibacteriana contra el Staphylococcus
aureus. En conclusion, la investigacion demostré que es viable la valorizacion
del aceite vegetal usado al elaborar jabon antibacteriano efectivo frente a la
bacteria Staphylococcus aureus, representando una alternativa en el tratamiento
de aceites vegetales usados, que pueden ser indudablemente nocivos al medio
ambiente. (35)

> HUARACCA VILCA, V. ARCE SANTOS, D. COMPARACION IN VITRO DEL
EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL Piper
aduncum (MATICO) EN MATERIA SECA Y FRESCA FRENTE AL
Streptococcus mutans, PUNO. UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO.
2024.
El objetivo de la investigacién fue comparar in vitro el efecto antibacteriano del
extracto etandlico de Piper aduncum en materia seca y fresca frente a S. mutans.
El estudio fue explicativo y de disefio experimental. La actividad antibacteriana
se determiné por Kirby Bauer, se utilizé la técnica de observacion directa para la
evaluacion de halos de inhibicion. En cuanto a los resultados, se observé que el
mayor efecto antibacteriano tuvo el extracto etandlico de P. aduncum seco al
100% a las 24 horas, con 16.63 mm en comparacion a las 48 horas, con 16.29
mm. Para el extracto etanélico de Matico fresco, la mayor actividad lo registr6 al
100% a las 24 horas, con 13.94 mm en comparacion a las 48 horas, con 13.54

mm. En conclusién, al comparar ambos extractos etandlicos de Piper aduncum,
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resulté mayor efecto antibacteriano el extracto etandlico en materia seca frente

a Streptococcus mutans. (36)

CORREA PALACIOS, K. DIAZ MEDINA, S. EVALUACION DE LA
ACEPTABILIDAD DE UNA BEBIDA A BASE DE MATICO (Piper aduncum) Y
MANZANILLA (Chamaemelum nobile), CHIMBOTE - 2021.

El objetivo de la investigacion fue analizar la aceptacién de una bebida elaborada
con matico y manzanilla. En cuanto a la metodologia, se caracterizaron las
materias primas mediante la recoleccion de ambas especies vegetales y se
determinaron sus propiedades fisicoguimicas: el porcentaje de humedad fue de
66.1% para matico y 76.3% para manzanilla, el porcentaje de proteinas fue de
0.62% para matico y 0.56% para manzanilla, el porcentaje de ceniza fue de
21.66% y 10.91% para manzanilla y el porcentaje de grasas fue de 2.21% para
matico y 2.56% para manzanilla. Posteriormente, se desarroll6 un proceso
productivo de la bebida con diferentes concentraciones de las especies
vegetales, se desarrollaron siete formulaciones, siendo la formulacion 6 la que
obtuvo una mejor aceptacion sensorial, destacando su sabor. En conclusion, el
andlisis estadistico indicé que es viable elaborar una bebida con un nivel

aceptable para los consumidores. (37)

JANAMPA TORRES R. LOO GUILLEN O. EVALUACION IN VITRO DEL
EFECTO BACTERICIDA DEL Piper aduncum “MATICO” FRENTE A
Klebsiella pneumoniae ATCC BAA1706 Y Staphylococcus aureus ATCC
25923. UNIVERSIDAD CIENTIFICA DEL SUR. Lima, Per( — 2023.

La investigacion tuvo como objetivo diagnosticar el efecto bactericida in vitro del
Piper aduncum frente a Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus aureus, asi
como identificar sus grupos funcionales quimicos y la concentracion minima
inhibitoria (CMI). En cuanto a la metodologia, se trat6é de un estudio experimental
in vitro, prospectivo y longitudinal, utilizando extractos hidroalcohdlicos de tallos
y hojas de Piper aduncum proporcionados por el Instituto Nacional de Salud. Se
realizaron ensayos de solubilidad y un screening fitoquimico con reactivos
especificos. Asimismo, mediante dilucion seriada de las muestras frente a los
agentes bacterianos y el método turbidimétrico, se determiné la concentracion
minima inhibitoria para cada microorganismo patégeno. Los resultados del
screening fitoquimico revelaron la presencia de metabolitos secundarios como
glucidos, carbohidratos, compuestos grasos, triterpenos, esteroides, catequinas,

fenoles, taninos, alcaloides, flavonoides, aldehidos y cetonas. Por otro lado, el
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método turbidimétrico mostré que el Piper aduncum tenia una Concentracion
Minima Inhibitoria de 0.03g/ml contra Staphylococcus aureus en tallos vy
0.003g/ml en hojas, certificando una mayor eficacia a menor concentracion. Sin
embargo, no se contemplé efecto en las muestras expuestas a Klebsiella
pneumoniae con las diluciones utilizadas. Se concluy6 que el Piper aduncum
mostré efecto bactericida frente a Staphylococcus aureus con una
Concentracién Minima Inhibitoria de 0.003 g/mL y un CMI de 0.03 g/mL en tallos,
mientras que no se descartd la posibilidad de un efecto sobre Klebsiella
pneumoniae a concentraciones superiores a 0.4g/mL en hojas y 0.25 g/mL en

tallos de Piper aduncum. (38)

MOROCCO QUISPE, S. CARACTERIZACION MICRO-HISTOLOGICO, FISICO
Y QUIMICO DEL ACEITE ESENCIAL DE LAS HOJAS DE MATICO (Piper
aduncum), EXTRAIDO POR ARRASTRE DE VAPOR EN EQUIPO MODULAR.
UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO. PUNO, 2017.

El objetivo de esta investigacion fue realizar la caracterizacion micro-histoldgico,
fisico y quimico del aceite esencial de las hojas de Piper aduncum. La especie
vegetal fue recolectada de Ollachea anexo Chuany, de la provincia de Carabaya.
En cuanto a las propiedades fisicas, se tuvo una densidad de 0.9278 g/mL a una
temperatura de 20°C, una viscosidad aparente de 4.69 cP a 4.96 cP, un indice
de refracciébn de 1.4872, un pH de 5.15. Sus componentes aromaticos se
identificaron por cromatografia de gases / espectrometria de masas, donde los
mas abundantes fueron: Arasone, 1,6-ciclodecadieno, 1-metil-5-metileno 8. Para
la extraccion del aceite esencial se requirio 4.5 kg de muestra para obtener 25mL

de aceite, dicho procedimiento por arrastre de vapor demoré 2 horas. (39)

INGAROCA TEJEDA, S. COMPOSICION QUIMICA, ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE Y EFECTO FUNGISTATICO SOBRE CANDIDA ALBICANS
DEL ACEITE ESENCIAL DE Piper adundum L. “MATICO”. UNIVERSIDAD
NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS. Lima, Peru — 2018.

El objetivo del estudio fue analizar la composicibn quimica, la actividad
antioxidante y el efecto fungistatico del aceite esencial extraido de las hojas de
Piper aduncum L. “matico” frente a Céandida albicans ATCC 10231. La
investigacion siguio un enfoque cuantitativo y se bas6 en un disefio experimental.
En cuanto a la metodologia, el aceite esencial se obtuvo mediante destilacion
por arrastre de vapor y su composicién quimica se determiné utilizando

cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG/EM). Para
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evaluar el efecto fungistético, se empled el método de microdilucion colorimétrica
en caldo. En cuanto a los resultados, se identificaron 35 compuestos quimicos,
de los cuales 8 representan el 76.53% del area total del cromatograma. Los
principales componentes volatiles fueron fenilpropanoides (1, 2, 4-trimetoxi-5-(1-
propenil)- benceno (39,32 %) y metileugenol (12,85 %)), hidrocarburos
sesquiterpenoides (germacreno D (7,52 %), biciclogermacreno (5,88 %), B-
cariofileno (2,82 %) y &-cadineno (2,81 %)), un hidrocarburo monoterpenoide (f3-
ocimeno (2,34 %)) y un monoterpenoide oxigenado (4,7,7-trimetilbiciclo [2.2.1]
(2,99 %)). Se concluyé que, aungue la actividad antioxidante y el efecto
fungistatico del aceite esencial de Piper aduncum L. fueron bajos, su alto
contenido de fenilpropanoides lo convierte en un prometedor candidato para

futuras investigaciones. (40)

2.2.3. Antecedentes locales

» AGUILAR ANCORI ELSA GLADYS, AGUILAR ANCORI KATYA VALENTINA,

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA FRENTE A Streptococcus mutans DE
ACEITES ESENCIALES DE CINCO PLANTAS ALTO ANDINAS, CUSCO,
2018.
El objetivo de la investigacion fue informar la propiedad antibacteriana de cinco
aceites esenciales obtenidas de plantas altoandinas nativas de Peru frente a la
cepa de S. mutans. En la metodologia, se compraron del laboratorio Pukllay los
cinco aceites esenciales (Cymbopogon citratus, Piper elongatum, Minthostachys
setosa, Schinus molle y Luma chequen). Se empleé el equipo de cromatografia
de gases para determinar la composicion quimica de 100 uL de muestra y el
método de difusion en disco en agar para determinar la actividad antibacteriana.
En los resultados del analisis quimico se obtuvo en los aceites esenciales de
Cymbopogon citratus, Piper elongatum, Minthostachys setosa, Schinus molle y
Luma chequen los componentes de mayor cantidad Citral (40,2%), a-
phellandrene (23,8%), eucalyptol (17,3%), a-pinene (51,1%) y menthone
(21,9%), asimismo, a una concentracion de 15y 20% los aceites esenciales de
Cymbopogon citratus y Piper elongatum presentaron la mayor actividad
antibacteriana y los halos de inhibicion que se obtuvieron fue de 15,67 mm de
Cymbopogon citratus y 10 mm de Piper elongatum. Se lleg6 a la conclusion que
se dio a conocer la actividad antibacteriana de los AE elegidos frente a la cepa
de Streptococcus mutans ATCC 35668. (41)
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> TUPAYACHI PALOMINO A. COMPOSICION QUIMICA Y SU EFECTO
ANTIMICROBIANO DEL ACEITE ESENCIAL DE Citrus limén (L) Osbeck
SOBRE CEPAS DE Staphylococcus aureus, Pseudomona Aeruginosa Y
Escherichia coli. UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL
CUSCO. Peru, 2024.
Esta investigacion tuvo como objetivo estipular la composicion quimica y el
efecto antibacteriano sobre tres bacterias patégenas: Escherichia coli ATCC
8739, Staphylococcus aureus ATCC 6538 Y Pseudomona aeruginosa ATCC
9027. En cuanto a la metodologia, se obtuvo el aceite esencial de la cascara de
Citrus limén (L) Osbeck mediante hidrodestilacién utilizando una trampa de
Clevenger. En los resultados, respecto a las propiedades fisicoquimicas del
aceite esencial se mostré ser soluble en disolventes ligeramente polares, con
una densidad a 0.8707 g/m a 20°C, un indice de refraccién de 1.4783 y una
rotacion 6ptica 59.3 grados/dm/g/mL, el indice de saponificacion fue menor a
0.01 mg KOH/g de muestra y el indice de acidez fue 7.55 mg KOH/g de muestra.
La cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas distingui6é 28
componentes que representaron 96.13% del total de aceites volatiles, siendo el
limoneno el componente predominante, seguido del y-terpineno (12.41%), B-
pineno (12.13%) y p-cimeno (10.65%). Respecto a los efectos antimicrobianos, se
mostrd que el aceite esencial tenia una Concentracién Minima Bactericida para
Escherichia coli ATCC 8739 a una dilucion de 1/2 (855g/mL) a las 24 y 48 horas,
para Staphylococcus aureus ATCC 6538 a una diluciéon de 1/4 (285 mg/mL)
también a las 24 y 48 horas y para a Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, a
una dilucién de 1/4 (855g/mL) en las mismas condiciones temporales. En
conclusion, se determiné que el aceite esencial de Citrus limén (L) Osbeck tiene

propiedades antimicrobianas significativas. (42)

» BACA ZANS LISSETH KARINA, YABAR FLUKER ADRIANA EFECTO
ANTIBACTERIANO IN VITRO DE LOS ACEITES ESENCIALES DE:
Foeniculum vulgare (HINOJO), Cimbopogon citrus (HIERBA LUISA),
Origanum vulgare (OREGANO), Citrus aurantifolia swingle (LIMON) Y
Citrus sinesis (NARANJA), FRENTE A CEPAS ESTANDARIZADAS DE
Streptococcus mutans, Cusco 2016.

El objetivo de la investigacion fue analizar el efecto antibacteriano sobre cepas
estandarizadas de Streptococcus Mutans ATCC 25175, del Gluconato de

Clorhexidina al 0,12% frente a los aceites esenciales de Citrus aurantifolia
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swingle (Limon), Citrus sinesis (Naranja), Foeniculum Vulgare (Hinojo),
Cimbopogon citrus (Hierba Luisa) y Origanum Vulgare (Orégano). EI método
utilizado para la obtencién de los aceites esenciales fue a través de destilacion
por arrastre de vapor de agua. Para el estudio microbiol6gico se empled el
método de kirby Bauer donde se colocé 10 uL del aceite esencial a una
concentracion del 100% y del patrén control sobre la cepa de Streptococcus
mutans, Para evaluar la sensibilidad bacteriana se midié el diametro de los halos
de inhibicion a las 24 horas. En los resultados se obtuvo a una concentracion del
100% de Cimbopogon Citrus (Hierba Luisa) un halo de inhibiciéon de 32.967 mm.
Se llegbé a la conclusién que los aceites esenciales de Foeniculum Vulgare
(Hinojo), Cimbopogon citrus (Hierba Luisa), Origanum Vulgare (Orégano), Citrus
sinesis (Naranja) presentaron mayor efecto antibacteriano frente al
Streptococcus mutans ATCC 25175, a diferencia del aceite esencial Citrus
aurantifolia swingle (Limon) el cual no presento efecto antibacteriano. (43)

VERA FERCHAU KARINA, VILLENA TEJADA MAGALY, VERA FERCHAU
INGRID, CARDONA RIVERO ANAHI, ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA Y
CITOTOXICIDAD DE CINCO ESPECIES VEGETALES DE LA ZONA
ALTOANDINA Y AMAZONICA DE LA REGION DEL CUSCO, 2021.

El objetivo de la investigacion fue analizar el efecto antibacteriano y la
citotoxicidad de las especies vegetales Piper elongatum M. Vahl (Matico),
Muehlenbeckia volcanica (Bentham) Endlicher (Mullaca), Minthostachys
glabrescens (Bentham) Epling (Mufia), Acicarpha tribuloides Jussieu (Estrella
Kisca), Gamochaeta spicata (Queto-Queto), de la region Cusco, Perq,
exactamente de las zonas altoandinas y amazonicas. La investigacion tuvo un
disefio descriptivo y transversal. En la metodologia, a través de la técnica de
maceracion se obtuvieron los extractos etandlicos y por el método de
macrodilucién se determiné la CMI. El grado de toxicidad se determiné por el
método de Artemia salina. En los resultados se observé que las cepas de S.
aureus, E. coli y S. pneumoniae son sensibles frente a las especies vegetales
Queto-Queto y la Mullaca, mientras que las cepas de S. pneumoniae y S. aureus
son sensibles al matico, respecto a las cepas de S. typhimurium y E. coli se
observd que son sensibles frente a Estrella Kisca y Mufia. En la prueba de
citotoxicidad se determind que los extractos de las especies vegetales muy
toxicas son de de Estrella Kisca y Queto — Queto, mientras que los extractos de
las especies vegetales Mufia, Mullaca y Matico se consideraron moderadamente
toxicos con relacion a la CL50 de 100.092, 415.451 y 158.006 respectivamente.
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Se lleg6é a la conclusiéon que las especies vegetales estudiadas demostraron

actividad antibacteriana y distintos grados de toxicidad. (44)

URRUNAGA ORMACHEA, M. DEL CARPIO JIMENEZ, C. GUTIERREZ
CHAVEZ, G. TOMAYLLA CRUZ, C. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS,
COMPOSICION QUIMICA Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL ACEITE
ESENCIAL DE Citrus jambhiri (Limén rugoso). UNIVERSIDAD NACIONAL
DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO, 2022.

El propdésito de esta investigacion fue extraer el aceite esencial de la cascara de
Citrus jambhiri utilizando el método de destilacion por arrastre de vapor y analizar
sus componentes fundamentales mediante cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas. Ademas, se determinaron las propiedades
organolépticas y fisicoquimicas del aceite, junto con su capacidad antioxidante.
Los resultados mostraron que el rendimiento del aceite de Citrus jambhiri fue del
0,72%. En cuanto a su composicion, sobresalen los monoterpenos
hidrocarbonados en un 76.5%, siendo los mas abundantes el limoneno (37,7%),
el B-pineno (25,1%) y el E-B-ocimeno (5,6%), los monoterpenos oxigenados
constituyen un 15%, siendo los abundantes el citronelal (4,9%) y el linalool
(4,1%), también se detectaron sesquiterpenos hidrocarbonados, como el B-
cariofileno (2,8%). Entre las propiedades fisicoquimicas, se registrd una
densidad a 20°C de 0,844 g/mL * 0,02; un indice de refraccién a 20°C de 1,472
+ 0,01 y un pH de 4,7 + 0,01. El valor de IC50 para la actividad antioxidante del
aceite esencial de Citrus jambhiri fue de 99,8 £ 5,6 mg/mL. En conclusion, el
aceite esencial de Citrus jambhiri muestra un potencial prometedor como
antioxidante. (45)

RIQUELME QUISPE LM. EFECTO ANTIBACTERIANO DE LOS ACEITES
ESENCIALES DE Syzygium aromaticum, Minthostachys mollis y Jungia
rugosaless SOBRE EL Streptococcus mutans ATCC 25175. UNIVERSIDAD
NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO, 2023

El objetivo de este estudio fue comparar el efecto antibacteriano de los aceites
esenciales de Syzygium aromaticum (clavo de olor), Minthostachys mollis
(mufia) y Jungia rugosa Less. (matico) sobre el Streptococcus mutans ATCC
25175. El estudio fue realizado in vitro, de disefio experimental, comparativo y
de corte longitudinal. Los aceites en estudio se prepararon a las concentraciones
de 50%, 75% y 100% con Tween 80. La evaluacion del efecto antibacteriano se
realiz6 por el método de Kirby Bauer, donde se realiz6 10 repeticiones por cada

grupo experimental, se tomé como control positivo a la clorhexidina y al Tween
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80 como control negativo. La técnica utilizada fue la observacion y medicion de
los halos de inhibicion que se realiz6 a las 24 y 48 horas luego de la incubacion.
Como resultado se obtuvo mayor efecto de los aceites esenciales a las 48 horas,
el aceite esencial de Minthostachys mollis mostré un halo de inhibicion de
18,87mm, 17,37mm y 7,79mm a las concentraciones de 50%, 75% y 100%; el
aceite esencial de Jungia rugosa Less mostré halos de inhibicion 16,65mm,
15,95mmy 13mm a las concentraciones de 75%, 50% y 100% respectivamente;
por ultimo, el aceites esencial de Syzygium aromaticum mostré halos de
inhibicién de 12,31mm, 11,88mm y 10,59mm a las concentraciones de 75%,
100% y 50% respectivamente. En conclusion, el aceite esencial de
Minthostachys mollis a la concentracion de 50% y Jungia rugosa Less a la
concentracion de 75% mostraron los mayores efectos antibacterianos sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175. (46)

2.3. Estado del arte

En la presente investigacion se hard énfasis en dos plantas medicinales que son el
“Matico” y el “Limén Risso”. La evidencia cientifica y los trabajos de investigacion
muestran que los extractos, aceites esenciales y compuestos aislados del “matico”
(Piper aduncum) han exhibido actividades biolégicas notables, como fungicida e
insecticida, antibacteriana, antileishmanial, antioxidante, citotoxica/antitumoral,
larvicida, antiagregante plaquetario, moluscoide y antiviral. En cuanto al “Limén”, los
altimos estudios muestran que su aceite esencial podria tener una actividad
antimicrobiana prometedora contra los colonizadores dentales y podria ser Util para

prevenir la aparicion y progresion de enfermedades orales. (23)

En el afio 2016, Froés Magalhdes Chaiana, evalué la actividad antibacteriana de los
extractos de hojas de Piper aduncum (matico) frente a las bacterias cariogénicas
(Streptococcus mutans) y asociado a la salud (Streptococcus sanguinis) mediante el
método de microdilucién en caldo, donde S. mutans fue mas susceptible a los extractos
crudos de Piper aduncum (matico) que S. sanguinis, la fraccion mas activa frente S.

mutans fue de una CMI de 0.08 mg/mL y S. sanguinis tuvo una CMI de 0.62 mg/mL. (20)

En el afio 2021, Sin Cynthia y Britos Maria en Argentina, realizaron un estudio sobre la
accion antibacteriana de los aceites esenciales provenientes de los citricos como
naranja, mandarina y limon y sus posibles aplicaciones en odontologia, en el cual
presentaron actividad bacteriostatica y en algunos casos, bactericida frente a bacterias

Gram +y Gram -. (10)
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En la region de Cusco, en el 2018, Aguilar Ancori evalué la actividad antibacteriana de
cinco aceites esenciales de plantas nativas altoandinas de Peru (Cymbopogon citratus,
Piper elongatum “matico”, Minthostachys setosa, Schinus molle y Luma chequen) frente
a S. mutans, a través del método de disco difusion en agar, donde el AE de Piper
elongatum a una concentracion del 15% presento un halo de inhibicién de 15,67 mmy
al 20% el halo de inhibicién fue de 10 mm frente a la cepa de Streptococcus mutans.
(41)

2.4. Bases teorico cientificas

2.4.1. Especie vegetal Piper aduncum (Matico)
CLASIFICACION TAXONOMICA
Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida (Dicotyledoneae)
Subclase: Magnoliidae
Orden: Piperales
Familia: Piperaceae
Género: Piper
Especie: Piper aduncum L. (47)

2.4.1.1. Caracteristicas

El Matico (Piper aduncum L.), es una planta tropical americana, como se puede observar
en la figura N°1, posee hoja perenne en forma de arbol o arbusto que se encuentra
generalmente en suelos con elevado contenido de materia organica y humedad y crece
hasta una altura de 6-7 metros. El tallo es lefioso, nudoso, ramificado, delgado y erecto

de color verde claro o gris. (48)

Las hojas de matico tienen una caracteristica simple de forma estrechamente a
ampliamente oblongas - lanceoladas, pecioladas y alternas. Su medida de largo es de
13 a 20 cmy de ancho es de 4.5 a 8 cm, tienen forma ovalada y son lampifias, su apice
tiene una forma acumulada y la base es de forma redondeada. El color de las hojas es
entre un color amarillo y verde, asimismo, presenta pubescencia en el haz de la hojay

en el envés es lustrosa. (48)

El tronco tiene una copa ajustada y es de forma alargada, las ramas son rectas y tienen
una forma alargada con pelos de pequefio tamafio de color blanco y ubicado de manera
discontinua, lampifios con el tiempo, respecto a las ramas extensas usualmente poco

pendientes, presentan peciolos cortos y asperos. (48)

24



La inflorescencia se muestra como una espiga Unicamente contraria a la hoja, encima
de pedunculos finos arqueados de un largo de 1,5 cm, y cuando maduran son de un
tamafio de 10 a 13 cm de extension. Las flores tienen una coloracion blanca a
amarillento palido que se reparten como un espiral alrededor del raquis, no tienen
perianto por lo que son bisexuales aclamideas, su forma de polinizacién es por el viento.
Los frutos, son drupas aplanadas y ovoides de coloracion parda con estigmas sésiles y

semillas negras. (48)

Fuente: Fotografia propia

2.4.1.2. Habitat
El matico (Piper aduncum L.) crece en regiones ubicadas en ceja de selva y también en
la selva baja, en bosques montafiosos que contienen humedad, en zonas donde hay
saturacion de vegetacion o abiertas, también crece en los bordes del camino o del
bosque y en areas donde pasan los rios, de la misma manera crece en valles

interandinos y bosques tropicales. (49)

2.4.1.3. Cultivo
La planta necesita una exposicion al menos parcial al sol para conseguir grandes
tamafios y florecer, coloniza la mayoria de los suelos, a excepcion de los suelos

excesivamente drenados y al ser una planta de regiones tropicales, para su cultivo se
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debe de tener en cuenta que se puede ubicar en zonas con altitudes menor hasta los
1000 metros y en algunas ocasiones hasta mas de los 2000 metros y crece

preferiblemente en zonas donde la lluvia cae al menos por una media anual. (49)

2.4.1.4. Distribucion
El matico es un arbusto oriundo de Sudamérica el cual crece en Perd, Bolivia y Brasil,
en Centroamérica y al norte del caribe. La planta se ha adaptado en muchas areas
mediante el cultivo como América del norte, el pacifico y por el sur de Asia. En Perq, el
matico abunda mayormente de manera silvestre en toda la selva peruana y se disperso
por algunas regiones de la sierra baja arropado de los valles interandinos como Cusco,

Puno, Cajamarca, Huanuco. (18)

2.4.1.5. Usos del matico
En la medicina tradicional botanica en Sudamérica, las hojas frescas son utilizadas en
infusion contra la bronquitis, resfrio, inflamacion, tos, infecciones del rifién y del higado,
en caso de faringitis las hojas se preparan para hacer lavados y gargaras, en cuanto a
las hojas secas en forma de polvo se usan para lavar heridas, debido a sus propiedades
cicatrizantes y astringentes, sus frutos se utilizan como diuréticos, resolutivos como para
el caso de blenorragia o cistitis. Su raiz se utiliza para problemas reumaticos. En la selva
lluviosa amazoénica los nativos la usan como antiséptico y el Peru fue utilizado para
contener hemorragias y tratar Ulceras. En odontologia se evidencio la capacidad que
tiene para inhibir la adherencia dependiente de sacarosay reducir el nivel de produccion
de acido por Streptococcus mutans, por lo que se sugiere que esta planta puede tener

un potencial para prevenir la caries dental. (50)

2.4.1.6. Propiedades

o Antimicrobiano

o Antifangico

. Expectorante

o Astringente

o Antiinflamatorio
o Insecticida

o Cicatrizante (18)

2.4.1.7. Composicién quimica
Para el Piper aduncum se ha informado distintos perfiles quimicos el cual varia segun
las condiciones ambientales, el tiempo de recoleccion, factores genéticos y el método
de extraccion. En el aceite esencial el principal constituyente es el dillapiole, un derivado

fenilpropenico, el cual deriva del grupo aromatico fenilo de seis carbonos y la cola de
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propeno de tres carbonos y al cual se le atribuye su efecto insecticida, antifingico y
antibacteriano. La miristicina, el apiole y la elemicina, son otros componentes presentes

con una estructura relacionada con el dillapiole. (18)

En un estudio realizado en Perd determinaron que los componentes que mas
abundaban fueron los fenilpropanoides, el 1,2,4 — trimetoxi-5-(1-propenil)-benceno o
asarona y el metileugenol, seguidamente se encontraron en menor proporcion
terpenoides, hidrocarburos sesquiterpenoides, sesquiterpenoides oxigenados,
hidrocarburos monoterpenoides y los monoterpenoides oxigenados. (18)

Otros estudios indican que otro compuesto importante es el tanino a quien se le atribuye
sus propiedades cicatrizantes, también se encontré6 numerosos glucésidos de tipo
flavonoides a quien se le atribuye las propiedades antioxidantes y protectoras de la
membrana celular como son la luteolina, linarina, luteolina 7-glucosido y derivados del
acido cafeico. En el aceite esencial de Piper aduncum también se encontr6 el 5-metoxi-
6(2 -propen)- benzodiozole, dillapiol, toxidillapiol, piperitona. En las hojas se encontro
dillapiol, alcanfor, taninos, saponinas y flavonoides, mientras que en los frutos se

encontré acido 4-metoxi-3, 5-bis (3’-metil-but-2’-en-1’)-benzoico. (18)

2.4.2. Especie vegetal Citrus jambhiri Lush (Limdn Risso)
CLASIFICACION TAXONOMICA

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Sub-clase: Rosidae
Orden: Sapindales
Familia: Rutaceae Juss
Sub-familia: Aurantioideae
Género: Citrus
Especie: Citrus jambhiri
Lush. (51)

2.4.2.1. Caracteristicas
El limén es un arbol frutal perennifolio que conserva sus hojas verdes durante todo el
afo. Es de tamafio pequefio, generalmente alcanzando entre 3 y 6 metros de altura,
aungue algunos ejemplares longevos pueden superar esta altura. Tiene numerosas

ramas con espinas duras y gruesas; su copa tiene una forma amplia y redondeada. (52)
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Las hojas de limonero son simples, de color verde palido, con una forma que puede
variar de oblonga a eliptico-ovada. Tienen una longitud de 6 a 12.5 cm y un ancho de 3
a 6 cm. Las hojas tienen una punta corta y obtusa; los bordes estan dentados y
aserrados, dichas caracteristicas se presentan en la figura N°2. Por otro lado, las hojas

jovenes presentan un tono rojizo distintivo. (52)

Durante la floracion, el limoén produce flores solitarias o en racimos en las axilas de las
hojas. Las flores son inicialmente rojizas cuando estan en boton y luego se abren
revelando pétalos blancos en la parte superior y de color purpura en la parte inferior.
Estas flores desprenden un agradable aroma similar al de las flores del naranjo, aunque

menos intenso. (52)

El fruto que produce el limonero es el limén. Tiene una forma oblonga u ovalada, con
una longitud de 7 a 12 cm y es de color amarillo claro o dorado. La cascara del limén
puede tener un grosor variable y estd punteada con glandulas, dependiendo de la
variedad. En el interior, la pulpa del limén esta dividida en segmentos llamados “gajos”,
que estan unidos entre si dando forma al fruto. La pulpa tiene un sabor agrio y fragante.

Las semillas del limén son pequefias, ovoides y puntiagudas. (52)

Figura N°2. Especie vegetal Citrus jambhiri Lush (Limon Risso)

Fuente: Fotografia propia

28



2.4.2.2. Habitat
En términos generales, los citricos se consideran plantas tropicales y subtropicales. Sin
embargo, existen variaciones en los requisitos especificos de temperatura, tanto
maxima como minima, que varian segun la especie, dentro de ellas, las variedades y
cultivares. La mayoria de los citricos tienen una notable capacidad de adaptacion a
diferentes zonas en términos de temperatura. No obstante, esas diferencias de

temperatura ejercen una influencia significativa en ciertos aspectos del arbol. (52)

2.4.2.3. Cultivo
Clima: Los limoneros crecen principalmente en areas tropicales y también
subtropicales. La temperatura juega un papel critico en su desarrollo y las condiciones
ideales incluyen temperaturas medias que varian entre un minimo de 10°C y un maximo
de 24°C. Si las temperaturas superan los 35°C, pueden ocasionar problemas en el
crecimiento de la planta y provocar una maduracién mas rapida de los frutos. Por otro
lado, temperaturas por debajo de los 12°C afectardn negativamente el crecimiento de la

parte vegetativa de la planta. (53)

Humedad: Ademas de la temperatura, la humedad relativa también influye en la calidad
de la fruta del limonero. Se considera que un rango adecuado de humedad relativa esta
entre el 40% y el 70%. Cuando la humedad relativa es alta, puede favorecer el

desarrollo de afecciones causadas por hongos en los limoneros y otros citricos. (53)

Otra caracteristica importante para el cultivo de limoneros es la exposicion a la luz solar.
Los limoneros y los citricos en general requieren una alta luminosidad para un

crecimiento 6ptimo. (53)

Suelo: Los citricos se desarrollan mejor en suelos con una textura limo arenosa, que
son profundos, tienen una buena capacidad de retencion de humedad y estan bien
drenados. El drenaje deficiente o el encharcamiento se considera una limitacion critica

para los citricos. (54)

2.4.2.4. Distribucién
El Limén risso crece a lo largo del mundo, principalmente en India, México, China, Brasil,
Argentina, Perd. En nuestro pais, la region de Piura se consolida como la primera region
productora de Limon, existen otras regiones en el pais, como Lambayeque, Tumbes,
Loreto, Ucayali, Cusco, que se dedican a la produccion del limén. Durante las Gltimas
décadas, la produccion de citricos en el Peru experimentd un considerable crecimiento,

especialmente en las regiones de la costa y selva central del pais. (55)
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2.4.2.5. Usos del limén
El limén destaca por una amplia variedad de usos medicinales y terapéuticos, en gran
parte debido a su alto contenido de vitaminas, especialmente vitamina C y sus

propiedades antisépticas y bactericidas. (56)

Ademas, posee propiedades que favorecen la cicatrizacion y fortalecen el sistema
inmunitario. Su capacidad antioxidante contribuye a neutralizar sustancias
cancerigenas, como las nitrosaminas. Diversas investigaciones corroboraron que
individuos que consumen cantidades significativas de vitamina C presentan un riesgo
reducido de padecer afecciones cronicas, como enfermedades del corazén, cataratas y

trastornos neurodegenerativos. (57)

Los acidos presentes en el limén potencian la accién de la vitamina C y tienen un efecto
notablemente antiséptico. El limén es igualmente una excelente fuente de fibra soluble,
es asi que la pectina (que se encuentra fundamentalmente en la capa blanca, por debajo
de la c4scara), que posee propiedades beneficiosas, como la capacidad de reducir los
niveles de colesterol y glucosa en la sangre, al mismo tiempo estimula el crecimiento de

la flora intestinal. (57)

2.4.2.6. Propiedades

e Antiséptico

e Antimicrobiano

e Antioxidante

e Antiinflamatorio

e Cicatrizante

e Mejora la funcion del sistema inmunitario
e Astringente

o Depurativa, digestiva. (57)

2.4.2.7. Composiciéon quimica
La pulpa del limén contiene &cidos organicos, principalmente &acido citrico y en menor
medida, acido malico (que le otorgan su sabor acido), asi como acido acético y acido
férmico. Ademas, esta pulpa contiene compuestos fendlicos, por ejemplo, el acido
cafeico y el &cido ferulico, los cuales funcionan como antioxidantes potentes y tienen la

capacidad de suprimir la actividad carcinogénica. (58)

No obstante, los elementos mas destacados del limén vienen a ser los fitonutrientes,

particularmente los limonoides, que se encuentran principalmente en la céscara y
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desempefian un papel fundamental en la prevencion de ciertos tipos de enfermedades

cancerigenas. (58)

Es asi que la capa blanca situada debajo de la cdscara como la pulpa del limén
contienen flavonoides, especificamente citroflavonoides, que se les atribuyen
propiedades antiinflamatorias. Algunos estudios sugieren que el componente

(hesperidina), el flavonoide mas abundante, asi como otros flavonoides como la
diosmina, la naringenina y la eriocitrina, tienen efectos venotonicos y vasoprotectores.

Estos compuestos fortalecen la estructura de los vasos capilares, también tienen la
funcién de aumentar la elasticidad de las arterias y reducen la formacion de coagulos.
Por lo tanto, el limén resulta atil en la prevencion de enfermedades cardiovasculares y

mejora la funcion circulatoria. (58)

Los compuestos volatiles que predominan en el aceite esencial de Limoén risso son
principalmente monoterpenos y algunos sesquiterpenos, entre ellos se tiene al
limoneno, citral, beta-pineno, terpineno, linalool, sabineno, geraniol, terpinoleno, entre
otros. (58)

El limén también contiene una cantidad notable de potasio, siendo este el mineral mas
abundante. También se encuentran pequefias cantidades de magnesio y fésforo. La
vitamina C desempefia un papel crucial en la formacién de colageno, huesos y dientes,
asi como en la produccién de glébulos rojos. Ademas, favorece la absorcion de hierro

de los alimentos y fortalece la resistencia frente a las infecciones. (58)

El potasio es necesario para la transmisién y generacion de impulsos nerviosos, asi
como para el funcionamiento normal de la actividad muscular. También juega un papel
importante en el equilibrio de agua dentro y fuera de las células. EI magnesio esta
relacionado con el funcionamiento adecuado del intestino, los nervios y los musculos.
Ademas de formar parte de los huesos y los dientes, mejora la inmunidad y tiene un
efecto laxante suave. El fésforo contribuye a la mineralizacion adecuada de los huesos
y dientes. (58)
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2.5. Descripcion de la cepa a utilizar
2.5.1. Streptococcus mutans

2.5.1.1. Clasificacién cientifica
Reino: Bacteria

Filo: Firmicutes

Clase: Bacilli
Orden: Lactobacillales
Familia: Streptococcaceae
Género: Streptococcus

Especie: S. mutans. (59)

2.5.1.2. Descripcion
Streptococcus mutans es un tipo de bacteria que pertenece al grupo de Gram positivas
y tiene la capacidad de vivir tanto en ambientes con oxigeno o sin €l, es decir, es
anaerobia facultativa. Esta bacteria se encuentra de manera comun en la cavidad bucal
humana, formando parte de lo que se conoce como placa dental o biofilm dental. Su
presencia esté estrechamente relacionada con el inicio y progresion de la caries dental,
siendo el factor mas influyente en el desarrollo de esta enfermedad bucal. (59)

Se ha reconocido ampliamente que el potencial cariogénico de S. mutans se basa en
tres caracteristicas principales: en primer lugar, su capacidad para sintetizar grandes
cantidades de polimeros extracelulares de glucano a partir de sacarosa, lo cual facilita
su colonizacién permanente en superficies duras y promueve el desarrollo de una matriz
polimérica extracelular en el sitio. En segundo lugar, tiene la habilidad de transportar y
metabolizar diversos carbohidratos en &cidos organicos (acidogenicidad) y en tercer
lugar, es capaz de prosperar en condiciones de estrés ambiental, especialmente en

entornos con bajos niveles de pH (acidez). (59)

Aungque S. mutans no actla de manera aislada en el desarrollo de la caries dental,
estudios realizados en varios laboratorios han demostrado de manera convincente que
esta bacteria puede modificar el entorno local creando un medio extracelular rico en
polisacéaridos (EPS) y con un bajo pH, lo que crea un ambiente favorable para que otras

especies acidégenas y aciduricas también prosperen. (59)

2.5.1.3. Caries
La caries dental es una enfermedad infecciosa de los dientes causada por

microorganismos, que conduce a la erosion de los tejidos duros afectados, incluyendo
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el esmalte, la dentina y el cemento dental. Las caries tienden a formarse bajo
acumulaciones de bacterias conocidas como "placa dental". El inicio de las lesiones
cariosas esta principalmente relacionado con la presencia de comunidades bacterianas,
especificamente Streptococcus mutans, mientras que la progresion activa de la
enfermedad se vincula con la presencia de lactobacilos. Estas comunidades bacterianas
tienen la funcion de metabolizar los carbohidratos y con ello generan un entorno acido
que provoca la desmineralizacion de la estructura dental subyacente. El consumo
frecuente del azlcar esta estrechamente relacionado con el desarrollo de estas colonias

bacterianas acidogénicas. (43)

Signos y sintomas

Se reconoce por cambios en el color y la textura de la parte afectada. Se observan
manchas blancas o negras que con el tiempo evolucionan hacia la formacién de una
cavidad dental que se profundiza. Los sintomas comunes incluyen un dolor repentino e

inexplicado, sensibilidad en el diente y molestias al masticar. (43)

Por lo general, la caries dental comienza de manera invisible en las grietas o fisuras del
diente, asi como en los espacios donde los dientes se unen. En su etapa inicial, es
posible detener e incluso revertir el proceso, pero una vez que avanza, se forma una
cavidad en el diente. En esta etapa avanzada, se requiere un tratamiento para restaurar

la funcion del diente, lo cual implica extraer el tejido dental afectado por la caries. (43)
Causas

La principal causa de la caries dental es la falta de higiene bucal por parte del paciente.
Sin embargo, también existen otras causas que mencionaremos a continuacion:

e Unadieta alta en azucares artificiales y carbohidratos, lo cual acelera la actividad
bacteriana.

o Factores genéticos que pueden resultar en un esmalte dental deficiente o una
falta de dureza, lo que hace que el paciente sea mas propenso a desarrollar
caries. (43)

e La sequedad bucal puede ser un factor importante, ya que la falta de saliva
puede estar asociada a ciertas enfermedades o tratamientos de radioterapia, lo

cual puede ser preocupante. (43)

Estos factores adicionales pueden contribuir al desarrollo de la caries dental junto con

la falta de limpieza oral adecuada.
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2.5.1.4. Medios de cultivo

v AGAR SANGRE
El agar sangre es un medio de cultivo empleado para el aislamiento de diversos
microorganismos, al suplementarse con sangre ovina, facilita el crecimiento de
bacterias que tienen requerimientos nutricionales exigentes. Dicho agar base
puede ser enriquecido con sangre (5-10%). (60)

v INFUSION DE CEREBRO CORAZON (BHI)
El medio de cultivo utilizado es la Infusién de Cerebro Corazén (BHI). Este medio
es empleado debido a su alta eficacia para lograr el crecimiento de bacterias,

especialmente Streptococcus, meningococo, heumococo, entre otras. (60)

2.5.1.5. Ensayos para evaluar el efecto antimicrobiano
CRECIMIENTO BACTERIANO
El crecimiento se refiere al aumento organizado de todos los elementos constituyentes
de un organismo. No se considera crecimiento real el aumento de tamafio que ocurre
cuando una célula absorbe agua o almacena lipidos o polisacaridos. La multiplicacién
de células se produce mediante la fisiébn binaria, que aumenta el nimero de bacterias

individuales que forman una poblacién conocida como cultivo. (61)

Es crucial hacer una distincion entre el crecimiento de células individuales y el
crecimiento de poblaciones, especialmente en microorganismos, donde los estudios se

centran en el crecimiento de poblaciones debido a su pequefo tamafio. (61)

El crecimiento de una poblacion se produce cuando el numero de células aumenta a
través del crecimiento individual y la posterior divisién celular. Este tipo de crecimiento
ocurre de manera exponencial, lo que significa que cada célula se divide en dos células
hijas y a su vez, cada una de esas células hijas se divide en dos mas, lo que resulta en

una duplicacién de la poblacién en cada periodo de divisién. (61)

CURVA DE CRECIMIENTO
Las fases de la curva de crecimiento bacteriano, representan los sucesos que ocurren
en una poblacién de organismos, no en células individuales. A este tipo de cultivo se le
denomina cultivo discontinuo.
e Fase de latencia: Las células que carecen de metabolitos y enzimas debido a
las condiciones desfavorables al final de su cultivo previo, se adaptan a su nuevo
ambiente.

e Fase exponencial: Las células se encuentran en un estado de equilibrio.
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e Fase estacionaria: La falta de nutrientes o la acumulacién de productos téxicos
detiene completamente el crecimiento.

e Fase de declinacién (fase de muerte): que sigue a un periodo en estado
estacionario, la viabilidad de las células disminuye a un ritmo especifico. La
velocidad de esta disminucién varia dependiendo del tipo de organismo y las
condiciones del cultivo. El indice de mortalidad aumenta gradualmente hasta

alcanzar un nivel constante. (61)

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)
En la clasificacién se tienen los siguientes:

e Métodos cuantitativos: Se emplean para calcular la concentracion minima
inhibitoria (CIM) y la concentracion minima bactericida (CBM). La CIM se define
como la menor cantidad de antibiético que, en un lapso de tiempo especifico,
puede detener el crecimiento in vitro de una poblacion bacteriana que ha sido
previamente estandarizada (con una concentracibn conocida de
microorganismos. Por otro lado, la CBM se refiere a la minima concentracion de
un antibidtico que, durante un tiempo predeterminado, logra causar la muerte in
vitro del 99.9% de una poblacion bacteriana que ha sido estandarizada
previamente. Para determinar la CMI, se pueden emplear varios métodos, como
la microdilucién o macrodilucién en caldo, la diluciéon en agar o el E-test, que es
un método de marca comercial. (62)

e Meétodos cualitativos: los métodos cualitativos, como el de disco difusién, se
emplean para clasificar directamente a un microorganismo como sensible o
resistente a un antibiético. El método de disco difusién es ampliamente utilizado
en la practica diaria. (62)

METODOS DE DIFUSION

Método del antibiograma (kirby bauer)

El antibiograma disco-placa, basado en el trabajo de Bauer, Kirby y sus colaboradores,
es considerado uno de los métodos recomendados por el National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) para determinar la sensibilidad bacteriana a los
antimicrobianos. Este método se clasifica como cualitativo y se caracteriza por su
facilidad para estandarizarse. Es especialmente adecuado para microorganismos que

no requieren un rapido crecimiento. (62)

METODOS DE DILUCION
El método de dilucion en agar o caldo se emplea como un examen de susceptibilidad

microbiana para calcular tanto la Concentracion Minima Bactericida (CMB) como la
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Concentracién Minima Inhibitoria (CIM). Dichas pruebas se basan en el estudio del
crecimiento de los microorganismos en presencia de concentraciones crecientes del
agente antimicrobiano, el cual se diluye en el medio de cultivo (ya sea caldo o agar). Los
métodos de microdilucibn en caldo son considerados especialmente Utiles para

determinar la CMI en un gran nimero de muestras. (62)

2.6. Gel

Los geles son una forma farmacéutica semisélida compuesta por un solvente espesado
mediante la adicion de sustancias con naturaleza coloidal. Estos coloides son polimeros
que actuan como agentes gelificantes, conformando la fase dispersa, mientras que el
solvente liquido constituye la fase continua. (63)

Normalmente, la fase continua se compone de agua o soluciones hidroalcohdlicas, lo
gue da lugar a los llamados hidrogeles. Sin embargo, también es posible gelificar
aceites, resultando en lo que se conoce como lipogeles. Otra opcién es emplear los
polimeros para gelificar la fase acuosa de una emulsion, creando lo que se denomina
crema-gel. (63)

2.6.1. Caracteristicas

e Buena extensibilidad: Pueden extenderse facilmente sobre la piel formando
peliculas continuas, lo que facilita la absorcién de los farmacos.

e Aspecto agradable: Suelen ser transparentes, lo que les da un aspecto
agradable y favorece la adherencia a los tratamientos.

o Versatilidad de consistencia: La consistencia del gel puede ajustarse al modificar
la concentracion del polimero gelificante, permitiendo obtener preparados muy
fluidos (por ejemplo, para salivas y lagrimas artificiales), semifluidos (como
sueros) o incluso de gran consistencia. Algunos geles son tixotrépicos, lo que
significa que su viscosidad disminuye al agitarlos, facilitando su aplicacién, y
recuperan su estructura al dejarlos en reposo.

o Compatibilidad con diferentes sustancias: Aunque son ideales para transportar
principios activos hidrosolubles, también pueden incorporar otras sustancias,
incluso grasas, lo que permite formar crema-geles o activos liposomados.

e Costo econémico: En general, son muy econémicos, ya que el agua es el
componente mayaoritario y puede representar hasta el 99% del excipiente.

o Amplia aplicabilidad: Muchos geles pueden utilizarse tanto sobre la piel como en
mucosas Yy algunos incluso se emplean por via interna para la lubricacion de

sondas o catéteres. (63)
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2.6.2. Tipos de geles
La clasificacidbn mas practica de los geles se basa en el origen y caracteristicas de los
gelificantes utilizados. Algunas de las categorias mas comunes son las siguientes: (63)
1. DE ORIGEN NATURAL:
Los geles obtenidos de fuentes vegetales o animales practicamente no se
emplean en la actualidad para elaborar formulas topicas, siendo mas comunes
como espesantes en formas orales. Algunos ejemplos de gelificantes vegetales
son el almiddn, la pectina, diversas gomas como la arabiga o la de tragacanto,
asi como mucilagos como el agar o los alginatos. En contraste, la gelatina es el

Unico gelificante obtenido de origen animal. (63)

Por otra parte, la bentonita, un silicato de aluminio, tiene la capacidad de formar
geles cuando se encuentra en presencia de altas concentraciones de sales
minerales, pero su uso se limita principalmente a la elaboracién de la locion de
calamina. Dentro de este grupo, también encontramos la goma xanthan, que es

producida por la bacteria Xanthomonas campestris. (63)

2. DE ORIGEN SEMISINTETICO:
En este caso los mas conocidos son aquellos derivados de la celulosa, que
incluyen la metilcelulosa, carboximetilcelulosa, hidroxietilcelulosa,
hidroxipropilcelulosa e hidroxipropilmetilcelulosa. Ademas de estos, también se
pueden emplear derivados de la goma guar en la formaciéon de geles. Estos
polimeros son ampliamente utilizados en diversas aplicaciones farmacéuticas y

cosmeéticas debido a sus propiedades gelificantes y espesantes. (63)

2.7. Gel dental

El gel dental es un dentifrico destinado a la limpieza de los dientes y la cavidad bucal,
es de consistencia semisolida y segin su formulacién puede tener actividad terapéutica
o profilactica de patologias bucales como anti caries, anti placa, gingivales o de
sensibilizantes. Su diferencia con una pasta dental es la consistencia, siendo el gel de
una cualidad mas acuosa, gomosa y la pasta dental mas densa y arcillosa, ademas que
la pasta dental en su uso genera mas espuma y una sensacion de limpieza cuando en
realidad hace es irritar las encias y rayar la superficie de los dientes. Asi también, el gel
dental al no poseer de un componente abrasivo en su composicion logra un cepillado

con menor ardor en la boca. (14)
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2.7.1. Forma de elaboracion
La férmula patron en general va estar constituida por un principio activo y como
excipiente vatener a un gelificante, regulador del pH si procede y un diluyente. Respecto
al entorno se recomienda elaborar en un area de trabajo con una humedad relativa

menor o igual al 60% y a una temperatura de 20 °C a 30°C. (64)

La elaboracion consiste primeramente en pesar todos los componentes, luego el
gelificante se dispersa en parte del diluyente por toda la superficie evitando la formacion
de grumos, para la total imbibicién del diluyente se deja reposar el tiempo suficiente,
seguidamente se procede a agitar, pero evitando la incorporacion de aire hasta obtener

un gel uniforme. (64)

En el momento de agregar el principio activo, se recomienda agregar en el diluyente
disuelto previo a la elaboracién del gel, si no es factible una vez elaborado el gel se
incorporara los principios activos solubles en el resto del diluyente y si el principio activo
es insoluble en el diluyente, se debera disolver o dispersar en el minimo volumen posible

de un solvente con la polaridad adecuada. (64)

En caso de que sea necesario para la gelificacion, se puede agregar la sustancia
reguladora del pH si procede, ajustando al pH deseado. Con respecto a la velocidad,
tiempo de agitacién y temperatura, estos se especifican en cada formulacién en concreto
y los materiales necesarios para su elaboracion son los vasos precipitados y un agitador

mecanico con/sin calefaccion o manual. (64)

2.7.2. Control de calidad del gel dental elaborado
El producto elaborado deberéa de ser evaluado de acuerdo a los distintos parametros de
control de calidad, el cual varian acorde al modelo de producto farmacéutico, en este
estudio se realizard un control de calidad de un preparado semisdlido, segin la Real
Farmacopea Espafiola Monografia N° 0132 ya que el gel se considera una forma

farmacéutica semisélida. (65)

El hidrogel una vez elaborado necesita de al menos 24 horas de maduracion, para
proceder a llevar a cabo los ensayos pertinentes de calidad, puesto que en ese
transcurso de tiempo se supone que el gel logra la maxima imbibicién en el liquido
gelificante mayoritario, formado en la mayoria de los casos por agua o soluciones

hidroalcohdlicas o hidro-propilen-alcohdlicas. (65)
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Caracteres Fisicos y Organolépticos:
Las siguientes caracteristicas mencionadas se deben verificar por observacion directa.

1. Color: El gel por naturaleza es incoloro, quien le confiere cierta coloracion son
los principios activos incorporados, como el color &mbar cuando se prepara un
gel con extractos hidroalcohdlicos de plantas. (65)

2. Olor: El gel dependiendo del tipo de agente gelificante empleado va a tener un
cierto olor, asi como la incorporacion de principios activos también puede hacer
variar el olor. (65)

3. Evanescencia: Algunos geles suelen ser evanescentes y otros carecen de esta
propiedad, el cual genera un efecto refrescante al ser aplicado sobre la piel
debido a la evaporacion del agua contenida en el mismo, caracteristico de los
geles como el Carbopol 940, carboximetilcelulosa sddica, hidroxietilcelulosa,
metilcelulosa, etc. por lo que se emplean como excipientes en el tratamiento de
procesos agudos dermatoldgicos. (65)

4. Determinacion de extensibilidad: Este control indica que el gel tiene la
capacidad para ser aplicado y distribuido uniformemente durante su uso,
asimismo es un modo de examinar que la elaboracién ha sido apropiadamente
reproducida, para lo cual se toma una porcion de gel y se aplica sobre el
antebrazo en forma longitudinal y en un Unico sentido. Para comparar no existen
valores de referencia, por ello quien crea sus propios margenes de tolerancia es
la propia oficina de farmacia y para asegurarse que el ensayo sea valido se debe
de tener en cuenta que la humedad relativa, cantidad de preparado, condiciones
ambientales como de temperatura, el tiempo de lectura, etc., deben ser los
mismos durante cada ensayo. La extensibilidad de los geles queda regulada por
la presencia de polioles, usualmente por propilenglicol o glicerina, cuanto mayor
es la concentracion de estas sustancias mayor es la extensibilidad. (65)

5. Consistencia aparente: Existen cuatro tipos de consistencia en los geles, en

funcion de su resistencia al ser agitados con una varilla de vidrio.

e Consistencia fluida: Estos geles apenas presentan resistencia al ser
agitados y se pueden considerar practicamente liquidos, se emplean
como bases viscosizantes en la elaboracion de suspensiones.

e Consistencia semifluida: Presentan una resistencia ligera a la agitacion y
tienen una consistencia semejante a un jarabe.

e Consistencia media: Muestran una moderada resistencia a la agitacion y

tras su volcado hacia otro recipiente apenas carecen de movimiento.
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6.

7.

10.

11.

12.

e Consistencia alta: Muestran una alta resistencia a la agitacion y tras su
volcado a otro recipiente carecen de movimiento. (65)

Transparencia: La mayoria de los geles suelen tener una alta transparencia, sin
embargo, hay algunos factores que originan geles translicidos hasta opacos,
COmo son:

o Existencia de trazas metdlicas en el liquido gelificante el cual puede
provenir del utillaje empleado para la elaboracion o de las impurezas de
algunos excipientes.

e Tiempo no adecuado de imbibicién del agente gelificante.

e Principios activos no solubilizados en el agua del gel o insolubles
solubilizados de manera incorrecta.

e Principios activos insolubles pulverulentos afiadidos de forma directa
formando una pasta, el cual da resultado a un gel opaco. (65)

Determinacién del pH: Mediante este ensayo se determinara la actividad de
iones hidrégenos empleando el pH metro segun el procedimiento normalizado.
(65)

Existencia de agregados de agente gelificante: En una inadecuada
gelificaciébn o agitacidon suelen aparecer en forma de grumos transparentes
durante la elaboracion.

Existencia de exudacion: Cuando hay una inadecuada imbibicién entre el
liquido gelificante y el agente se da este fenébmeno a causa del empleo de
incorrectos cosolventes cuantitativamente o cualitativamente para disolver un
principio activo insoluble en el liquido gelificante, el cual se puede ver a simple
vista 0 con una lupa al realizar una extension sobre una superficie negra. (65)
Control microbiolégico: A través de este ensayo se estimara la calidad
sanitaria del gel dental elaborado, en el cual se procedera a realizar un conteo
de los microorganismos tales como levaduras mesofilos aerobios u hongos. (65)
Determinaciéon de la viscosidad: La viscosidad es una propiedad que esta
asociada a la friccion interna en la solucion, el cual expone la resistencia del
liquido al flujo.

Prueba de estabilidad: Consiste en someter el producto elaborado a ciclos de
calentamiento-enfriamiento para observar algin cambio en su aspecto fisico.
(65)
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MARCO CONCEPTUAL
e ACEITE ESENCIAL:

O

Los aceites esenciales son mezclas naturales, complejas y volatiles de
compuestos organicos que se encuentran en diferentes partes de las
plantas, tales como hojas, flores, frutos, cortezas, raices y tallos. Estas
sustancias se caracterizan por poseer un aroma intenso y por presentar

diversas propiedades biolégicas. (66)

e ANTIBACTERIANO:

O

e ATCC:

Se define como una propiedad de un medicamento o una sustancia que
se usa para combatir las bacterias mediante la accion de frenar su
crecimiento, multiplicacion o destruirlas, sin dafio alguno en el organismo
infectado. (67)

El American Type Culture Collection es un centro global de recursos
biolégicos el cual desarrolla y provee lineas de células y microorganismos
auténticos, una organizacion de estandares que provee estos recursos
para que sean utilizados en las investigaciones cientificas como

referencia, trabajo y reserva. (68)

e CARIOGENICO:

O

Se define aquel alimento o microorganismo que tiene la capacidad de
generar, favorecer o fomentar el desarrollo de caries dental en la cavidad
bucal, el principal cariogénico en la boca es el Streptococcus mutans y

junto a una dieta alta en carbohidratos condiciona su infecciosidad. (69)

e CARIES DENTAL:

O

La caries dental es una de las enfermedades bucales mas comunes,
tanto a nivel nacional como mundial. Se considera una enfermedad
infecciosa y contagiosa que afecta los dientes, causando una
descomposicion gradual de sus tejidos calcificados. La bacteria
Streptococcus mutans es cominmente encontrada en la placa dental o
biofilm y estd directamente relacionada con el inicio y progresion de la

caries. (17)
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CEPAS:
o Cepa se define como una poblaciéon de microorganismo de la misma
especie que se origina de una muestra en particular o de una Unica
célula, la que usualmente es propagada o multiplicada clonalmente

dependiendo del interés en su conservacién. (70)

CMI:
o Concentracién Minima inhibitoria, es la menor concentracion (en pg/ml)
de un agente antimicrobiano que detiene visiblemente el crecimiento de

un microorganismo después de un tiempo especifico de incubacion. (71)

GELIFICANTE:
o Son sustancias poliméricas organicas que tienen la capacidad de formar
estructuras tridimensionales o coloidales en medio liquido, es decir al

entrar en contacto con otra, la hace mas viscosa o densa. (72)

GEL DENTAL
o Es una forma farmacéutica semisélida destinada para la higiene de los
dientes y la cavidad bucal, que, dependiendo de su formulacion, puede

tener propiedades terapéuticas. (17)

MEDIO DE CULTIVO:
o Un medio de cultivo es una combinacion de elementos que proporciona
las condiciones Optimas para el crecimiento y desarrollo de los

microorganismos. (73)
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CAPITULO 1Nl

MATERIALES Y METODOS

3.1. Material bioldgico

3.1.1. Material vegetal

Piper aduncum “Matico”

Citrus jambhiri Lush “Limén Risso”

3.1.2. Material microbiano

Cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175

3.2. Materiales e instrumentos

3.2.1. Materiales de campo

Bolsas de polietileno transparentes
Bolsas de papel Kraft

Céamara fotogréfica

Cuaderno de campo

Cuter

Tijeras podadoras

Guantes

Lapiceros

Plumones marcadores

3.2.2. Materiales de laboratorio

Vaso precipitado 50, 100 y 250 mL.
Tubos de ensayo

Probetas

Matraz

Baguetas

Fiolas

Placas Petri

Embudo

Luna de reloj

Laminas porta y cubre objeto
Asas de siembra

Hisopos estériles

Algodon

Mechero Bunsen

Pipetas
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Micropipeta de 100-1000 uL
pH-metro digital

Gradillas

Pinzas

Papel Kraft

Papel aluminio

Vernier

Pesas calibradoras

Papel milimetrado

Papel filtro

3.2.3. Equipos de laboratorio

Agitador magnético
Destilador de aceite esencial
Balanza analitica (0.001 gr)
Autoclave automatico digital.
Viscosimetro Anton Paar
Destilador de agua
Incubadora

Refrigeradora

Centrifuga Hettich
Refractometro

Polarimetro

Campana extractora de gases

Cabina de flujo laminar

3.2.4. Solventes y reactivos

Agua destilada
Cloroformo

Acido acético
Acetona

Alcohol 70° y 96°
Metanol

Bencina

Hexano

Acetato de etilo
Hidroxido de potasio

Alcohol neutralizado (hidréxido de sodio y alcohol)

44



- Fenolftaleina

- Solucién salina

3.2.5. Insumos para la elaboracién del gel dental de Piper aduncum “Matico”
y Citrus jambhiri Lush “Limén Risso”

- Glicerina

- Carboximetilcelulosa sédica

- Tween 80

- NaOH 10%

- Sorbitol

- Stevia

- Agua destilada

- Aceite esencial de Piper aduncum “Matico”

- Aceite esencial de Citrus jambhiri Lush “Limén Risso’

3.2.6. Medios de cultivo

- Agar Sangre — enriquecido con sangre 7%.

- Agar de Sabouraud

- Agar nutritivo

- Caldo BHI (caldo: Infusién Cerebro Corazén)
- Agar Cetrimida

- Agar TSA (Agar Tripticaseina Soya)

- Agar Mac Conkey

- Agar Manitol Salado

3.2.7. Otros materiales
- Barbijos

- Guardapolvo

- Gorras

- Guantes

- Hilo pabilo

3.3. Disefio de la investigacion
3.3.1. Disefio metodolégico
3.3.1.1. Tipo de investigacién
El presente estudio de investigacion, precisa evaluar la actividad in vitro del gel dental
elaborado con los aceites esenciales de Piper aduncum y Citrus jambhiri Lush sobre la
cepa bacteriana de Streptococcus mutans ATCC 25175, por lo cual se realiz6 el

siguiente disefio de investigacion.
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3.3.1.2. Disefio de investigacion
Para la investigacion se establecié un disefio experimental de tipo cuasiexperimental,
debido a que se manipul6 deliberadamente al menos una variable independiente para
observar su actividad antibacteriana (efecto) y la relacibn a una o mas variables

dependientes.

En el presente estudio se manipularon las variables concernientes a los volumenes del
aceite esencial presente en el gel dental elaborado, en correlacion con la actividad in

vitro frente a la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.

3.3.2. Disefio de la prueba de actividad antibacteriana sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175 de los aceites esenciales de Piper aduncum “Matico” y
Citrus jambhiri Lush “Lim6n Risso” por el método de macrodilucion
(Concentracion Minima Inhibitoria)
Para determinar la actividad antibacteriana in vitro sobre Streptococcus mutans ATCC
25175 de los aceites esenciales de Piper aduncum “MATICO” y Citrus jambhiri Lush
“LIMON RISSO”, se sigui6 el siguiente disefio detallado en la tabla N° 3.1,

Tabla N° 3.1. Disefio de la prueba de actividad antibacteriana sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175 de los aceites esenciales de Piper aduncum (Matico) Y Citrus
jambhiri Lush (Limén Risso) por el método de macrodilucién

GRUPO TRATAMIENTO MEDICION DE LA
EXPERIMENTAL PRUEBA
G - 01
G2 X1 O2
Gs X Os
Gx Xx Ox
Gx+1 Xx+1 Ox+1

Fuente: elaboracion propia.
Donde:

- Gy, G2...Gx+1: Cepas estandar de Streptococcus mutans ATCC 25175.
- (-): Control negativo (Caldo BHI — Infusion Cerebro Corazon)

- Xu:Aceite esencial de Piper aduncum “Matico” al 100%.
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Xo:
X10
X1
X12
X13
X14

: Aceite esencial de Piper aduncum “Matico” al 50%.

: Aceite esencial de Piper aduncum “Matico” al 25%.

: Aceite esencial de Piper aduncum “Matico” al 12.5%.
: Aceite esencial de Piper aduncum “Matico” al 6.25%.
: Aceite esencial de Piper aduncum “Matico” al 3.13%.

: Aceite esencial de Piper aduncum “Matico” al 1.56%.

: Aceite esencial de Citrus jambhiri Lush “Limén Risso” al 100%.

Aceite esencial de Citrus jambhiri Lush “Limén Risso” al 50%.

: Aceite esencial de Citrus jambhiri Lush “Limén Risso” al 25%.

: Aceite esencial de Citrus jambhiri Lush “Limén Risso” al 12.5%.

: Aceite esencial de Citrus jambhiri Lush “Limén Risso” al 6.25%.

: Aceite esencial de Citrus jambhiri Lush “Limén Risso” al 3.13%.

: Aceite esencial de Citrus jambhiri Lush “Limén Risso” al 1.56%.

01, 03...0x1: Observacion de presencia y/o ausencia de turbidez.

3.3.3. Disefio de la formulacién de gel dental elaborado a partir de los aceites

esenciales
GEL DENTAL A BASE DE LOS ACEITES ESENCIALES DE Piper aduncum

“Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limén Risso”

>

Para desarrollar el gel dental a base de los aceites esenciales de Piper aduncum
“MATICO” y Citrus jambhiri Lush “LIMON RISSO”, se sigui6 el disefio de

formulacién descrito en la tabla N° 3.2.

Tabla N° 3.2. Disefio de la formulacion del gel dental a partir de los aceites esenciales

de Piper aduncum “Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limén Risso”

TRATAMIENTO

GRUPO EXPERIMENTAL MEDICION DE LA PRUEBA
G1 X1 | Xs | Xe | X7 X920 | X121 | O1 | O2 | O3 | O4 | Os | O | O7 | Os | Og | O10 | O11 | O12 | O13 | O14
G2 X2 | Xs | Xe | X7 X920 | X112 | O1 | O2 | O3 | O4 | Os | O | O7 | Os | Og | O10 | O11 | O12 | O13 | O14
Gs X3 | X5 | Xe | X7 X910 | X112 | O1 | O2 | O3 | O4 | Os | Os | O7 | Og | Og | O10 | O11 | O12 | O13 | O14
Donde:

G1: Formulacion del gel dental N°1

G2: Formulacion del gel dental N°2

Gs: Formulacion del gel dental N°3
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3.3.4. Determinacion de propiedades organolépticas,

Xi1: Aceite esencial del Piper aduncum “Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limon

Risso” al 1% - Combinacién de ambos aceites esenciales 1:1, (0.5 mL del aceite

esencial de Matico y 0.5 mL del aceite esencial de Limon risso).

X2: Aceite esencial del Piper aduncum “Matico” y Citrus jambbhiri Lush “Limon

Risso” al 2%. (1 mL del aceite esencial de Matico y 1 mL del aceite esencial de

Limon risso).

Xs: Aceite esencial del Piper aduncum “Matico” y Citrus jambbhiri Lush “Limon

Risso” al 3%. (1.5 mL del aceite esencial de Matico y 1.5 mL del aceite esencial

de Limén risso).

Xs:
Xe:
X7t
Xs:
Xo:

X1o0:
X11:

CMC sddica ()

Glicerina (mL)

Tween 80 (Estabilizador)
NaOH 10%

Sorbitol

Stevia

Agua destilada (mL)

fisicoquimicas vy

microbiolégicas del gel dental de Piper aduncum “Matico” y Citrus jambhiri

Lush “Limén Risso”

Oa:
O.:
Oa:
Oua:
Os:
Oes:
O~
Oes:
Oo:
O1o
Ou
O
O1s3
O14

Color

Olor

Sabor

Consistencia

Comprobacion de la homogeneidad
Transparencia

Determinacion de la untabilidad (Extensibilidad)
Medicion del pH

Medicion de la viscosidad

: Prueba de adherencia

: Prueba de estabilidad acelerada

: Prueba de estabilidad

: Prueba de calentamiento — refrigeracion

: Control microbiolégico
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3.3.5. Disefio de prueba antibacteriana del gel dental elaborado con los aceites
esenciales por el método de kirby bauer modificado
Para determinar la actividad antibacteriana sobre las cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175, de los geles dentales elaborados con los aceites esenciales de Piper
aduncum “Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limoén Risso”, se sigui6 el disefio de post
prueba y grupo control. El detalle del disefio experimental utilizado se presenta en la
tabla N° 3.3.

A. Gel dental de Piper aduncum “Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limén Risso” frente a
cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175

Tabla N° 3.3. Disefio de prueba antibacteriana del gel dental elaborado con el aceite

esencial de Piper aduncum “Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limén Risso”

GRUPO TRATAMIENTO MEDICION DE LA
EXPERIMENTAL PRUEBA
G1 X1 O1 02 O3
G2 X O4 Os Os
Gs X3 O~ Os Og
G4 Xa Ouo Ou O12
Gs Xs O13 Ous O1s

Fuente: elaboracion propia.
Donde:

- G, Gy, ...Gs: Cepas estandar de Streptococcus mutans ATCC 25175.

- Xi1: Gel dental elaborado a base del aceite esencial de Piper aduncum “Matico”
y Citrus jambhiri Lush “Limdén Risso” a una concentracion de 1%.

- Xz Gel dental elaborado a base del aceite esencial de Piper aduncum “Matico”
y Citrus jambhiri Lush “Limén Risso” a una concentracion de 2%.

- Xs: Gel dental elaborado a base del aceite esencial de Piper aduncum “Matico”
y Citrus jambhiri Lush “Limén Risso” a una concentracion de 3%.

- Xa Gel dental patrén (Gel dental de colgate)

- Xs: Antibiéticos (Ciprofloxacino y Clindamicina)

- 04, 0,,03..0;5: Observacion y medicion de los halos de inhibicion del gel dental
elaborado con el aceite esencial de Piper aduncum “Matico” y Citrus jambhiri

Lush “Limo6n Risso” a las 24 horas.
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3.3.6. Disefio de prueba de actividad antibacteriana sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175 del gel dental elaborado con los aceites esenciales de
Piper aduncum “Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limédn Risso” por el método
de macrodilucion
Para determinar la actividad antibacteriana in vitro sobre Streptococcus mutans ATCC
25175 del gel dental elaborado con los aceites esenciales de Piper aduncum “MATICO”
y Citrus jambhiri Lush “LIMON RISSQ’, se sigui6 el disefio de posprueba y grupo control.
La evaluacion se realiz6 mediante el método de macrodilucion, siguiendo los

lineamientos establecidos. El disefio experimental aplicado se detalla en la Tabla N° 3.4

Tabla N° 3.4. Disefio de prueba de actividad in vitro sobre Streptococcus mutans ATCC
25175 del gel dental elaborado a base de los aceites esenciales de Piper aduncum

“Matico” Citrus jambhiri Lush “Limén Risso” por el método de macrodilucién.

GRUPO TRATAMIENTO MEDICION DE LA
EXPERIMENTAL PRUEBA
G, X1 O:
G. X2 O,
Gs X3 O3
Gx Xx Ox
Gx+1 - Ox+1

Fuente: elaboracion propia.
Donde:

- Gy, G2...Gx+1: Cepas estandar de Streptococcus mutans ATCC 25175.

- Xi1: Gel dental elaborado a base de los aceites esencial de Piper aduncum
“Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limén risso” al 100%.

- Xz Gel dental elaborado a base de los aceites esencial de Piper aduncum
“Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limon risso” al 50%.

- Xsz: Gel dental elaborado a base de los aceites esencial de Piper aduncum
“Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limén risso” al 25%.

- X4 Gel dental elaborado a base de los aceites esencial de Piper aduncum
“Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limon risso” al 12.5%.

- Xs: Gel dental elaborado a base de los aceites esencial de Piper aduncum

“Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limon risso” al 6.25%.
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- X Gel dental elaborado a base de los aceites esencial de Piper aduncum
“Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limon risso” al 3.13%.

- X7 Gel dental elaborado a base de los aceites esencial de Piper aduncum
“Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limon risso” al 1.56%.

- (-): Control negativo (base gel)

- 04, 02...0x:1: Observacion de presencia y/o ausencia de turbidez.

3.4. Definiciéon y operacionalizacién de variables
3.4.1. Variables implicadas

3.4.1.1. Variables independientes
I.  Geldental a base de los aceites esenciales de Piper aduncum (MATICO) y Citrus
jambhiri Lush (LIMON RISSO).

DEFINICION CONCEPTUAL:

Es un dentifrico destinado a la limpieza de los dientes y la cavidad bucal, es de
consistencia semisélida y segun su formulacion puede tener actividad

terapéutica o profilactica de patologias bucales como anti caries. (74)
INDICADORES:
A. CONCENTRACION DE LOS ACEITES ESENCIALES

Definicion operacional:

e Naturaleza : Cuantitativa
e Medicion : Directa
e Escala : Razoén

e Instrumento de medicién: Micropipeta

o Procedimiento de medicion: Se procedidé a medir el volumen del
aceite esencial de Piper aduncum (MATICO) y Citrus jambhiri Lush
(LIMON RISSO) en ml, el cual se incluyé en la formulacion y
elaboracion el gel dental.

e Expresion final : 1%, 2%, 3% de concentracion de los
aceites esenciales de Piper aduncum (MATICO) y Citrus jambhiri
Lush (LIMON RISSO).
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. EVALUACION DEL GEL DENTAL
B1. CONTROL DE CALIDAD ORGANOLEPTICO
Sub indicadores:

a. Color

Definicién operacional:

e Naturaleza : Cualitativo
e Medicion : Directa
e Escala : Nominal

e Instrumento de medicion: Ficha de recoleccion de datos
o Procedimiento de medicién: Se tomd6 una muestra en una placa de
vidrio y se procedio6 a observar el color.

e Expresion final : Conforme / no conforme

b. Olor

Definicion operacional:

e Naturaleza : Cualitativo
e Medicion : Directa
e Escala : Nominal

e Instrumento de medicion: Ficha de recoleccion de datos
e Procedimiento de medicién: Se introdujo una tira de papel en la
muestra y se determiné las caracteristicas del olor.

o Expresion final : Caracteristico / no caracteristico

c. Sabor

Definicion operacional:

e Naturaleza : Cualitativo
e Medicion : Directa
e Escala : Nominal

e Instrumento de medicién: Ficha de recoleccién de datos
e Procedimiento de medicion: Se tom6 una muestra del gel dental y se
identificé el sabor.

e Expresion final : Conforme / no conforme
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d. Consistencia

Definicion operacional:

e Naturaleza : Cualitativa
e Medicién : Directa
e Escala : Ordinal

e Instrumento de medicion: Ficha de recoleccion de datos

e Procedimiento de medicion: Se procedié a agitar con una varilla de
vidrio el gel dental y se volcé a otro recipiente para verificar su
consistencia.

e Expresion final : Grado de consistencia (fluida, semifluida,
media y alta).

B2. CONTROL DE CALIDAD FISICOQUIMICO
Sub indicadores:

1. Comprobacién de la homogeneidad

Definicion operacional:

e Naturaleza : Cualitativa
e Medicion : Directa
e Escala : Nominal

e Instrumento de medicion: Ficha de recoleccion de datos

o Procedimiento de medicién: Se unt6 el gel dental en un trozo de
vidrio, se observo contra la luz y se procedi6 a verificar la presencia
de particulas o turbidez, asi como la homogeneidad en el color.

e Expresion final : Homogéneo / no homogéneo.

2. Transparencia

Definicidn operacional:

e Naturaleza : Cualitativa
e Medicion : Directa
e Escala : Nominal

e Instrumento de medicion: Ficha de recoleccion de datos
e Procedimiento de medicion: Se unt6 el gel dental en un trozo de vidrio
para luego observar contra luz.

e Expresion final : Transldcido / turbio.
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3. Determinacién de la untabilidad (extensibilidad)

Definicion operacional:

e Naturaleza : Cualitativa
e Medicion : Directa
e Escala : Nominal

¢ Instrumento de medicion: Ficha de recoleccion de datos

e Procedimiento de medicion: Se colocé una muestra de 0,5 g sobre un
trozo de vidrio y se esperd durante 1 minuto, luego se midié el
diametro de la muestra. A continuacion, se afiadié 1g, 2g, 5g, 10g y
20g de carga sucesivamente y se dej6é reposar durante 1 minuto,
luego se midio los didmetros correspondientes para cada pesa.

o Expresion final : Extensible / no extensible

4. Medicién del pH

Definicién operacional:

e Naturaleza : Cuantitativa
e Medicion . Indirecta
e Escala : Razoén

e Instrumento de medicion: pH-metro

e Procedimiento de medicion: Se Determin6é el valor del pH
directamente de la muestra.

o Expresion final : Valor de pH dentro del valor de referencia
(6.0 -7.0).

5. Medicién de la viscosidad

Definicion operacional:

e Naturaleza : Cuantitativa
e Medicion . Indirecta
e Escala : Ordinal

e Instrumento de medicién: Viscosimetro
e Procedimiento de medicién: La viscosidad se midid utilizando el

Viscosimetro Anton Paar a temperatura ambiente y una velocidad
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adecuada, colocando 100 ml de gel dental en un vaso precipitado de
250 mL.
Expresion final : Grado de viscosidad (fluida, semisélida y

solida).

6. Pruebade adherencia

Definicién operacional:

Naturaleza : Cuantitativa
Medicion : Directa
Escala : Razoén

Instrumento de medicién: Ficha de recoleccién de datos
Procedimiento de medicién: Se determind utilizando el método
modificado segun Nait et al., 2021; Zhang et al., 2019, donde el gel
se adhirié a una superficie ceramica antes de afiadir agua purificada
gota a gota a las muestras, seguidamente se registré el tiempo de
adhesion.

Expresion final : El tiempo de adhesién fue entre 5-10 min.

7. Prueba de estabilidad acelerada

Definicién operacional:

Naturaleza : Cualitativa
Medicién . Indirecta
Escala : Nominal

Instrumento de medicién: Centrifuga Hettich

Procedimiento de medicién: Se centrifugd el gel dental durante 30
minutos a una velocidad de 3800 rpm. Al terminar la evaluacion no se
deben de observar cambios visibles en la forma, olor, el color y la
homogeneidad del gel dental.

Expresion final : Estabilidad en la consistencia / inestabilidad
en la consistencia.

8. Prueba de estabilidad

Definicion operacional:

Naturaleza : Cualitativa

Medicion : Directa
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Escala : Nominal

Instrumento de medicion: Ficha de recoleccion de datos
Procedimiento de medicién: Se almacend a una temperatura y
humedad de 40 + 2°C/75 + 5% HR (condiciones aceleradas) y 30 +
2°C/75 £ 5% HR (condiciones a largo plazo) durante seis meses, con
intervalos de dos meses, donde se observé si se producen cambios
en las caracteristicas fisicoquimicas.

Expresion final : Estable / inestable

9. Prueba de calentamiento — refrigeracion

Definicién operacional:

Naturaleza : Cualitativa
Medicién : Directa
Escala : Nominal

Instrumento de medicién: Ficha de recoleccién de datos
Procedimiento de medicion: En cada ciclo de calentamiento —
enfriamiento, la temperatura se ajusté a 40°C durante 24 horas y a
4°C durante 24 horas. Las formulaciones optimizadas se
almacenaron durante siete ciclos consecutivos, posteriormente se
determinaron el aspecto fisico, el valor de pH y la viscosidad de los
geles dentales

Expresion final : Conforme / no conforme

B3. Control de calidad microbiolégico

Definicién operacional:

Naturaleza : Cualitativa
Medicién . Indirecta
Escala : Nominal

Instrumento de medicién: Ficha de recoleccién de datos
Procedimiento de medicién: Se sembro la dilucién del gel dental en
medios de cultivos especificos para cada uno de los
microorganismos.

Expresion final : Presencia o ausencia de Pseudomona
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Coliformes fecales (E. coli),

Mesofilos Aerobios y Hongos filamentosos y levaduras.
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3.4.1.2. Variables dependientes

Actividad antibacteriana in-vitro del gel dental formulado a base de los

aceites esenciales de Piper aduncum (MATICO) y Citrus jambhiri Lush
(LIMON RISSO) sobre la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.

DEFINICION CONCEPTUAL:

Capacidad del gel dental formulado con aceites esenciales de Piper

aduncum y Citrus jambhiri Lush para inhibir el crecimiento de Streptococcus

mutans ATCC 25175 en condiciones controladas de laboratorio. (75)
INDICADORES
A. SENSIBILIDAD BACTERIANA - FORMA DE MEDICION (KIRBY
BAUER MODIFICADO)
DEFINICION OPERACIONAL:

Naturaleza : Cualitativa
Medicion : Directa
Escala : Nominal

Instrumento de céalculo : Vernier

Procedimiento de medicion: Se midié el area alrededor del
pozo (zona de inhibicibn) generada por las diversas
concentraciones del aceite esencial del gel dental, dicha
medicion se realizé haciendo uso del vernier.

Indicadores . La sensibilidad bacteriana se
determina a través de la medicién del diametro de las zonas
de inhibicion del crecimiento bacteriano.

indices : Resistente/Sensible/Muy
sensible/Altamente sensible.

Expresion final : Clasificacién de sensibilidad

-Resistente (<8 mm)
-Sensible (8 — 14 mm)
-Muy sensible (15 — 20 mm)

-Altamente sensible (>20 mm). (76)
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B. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) - FORMA DE
MEDICION (MACRODILUCION)
DEFINICION OPERACIONAL:

e Naturaleza : Cuantitativa
e Medicion : Directa
e Escala : Razén

e Procedimiento de medicién: Se observo el nivel de opacidad
gue muestran los medios de cultivo que han sido inoculados
con Streptococcus mutans y expuestos al gel dental a base
de los aceites esenciales bajo investigacion.

¢ Indicadores . CMI (Concentracion Minima
Inhibitoria)

e Indices: Grado de turbidez:

v" 0: Sin turbidez (Inhibicion)

v" 1: Poca turbidez (Moderada actividad)
v' 2: Con turbidez (Poco activo)

v' 3: Con mayor turbidez (Inactivo)

o Expresion final: mg/mL. (76)

La Tabla 3.5 presenta el resumen de la operacionalizacion de las variables del estudio,
tanto la variable independiente como la variable dependiente. En ella se detallan la
definicion conceptual, indicadores, subindicadores, naturaleza del indicador, forma de

medicién, escala de medicién, instrumento, procedimiento de medicion y expresion final.
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Tabla N° 3.5. Resumen de operacionalizacion de variables implicadas

VARIABLE DEFINICION | INDICADORES SUB NATURALEZA | INSTRUMENTO | PROCEDIMIENTO EXPRESION FINAL
INDEPENDIENTE | CONCEPTUAL INDICADORES DEL DE MEDICION
INDICADOR/
FORMA DE
MEDICION /
ESCALA DE
MEDICION
Gel dental a base | Es un dentifrico | Porcentaje Cuantitativa/ Micropipeta Se procedié a medir | 1%, 2%, 3% de
del Aceite | destinado a la Directa/ el volumen del aceite | concentracion de los
esencial de Piper | limpieza de los Razén esencial de Piper | aceites esenciales de
aduncum dientes y la aduncum (MATICO) | Piper aduncum
(MATICO) y Citrus | cavidad bucal, y Citrus jambhiri | (MATICO) y Citrus
jambhiri Lush | es de Lush (LIMON | jambhiri Lush (LIMON
(LIMON RISSO). | consistencia RISSO), el cual se | RISSO).
semisdlida vy incluyo en la
segun su formulacion y
formulacion elaboracion gel
puede tener dental.
actividad Control de | Color Cualitativo/ Ficha de | Se tomo una | Conforme / no conforme
terapéutica o | calidad Directa/ recoleccibn de | muestra en una
profilactica de | organoléptico Nominal datos placa de vidrio y se
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patologias
bucales como
anti caries, anti
placa,
gingivales o de
sensibilizantes.
(74)

procedié a observar

el color.
Olor Cualitativo/ Ficha de | Se introdujo una tira | Caracteristico / no
Directa/ recoleccibn de | de papel en la | caracteristico
Nominal datos muestra y se
determind las
caracteristicas  del
olor.
Sabor Cualitativo/ Ficha de | Se tomé una | Conforme / no conforme
Directa/ recoleccion  de | muestra del gel
Nominal datos dental y se identifico
el sabor.
Consistencia Cualitativa/ Ficha de | Se procedi6é a agitar | Grado de consistencia:
Directa/ recoleccion  de | con una varilla de - Fluida
Ordinal datos vidrio el gel dental y - Semifluida
se volc6 a otro - Media
recipiente para - Alta
verificar su
consistencia.
Control de | Comprobacién | Cualitativa/ Ficha de | Se unt6 el gel dental | Homogéneo / no
calidad de la | Directa/ recoleccion  de | en un trozo de vidrio, | homogéneo
fisicoquimico homogeneidad | Nominal datos se observo contra la
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luz y se procedio a
verificar la presencia
de particulas o
turbidez, asi como la

homogeneidad en el

color.
Transparencia | Cualitativa/ Ficha de | Se unto el gel dental | Transldcido / turbio
Directa/ recoleccibn  de | en un trozo de vidrio
Nominal datos para luego observar
contra la luz.
Determinacion | Cualitativa/ Ficha de | Se  coloc6é una | Extensible / no extensible
De La | Directa/ recoleccién de | muestra de 0,5 g
Untabilidad Nominal datos sobre un trozo de

(Extensibilidad)

vidrio y se espero
durante 1 minuto,
luego se midi6 el
diametro de la
muestra. A
continuacion, se
afadio 1g, 29, 5g,
10g y 20g de carga
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sucesivamente y se
dejé reposar durante
1 minuto, luego se
midi6é los diametros
correspondientes

para cada pesa.

Medicion  del | Cuantitativa/ pH-metro Se determind el | Valor de pH dentro del
pH Indirecta/ valor del pH | valor de referencia, (6.0 —
Razon directamente de la | 7.0).
muestra.
Medicién de la | Cuantitativa/ Viscosimetro La viscosidad se | Grado de viscosidad
Viscosidad Indirecta/ medi6é utilizando el - Fluida
ordinal Viscosimetro Anton - Semisolida
Paar. a temperatura - Sdlida

ambiente 'y una
velocidad adecuada,
colocando 100 mL
de gel en un vaso
precipitado de 250

mL.
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Prueba

adherencia

de

Cuantitativa/
Directa/

Razén

Ficha
recoleccion

datos

de
de

Se determind
utilizando el método
modificado  segun
Nait et al., 2021;
Zhang et al., 2019,
donde el gel se
adhirio a una
superficie ceramica
antes de afadir agua
purificada gota a
gota a las muestras,
seguidamente se
registré el tiempo de

adhesion.

El tiempo de adhesién
fue de 5-10 min.

Prueba
estabilidad

acelerada

de

Cualitativa/
Indirecta/

Nominal

Centrifuga
Hettich

Se centrifugd el gel
dental durante 30
minutos a
velocidad de 3800

rom. Al terminar la

una

evaluacion no se

deben de observar

Estabilidad en
consistencia
inestabilidad en

consistencia
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cambios visibles en
la forma, olor, el
color y la
homogeneidad del

gel dental.

Prueba
estabilidad

de

Cualitativa/
Directa/

Nominal

Ficha
recoleccién

datos

de
de

Se almacend a una
temperatura y
humedad de 40 *
2°C/75 £ 5% HR
(condiciones

aceleradas) y 30 +
2°C/75 £ 5% HR
(condiciones a largo
plazo) durante seis
meses, con
intervalos de 2
meses. donde se
observo Si se
producen cambios

las caracteristicas.

Estable / inestable
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Prueba de | Cualitativa/ Ficha de | En cada ciclo de | Conforme/ no conforme
calentamiento - | Directa/ recoleccion  de | calentamiento -
refrigeracion Nominal datos enfriamiento, la
temperatura se
ajustoé a 40°C
durante 24 horasy a
4°C  durante 24
horas. Las
formulaciones
optimizadas se
almacenaron
durante siete ciclos
consecutivos,
posteriormente  se
determinaron el
aspecto fisico, el
valor de pH vy la
viscosidad de los
geles dentales.
Control de Cualitativa/ Ficha de | Se sembré la | Presencia o ausencia de
calidad Indirecta/ recoleccién dilucion del gel | Pseudomona aeruginosa,
microbioldgico Nominal dental en medios de | Staphylococcus aureus,
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cultivos especificos
para cada uno de los

microorganismos.

Coliformes fecales (E.
coli), Mesdfilos Aerobios
y Hongos filamentosos y

levaduras.

VARIABLE DEFINICION INDICADORES | SUB NATURALEZA | INSTRUMENTO | PROCEDIMIENTO | EXPRESION FINAL
DEPENDIENTE CONCEPTUAL INDICADORES | DEL DE MEDICION
INDICADOR/
FORMA  DE
MEDICION  /
ESCALA DE
MEDICION
Actividad Capacidad del | La sensibilidad Cualitativa/ El Instrumento | Se midi6 el érea | Clasificacion de
antibacteriana in- | gel dental | bacteriana se Directa/ usado para la | alrededor del pozo | sensibilidad:
vitro del gel formulado con | determina a Nominal medicion es el | (zona de inhibicion) | Resistente (€8 mm).
dental formulado | aceites travées de la vernier generada por las | Sensible (8 — 14 mm)
a base de los esenciales de | medicion  del Forma de diversas Muy sensible (15 - 20
aceites Piper aduncum | didmetro de las Medicion: indices: concentraciones del | mm).
esenciales de y Citrus | zonas de KIRBY BAUER | Resistente/ aceite esencial del | Altamente sensible (>20
Piper aduncum | jambhiri  Lush | inhibiciéon  del MODIFICADO | Sensible/ Muy | gel dental, dicha | mm). (76)
(MATICO) y para inhibir el | crecimiento sensible/ medicién se realiz
Citrus jambhiri crecimiento de | bacteriano.
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Lush (LIMON
RISSO) sobre las
cepas de
Streptococcus
mutans ATCC
25175.

Streptococcus
mutans ATCC
25175 en
condiciones
controladas de

laboratorio.(75)

Altamente

sensible.

haciendo uso del

vernier.

CMI
(Concentracion
Minima
Inhibitoria)

Cuantitativa/
Directa/

Razén

Forma de
medicion:
METODO DE
MACRODILUC
ION

0: Sin turbidez
(inhibicion -
Buena actividad)
1: Poca turbidez
(moderada
actividad)

2: Con turbidez
(poco activo)

3: Con
turbidez

mayor

(inactivo).

Se observé el nivel
de opacidad que
muestran los medios
de cultivo que han
sido inoculados con
Streptococcus

mutans y expuestos
al gel dental a base
de los aceites
esenciales bajo

investigacion.

mg/mL.

Fuente: Elaboracion propia
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3.4.2. Variables no implicadas
3.4.2.1. Variables intervinientes
> DE LA PLANTA
e Zona de recoleccion de muestras:

v' Piper aduncum (MATICO): La recoleccion de la especie vegetal
se realiz6 en el distrito de Yanatile, provincia de Calca,
departamento de Cusco.

v' Citrus jambhiri Lush (LIMON RISSO): La recoleccion de la
especie vegetal se realizé en el distrito de Yanatile, provincia de
Calca, departamento de Cusco.

e Temporada de recoleccion:

v' La especie vegetal Piper aduncum (MATICO) tiene una floracién
y fructificacion generalmente durante todo el afio, por lo que se
opto recolectar en el mes de agosto. (77)

v’ La especie vegetal Citrus jambhiri Lush (LIMON RISSO) florece
durante casi todo el afo, pero principalmente la cosecha se
realiza de febrero a septiembre, por lo que se opt6 recolectar en
el mes de agosto. (78)

e Horario de recoleccion:

v' La especie vegetal Piper aduncum (MATICO) se recolectd
durante el dia.

v’ La especie vegetal Citrus jambhiri Lush (LIMON RISSO) se
recolect6 durante el dia.

e Estructura de la planta a estudiar:

v' Se utiliz6 las partes aéreas de la planta Piper aduncum
(MATICO).

v Se utilizé los frutos, hojas de Citrus jambhiri Lush (LIMON
RISSO).

> DE LA BACTERIA:
e Medio de cultivo: Cultivo caldo BHI, agar Mueller Hinton y agar sangre.
e Bacteria aislada: Cepas bacterianas de Streptococcus mutans ATCC

25175, estandarizadas y certificadas.
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3.5. Criterios de inclusion y exclusion
A. DE LA ESPECIE VEGETAL

Criterio de inclusion:

o Hojas verdes enteras y en buen estado de la especie vegetal Piper
aduncum “Matico”.
o Frutos, hojas en buen estado de la especie vegetal Citrus jambhiri Lush

“Limoén Risso”.
Criterio de exclusion:

o Se descartaron muestras sucias, que poseian deterioro o mal estado,
contaminadas con hongos de la especie vegetal Piper aduncum “Matico”.
o Se descartaron los frutos inmaduros, contaminados por hongos, en mal
estado o las que estaban iniciando a deteriorarse, asi como las hojas
dafiadas o contaminados de la especie vegetal Citrus jambhiri Lush

“Limén Risso”.

B. DE LA BACTERIA
Criterio de inclusion:
o Cepa bacteriana de Streptococcus mutans ATCC 25175 en buenas

condiciones, que cumplan con las caracteristicas basicas de la cepa.
Criterio de exclusion:

o Se excluyé las cepas bacterianas que presentaron contaminacion por
hongos y otros microorganismos, placas Petri mal inoculadas donde no

se observo crecimiento de la cepa.

C. DE LA FORMULACION
Criterio de inclusién:

o Se trabajé con las formulaciones que cumplieron las caracteristicas
idoneas del control de calidad organoléptico, fisicoquimico y
microbioldgico.

Criterio de exclusion:
o No se trabajaron con las formulaciones que presentaron problemas en la

homogeneidad, intolerantes al gusto y olor, pH incorrecto e inestabilidad.
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3.6. Procedimiento general

Primero, se empezd con la recoleccion de las muestras vegetales de Piper aduncum
“Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limén Risso”, seguidamente se procedio a la seleccién
de las hojas y frutos respectivamente para luego enviar un ejemplar de cada especie
vegetal para su clasificacion taxonomica al Instituto Cientifico Michael Owen Dillon
(IMOD) — Arequipa.

Luego se determiné el porcentaje de humedad de las muestras vegetales de Piper
aduncum “Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limén Risso”, después se procedié a extraer
los aceites esenciales por separado mediante el método de Destilacion por Arrastre de
Vapor, seguidamente se determiné el porcentaje de rendimiento, prueba de solubilidad,
analisis organolépticos v fisicoquimicos y por ultimo se determind la composicién de
ambos aceites esenciales por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de

masas.

Se realizé la activacion de la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175, con ello,
mediante el método de macrodilucién se realizé la determinacién de la Concentraciéon
Minima Inhibitoria de los aceites esenciales de Piper aduncum “Matico” y Citrus jambhiri

Lush “Limoén Risso”.

Después se elaboraron las preformulaciones de los geles dentales en base a la CMI de
los aceites esenciales de Piper aduncum “Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limén Risso”,
a diferentes concentraciones, donde solo se eligieron tres formulaciones teniendo en
cuenta sus caracteristicas organolépticas, a dichas formulaciones se realizaron el

control de calidad organoléptico, fisicoquimico y microbiolégico.

Por ultimo, se evalué la actividad antibacteriana del gel dental elaborado a base de los
aceites esenciales de Piper aduncum “Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limén Risso”
frente a la cepa en estudio, dicha evaluacion se realiz6 mediante dos técnicas, la primera
fue a través del método de Kirby Bauer Modificado, en el cual se determiné la
sensibilidad bacteriana y el segundo fue el método de Macrodilucion, en el que se
determiné la concentracion minima inhibitoria (CMI). Finalmente se determin6 el
sinergismo entre ambos aceites esenciales mediante el calculo del indice de
fraccionamiento inhibitorio combinado (FICI). El detalle del procedimiento general que

se siguio en la investigacion se presenta en el flujograma N°1.
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Flujograma N° 1. Procedimiento general de la investigacion

Activacion de

Streptoccocus

mutans ATCC
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|

Seleccion y secado de
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“Limon Risso”.

Identificacion de las

especies

Determinacion de la

v

Extraccion del aceite
esencial por
destilacion de arrastre
de vapor

v

Determinacion de la
CMI del aceite
esencial, método de
macrodilucion.

1

v

humedad

Andlisis fisicoquimico

Prueba de solubilidad

Porcentaje de
rendimiento

Preformulacion y
formulacion del gel
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Control de calidad
organoléptico

Control de calidad
fisicoquimico

Control de calidad
microbiol6gico

\ 4
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dental.

Sensibilidad bacteriana -
método de Kirby Bauer
Modificado.

v

Determinacion de la CMI
método de macrodilucion.

Resultados y
conclusiones.

Fuente: Elaboracion propia




3.6.1. Preparacion de la muestra vegetal

e« RECOLECCION DE LA MUESTRA VEGETAL: Se realiz6 la recoleccion de las
especies vegetales de Piper aduncum “Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limén
Risso”, en el distrito de Yanatile, provincia de Calca, departamento de Cusco, a
una altitud de 1124 msnm, en el mes de agosto, ambas muestras vegetales se
preservaron en bolsas de polietileno transparente. Fueron identificadas
botanicamente en el Herbario del Instituto Cientifico Michael Owen Dillon (IMOD)
- Arequipa

e SELECCION DE LAS MUESTRAS: Se seleccionaron los mejores ejemplares
de las muestras vegetales, hojas para la especie vegetal Piper aduncum
“Matico”; frutos y hojas para la especie vegetal Citrus jambhiri Lush “Limon
Risso”, se escogieron las partes no dafiadas, libres de hongos y enfermedades.

e LAVADO: Se realiz6 el lavado de las muestras vegetales con la finalidad de
evitar residuos que alteren la calidad de la muestra y que dafien los resultados
obtenidos. (79)

e SECADO: Las muestras vegetales se secaron sobre papel Kraft en mesas, en
un ambiente ventilado, limpio a temperatura ambiente, protegidos del sol, segun

la presencia de humedad se fueron volteando y cambiando de papel. (79)

3.6.2. Determinacion de porcentaje de humedad
La determinacion del porcentaje de humedad se realizé por triplicado en placas Petri,
donde se us6 5 gr de las hojas frescas de Piper aduncum “Matico” y en el caso de Citrus
jambhiri Lush “Limon Risso”, se eligié hojas y frutos de tamafio regular con un peso
semejante, posteriormente las muestras vegetales se introdujeron a la estufa a una
temperatura de 40°C, hasta peso constante, finalmente se calculé el porcentaje de

humedad con la siguiente expresién: (79)

P1— P2

%H =
o P1

Donde:

7

* %H = Porcentaje de humedad.

X3

%

P1 = Peso inicial de la muestra vegetal fresca.

7

% P2 =Peso de la muestra vegetal seca. (79)
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3.6.3. Extraccion del aceite esencial
El método que se empled para la extraccion de los aceites esenciales es la destilacion
por arrastre de vapor, un proceso que consiste en la separacion a través del uso del
vapor de agua, en el cual se vaporizan los componentes volatiles de la especie vegetal.
(80)

A. PROCEDIMIENTO PARA LA EXTRACCION DE ACEITE ESENCIAL DE Piper
aduncum “Matico”
1. Se acondicion6 1 kg de hojas secas de Piper aduncum “Matico” en el tanque del
equipo de destilacion.
2. Mediante el método de destilacion por arrastre de vapor se procedié a la
extraccion del aceite esencial, durante un periodo de una hora.

3. El aceite esencial obtenido se decant6 y almacené a 4 °C. (80)

B. PROCEDIMIENTO PARA LA EXTRACCION DE ACEITE ESENCIAL DE Citrus
jambhiri Lush “Limén Risso”
1. Se acondicioné 1 kg de rodajas del fruto y hojas de Citrus jambbhiri Lush “Limon
Risso” en el tanque del equipo de destilacion.
2. Mediante el método de destilacion por arrastre de vapor se procedié a la
extraccion del aceite esencial, durante un periodo de una hora.
3. El aceite esencial obtenido se decant6 y almacend a 4 °C. (80)
3.6.4. Determinacion del porcentaje de rendimiento
Para la determinacion del porcentaje de rendimiento se emple6 1 kg de hojas secas de
Piper aduncum “Matico” y 1 kg del fruto seco en rodajas de Citrus jambhiri Lush “Limon
Risso”. (81)

Seguidamente se empled la siguiente expresion para el calculo:

Volumen (mL)

% de rendimiento= Peso (g7)

Donde:

% %R= Porcentaje de rendimiento del aceite esencial

% V= Volumen obtenido del aceite esencial.

s P=Peso inicial de la muestra vegetal seca. (81)

3.6.5. Pruebas de solubilidad
Para realizar las pruebas de solubilidad se midié aproximadamente 1 mL del aceite
esencial de Piper aduncum “Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limoén Risso”, los cuales se

depositaron en distintos tubos de ensayo. A cada uno se le afiadié 1 mL de los solventes
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de diferentes polaridades, con el fin de evaluar su miscibilidad. (79) Los solventes

utilizados se describen en la Tabla N° 3.6.
Tabla N° 3.6. Pruebas de solubilidad

SOLVENTE

Agua destilada

Metanol

Etanol al 70%

Etanol al 96%

Acetona

Acetato de etilo

Cloroformo

Bencina

Hexano

Tween 80

Fuente: Elaboracién propia

3.6.6. Determinacion de las propiedades organolépticas y fisicoquimicas del

aceite esencial de Piper aduncum “Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limén

Risso”

A. ANALISIS DE LAS PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS

COLOR: Se procedid a observar la tonalidad de los aceites esenciales a
contraluz, al colocarlos en tubos de ensayo limpios, aproximadamente %
del tubo. (81)

SABOR: Se tomé una muestra significativa de los aceites esenciales y a
través del sentido del gusto se aprecié qué sabor presentaba. (81)
OLOR: Se procedié a oler la muestra de los aceites esenciales al
introducir un papel secante de 1 cm de ancho y 10 cm de largo a un
extremo de la muestra. (81)

ASPECTO: Se analizé el aspecto externo de los aceites esenciales a

través del analisis visual. (81)
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B. ANALISIS FISICOQUIMICO DEL ACEITE ESENCIAL
Para el anadlisis fisicoquimico de los aceites esenciales de Piper aduncum

“Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limon Risso”, se consideraron los siguientes:

1. DETERMINACION DE LA DENSIDAD

Se determind la densidad por el método pichémetro que consiste en la
determinacion de la masa de la unidad de volumen, expresada en g/mL. En el
cual primeramente se procedié a pesar en la balanza analitica el picnémetro
vacio y se anoto el peso (p), seguidamente se procedié a pesar el picnédmetro
con agua destilada lleno (pl) y los aceites esenciales (p2), a 20 °C. (82) Luego

se determind la densidad mediante la siguiente expresion:

P20 =0.99718 (P2 - P) / (P1-P)
Donde:
% P= Peso del picnédmetro vacio.
% P1= Peso del picndmetro con agua destilada lleno a 20°C.

% P2= Peso del picndmetro con aceite esencial a 20°C. (82)

2. INDICE DE REFRACCION

Se determiné el indice de refraccion con el refractémetro digital, cuyo principio
se basa en la relacién aire sustancia, donde se comprueba la conexion entre la
velocidad de luz a través de la sustancia y la velocidad de un rayo de luz en el
vacio, el cual representa el grado de desviacion que sufre un rayo de luz al pasar
por el medio transparente y el otro de diferente densidad. Siendo su prioridad la
deteccidon de impurezas e identificacion de sustancias para la evaluacién de la
calidad del aceite esencial. Para los aceites se debe de determinar a una
temperatura de 25°C. (83)

3. ROTACION OPTICA

Para la determinacién de la rotacién éptica se utiliz6 un Polarimetro, en el cual
se hall6 el &ngulo que gira el plano de polarizacion de una radiacién luminosa a
589,3 nm +- 0,3 nm de longitud de onda, correspondiente a las lineas D del
sodio, en el momento que atraviesa un espesor de 100 mm del aceite esencial
en condiciones determinadas de temperatura generalmente a 20°C, el &ngulo de
rotacion puede ser expresado en mili radianes o grados de angulo. (84) Se
empled la siguiente expresion:

D= (A (°) V (mL)) / (L(dm) P (9))
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Donde:
% A= Angulo de rotacién observado
¢ V= Volumen de la solucién
« L= Espesor atravesado

« P=Peso de la sustancia disuelta. (85)

4. INDICE DE ACIDEZ

Se determind el indice de acidez siguiendo el método descrito por AOAC
International (2023) (Association of Official Analytical Chemists) para analisis de
aceites esenciales. Para ello, se pesaron 59 de muestra (aceite esencial de
Matico y aceite esencial de limén), luego se agregé 25 mL de alcohol
neutralizado y 5 gotas de fenolftaleina, dicha mezcla se llevé a bafio maria por
un tiempo de 10 minutos, posterior a ello, se procedi6 a titular con KOH 0.1N
hasta que logramos observar cambio de color. Para determinar el valor usamos
la siguiente expresion:

VxNx56.1

Indice de acidez = 5

Donde:

R/

<V = mililitros de la solucién de alcali utilizados.

R/

< N = Normalidad de la solucion de KOH.

% P = Peso de la muestra en gramos.
% 56.1 = equivalentes de KOH. (86)

3.6.7. Determinacion de la composicién del aceite esencial por cromatografia

de gases acoplado a espectrometria de masas
Para el analisis de la composiciéon quimica de los aceites esenciales de Piper aduncum
“Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limén Risso”, se emple6 el método de cromatografia de
gases acoplado a espectrometria de masas, para lo cual se enviaron los aceites
esenciales de las muestras vegetales al laboratorio de Cromatografia y Espectrometria
de la Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco.

3.6.8. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) por
macrodilucion de los aceites esenciales de Piper aduncum (Matico) y Citrus
jambhiri Lush (Limén Risso)

METODO DE MACRODILUCION

La técnica de la macrodilucion se utiliza en cada combinacién de un antibacteriano con
una bacteria. Consiste en exponer las cepas bacterianas a diferentes concentraciones

del antibacteriano, aplicando diluciones que reducen la concentracion a la mitad en cada
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paso. Luego, se observa el crecimiento de los microorganismos y se determina la

Concentracibn Minima Inhibitoria (CMI), que es la concentracion mas baja del

antibacteriano que inhibe el crecimiento bacteriano. (87)

A. PROCEDIMIENTO DE MACRODILUCION PARA EL ACEITE ESENCIAL DE Piper
aduncum (MATICO)

Para realizar el procedimiento se llevd a cabo la activacion de la cepa de Streptococcus
mutans ATCC 25175 (Ver anexo N°3)

PREPARACION DE LAS DILUCIONES DEL ACEITE ESENCIAL

v

En el primer tubo de la serie de diluciones, se afiadié 2 mL del aceite esencial
de Piper aduncum (Matico) - Principio Activo.

A los demas tubos se les agregd 1 mL de caldo BHI (Infusién Cerebro Corazén)
esterilizado.

Luego se tomd 1 mL (Aceite esencial de Matico) del primer tubo y se transfirié al
segundo tubo utilizando una pipeta estéril.

Después, se mezclo el contenido del segundo tubo.

Con distintos tips (para cada transferencia), se tomé 1 mL del segundo tubo y se
transfirio al tercer tubo.

El proceso continué siguiendo dichos pasos hasta llegar al pendltimo tubo, en el
cual se retir6 1 mL y se desechd.

El ultimo tubo de la serie no recibié la solucién del principio activo (aceite esencial
de Piper aduncum “Matico”), por ello tuvo la funciéon de servir como control para
evaluar el crecimiento microbiano.

Se prepararon 8 tubos (Tubo N°1 = 100% del aceite esencial en estudio; Tubo
N°2 = 50%; Tubo N°3 = 25%; Tubo N°4 = 12,5%; Tubo N°5 = 6,25%; Tubo N°6
= 3,13%; Tubo N°7 = 1.56%; Tubo N°8 = Control negativo). (87)

PREPARACION DEL INOCULO BACTERIANO

v
v

v

Se esterilizé la solucion salina.

En un tubo de ensayo se coloc6 5 mL de solucion salina, en el cual con ayuda
de un asa estéril se inocul6 el Streptococcus mutans ATCC 25175, hasta llegar
a un nivel de turbidez de 0,5 es decir (1 x 108UFC/mL).

A partir de ese tubo se empez0 la dilucion hasta llegar a una concentracion final
de 1 x 10°UFC/mL.

Para ello utilizamos 3 tubos adicionales, cada uno con 9 mL de solucién salina

estéril.

77



v" Del primer tubo con 5mL de solucién salina y ajustado a 0,5 de la escala de Mc
Farland, se tom6 1 mL y se transfiri6 al segundo tubo que contenia 9mL de
solucién salina (1 x 10’UFC/mL).

v" Del segundo tubo se tomé 1mL y se transfirié al tercer tubo que también contenia
9mL de solucién salina (1 x 108UFC/mL).

v De ese tercer tubo se tomo6 también 1mL y se transfiri6 al cuarto tubo que

previamente contenia 9mL de solucion salina (1 x 10°UFC/mL).
COLOCACION DEL INOCULO EN LOS TUBOS CON CALDO BHI

v' Se afiadié 1mL del inéculo estandarizado a (1 x 10°UFC/mL) a cada uno de los
tubos que contienen el caldo BHI y el aceite esencial de matico, asi como al tubo
de control de crecimiento bacteriano y se procedi6 a mezclar de manera
uniforme.

v' Es importante destacar que no debe transcurrir mas de 15 minutos desde la

preparacion del indculo hasta su incorporacion en los tubos de ensayo. (87)
INCUBACION

v' Después del procedimiento anteriormente mencionado, se procedié a incubar
los tubos de prueba que contenian el caldo BHI, el aceite esencial y el inéculo
bacteriano.

v' Se procedi6 a incubar a una temperatura de 37°C durante 24 horas. (87)
LECTURA E INTERPRETACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

La Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) se refiere a la concentracibn mas baja del
principio activo en la cual no se observa ningln crecimiento y no se observa presencia
de turbidez. (88) Después de las 24 horas de incubacion, se procedié a observar la
turbidez en cada uno de los tubos. En la Tabla N° 3.7 se detallan las concentraciones
utilizadas del aceite esencial de Piper aduncum (Matico), expresadas en microlitros,

segun el volumen correspondiente para cada dilucién evaluada.
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Tabla N° 3.7. Determinaciéon de la Concentracion Minima Inhibitoria del aceite esencial

de Piper aduncum (Matico)

Principio Activo

Concentraciones

Concentraciones

NUmero de tubos

del aceite esencial | del aceite para cada

(%) esencial (uL) concentraciéon
Aceite esencial 100% 1000 uL 3
de Piper 50% 500 uL 3
aduncum 25% 250 uL 3
“Matico” 12.5% 125 uL 3
6.25% 62.5 uL 3
3.125% 31.25 uL 3
1.56% 15.6 uL 3

Fuente: Elaboracion propia

En el Flujograma N° 2 y la Figura N° 3 se detalla el procedimiento experimental realizado

para la determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial

de Piper aduncum (Matico) mediante la técnica de macrodilucion.
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Flujograma N° 2. Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite

esencial de Piper aduncum (Matico) por el método de macrodilucion.

1. Realizar N
activacion de la
cepa de
Streptococcus
mutans ATCC
25175.

\
2. A todos los tubos
de ensayo agregar
1mL de caldo BHI
esterilizado.

3. Preparar las
diluciones del aceite
esencial de Piper
aduncum (Matico).

S

4. Agregar el aceite\‘

esencial a todos los
tubos, excepto al
ultimo que es el
control negativo.

Fuente: Elaboracién propia

8. Anadir 1mL del
in6culo
estandarizado a
todos los tubos de
prueba.

7. Ajustar el indculo
bacteriano de
1x108UFC/mL a
1x105UFC/mL.

~

6. Preparar el
in6bculo bacteriano.

5. Utilizar distintos
tips para cada
transferencia de las
diluciones.

N

9. Homogenizar
todos los tubos.

10. Incubar los
tubos que contienen
el caldo BHI, el
aceite esencial de
Matico y el in6culo
bacteriano.

11. Incubar a 37°C
por 24 horas.

12. Después de 24 )
horas observar la
presencia y/o
ausencia de
turbidez.

80



Figura N°3. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite
esencial de Piper aduncum (Matico) por el método de macrodilucion.
1. Representacion de la preparacion de las diluciones del aceite esencial de

Piper aduncum (Matico)

Se retiro
Tmil
Transferir  Transferir Transferir  Transferir  Transferir Transferir
1ml Tml Tml Tml Tml Tml
SN TN TN TN ST T ST N

JJ 9o uueue

(100%|  [50%| [25%| [125%] [625%] [313%| [1,56%| [control(-
_ 1mil Tml 1ml Tml Tml Tml 1ml
2 ml del aceite caldo caldo caldo caldo caldo caldo caldo
esencial de Piper BHI BHI BHI BHI BHI BHI BHI
aduncum
"Matico"

Fuente: Elaboracién propia

2. Representacion de la preparacion del in6culo bacteriano ajustado

Inoculo ajustado

=3

Transferir Transferir Transferir J
TmL TmL TmL

_ & | — e | e

mutans ATCC 25175

Streptococcus ‘

" Py
e |

Ajustar 5mL de L -, L

=t o

2l soluciopsalina 9 ml_ge 9mL de 9 mL de
solucion salina solucion salina solucion salina
Mac Farland 05

(1x10°UFC/mL) ‘| 1x10°UFC/mL | [ 1x10°UFC/mL | [ 1x 10°UFG/mL

L

Fuente: Elaboracién propia
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3.

\

Colocacion del in6culo ajustado en los tubos con caldo BHI

Se retiro
Tml
Tml Tml Tml Tml Tml 1ml

J U g g oguuau

N e 2 o e e Yot e
[100%| [50%| [25%| [125%] ([625%| [3,13%| [1,56%| |Control ()
) Tml Tml Tml Tml Tml ml Tml

BHI BHI BHI BHI BHI BHI BHI

2 ml del aceite
esencial de Piper
aduncum "Matico”

y

“=:-_.;-./£
Inoculo Transferir TmL a
ajustado cada tubo de

1x10°UFC/mL

ensayo

Fuente: Elaboracién propia

B. PROCEDIMIENTO DE MACRODILUCION DEL ACEITE ESENCIAL DE Citrus
jambhiri Lush (LIMON RISSO)

PREPARACION DE LAS DILUCIONES DEL ACEITE ESENCIAL

v

En el primer tubo de la serie de diluciones, se afiadié 2 mL del aceite esencial
de Citrus jambhiri Lush (Limén Risso) - Principio Activo.

A los demas tubos se les agreg6 1 mL de caldo BHI (Infusion Cerebro Corazo6n)
esterilizado.

Luego se tomé 1 mL (de aceite esencial) del primer tubo y se transfirié al segundo
tubo utilizando una pipeta estéril.

Después, se mezclé el contenido del segundo tubo.

Con distintos tips (para cada transferencia), se tom6 1 mL del segundo tubo y se
transfiri al tercer tubo.

El proceso continué siguiendo estos pasos hasta llegar al penultimo tubo, en el
cual se retir6 1 mL y se desechd.

El ultimo tubo de la serie no recibid la solucién del principio activo (Citrus jambbhiri
Lush “Limoén Risso”), por ello tuvo la funcion de servir como control para evaluar

el crecimiento microbiano.
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v' Se prepararon 8 tubos (Tubo N°1 = 100% del aceite esencial en estudio; Tubo
N°2 = 50%; Tubo N°3 = 25%; Tubo N°4 = 12,5%; Tubo N°5 = 6,25%; Tubo N°6
= 3,13%; Tubo N°7 = 1.56%; Tubo N°8 = Control negativo). (87)

PREPARACION DEL INOCULO BACTERIANO

v' Se esterilizé cantidad necesaria de solucion salina.

v" En un tubo de ensayo se colocé 5 mL de solucién salina, en el cual con ayuda
de un asa estéril se inocul6 el Streptococcus mutans ATCC 25175, hasta llegar
a un nivel de turbidez de 0,5 es decir (1 x 108UFC/mL).

v' A partir de ese tubo se empez6 la dilucion hasta llegar a una concentracion final
de 1 x 10°UFC/mL.

v Para ello utilizamos 3 tubos adicionales, cada uno con 9 mL de solucién salina
esteril.

v Del primer tubo con 5mL de solucién salina y ajustado a 0,5 de la escala de Mc
Farland, se tom6é 1 mL y se transfirié al segundo tubo que contenia 9mL de
solucién salina (1 x 10’UFC/mL).

v' Del segundo tubo se tom6 1mL y se transfirid al tercer tubo que también contenia
9mL de solucion salina (1 x 108UFC/mL).

v' De ese tercer tubo se tomé también 1mL y se transfirid al cuarto tubo que

previamente contenia 9mL de solucion salina (1 x 10°UFC/mL).
COLOCACION DEL INOCULO EN LOS TUBOS CON CALDO BHI

v' Se afiadié 1mL del inéculo estandarizado a (1 x 10°UFC/mL) a cada uno de los
tubos que contenian el caldo BHI y el aceite esencial de Limén Risso, asi como
al tubo de control de crecimiento bacteriano y se procedié a mezclar de manera
uniforme.

v' Es importante destacar que no debe transcurrir mas de 15 minutos desde la

preparacion del indculo hasta su incorporacion en los tubos de ensayo. (87)
INCUBACION

v" Después del procedimiento anteriormente mencionado, se procedioé a incubar
los tubos de prueba que contenian el caldo BHI, el aceite esencial de limon risso
y el in6culo bacteriano.

v' Se procedi6 a incubar a una temperatura de 37°C durante 24 horas.
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LECTURA E INTERPRETACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se refiere a la concentracién méas baja del

principio activo en la cual no se observa ningln crecimiento y no se observa presencia

de turbidez. (88) Después de las 24 horas, se procedié a observar la turbidez en cada

uno de los tubos. En la Tabla N° 3.8 se detallan las concentraciones utilizadas del aceite

esencial de Citrus jambhiri Lush (Limén risso), expresadas en microlitros, segun el

volumen correspondiente para cada dilucion evaluada.

Tabla N° 3.8. Determinaciéon de la Concentraciéon Minima Inhibitoria del aceite esencial

de Citrus jambbhiri Lush (Limén Risso)

Principio Activo

Concentraciones
del aceite esencial
(%)

Concentraciones
del aceite

esencial (uL)

NUmero de tubos
para cada

concentracion

Aceite esencial
de Citrus jambhiri
Lush “Limoén

Risso”

100%
50%
25%

12.5%

6.25%

3.125%

1.56%

1000 uL
500 uL
250 uL
125 uL
62.5 uL
31.25uL
15.6 uL

3

W W ww w w

Fuente: Elaboracion propia

En el Flujograma N° 3y la Figura N° 4 se detalla el procedimiento experimental realizado

para la determinacion de la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial

de Citrus jambhiri Lush (Limon risso) mediante la técnica de macrodilucion.
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Flujograma N° 3. Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite

esencial de Citrus jambhiri Lush (Limoén Risso) por el método de macrodilucion.

1. Realizar
activacion de la cepa
de Streptococcus
mutans ATCC
25175.

N

2. A todos los tubos
de ensayo agregar
1mL de caldo BHI

esterilizado.

3. Preparar las
diluciones del aceite
esencial de Citrus
jambhiri Lush (Limén
Risso0).

N

4. Agregar el aceite

esencial a todos los
tubos, excepto al
altimo que es el
control negativo.

Fuente: Elaboracién propia

8. Afiadir 1mL del
in6culo
estandarizado a
todos los tubos de
prueba.

7. Ajustar el inéculo
bacteriano de
1x108UFC/mL a
1x105UFC/mL.

6. Preparar el
inodculo bacteriano.

5. Utilizar distintos
tips de pipeta para
cada transferencia
de las diluciones.

9. Homogenizar
todos los tubos.

10. Incubar los tubos
gue contienen el
caldo BHI, el aceite
esencial de Limoén

p

Risso y el inéculo
bacteriano.

11. Incubar a 37°C
por 24 horas.

12. Después de 24
horas observar la
presencia y/o
ausencia de turbidez.

85



Figura N°4. Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite
esencial de Citrus jambhiri Lush (Limén Risso) por el método de macrodilucion.
1. Representacion de la preparacion de las diluciones del aceite esencial de
Citrus jambhiri Lush (LIMON RISSO)

Se retiro
Tmil
Transferir  Transferir Transferir  Transferir  Transferir Transferir
1ml Tml Tml Tml Tml Tml
SN TN TN TN ST T ST N

JJ 9o uueue

(100%|  [50%| [25%| [125%] [625%] [313%| [1,56%| [control(-
_ 1mil Tml 1ml Tml Tml Tml 1ml
2 ml del aceite  caldo caldo caldo caldo caldo caldo caldo
esencial de Citrus gy BHI BHI BHI BHI BHI BHI
jambhiri Lush
"Limadn risso"

Fuente: Elaboracién propia

2. Representacion de la preparacion del in6culo bacteriano ajustado

Inoculo ajustado

e e

il
W

Transferir Transferir Transferir J
TmL TmL TmL

_ & | — e | e

mutans ATCC 25175

Streptococcus ‘

|
Ly | |

Ajustar 5mL de e e/ 4

:f
2l soluciopsalina 9 ml_ge 9mL de 9 mL de
solucion salina solucion salina solucion salina
Mac Farland 05

(1x10°UFC/mL) ‘| 1x10°UFC/mL | [ 1x10°UFC/mL | [ 1x 10°UFG/mL

L

Fuente: Elaboracién propia
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3. Colocacion del inoculo ajustado en los tubos con caldo BHI

Se retiro
Tml
Tml Tml Tml Tml Tml 1ml

J g oo u9uu

et/ = s vt ol - b b
[100%|  |50%| [25%| [125%| [6.25%| [3.13%| [156%| |Control ()

Tml Tml Tml Tml 1ml Tml Tml

2 ml del aceite  BHI BHI BHI BHI BHI BHI BHI

esencial de Citrus
‘ jambhiri Lush

"Limon rissg”
il*i\}:-- jl
Iﬁaéulo Transferir TmL a
ajustado cada tubo de

1x10°UFC/mL €nsayo

Fuente: elaboracion propia

3.6.9. Formulaciéon y elaboracién del gel dental de limpieza a base de los
aceites esenciales de Piper aduncum “Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limén
Risso”

. PREFORMULACION DEL GEL DENTAL DE LIMPIEZA

Se realizaron los ensayos de preformulacion para obtener el gel dental ideal, durante
esta etapa se seleccionaron los excipientes que seran compatibles con los aceites
esenciales y que cumplan los requisitos establecidos. Asimismo, se tomé en cuenta las
concentraciones minimas inhibitorias de cada aceite que se determiné en el estudio de

macrodilucién y se procedié a formular los geles dentales.

Se considera como referencia la patente asiatica creada por Karakoz (89) donde

proporciona una composicion que comprende:

a) Extracto de una planta y aceite esencial que vendria a ser la sustancia
activa en una proporcion de 1 a 12% en mL en la composicién total.

b) Base del gel compuesta por la CMC sddica esta en un intervalo de 1 a
20%

c) Un agente plastificante (glicerina liquida) en una proporcién hasta el 20%
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d) Un estabilizador de la formulacion (Tween 80) en una proporcién hasta
el 12%

e) NaOH 10% como regulador de la acidez.

f) Edulcorante en un intervalo de 1 a 3%.

g) Agua destilada que vendria a ser el disolvente, con una cantidad

suficiente hasta el 100%

La composicion de la presente invencion consiste en los componentes a, b, c, d, e, f, y

g, cuyos porcentajes suman por lo tanto 100.
Il. FORMULACION DEL GEL DENTAL DE LIMPIEZA:

De las preformulaciones que se realizaron; se tomaron diferentes cantidades dentro de
los intervalos establecidos por la patente. La formulacion final fue determinada
considerando aquellas que presentaron mejores caracteristicas fisicoquimicas y
organolépticas, que ademas resultaron compatibles con los excipientes. En la tabla N°

3.9 se detalla la composiciéon de los geles dentales.
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Tabla N° 3.9. Formulacién del gel dental de Piper aduncum “Matico” y Citrus jambhiri

Lush “Limén Risso”

Composicién del gel dental de limpieza (100.0 g)

COMPONENTES DE LA . FORMULACIONES
FORMULACION PROPOSITO Gl G2 G3
1% 2% 3%
Aceite esencial de Piper | Sustancias activas 1ml 2 mi 3ml
aduncum “Matico” (mL) y (0.5mlde | (Imlde | (1.5mlde
Aceite esencial de Citrus Maticoy | Maticoy | Maticoy
jambhiri Lush “Limén Risso” 0.5mlde | 1mlde | 1.5mlde
(mL) proporcién 1:1 Limén Limon Limon
Risso) Risso) Risso)
Carboximetilcelulosa (CMC) | Base de gel 2 2 2
(9
Glicerina (mL) Agente plastificante 12 12 12
Tween 80 (g) Estabilizador 2 2 2
NaOH 10% (mL) Regulador de la - - -
acidez
Sorbitol (g) Edulcorante 0.8 0.8 0.8
Stevia (Q) Edulcorante 3.2 3.2 3.2
Agua destilada (mL) Disolvente 79 78 76.8

Fuente: Elaboracion propia

METODO OPERATIVO:

1. Se pesaron todos los insumos.

2.

Se disperso la Carboximetilcelulosa en un vaso precipitado con agua destilada y
se procedio a agitar.

Se dej6 espesar durante 15 a 20 minutos, luego se agit6é la solucién con el
agitador magnético a 50 a 100 rpm hasta su completa disolucion.

Se realizo la mezcla de los aceites esenciales de Piper aduncum “Matico” y
Citrus jambhiri Lush “Limén risso” en una proporcion de 1:1 de acuerdo a la
determinacion de la CMI de cada uno de los aceites esenciales.

Luego se afiadi6 el aceite esencial de Piper aduncum “Matico” y Citrus jambbhiri
Lush “Limon risso” a la glicerina en un vaso precipitado, al mismo vaso se agrego
Tween 80, asi como los edulcorantes como son el sorbitol y la Stevia. Se

procedié a homogenizar.

89



10.

Seguidamente la solucién preparada se afiadi6 a la base de gel.

Se homogenizo la mezcla con el agitador encendido a 100 rpm hasta obtener
una mezcla homogénea.

Se agrego el colorante azul y se homogenizo.

Se midi6 el pH de cada formulacién utilizando el pH-metro, el cual debié estar
entre los valores de 6.0 — 7.0, en caso sea hecesario se regulé la acidez con
NaOH al 10%.

Se procedié a almacenar en envases bien protegidos de la luz hasta sus
posteriores evaluaciones. (89) En el Flujograma N° 4 se resume el procedimiento

de elaboracion.
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Flujograma N° 4. Elaboracion del gel dental de limpieza a base de los aceites esenciales de Piper aduncum (Matico) y Citrus jambhiri Lush

(Limon Riss

Realizar el pesado
de
Carboximetilcelulosa

En un vaso de
precipitado

Disolver en el
agitador magnético

Disolver la CMC con
> por 10 Minutos.

agua destilada

Al mismo vaso de
precipitado se agregar
tween 80y los
edulcorantes

Medir el pH

En caso sea
necesario se regular
la acidez con NaOH

10%

Fuente: Elaboracion propia

Disolver los aceites
esenciales en
glicerina

Reservar en
envases para
realizar las
evaluaciones.
necesarias.
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3.6.10. Control de calidad del gel dental
Para la correcta elaboracion y control de calidad del gel dental, se preparé segun la
normativa del Decreto Supremo 021-2018-SA, Real Decreto 175/2001 y la USP <795>.
(90)

La evaluacién organoléptica y fisicoquimica del gel dental se realizé de acuerdo a la
normativa establecida en la Farmacopea de los Estados Unidos USP 35 <1163> vy la
evaluacién del control microbiolégico se hizo segun la USP <61> y USP <62> (examen
microbiologico de productos no estériles: Pruebas para microorganismos especificos)
(91), con la finalidad de asegurar que la poblacion utilice productos de alta seguridad,
calidad y eficaces para contribuir asi a la prevencion de enfermedades relacionadas con
la cavidad bucal. (92)

3.6.10.1. Control de calidad organoléptico
Se realizaron pruebas para evaluar el color, el olor, sabor y consistencia del gel dental
desarrollado a partir de los aceites esenciales de Piper aduncum “Matico” y Citrus

jambhiri Lush “Limén risso”.

1. COLOR: Se tom6 una muestra en una placa de vidrio y se observé el color,
seguidamente se anot6 en la ficha de recoleccion de datos y se almaceno el gel
dental para volver a analizarlo. Durante este tiempo el color debe de permanecer

homogéneo en el gel dental y no se debera de observar ninguna variacion. (93)

2. OLOR: Se Introdujo una tira de papel en la muestra y se determiné las
caracteristicas del olor, seguidamente se anot6 en la ficha de recoleccién de
datos, se almacend el gel dental y se volvio a realizar el analisis. Durante este

tiempo el olor no debe de presentar variacion. (93) (94) (95)

3. SABOR: Se tom6 una muestra del gel dental y se procedié a identificar el sabor.
El gel dental debe de presentar un sabor aceptable. (96)

4. CONSISTENCIA: Se agit6 con una varilla de vidrio el gel dental en un recipiente
y se volco a otro recipiente para verificar su consistencia. Existen cuatro tipos de
consistencia en los geles, en funcion de su resistencia al ser agitados con una
varilla de vidrio. (93) (94)

o Consistencia fluida: Estos geles apenas presentan resistencia al ser
agitados y se pueden considerar practicamente liquidos, se emplean
como bases viscosizantes para la elaboracion de suspensiones.

o Consistencia semifluida: Presentan una resistencia ligera a la agitacion y

tienen una consistencia semejante a un jarabe.
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o Consistencia media: Muestran una moderada resistencia a la agitacién y
tras su volcado hacia otro recipiente apenas carecen de movimiento. El
gel dental elaborado debe de presentar este tipo de consistencia.

o Consistencia alta: Muestran una alta resistencia a la agitacion y tras su

volcado a otro recipiente carecen de movimiento. (93) (94)

3.6.10.2. Control de calidad fisicoquimico

1. COMPROBACION DE LA HOMOGENEIDAD: La prueba de la homogeneidad
se realiz6 untando el gel dental en un trozo de vidrio, seguidamente se observé
contra luz y se verifico la presencia de particulas o turbidez, asi como la
homogeneidad en el color. Durante la evaluacién, el gel dental debe de presentar
una disposicién homogénea y ho mostrar granos gruesos, materiales o particulas
rugosas que puedan observarse contra la luz. La preparacién del gel es
homogénea cuando hay igualdad de color y la ausencia de particulas o
materiales rugosos que puedan palparse. El requisito de la homogeneidad del
gel pretende que los principios activos del gel se distribuyan uniformemente, para
que no irrite la piel. Posteriormente, las formulaciones que presentan un aspecto

aceptable se seleccionaron para su analisis posterior. (93) (95)

2. TRANSPARENCIA: Se unt6 el gel dental en un trozo de vidrio para luego
observar contra luz. Durante la evaluacion el gel puede presentar una disposicion

translucida o turbia. (95)

3. DETERMINACION DE LA UNTABILIDAD (EXTENSIBILIDAD): Para
determinar la capacidad de dispersion, se coloc6 una muestra de 0,5 g sobre un
trozo de vidrio y se esper6 durante 1 minuto. Seguidamente, se midio el didmetro
de la muestra. (93) A continuacién, se afiadié 1g, 2g, 5g, 10g y 20g de carga
sucesivamente y se dejo reposar durante 1 minuto, luego se midi6 el diametro
correspondiente para cada pesa. La prueba de untabilidad del gel tiene por
objeto determinar la capacidad de extender el gel cuando se aplica en la piel,
ademas de ser una caracteristica importante en la formulacion porque afecta a
la transferencia de ingredientes activos a la zona objetivo en la dosis correcta, la
facilidad de uso, la presion necesaria para fuera del envase y la aceptacion por

los consumidores. (97)

4. MEDICION DEL pH: Los valores de pH de los geles dentales se midieron con

un pH-metro. La medicion del pH es un parametro fisicoquimico importante en
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los preparados topicos porque el pH estd relacionado con la eficacia de la
sustancia activa, la estabilidad de la sustancia activa y el preparado, asi como el
confort en la piel durante su uso, un valor de pH demasiado 4cido puede causar
irritacién, mientras que un pH demasiado alcalino puede provocar piel escamosa.
(93) (95) El valor de pH se ajust6 a los requisitos de calidad del gel dental, donde

los valores ideales deben oscilar entre 6.0 - 7.0. (97) (98)

MEDICION DE LA VISCOSIDAD: La viscosidad se midio utilizando el
Viscosimetro Anton Paar a temperatura ambiente y una velocidad adecuada,
colocando 100 mL de gel dental en vaso precipitado de 250 ml. (93) (95) El gel
dental no debe de presentar una viscosidad acuosa porque al sacarlo del tubo
no formara un gel entero en un cepillo de dientes, ni una consistencia dura
porque seria dificil sacarlo del tubo y extender perfectamente sobre el cepillo de
dientes, por lo que el gel dental debe presentar una viscosidad semisoélida. (97)
(99)

PRUEBA DE ADHERENCIA: La adhesividad del gel dental se determiné
utilizando un método modificado segun Nait et al., 2021; Zhang et al., 2019,
donde el gel se adhirié a una superficie cerdmica antes de afiadir agua purificada
gota a gota a las muestras, seguidamente se registré el tiempo de adhesion. La
duracién de la adhesion del gel dental a la superficie ceramica antes del lavado

sera definida como el tiempo de adhesion el cual debera ser de 5-10 min. (95)

PRUEBA DE ESTABILIDAD ACELERADA: Se procedié a centrifugar el gel
dental durante 30 minutos a una velocidad de 3800 rpm. Al terminar la evaluacion
no se deben de observar cambios visibles en la forma, olor, el color y la
homogeneidad del gel dental. Esta evaluacién indica que la consistencia del gel

dental es estable al almacenamiento. (93)

PRUEBA DE ESTABILIDAD: Se comprobd la estabilidad de los geles dentales
al almacenar a una temperatura y humedad de 40 + 2°C/75 += 5% HR
(condiciones aceleradas) y 30 + 2°C/75 + 5% HR (condiciones a largo plazo)
durante seis meses, con intervalos de 2 meses, donde se procedi6 a observar si
se producen cambios en las caracteristicas fisicoquimicas como el pH, la
viscosidad, la untabilidad. (97) Durante el periodo de almacenamiento se deben
de mantener las condiciones adecuadas de conservacion en recipientes limpios,

secos, herméticos y protegidos de la luz. (95)
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9. PRUEBA DE CALENTAMIENTO - REFRIGERACION: En cada ciclo de
calentamiento — enfriamiento, la temperatura se ajust6 a 40°C durante 24 horas
y a 4°C durante 24 horas. Las formulaciones optimizadas se almacenaron
durante siete ciclos consecutivos, posteriormente se determiné el aspecto fisico,
el valor de pH y la viscosidad de los geles dentales. (95) Esta prueba demuestra
el efecto de la temperatura en el gel dental durante el almacenamiento. Los
valores obtenidos deben de permanecer dentro de los pardmetros aceptables.
(93)

3.6.10.3. Control de calidad microbiol6gico
La presencia de microorganismos en preparaciones farmacéuticas que no son estériles
puede disminuir o incluso desactivar la efectividad terapéutica del producto, lo que

puede tener consecuencias negativas para la salud de los pacientes.

La evaluacion microbiologica de productos farmacéuticos no estériles se llevé a cabo
siguiendo los procedimientos establecidos para las pruebas microbianas especificas.
Los estandares de aceptacion para productos farmacéuticos no estériles se basan en el
recuento total de microorganismos aerébicos (RTMA) y la cantidad de hongos
filamentosos y levaduras (RTCHL), asi como en la presencia de microorganismos
especificos como Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa.
Estos estandares se basan considerando un Unico resultado o el promedio de mdltiples
recuentos repetidos. El cumplimiento de estos criterios es esencial para garantizar la

calidad y la seguridad de los productos farmacéuticos no estériles. (100)
PROCEDIMIENTO:

Se procedio de la siguiente manera: se tom6 10 gramos de la muestra de gel y se diluy6
en 90 mililitros de solucién salina estéril. Esta diluciéon (101) se colocé en las placas
estériles preparadas con agares especificos para cada microorganismo. Estas placas
se incubaron a una temperatura de 37°C durante un periodo de 24 horas para Aerobios
mesofilos, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa, se
incub6 también a una temperatura de 25°C por un periodo de 7 dias para hongos y
levaduras. Todo el manejo de las muestras para el recuento de bacterias se llevo a cabo

en una camara de flujo laminar, asegurando condiciones de esterilidad. (101)

Después de que haya transcurrido el tiempo especificado, se procedié a examinar si los
microorganismos crecieron 0 no. Los resultados se expresaron en Unidades
Formadoras de Colonias por gramo (UFC/g). Estos resultados se compararon de

acuerdo con la Farmacopea de los Estados Unidos <61>; <62>. Este proceso asegura
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la calidad y la seguridad del gel dental en términos de presencia de microorganismos.

(101)

A) DETECCION DE AEROBIOS MESOFILOS

Procedimiento:

1.
2.

121

Se preparé el Agar Tripteina soya (TSA) — (40g/1L)

Se pesé el agar TSA requerido y se disolvié con agua purificada, luego, en bafio
maria se llevo a ebullicion durante 1 minuto hasta que se disuelva por completo
para luego esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos.

Se procedio a distribuir en placas Petri previamente esterilizadas, 25 mL de agar
TSA (templado a 40-45°C) y se dej6 solidificar.

Se llevo a cabo la siembra de la dilucion del gel dental haciendo uso de un asa
de siembra por estrias hasta agotamiento en placas que contenian Agar TSA.
Luego se incubd las placas invertidas a 37°C durante 24 horas.

Una vez que paso el tiempo de incubacién, se procedié a observar si hubo
crecimiento o no de aerobios mesofilos en el medio de cultivo. (102) El
procedimiento se ilustra en la Figura N°5.

Figura N°5. Deteccién de aerobios mesdfilos

Agar TSA Gel dental

& 10-1

o . e Incubar a
|\ W 37°C/24h

d — —

J : : b | —

e i 4 Distribuir en la placa Sembrar é| ée| |

Autoctavar a petri 25mly dejar iy dental diluido
°C /15 minutos solidificar

Fuente: Elaboracién propia

B) RECUENTO DE HONGOS Y LEVADURAS

Procedimiento:

1.
2.

Se preparé el Agar Sabouraud — (65g/1L)

Se pesé la cantidad de Agar Sabouraud requerido y se disolvid con agua
purificada, en bafio maria se llevd a ebullicion durante 1 minuto hasta que se
disuelva por completo para luego esterilizar en autoclave a 121°C por 15

minutos.
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-

Sabouraud ] Gel dental

- | 4 Distribuir en la placa Sembrar el gel |

Autoclavar a petri 25ml y dejar == dental diluido

Se procedio6 a distribuir aproximadamente 25 mL de agar sabouraud (templado
a 40-45°C) en placas Petri previamente esterilizadas y luego de ello se dejé
solidificar.

Se llevé a cabo la siembra de la dilucién del gel dental haciendo uso de un asa
de siembra por estrias hasta agotamiento en placas que contenian Agar
Sabouraud.

Luego se incubo las placas Petri invertidas a 25°C por un periodo de 7 dias.
Una vez que paso el tiempo de incubacion, se procedié a observar si hubo
crecimiento o no de hongos y levaduras en el medio de cultivo. (102) El

procedimiento se ilustra en la Figura N°6.

Figura N°6. Recuento de hongos y levaduras

Agar

10-1

N

Incubar a
25°C/7 dias

121°C /15 minutos solidificar

Fuente: Elaboracién propia

C) RECUENTO DE ESCHERICHIA COLI

Procedimiento:

1.
2.

Se preparé el Agar Mac Conkey - (50g/1L)

Se pes6 la cantidad necesaria del agar Mac Conkey y se disolvié con agua
purificada, se llevé a ebullicién por 1 minuto en bafio maria hasta que se disuelva
por completo para luego esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos.

Se procedio a distribuir en placas Petri previamente esterilizadas, 25 mL de agar
Mac Conkey (templado a 40-45°C) y se dejo solidificar.

Se llevo a cabo la siembra de la dilucion del gel dental haciendo uso de un asa
de siembra por estrias hasta agotamiento en placas que contenian Agar Mac
Conkey.

Luego se incubd las placas Petri invertidas por un periodo de 24 horas.

Una vez que pasoé el tiempo de incubacién, se procedié a observar si hubo
crecimiento o no de Escherichia coli en el medio de cultivo. (102) EIl

procedimiento se ilustra en la Figura N°7.
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Autoclavar a —p petri 25mly dejar e dental diluido

121

Figura N°7. Recuento de Escherichia coli

Agar Mac
Conkey Gel dental

10-1
Incubar a

\ |-' =y N
Py B \ W P~ 37°C/24h
— Distribuir en la placa Sembrar el gel |

°C /15 minutos solidificar

Fuente: Elaboracién propia

D) RECUENTO DE PSEUDOMONA AERUGINOSA

Procedimiento:

1.
2.

Se preparé el Agar Cetrimida — (45,3g/1L) y agregar 10mL de glicerina.

Se procedié a pesar la cantidad de agar requerido y se disolvi6 con agua
purificada.

En un bafio maria, se llevé a ebullicion por 1 minuto hasta que se disuelva por
completo para luego esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos.

Se procedio a distribuir en placas Petri previamente esterilizadas, 25 mL de agar
Cetrimida (templado a 40-45°C) y se dej6 solidificar.

Se llevo a cabo la siembra de la dilucion del gel dental haciendo uso de un asa
de siembra por estrias hasta agotamiento en placas que contenian Agar
Cetrimida.

Luego se incubd las placas Petri invertidas por un periodo de 24 horas.

Una vez que pas6 el tiempo de incubacién, se procedié a observar si hubo
crecimiento o no de Pseudomona aeruginosa en el medio de cultivo. (102) El

procedimiento se ilustra en la Figura N°8.
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Figura N°8. Recuento de Pseudomona aeruginosa

Agar Cetrimida

Glicerina ( o N 101
o \ —  \ g - Incubar a
| | o 1 A=A 37°C/24h
| '
; |

+ i Gel dental

, i ] - -
— — - ) | |

~ Autoclavar a - petri 25mly dejar oy dental diluido

121°C /15 minutos

solidificar

Fuente: Elaboracién propia

E) RECUENTO DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Procedimiento:

1.

Se preparé el Agar Manitol Salado — (111g/1L) Se procedié a pesar la cantidad
necesaria del Agar Manitol salado y se disolvié con agua purificada.

En un bafio maria, se llevé a ebullicion por 1 minuto hasta que se disuelva por
completo para luego esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos.

Se procedio a distribuir en placas Petri previamente esterilizadas, 25 mL de agar
Cetrimida (templado a 40-45°C) y se dej6 solidificar.

Se llevo a cabo la siembra de la dilucion del gel dental haciendo uso de un asa
de siembra por estrias hasta agotamiento en placas que contenian Agar Manitol
Salado.

Luego se incubd las placas Petri invertidas por un periodo de 24 horas. Una vez
que paso el tiempo de incubacion, se procedi6 a observar si hubo crecimiento o
no de Staphylococcus aureus en el medio de cultivo. (102) El procedimiento se

ilustra en la Figura N°9.

Figura N°9. Recuento de Staphylococcus aureus

- Agar Manitol

Incubar a
37°C/24h

Salado Gel dental
N t:_‘f

| r— - | ==
Distribuir en la placa Sembrar el gel 4T

~ Autoclavar a petri25mly dejar gy dental diluido
121°C /15 minutos solidificar

Fuente: Elaboracion propia
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Los resultados microbiologicos obtenidos fueron evaluados de acuerdo con limites
establecidos en la Tabla N° 3.10, la cual presenta los criterios de aceptaciéon para la

calidad microbioldgica de formas farmacéuticas no estériles.

Tabla N° 3.10. Criterios de aceptacion para la calidad de formas farmacéuticas no

estériles.
AREA DE | MICROORGANISMOS LIMITES ACEPTABILIDAD
APLICACION
Productos que | Mesdfilos aerobios totales Limite maximos 5 x 102 UFC/g
entran en contactos o mL.
con las membranas | Pseudomona aeruginosa Ausencia del microorganismo
mucosas. en 1g o mL.
Staphylococcus aureus Ausencia del microorganismo
en 1g o mL.
Escherichia coli Ausencia del microorganismo
en 1g o mL.
Hongos y levaduras Ausencia del microorganismo
en 1g o mL.

Fuente: Farmacopea de los Estados Unidos (USP) <61>, <62>. (103)

3.6.11. Evaluacion de la actividad antibacteriana del gel dental, sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175, difusion en pozo (Kirby Bauer
Modificado).

METODO DE KIRBY BAUER MODIFICADO

El método es utilizado en investigaciones que tienen que ver con el crecimiento rapido
de microorganismos, donde los datos recabados son de caracter cualitativo. Este
método de antibiograma, fundamentado en la investigacion realizada por Bauer Kirby y
su equipo, es uno de los enfoques respaldados por el Comité Nacional de Estandares
de Laboratorio (NCCLS) para analizar cémo las bacterias responden a los antibiéticos.
(62)

Se utiliza una base de sulfato de bario como una medida estandar de turbidez para
determinar la densidad presente en el inéculo. Esta base equivale a un 0,5 en la escala
de turbidez de McFarland, lo que se traduce en una concentracién de 1.5 x 108 UFC/mL.
(62)

FUNDAMENTO: El método de difusion en pozos implica colocar diferentes tipos de

antibiéticos en los pozos realizados en el agar. El medio de cultivo debe ser inoculado

100



con el microorganismo en cuestion. Después de un periodo de incubacién de 18 a 24
horas, es posible que los pozos estén rodeados o0 no por una zona donde se ha inhibido

el crecimiento bacteriano. (62)

En este procedimiento, se inocula el microorganismo sobre la superficie del medio de
cultivo, donde se crean pozos para colocar concentraciones especificas de antibiéticos.
Durante la incubacion, el antibiético se difunde radialmente desde el pozo a través del
agar, lo que provoca que su concentracién disminuya a medida que se aleja del pozo.
En un punto determinado, la concentracion del antibiético en el medio ya no es capaz
de inhibir el crecimiento del microorganismo en estudio. El diametro del &area de
inhibiciébn alrededor del pozo puede clasificarse en las categorias de: Resistente,

sensible, muy sensible y altamente sensible. (104)

La eleccibn del método de Kirby Bauer Modificado para evaluar la actividad
antibacteriana del gel dental elaborado se justifica por las siguientes razones; el método
de pozos permite depositar directamente el gel en cavidades de 6 mm de diametro,
evitando problemas de absorcion incompleta en discos de papel filtro. Esto es crucial en
formulaciones viscosas como geles, donde la liberacién del principio activo podria verse
limitada en discos. Es asi que empleando dicho método se asegura una mejor difusién

de los componentes activos. (62)

3.6.11.1. Procedimiento para la determinacion de la actividad
antibacteriana del gel dental elaborado con los aceites esenciales de Piper
aduncum “Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limén Risso” sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175.

1. PROCESAMIENTO BACTERIOLOGICO DE LAS MUESTRAS DE
Streptococcus mutans ATCC 25175: Las cepas se activaron en caldo BHI
(Infusion cerebro corazén) mediante un proceso de incubacion a una
temperatura de 37°C durante un periodo de 24 horas. Para estandarizar la cepa,
se utilizo la escala de McFarland 0.5 como referencia. Se tomé un asa estéril y
se recogi6 colonias de la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175, las cuales
se transfirieron a un tubo que contenia 5 mL de solucidn salina estéril. La
densidad (turbidez) del inoculo se ajustd para que coincida con la turbidez de
referencia de McFarland 0.5, lo que equivale a aproximadamente 1.5 x
108UFC/mL. Luego, se procedi6 a realizar el cultivo en agar sangre y finalmente

se replicé las cepas bacterianas mediante nuevos sembrados en agar sangre,
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estas cepas replicadas se emplearon en la continuacién de la investigacion.

(105)

VALORACION DE LA SENSIBILIDAD BACTERIANA de Streptococcus mutans
ATCC 25175, ANTE EL GEL DENTAL ELABORADO A BASE DE LOS ACEITES
ESENCIALES DE Piper Aduncum “MATICO” y Citrus jambhiri Lush “LIMON
RISSO:

v

Preparacion del medio de cultivo (Agar sangre): Se procedid a pesar el
Agar sangre en un Matraz, se afiadié agua purificada para disolver, se
llevé a bafio maria para su completa disolucion.

Junto a los materiales a utilizar, el Agar sangre ya disuelto, se llevé a
esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos.

Pasado el tiempo indicado, se dejo enfriar a temperatura ambiente.
Todo lo esterilizado se llevo a la cabina para realizar todo el
procedimiento, asi garantizar las condiciones 6ptimas de trabajo.

Se realiz6 el procedimiento en presencia del mechero Bunsen, el cual
nos permitié establecer un area de trabajo aséptico.

Se verificd que el Agar Sangre esté a una temperatura de 40 — 45°C.

Se procedio a extraer sangre, es necesario considerar de (5-10%) para
garantizar el enriquecimiento del medio de cultivo. En este caso se
empleo al 7%.

Para evitar la coagulacion de la sangre, se hizo uso de canicas y un vaso
estéril, la sangre extraida se coloc6 en el vaso y se procedi6 a agitar,
luego de ello, dicha sangre, se afiadi6 al medio de cultivo autoclavado y
se homogenizoé.

Se procedi6 a distribuir el medio de cultivo en placas Petri, se colocd
aproximadamente 25 mL de agar en cada placa y se dejé solidificar.

En caso hubiese aparicion de burbujas en las placas, se procedié a
eliminarlos flameando con el mechero Bunsen.

Para el método de Kirby Bauer Modificado, se procedi6 a realizar pozos
en el Agar Sangre ya solidificado, con la ayuda de una pipeta Pasteur
esterilizado, dichos pozos tuvieron una medida de 6mm.

Se realiz6 la preparacion del in6culo de Streptococcus mutans ATCC
25175: con la ayuda de un asa estéril se recogieron colonias y se
colocaron en un tubo de ensayo con 5 mL de solucion salina estéril y se
ajusto a una turbidez de 0,5 de la escala de Mc Farland, que equivale a
1x108UFC/mL.
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Con ayuda de hisopos estériles, se procedié a sembrar el indculo de
Streptococcus mutans ATCC 25175 en las placas Petri con medio de
cultivo y pozos.

Se peso (65mg) del gel dental elaborado y del gel control (Colgate) y se
colocaron en los pozos previamente realizados.

Para los antibiéticos control (Clindamicina y ciprofloxacino) no fue
necesario realizar pozos, se hicieron uso de discos.

Se procedi6é a colocar todas las placas en condicion de anaerobiosis,
para lo cual se hizo uso de un recipiente y velas; todas las placas
previamente forradas con papel film, se ubicaron en el recipiente con
velas encendidas y luego se procedi6 a cerrar el mismo.

Después de completar el procedimiento se colocaron las placas en la
incubadora a 37°C durante 24 horas.

Una vez transcurrido el periodo de incubacion, con la ayuda de un
instrumento (vernier), se procedio a medir los halos de inhibicién del gel
dental elaborado, del control gel (gel dental de Colgate) y de los
antibidticos (Clindamicina, Ciprofloxacino) expresados en milimetros
(mm). (106)

Las medidas de los halos de sensibilidad obtenidas en el estudio se compararon con la

escala de Duraffourd para evaluar la sensibilidad de la bacteria al gel dental elaborado

a base los aceites esenciales de Matico y Limon risso, al gel dental control y a los

antibidticos control. Segun esta escala, las categorias son:

e Resistente (<8 mm)

e Sensible (8 — 14 mm)

¢ Muy sensible (15— 20 mm)

e Altamente sensible (>20 mm). (104)

El procedimiento se resume en el Flujograma N°5 y se muestra graficamente en la

Figura N°10.
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Flujograma N° 5. Determinacion de la actividad antibacteriana del gel dental elaborado sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 por el método

Kirby Bauer Modificado (difusion en pozos)

q Disolver con Llevar a bano Llevar a
Pesar 14 gr de agar 1
Preparar Agar ) En un Matraz g 9 e_lgua — maria para su — autooclave a
S sangre purificada. completa 121°C por 15
angre . -, .
J disolucion. minutos.
|
Enriquecer el medio:
Distribuir en Afadir dicha A una Utilizar canicas y Para evitar la
Placas Petri sangre al agar temperatura o 2 Extrayendo
M| — R - p S un vaso esterily | quum COagulacion sangre al
(25mL) y dejar Gtz ) de 40 — 45°C agitar la sangre de la sangre 7%
solidificar. homogenizar. _

Kirby Realizar pozos Preparar el inéculo En un tubo de
bauer conuna Pipeta |_ | de Streptococcus ensayo con
Modificado Pasteur estéril. mutans ATCC ' solucion salina
25175 esteéril:
Medir los _ Llevara Colocar en Colocar el gel = l el
halos de incubacion a | e anaerobiosis dental a los esar el ge
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Figura N°10. Ensayo de la actividad antibacteriana del gel dental de limpieza
formulado por el método de Kirby Bauer Modificado

1. Preparacion del medio de cultivo

sgr?arre Homoaenizar Distribuir en la placa petri
) g ' / 9 25ml y dejar solidificar
Afiadir la @ = ——
sangre al ' ——
matraz con "

agar sangre

Autoclavar a
121°C /15 minutos

Fuente: Elaboracion propia

2. Elaboracién de los pozos en las placas Petri

/?;eta : Distribucion de
Placas de agar Realizar los Pastant ‘ los pozos
sangre enriquecido — POZOs con la " = =

con sangre al 7% pipeta Pasteur Placas petri

con DOZOS

\u.nﬂ

B —-=-

Fuente: Elaboracién propia

3. Procedimiento bacteriologico de las muestras de Streptococcus mutans ATCC
25175

Ajustar el

l inoculo a 0.5 de
Caldo BHI _ Mc Farland
N

Streptococcus /"—_—“'\‘

mutans ATCC
25175 i

© 1 J Inocular el S. mutans ATCC
e - 25175 ajustado a 0.5 de Mc
Referencia 5ml de Farland, en las placas petri
Mc Farland 0.5 | sgolucion con agar sangre
(1x7108UFC/mL) salina

Fuente: Elaboracién propia
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4. Valoracion de la sensibilidad bacteriana de Streptococcus mutans ATCC 25175,

ante el gel dental de limpieza formulado

Colocar el gel dental Llevar a anaerobiosis las placas
/ previamente pesado Incubar a 37°C/24h

— l—-k-.ﬁ
(S
ee—————————
Placas petri con pozos _ )
+ ———
Streptococcus | Gel dental Luego medir los halos de
mutans ATCC 25175 inhibicion

Fuente: Elaboracién propia

3.6.12. Determinaciéon de la concentracion minima inhibitoria (CMI) por

macrodilucién del gel dental de limpieza elaborado a base de los aceites

esenciales de Piper aduncum (Matico) Y Citrus jambhiri Lush (Limén Risso)
METODO DE MACRODILUCION

La técnica de la macrodilucion se utiliza en cada combinacion de un antibacteriano con
una bacteria. Consiste en exponer las cepas bacterianas a diferentes concentraciones
del antibacteriano, aplicando diluciones que reducen la concentracion a la mitad en cada
paso. Luego, se observa el crecimiento de los microorganismos y se determina la
Concentracién Minima Inhibitoria (CMI), que es la concentracibon mas baja del

antibacteriano que inhibe el crecimiento bacteriano. (87)
PREPARACION DE LAS DILUCIONES DEL GEL DENTAL ELABORADO

v' En el primer tubo de la serie de diluciones, se afadi6 2 mL del gel dental
elaborado a base de los aceites esenciales de Piper aduncum (Matico) y Citrus
jambhiri Lush (Limon risso) - Principio Activo.

v" Alos demas tubos se les agregé 1 mL de caldo BHI (Infusién Cerebro Corazon)
esterilizado.

v" Luego se tom6 1 mL (gel dental elaborado) del primer tubo y se transfirié al
segundo tubo utilizando una pipeta estéril.

v" Después, se mezclé el contenido del segundo tubo.

v' Con distintos tips (para cada transferencia), se tomé 1 mL del segundo tubo y se
transfiri al tercer tubo.

v El proceso continué siguiendo estos pasos hasta llegar al pendltimo tubo, en el

cual se retir6 1 mL y se desechd.
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v

El dltimo tubo de la serie no recibi6 la solucion del principio activo (gel dental
elaborado), por ello tuvo la funcién de servir como control para evaluar el
crecimiento microbiano.

Se prepararon 8 tubos (Tubo N°1 = 100% del gel dental de limpieza; Tubo N°2
= 50%; Tubo N°3 = 25%; Tubo N°4 = 12,5%; Tubo N°5 = 6,25%; Tubo N°6 =
3,13%; Tubo N°7 = 1.56%; Tubo N°8 = Control negativo. (87)

PREPARACION DEL INOCULO BACTERIANO

Se esterilizé la solucion salina.

En un tubo de ensayo se colocé 5 mL de solucién salina, en el cual con ayuda
de un asa estéril se inocul6 el Streptococcus mutans ATCC 25175, hasta llegar
a un nivel de turbidez de 0,5 es decir (1 x 108UFC/mL).

A partir de ese tubo se empezo la dilucién hasta llegar a una concentracion final
de 1 x 10°UFC/mL.

Para ello utilizamos 3 tubos adicionales, cada uno con 9 mL de solucién salina
estéril.

Del primer tubo con 5mL de solucion salina y ajustado a 0,5 de la escala de Mc
Farland, se tom6é 1 mL y se transfirié al segundo tubo que contenia 9mL de
solucién salina (1 x 10’UFC/mL).

Del segundo tubo se tom6 1mL y se transfiri6 al tercer tubo que también contenia
9mL de solucion salina (1 x 108UFC/mL).

De ese tercer tubo se tomé también 1mL y se transfirio al cuarto tubo que

previamente contenia 9mL de solucién salina (1 x 10°UFC/mL).

COLOCACION DEL INOCULO EN LOS TUBOS CON CALDO BHI

v

v

Se afiadié 1mL del inéculo estandarizado a (1 x 10°UFC/mL) a cada uno de los
tubos que contienen el caldo BHI y el gel dental elaborado, asi como al tubo de
control de crecimiento bacteriano y se procedié a mezclar de manera uniforme.
Es importante destacar que no debe transcurrir mas de 15 minutos desde la

preparacion del indculo hasta su incorporacion en los tubos de ensayo. (87)

INCUBACION

v

Después del procedimiento anteriormente mencionado, se procedioé a incubar
los tubos de prueba que contenian el caldo BHI, el gel dental y el in6culo
bacteriano.

Se procedi6 a incubar a una temperatura de 37°C durante 24 horas. (87)
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LECTURA E INTERPRETACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se refiere a la concentracion mas baja del
principio activo en la cual no se observa ningln crecimiento y no se observa presencia

de turbidez, se expresa en miligramos por mililitro (mg/mL). (88)

Después de las 24 horas de incubacion, se procedio a observar la turbidez en cada uno
de los tubos de ensayo. La ausencia de crecimiento bacteriano se confirm6 mediante
siembras en placas Petri correspondiente a las 8 diluciones del gel dental elaborado,
con el fin de verificar la inhibicion del crecimiento de Streptococcus mutans ATCC
25175. El procedimiento completo para la determinacion de la CMI mediante el método
de macrodilucion se resumen en el Flujograma N°6 y se representa visualmente en la
Figura N°11.

Flujograma N° 6. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del gel
dental elaborado a base de los aceites esenciales de Piper aduncum (Matico) y Citrus
jambhiri Lush (Limén Risso) por el método de macrodilucion.

1. Realizar
activacion de la cepa

Fuente: Elaboracién propia
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Figura N°11. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) por
macrodilucién del gel dental elaborado

1. Representacion de la preparacion de las diluciones del gel dental formulado

Se retiro
. . ml
Transferir  Transferir Transferir  Transferir  Transferir Transferir
Tml 1ml Tml Tml Tml Tml l

e 8 8 U0 JUUU

(100%| [50%| [25%| [125%] [625%] [313%] [1.56%| [cControl(-

T 1ml Tml 1ml Tml Tml Tml Tl
2midelgel caldo  caldo  caldo caldo caldo caldo caldo
demalg BHI BHI BHI BHI BHI BHI BHI

Fuente: Elaboracién propia

2. Representacion de la preparacion del inéculo bacteriano ajustado

Inoculo ajustado

== o= =) =

— — z—:—i;}
Transferir Transferir Transferir J
. Imb TmL TmL
A - ——e —_— o —_— Ly
Sireptococcus
mutans ATCC 25175
Ly I
Ajustar 5mL de = o ’gz.__* J
ala solucion salina 9 m_L de 9 ml de 9 m_l: de
escala 4

‘ Mac Farland 0,5

solucion salina solucion salina solucion salina
X m
1xT10%UFC/mL

| 1 x 107UFC/mL \ | 1x10°UFC/mL | | 1x 10%UFC/mL

Fuente: Elaboracion propia
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3. Colocacion del inéculo en los tubos con caldo BHI

Se retiro
Tml
Tml Tml Tml Tml Tml 1ml

B 0 U UJUU U &

= o= =

[100%|  [50%] [25%| [125%] [625% [313%] [1,56%| [cControl ()
T Tml Tml Tml ml Tmil Tml Tml
2 ml del gel BHI BHI BHI BHI BHI BHI EHI

dental

=/
Inoculo Transferir TmL a
ajustado cada tubo de

1x10°UFC/mL ensayo

Fuente: Elaboracién propia

3.6.13. Determinacion del efecto sinérgico en la actividad antibacteriana entre
los aceites esenciales de Piper aduncum (Matico) y Citrus jambhiri Lush
(Limon risso)
El indice de Concentracion Inhibitoria Fraccionada, también conocido como (FICI) por
sus siglas en inglés, es un parametro cuantitativo que nos permite evaluar si la
combinacién de dos agentes antimicrobianos genera un efecto sinérgico, aditivo,

indiferente o antagonista. (107)

v' El procedimiento se llevé a cabo utilizando los valores obtenidos de la
concentraciéon minima inhibitoria (CMI), tanto individual como en combinacion,
de los aceites esenciales de Piper aduncum (Matico) y Citrus jambhiri Lush

(Limén risso).
Formula:
FICI =FICA+FICB
Donde:

CMI de A en combinacion
CMI de A individual

FICA =
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CMI de B en combinacion

FICB = =0T de B individual

Interpretacion:

Segun los criterios establecidos para el FICI:

FICI < 0.5 — Sinergia (efecto combinado superior al individual)
0.5 < FICI =1 — Aditivo (efecto combinado similar al individual)
1 < FICI £ 4 — Indiferente (no hay interaccion relevante)

FICI > 4 — Antagonismo (el efecto combinado es menor al individual). (107)

3.7. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

En este estudio, se llevara a cabo la recopilacion de informacion mediante las fichas de

recoleccién que se detallan a continuacion:

SSERNEENERN

\

Anexo N°5: Ficha de recoleccion de las especies vegetales.

Anexo N°6: Ficha de recoleccion del porcentaje de humedad

Anexo N°7: Ficha de porcentaje de rendimiento del aceite esencial

Anexo N°8: Ficha de recoleccion de la prueba de solubilidad de los aceites
esenciales

Anexo N°9: Ficha de recoleccion de las caracteristicas organolépticas y
fisicoquimicas del aceite esencial

Anexo N°10: Ficha de recoleccion de datos del control de calidad del gel dental
elaborado

Anexo N°11: Ficha de recoleccion de halos de inhibicion del gel dental elaborado
Anexo N°12: Ficha de recoleccion de datos de la actividad antibacteriana del
aceite esencial de piper aduncum (matico) segun macrodiluciéon. Concentracién
minima inhibitoria

Anexo N°13: Ficha de recoleccion de datos de la actividad antibacteriana del
aceite esencial de citrus jambhiri lush (limén risso) segin macrodilucion.
Concentracion minima inhibitoria

Anexo N°14: Ficha de recoleccion de datos de la actividad antibacteriana del gel

dental elaborado segin macrodiluciéon. Concentracion minima inhibitoria
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3.8. Técnicas de anélisis de datos
Para procesar los datos obtenidos en la investigacion se utilizé el software: Paquete

estadistico Statistical Package For Social Sciences (SPSS) version 25.0.

e Fue necesario el programa estadistico (SPSS) y el programa Microsoft Excel
para crear una base de datos para el procesamiento de la informacion.

e Se empled el andlisis de varianza ANOVA y la prueba Post Hoc-Tukey.

e Se empled el modelo estadistico ANOVA para llevar a cabo un analisis
estadistico de los datos obtenidos sobre la sensibilidad de Streptococcus mutans
frente al gel dental elaborado.

l. MEDIA O PROMEDIO

La media, también denominado promedio, se obtiene al dividir la suma total de un
conjunto de numeros entre la cantidad de dichos numeros. Este valor representa el
punto de equilibrio en una distribucién y puede verse afectada por valores extremos, es
asi que ofrece una medida general de la tendencia central o el valor promedio de los
datos. (108)

Para realizar el calculo, se suman todos los valores del conjunto y se divide por la

cantidad de datos. Algunas caracteristicas fundamentales de la media son:

v' Considera todos los valores del conjunto
v" El numerador de la férmula corresponde a la suma de valores.

v" Puede no reflejar fielmente la muestra en presencia de valores extremos. (108)

Il ANALISIS DE VARIANZA (ANOVA)

El andlisis de varianza (ANOVA) aborda en términos generales un conjunto de
situaciones experimentales y métodos estadisticos destinados al andlisis de respuestas
cuantitativas de unidades experimentales. El escenario mas basico de ANOVA,
conocido como el andlisis de varianza de un solo factor o disefio completamente al azar,
se emplea para comparar dos 0 mas tratamientos. En este enfoque, se contemplan

Unicamente dos fuentes de variabilidad: los tratamientos y el error aleatorio. (109)

ANOVA es una técnica estadistica empleada para determinar si existen diferencias
significativas en los resultados de una prueba. Dicha prueba nos permite evaluar si los
resultados son lo suficientemente relevantes como para rechazar la hipoétesis nula o

aceptar la hipétesis alternativa. Es asi que esta técnica nos permite determinar si las

112



diferencias en las medias entre los grupos que se estd comparando son

estadisticamente significativos o si, por el contrario, podrian ser producto del azar. (109)
[l. PRUEBA POST HOC - TUKEY

Una vez que se identifican diferencias entre las medias, la prueba post hoc de rango
permite establecer cuales de ellas varian. Estas pruebas detectan subconjuntos de

medias homogéneas que no presentan diferencias significativas entre si.

La prueba de Tukey, el cual lleva el nombre de su creador John Tukey, es una
herramienta estadistica comunmente empleada junto con el ANOVA. Dicha prueba es
utilizada en experimentos que requieren multiples comparaciones. Ayuda a determinar
qué grupos presentan diferencias significativas entre ellos, disminuyendo asi la
probabilidad de cometer errores de Tipo | y ofreciendo también informacion clave para
tomar decisiones fundamentadas e informadas. Es asi que al momento de llevar a cabo
pruebas post hoc, es crucial hacer ajustes para las comparaciones multiples, tener en
cuenta el tamafio del efecto y analizar los resultados dentro del contexto especifico de

la investigacién. (110)
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CAPITULO IV

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS
4.1. Determinacion del porcentaje de humedad
4.1.1. Determinacion del porcentaje de humedad de las hojas de Piper
aduncum (Matico)
Tabla N°4.1. Resultados del porcentaje de humedad de las hojas de Piper aduncum
(Matico)

Peso Inicial
Muestras (muestra 2h 5h | 24h | 48h | 52 h | Porcentaje de

fresca) gr. humedad (%)
Muestra 1 5.001 3.596 | 2.665 | 2.025 | 2.016 | 2.015 59.71
Muestra 2 5.001 3.795|2.871|2.170 | 2.163 | 2.161 56.79
Muestra 3 5.000 3.668 | 2.743 | 2.422 | 2.413 | 2.408 51.84
Promedio de % de humedad de las hojas de Piper aduncum

(Matico) 56.11

Fuente: Elaboracion propia basada en datos experimentales del estudio.

Figura N°12. Porcentaje de humedad de las hojas de Piper aduncum (Matico)

Porcentaje de humedad de las hojas de Piper
aduncum (Matico)

Peso Inicial 2h 5h 24 h 48 h 52 h
(muestra
fresca) gr.

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

Fuente: Elaboracion propia basada en datos experimentales del estudio.

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

La tabla N° 4.1 presenta los resultados obtenidos sobre el porcentaje de humedad de
las hojas de Piper aduncum (Matico), tras haber realizado el secado de las muestras en

la estufa a una temperatura de 40°C hasta alcanzar un peso constante de las muestras,
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obteniendo asi un promedio de 56.11%. La figura N°12 nos muestra el proceso de

secado de las plantas hasta obtener un peso constante.

Segun el estudio de Olano Tirado Richard (2023), el porcentaje de humedad de la hoja
de Matico fue de 78.37%, donde situaron sus muestras en una estufa a 103°C durante

4 horas, por tanto, el porcentaje de humedad de nuestro estudio es menor. (35)

Asimismo, en el estudio de Correa Palacios y Diaz Medina (2020) el porcentaje de
humedad de Piper aduncum (Matico) fue de 66.1%, estas variaciones pueden atribuirse
a la temperatura de secado y a la distinta ubicacion geogréafica de la planta estudiada.
(37)

El porcentaje de humedad nos proporciona informaciéon esencial para el proceso de
secado de la muestra, estabilizando el material en estudio. Este proceso interrumpe las
reacciones enzimaticas y la degradacion de los metabolitos, lo que ayuda a prevenir el
crecimiento de bacterias, hongos y la descomposicion, asi como los procesos de

oxidacién que podrian comprometer la estabilidad de los metabolitos.

4.1.2. Determinacién del porcentaje de humedad de las hojas de Citrus jambhiri
Lush (Limén Risso)
Tabla N° 4.2. Resultados del porcentaje de humedad de las hojas de Citrus jambhiri

Lush (Lim6n Risso)

Peso Inicial Porcentaje
Muestras (muestra 2h 5h 24h | 48h | 52h |dehumedad
fresca) gr. (%)
Muestra 1 5.001 4,193 | 3.489 | 2.965 | 2.965 | 2.964 40.73
Muestra 2 5.000 4,281 | 3.654 | 2.791 | 2.791 | 2.788 44.73
Muestra 3 5.001 4.208 | 3.598 | 3.212 | 3.210 | 3.209 35.83
Promedio de % de humedad de las hojas de Citrus jambhiri Lush
(Limén Risso) 40.43

Fuente: Elaboracion propia basada en datos experimentales del estudio.
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Figura N°13. Porcentaje de humedad de las hojas de Citrus jambhiri Lush (Limon

Risso)

Porcentaje de humedad de las hojas de Citrus
jambhiri Lush (Limén Risso)

3 o 2
2
1
0

Peso Inicial 2h 5h 24 h 48 h 52h

(muestra

fresca) gr.

Muestra 1 Muestra 2  ==@==Muestra 3

Fuente: Elaboracion propia basada en datos experimentales del estudio.

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En la tabla N° 4.2, se presenta los resultados del porcentaje de humedad de las hojas
de Citrus jambhiri Lush (Limén Risso), tras haber realizado el secado de las muestras
en la estufa a una temperatura de 40°C hasta alcanzar un peso constante de las
muestras, obteniendo asi un promedio de 40.43%. Es asi que el valor del contenido de
humedad obtenido depende en gran medida del tipo de horno utilizado, las condiciones
dentro de éste, el tiempo de secado y la temperatura aplicada. La figura N°13 nos
muestra el proceso de secado de las hojas de limoén risso hasta obtener un peso

constante.
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4.1.3. Determinacion del porcentaje de humedad de la cascara de Citrus
jambhiri Lush (Limén Risso)
Tabla N° 4.3. Resultados del porcentaje de humedad de la cdscara de Citrus jambbhiri

Lush (Limo6n Risso)

Peso Inicial
Muestras (muestra fresca) 5h 24 h 29 h Porcentaje de
ar. humedad (%)
Muestra 1 10.001 6.887 3.782 3.769 62.31
Muestra 2 10.003 6.544 3.749 3.735 62.66
Muestra 3 10.008 6.996 3.814 3.800 62.03
Promedio de % de humedad de la cascara de Citrus jambhiri
Lush (Limén Risso) 62.33

Fuente: Elaboracion propia basada en datos experimentales del estudio.

Figura N°14. Porcentaje de humedad de la cdscara de Citrus jambbhiri Lush (Limon
Risso)

Porcentaje de humedad de la cdscara de Citrus
jambhiri Lush (Limdn Risso)

12

10

Peso Inicial (muestra 5h 24 h 29 h
fresca) gr.

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3

Fuente: Elaboracion propia basada en datos experimentales del estudio.

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En la tabla N° 4.3 se presenta los resultados del porcentaje de humedad de la cascara
de Citrus jambhiri Lush (Lim6n Risso), tras haber realizado el secado de las muestras

en la estufa a una temperatura de 40°C hasta alcanzar un peso constante de las
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muestras, obteniendo asi un promedio de 62.33%. La figura N°14 nos muestra el

proceso de secado de las cascaras de limon risso hasta obtener un peso constante.

Segun el estudio realizado por Pinto Alcon Omar (2020), el porcentaje de humedad de
la cascara de Limon fue de 74.28%, para dicha determinacién hicieron uso de una
balanza de humedad. Entonces, dicha variacion puede ser debido al método utilizado

para la determinacién del porcentaje de humedad. (22)

4.2. Determinacion del porcentaje de rendimiento de los aceites esenciales de
Piper aduncum (Matico) y Citrus jambhiri Lush (Limdn Risso)

Tabla N° 4.4. Resultados del porcentaje de rendimiento del aceite esencial de Piper
aduncum “Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limén Risso”

CANTIDAD DE | CANTIDAD DE | PORCENTAJE

ESPECIE VEGETAL MATERIA ACEITE DE
PRIMA ESENCIAL RENDIMIENTO
Piper aduncum “Matico”
_ 1668 gr 30 mL 1.79 %
Hojas, tallo y flores.
Citrus jambhiri Lush “Limén
risso”
2205 gr 30 mL 1.36 %

Hojas, tallo, flor y fruto

verde de 4 cm de diametro.

Fuente: Elaboracién propia
ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En la tabla N° 4.4 se muestra que el porcentaje de rendimiento de los aceites esenciales
obtenidos por el método de destilacién por arrastre de vapor de las hojas, tallos y flores de
la especie vegetal de Piper aduncum “Matico” fue de 1,79% y de las hojas, tallos, flor y fruto
de la especie vegetal de Citrus jambhiri Lush “Limén risso” fue de 1.36%. Ambas especies
vegetales muestran un porcentaje de rendimiento ligeramente alto lo cual indica que las dos
plantas son buenas como materia prima, ademas de que este valor nos permitié determinar
la cantidad de muestra vegetal seca que se necesit6 para la extraccion del aceite esencial y

los diferentes ensayos del trabajo de investigacion.

En la investigacion de Ingaroca et al., 2019, obtuvieron un porcentaje de rendimiento del
1,1% v/p de hojas de Piper aduncum “Matico”. (40) Por otro lado, Fernandez et al., 2024
mediante el método de Hidrodestilacién extrajeron el aceite esencial de las hojas de P.
aduncum durante dos horas y obtuvieron un porcentaje de rendimiento que no sobrepaso el

1.3%. (32) Urrunaga et al., 2022, al extraer el aceite esencial de la cascara de Citrus jambhiri
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obtuvieron un rendimiento de 0.72%. (45) En el estudio de Oluwasayo et al., 2019 (5)

reportaron un rendimiento de 1,40% (p/v) de las cascaras del fruto del Citrus jambhiri. (21)

En nuestro trabajo el valor obtenido del rendimiento de P. aduncum fue 1,79%, superior a
los reportados en estudios previos y del Limon risso 1,36% muy cercano a una investigacion,
esto puede deberse al estado de la materia vegetal ya que influye en la cantidad de aceite
obtenido y la cinética de la extraccion, incluso el tipo de material vegetal de la misma planta
podra presentar diferente cinética, otros factores que influyen son la procedencia geografica
del fruto, las condiciones de cultivo y el tiempo de destilacion.

4.3. Pruebas de solubilidad de los aceites esenciales de Piper aduncum (Matico)
Y Citrus jambhiri Lush (Lim6n Riss0)

Tabla N° 4.5. Resultados de pruebas de solubilidad de los aceites esenciales de Piper
aduncum (Matico) Y Citrus jambhiri Lush (Limén Risso)

SOLVENTE ACEITES ESENCIALES
Piper aduncum Citrus jambhiri Lush
(MATICO) (LIMON RISSO)

Agua destilada - -

Metanol +++ 4
Etanol al 70% + +

Etanol al 96% ++ ++
Acetona +++ +++
Acetato de etilo ++ ++
Cloroformo +++ +++
Bencina +++ +++
Hexano +++ +++
Tween 80 +++ +++

Fuente: Elaboracion propia basada en datos experimentales del estudio.

LEYENDA:
= Totalmente soluble: +++
= Soluble: ++
= Poco soluble: +
= Insoluble: -

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En la tabla N° 4.5 se muestran los resultados de las pruebas de solubilidad de los aceites

esenciales de Piper aduncum (Matico) y Citrus jambhiri Lush (Limén Risso) en diferentes
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solventes, tanto polares como apolares. En dicha tabla se observa que nuestros aceites
esenciales de Matico y Limon risso son insolubles en agua destilada, poco solubles en
etanol al 70%, solubles en etanol al 96%, acetato de etilo y totalmente solubles en

metanol, acetona, cloroformo, bencina, hexano y Tween 80.

Realizando la comparacién con el estudio de Janampa Torres Ricardo (2023), se obtuvo
resultados similares respecto a la solubilidad del aceite esencial de Piper aduncum
(Matico), ya que dicho investigador llegé a la conclusion que el aceite esencial de matico
es soluble en solventes como el cloroformo, soluble en mediana proporcion en metanol

y etanol e insoluble en agua. (38)

Respecto a la solubilidad del aceite esencial de Citrus jambhiri Lush (Limén risso), el
investigador Tupayachi Palomino (2024), concluyé también que el aceite esencial de
limén es soluble en solventes como el metanol, etanol, acetona, hexano y acetato de

etilo e inmiscible en el agua. (42)

Del mismo modo, Guale Cabal Ariel y Mieles Burgos Jaison (2020), indicaron que el
aceite esencial de Citrus jambhiri es soluble en etanol, con lo que afirman que,
generalmente, los aceites esenciales tienen una solubilidad baja en agua y son
completamente miscibles en etanol absoluto. Indican también que la evaluacién del
namero de volimenes de alcohol diluido necesarios para disolver completamente un
volumen de esencia es una herramienta rapida para valorar su calidad, ya que los
aceites esenciales que contienen una mayor cantidad de compuestos oxigenados
tienden a ser mas solubles en etanol diluido en comparacion con aquellos que

predominan en hidrocarburos terpénicos. (24)

Recordemos que la solubilidad de los aceites estéd relacionada con su estructura
guimica. Estas estan constituidas por largas cadenas de hidrocarburos no polares, lo

que les permite disolverse facilmente en disolventes no polares. (111)

Segun nuestros resultados, se puede afirmar que los aceites esenciales de Piper
aduncum (Matico) y Citrus jambhiri Lush (Limén risso) son altamente solubles en

solventes organicos.
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4.4. Determinacion de las propiedades organolépticas de los aceites esenciales
de Piper aduncum (Matico) y Citrus jambhiri Lush (Limdn Risso)
Tabla N° 4.6. Resultados de las propiedades organolépticas del aceite esencial de Piper

aduncum “Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limoén Risso”

CARACTERISTICAS RESULTADOS
ORGANOLEPTICAS | Aceite esencial de Piper | Aceite esencial de Citrus
aduncum “Matico” jambhiri Lush “Limén risso”
COLOR Amarillo pélido Ligeramente amarillento
brillante
OLOR Intenso de menta y Citrico, fresco
alcanfor
SABOR Astringente y picante Citrico no picante
ASPECTO Liquido fluido Liquido fluido

Fuente: Elaboracién propia
ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En la tabla N° 4.6 se muestran los resultados de la determinacion de las caracteristicas
organolépticas de ambos aceites esenciales extraidos, donde el aceite esencial de Piper
aduncum “Matico” presentd un color amarillo palido, un olor intenso caracteristico a
matico, un sabor astringente - picante y un aspecto liquido fluido. Estas caracteristicas
organolépticas se deben a varios metabolitos secundarios presentes en su aceite
esencial como el eucaliptol que son los principales responsables del olor intenso a
menta y alcanfor, el sabor astringente y picante se debe principalmente a las sustancias

amargas gue posee como el metileugenol, cariofileno y los fenilpropanoides. (34)

En lainvestigacion de Saravia y Vargas (2023) reportaron en la caracterizacion sensorial
del aceite esencial de Piper aduncum un color amarillo transparente, un aspecto liquido
aceitoso, un olor aromatico y un sabor astringente, similar a nuestros resultados
obtenidos. (34) Al comparar los resultados de las caracteristicas organolépticas de
nuestro aceite esencial de Piper aduncum “Matico”, estos se encuentran dentro de los

limites establecidos en las investigaciones previas ya mencionadas.

En cuanto al aceite esencial de Citrus jambhiri Lush “Limén risso” presentd un color
ligeramente amarillo, un olor citrico con emanacion de frescura, un sabor a citrico no
picante y un aspecto liquido fluido. Estas caracteristicas organolépticas se deben a sus
metabolitos secundarios, principalmente al limoneno, un monoterpeno caracteristico
que se encuentra en altas concentraciones en esta especie vegetal, y es responsable

del caracteristico aroma y sabor a fresco y citrico. Urrunaga et al., (2022) en la
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determinacion de las caracteristicas organolépticas del aceite esencial de la cascara de
Citrus jambhiri describieron un color ligeramente amarillento, olor citrico, fresco e
intenso, sabor no picante y un aspecto liquido fluido, resultados similares a lo

establecido por nuestra investigacion. (45)

4.5. Determinacion de las propiedades fisicoquimicas de los aceites esenciales de
Piper aduncum (Matico) Y Citrus jambhiri Lush (Limén Risso)

Tabla N° 4.7. Resultados de las propiedades fisicoquimicas del aceite esencial de Piper
aduncum “Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limo6n Risso”

RESULTADOS
. Aceite esencial | Aceite esencial
PROPIEDADES METODO DE ENSAYO _ _
. de Piper de Citrus
FISICOQUIMICAS DE REFERENCIA _ o
aduncum jambhiri Lush
“Matico” “Limén risso”
pH USP <791> 5 4.8
Densidad relativa NTP - 1SO 279 0.9088 g/mL 0.8454 g/mL
(20°C)
indice de refraccion | NTP - ISO 280 1.4999 nD 1.4711 nD
(20°C)
Rotacién éptica NTP 319.076 30 (D) 55.8 (D)
indice de acidez NTP 319.085 0.2244 mg | 1.3464 mg
KOH/g KOH/g

Fuente: Elaboracién propia
ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

La tabla N° 4.7 muestra los resultados de la determinacion de las propiedades
fisicoguimicas de los aceites esenciales de las plantas en estudio, para Piper aduncum
“Matico” el pH fue de 5, la densidad 0.9088 g/ml, el indice de refraccién 1.4999, la
rotacion optica 30 (D) y el indice de acidez 0.2244. En un estudio previo realizado por
Morocco Quispe, (2017) de las caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial de
Piper aduncum “Matico”, obtuvo un pH de 5,15, densidad de 0,9278 g/ml a 20 C°, indice
de refraccion de 1.4872. (39) En contraposicion Olano Tirado (2023), reporté un pH de
3,82 y una densidad de 0.841. (35) Por su parte, Saravia y Vargas (2023) reportaron
una densidad relativa de 0.9720 g/mL del aceite esencial de Piper aduncum “Matico”,
indice de refraccion 1,4818 nD, rotacion optica de 72° (D) y un indice de acidez de 1,4
mg KOH/g, siendo el tltimo pardmetro fisicoquimico mayor a nuestro resultado obtenido.
(34)
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El cuanto a los parametros fisicoquimicos del aceite esencial de Citrus jambhiri Lush
“Limon risso” el pH obtenido fue de 4.8, la densidad 0.8454 g/ml, el indice de refraccién
1.4711, la rotacién Optica 55.8 (D) y el indice de acidez 1.3464. En la investigacion
realizado por Urrunaga et al. (2022) reportaron un pH de 4.7 £ 0.01, Densidad (20°C)
0.844 g/ml + 0.02 y indice de refraccion (20°C) de 1.472 + 0.01, valores muy similares a
los reportados en este estudio. (45)

Al comparar el valor del pH obtenido de los aceites esenciales de ambas especies
vegetales frente a los estudios previos mencionados, se observa que todos los valores
son ligeramente acidos tanto de P. aduncum “Matico” (pH 5) y Citrus jambhiri Lush
“Limén risso” (pH 4.5), aunque en general, los aceites puros (como los aceites
vegetales) no tienen un pH medible, ya que son sustancias no acuosas y el pH se refiere
a la concentracion de iones de hidrégeno en soluciones acuosas. Sin embargo, el pH
de un aceite puede ser considerado acido en las siguientes circunstancias, por ejemplo,
a causa de los esteres 4cidos que se forman en presencia de calor ya que pueden liberar
protones, contribuyendo a un pH mas bajo, otra causa es la oxidacion de los aceites,
especialmente cuando estan expuestos al aire durante periodos prolongados, puede
llevar a la formacion de compuestos acidos, lo que resulta un sabor rancio y un pH mas
acido. Otros factores que pueden influir son la contaminacién con acidos, ya sea a través

de un proceso de degradacién o unas reacciones quimicas. (112)

Los valores reportados de la densidad de los aceites esenciales P. aduncum “Matico”
(0.9088 g/ml) y Citrus jambhiri Lush “Limén risso” (0.8454 g/ml), fueron menores a la del
agua debido a que las moléculas de los aceites vegetales tienen una masa molar mas
baja en comparacion con el agua y esto contribuye a que tengan mayor proporcién de
espacio vacio en su estructura. Otra causa es que la mayoria de aceites son
hidrocarburos, es decir compuestos formados solo por hidrégeno y carbono, el cual
poseen una menor densidad que la del agua y también porque las moléculas de agua
estan unidas por enlaces de hidrégeno lo que permite una disposicion mas compacta,
en cambio los aceites esenciales incluyen en su estructura cadenas largas de carbono
e hidrégeno lo que resulta en un empaquetamiento menos denso, es por ello que la

densidad de los aceites esenciales rondan entre 0.8 g/mly 0.95 g/ml. (112)

El indice de refraccion de los aceites esenciales tiene como aplicacion ser usado como
criterio de pureza, ya que si se desvia significativamente de los valores estandar para
un aceite esencial especifico puede indicar adulteracion o la presencia de impurezas.
En nuestra investigacion los valores reportados del aceite esencial de P. aduncum

“Matico” (1.4999 nD) y Citrus jambhiri Lush “Limén risso” (1.4711 nD), se encuentran
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dentro de los limites establecidos frente a las investigaciones previas, ya que
generalmente el indice de refraccién del aceite esencial de matico (Piper aduncum) se
encuentra en el rango de 1.485 a 1.505, mientras que el indice de refraccion del aceite
esencial de Citrus jambbhiri (también conocido como limén de la India o limon risso) suele
encontrarse en un rango aproximado de 1.470 a 1.485. (113) Por lo tanto, los resultados
del indice de refraccion de ambos aceites esenciales obtenidos por el método de
destilacion por arrastre de vapor nos estarian confirmando la existencia de pureza y alta

calidad.

La rotacién 6ptica de un aceite esencial es una medida de la capacidad de un compuesto
para rotar el plano de polarizacion de la luz polarizada. Esta propiedad es
particularmente importante, ya que puede proporcionar informacion valiosa sobre la
estructura, pureza y calidad de los aceites esenciales. (114) En nuestro estudio se
obtuvo una rotacién 6ptica de 30 (D) para el aceite esencial de Piper aduncum “Matico”
y 55.8 (D) para el aceite esencial de Citrus jambhiri Lush “Limén risso”. Ambos valores
obtenidos se encuentran dentro de los limites establecidos frente a las investigaciones
previas, pero con unas ligeras diferencias, ya que el valor especifico puede variar
dependiendo de factores como el método de extraccién, la calidad de la planta y las

condiciones de cultivo.

Respecto al indice de acidez de un aceite esencial, se refiere a la cantidad de &cidos
libres presentes en el aceite, o que puede ser un indicativo de la calidad del aceite, su
estado de conservacién y posibles procesos de degradacion. Hay que tener en cuenta
gue un indice de acidez mas bajo generalmente indica un aceite de mayor calidad,
mientras que un indice elevado puede sefalar la descomposicion o deterioro del aceite.
Asimismo, los aceites con un alto indice de acidez son mas susceptibles a la rancidez y
a la degradacion, lo que puede afectar su aroma y propiedades terapéuticas; también
un aumento en el indice de acidez puede ser un signo de adulteracién, ya que puede
resultar de la mezcla con otros aceites de menor calidad o de aceites rancios. (86) El
indice de acidez del aceite esencial de Piper aduncum (matico) puede variar
dependiendo de factores como el método de extraccion y las condiciones de cultivo,
pero tipicamente se reporta en un rango de aproximadamente 1 a 4.5 mg de KOH por
gramo de aceite, en cambio el indice de acidez del aceite esencial de Citrus
jambhiri (limoén de la India o limén risso) suele estar en el rango de aproximadamente
0.5 a 3.0 mg de KOH por gramo de aceite. (115) Este rango puede depender de factores
como la variedad del fruto, las condiciones de cultivo y el método de extraccion. En
nuestra investigacion se obtuvo un valor de 0.2244 mg KOH/g para el aceite esencial de

Piper aduncum “Matico” y 1.3464 mg KOH/g para el aceite esencial de Citrus jambhiri
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Lush “Limén risso”, ambos valores dentro de los estandares especificos lo cual no

sefialan signos de descomposicion o deterioro del aceite.

Los resultados de la determinacién de las propiedades fisicoquimicas de los aceites
esenciales de las plantas en estudio, Piper aduncum “Matico” y Citrus jambhiri Lush
“Limon risso”, presentaron valores dentro de los limites establecidos en investigaciones
previas, esto significa que los aceites esenciales extraidos por el método de destilacién
por arrastre de vapor presentan buena calidad, por lo cual se puede utilizar con

confianza para la elaboracion del gel dental.
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4.6. Determinacion de la composicion quimica del aceite esencial de Piper

aduncum (Matico) por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de

masas.

Tabla N° 4.8. Composicién quimica del aceite esencial de Piper aduncum (Matico)

Pico | Tiempo Compuesto CAS Peso Tipo | Porcentaje
(min) molecular (%)
(g/mol)
1 4.85 | (-)-a-Pineno 007785-26-4 136.24 MH 3.2
2 5.82 | (-)-B-Pineno 018172-67-3 136.24 MH 3.8
3 6.09 B-Mirceno 000123-35-3 136.24 MH 1.2
4 6.79 | a-Terpineno 000099-86-5 136.24 MH 15
5 7.01 | p-Cimeno 000099-87-6 134.21 MH 0.3
6 7.14 | D-Limoneno 005989-27-5 136.24 MH 1.3
7 7.25 | Eucaliptol 000470-82-6 154.25 MO 10.8
8 7.37 | Trans- B-Ocimeno | 003779-61-1 136.23 MH 6.6
9 7.72 | B-Ocimeno 013877-91-3 136.23 MH 13.7
10 8.00 | y-Terpineno 000099-85-4 136.24 MH 2.2
11 8.87 | Terpinoleno 000586-62-9 136.24 MH 0.6
12 12.19 | a-Terpineol 000098-55-5 154.25 MO 0.9
13 15.52 | Safrol 000094-59-7 162.19 MO 4.4
14 18.44 | Copaeno 003856-25-5 204.36 SH 0.5
15 18.97 | (-)-B-Elemene 000515-13-9 204.35 SH 0.9
16 19.46 | Metileugenol 000093-15-2 178.23 FP 10.8
17 19.91 | Cariofileno 000087-44-5 204.36 SH 2.8
18 20.53 | Aromandendreno | 000489-39-4 204.35 SH 0.3
19 21.01 | Humuleno 006753-98-6 204.35 SH 1.3
20 21.22 | Miristicina 000607-91-0 192.21 FP 2.4
21 21.75 | y-Muuroleno 030021-74-0 204.35 SH 0.3
22 21.92 | Trans- 023986-74-5 204.35 SH 5.9
Germacreno
23 22.41 | Biciclogermacreno | 067650-90-2 204.35 SH 8.0
24 22.70 | a-Farneseno 000502-61-4 204.35 SH 15
25 22.93 | a-Amorfeno 000483-75-0 204.35 SH 0.4
26 23.22 | Delta-Cadineno 000483-76-1 204.35 SH 0.8
27 24.27 | y-Elemene 029873-99-2 204.35 SH 0.7
28 24.83 | Elemicina biciclo 000487-11-6 208.25 FP 6.7
[4.4.0]dec-1-eno,
2-
29 26.83 | Isopropil-5-metil- | 150320-52-8 204.35 SH 0.3
9- metileno
30 28.00 | Asarona 002883-98-9 60.08 FP 5.9

Fuente: Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria-UNSAAC

CAS: Numero para identificar la molécula; MH: Monoterpeno hidrocarbonado, MO:

Monoterpeno oxigenado, SH: Sesquiterpeno hidrocarbonado, FP: Fenilpropanoide.
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Figura N°15. Cromatograma con los picos correspondientes a cada uno de los

compuestos identificados en el aceite esencial de Piper aduncum (Matico)
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ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

La tabla N° 4.8 nos detalla la composicién quimica del aceite esencial de Piper aduncum
(Matico), realizado por el método de Cromatografia de Gases acoplado a
Espectrometria de Masas. Los resultados obtenidos mediante CG/EM mostraron la
presencia de 30 componentes. Los componentes organicos volatiles predominantes
fueron  B-Ocimeno  (13.7%), Metileugenol  (10.8%), Eucaliptol (10.8%),
Biciclogermacreno (8.0%), Elemicina biciclo [4.4.0]dec-1-eno, 2- (6.7%), Trans- B-
Ocimeno (6.6%), trans-Germacreno (5.9%), Asarona (5.9%), Safrol (4.4%), B-pineno
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(3.8%), a-pineno (3.2%), Cariofileno (2.8%), Miristicina (2.4%), y-terpineno (2.2%), a-
Terpineno (1.5%), a-Farneseno (1.5%), Limoneno (1.3%), Humoleno (1.3%), B-Mirceno
(1.2%).

Estos compuestos se agrupan en las siguientes familias quimicas: monoterpeno
hidrocarbonado, monoterpeno  oxigenado, sesquiterpeno hidrocarbonado vy
fenilpropanoide. Siendo los mas abundantes los monoterpenos hidrocarbonados en un
34.4%, seguido por los sesquiterpenos hidrocarbonados en un 30.4%, fenilpropanoides

en un 19.1% y finalmente los monoterpenos oxigenados en un 16.1%.

Del mismo modo, en la figura N°15, se observan los picos correspondientes a cada uno
de los componentes identificados mediante CG/EM, donde el pico mas alto representa
al componente con mayor porcentaje que es el f-Ocimeno, seguido por metileugenol,

eucaliptol, entre otros.

En un estudio anterior, realizado por Ingaroca Tejeda (2018), se identificaron diversos
componentes en el aceite esencial de Piper aduncum L. (matico), entre ellos, el 1,2,4-
trimetoxi-5-(1-propenil)-benceno en un 39,32 %, el metileugenol en un 12,85 %, el
germacreno D en un 7,52 %, el biciclogermacreno en un 5,88 %, el 8-lIsopropenil-1,5-
dimetil-ciclodeca-1,5-dieno en un 2,99 %, el 3 -cariofileno en un 2,82 %, el &-cadineno
enun 2,81 %y el B -ocimeno en un 2,34 %. Es asi que la investigadora identific6 que
los fenilpropanoides fueron el grupo mas abundante con un 53,43 %, con el 1,2,4-
trimetoxi-5-(1-propenil)-benceno y el metileugenol como los principales componentes de
este grupo quimico. Los terpenoides con un 40,66 % constituyeron el segundo grupo
mas representado. Ademas, el contenido de hidrocarburos sesquiterpenoides con un
26,61 % fue mayor que el de los sesquiterpenoides oxigenados que tuvo 2,84 %,
mientras que las cantidades de hidrocarburos monoterpenoides representados por un

6,55 % y de monoterpenoides oxigenados con un 4,66 % fueron similares. (40)

Segun Zanoli Bernuci Katerine et al (2016), en su investigacion evaluaron la
composicion quimica del aceite esencial de Piper aduncum utilizando Cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas, identificando los siguientes componentes
principales: el biciclogermacreno (20.9%), el (E)- B - Ocimeno (13.9%), el (Z) — B-
Ocimeno (7.0%), el safrol (6.2%), el espatulenol (5.3%), el y — cardineno (5.5%), el a-
humuleno (4.9%), el (E)-cariofileno (2.6%), el linalool (1.3%), el a — Muurolol (1.2%),
entre otros. Dentro de estos componentes los méas predominantes fueron los
sesquiterpenos hidrocarbonados con un 42.2%, seguido por los monoterpenos
hidrocarbonados con un 20.0%, los sesquiterpenos oxigenados constituyen un 18,3% y

finalmente los monoterpenos oxigenados con un 7.5%. (29)
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La mayoria de los componentes identificados en nuestro estudio coincidieron con los
reportados en investigaciones anteriores, aunque también se observaron algunas
diferencias. Estas diferencias pueden ser atribuibles a diversos factores, tales como,
estacionalidad, diferencias genéticas, grado de temperatura, disponibilidad hidrica,
radiacién UV, fase de desarrollo, propiedades del suelo, temporada de recoleccion,
altura sobre el nivel del mar, entre otros. El monoterpeno, B-Ocimeno, es el responsable
de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Piper aduncum (Matico), puesto
que este compuesto demostré tener actividad antibacteriana en diferentes
investigaciones, siendo asi eficaz contra diversas bacterias. Del mismo modo, el
metileugenol, el eucaliptol, el biciclogermacreno poseen actividad antimicrobiana

demostrada en investigaciones previas.
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4.7. Determinacién de la composicion quimica del aceite esencial de Citrus

jambhiri

Lush (Limén Risso) por

espectrometria de masas.

cromatografia de gases acoplado a

Tabla N° 4.9. Composicién quimica del aceite esencial de Citrus jambhiri Lush (Limén

Risso)
Pico | Tiempo | Composicién CAS Peso Tipo | Porcentaje
(min) molecular (%)
(g/mol)
1 |4.70 B- tujeno 028634-89-1 136.23 MH 0.4
2 14.86 (+)-a-Pineno 007785-70-8 136.24 MH 1.9
3 | 578 Sabineno 003387-41-5 136.23 MH 17.7
4 |5.85 (-)-B-Pineno 018172-67-3 136.24 MH 3.3
5 ]6.01 5-Heptano-2-1, 000110-93-0 136.24 MH 0.3
metil-
6 |6.11 B -Mirceno 000123-35-3 136.24 MH 3.2
7 6.81 a-Terpineno 000099-86-5 136.24 MH 0.8
8 |7.04 m-Cimeno 000535-77-3 134.21 MH 0.5
9 |7.24 D-Limoneno 005989-27-5 136.24 MH 29.1
10 | 7.37 Trans- B- 003779-61-1 136.23 MH 11
Ocimeno
11 | 7.68 B-Ocimeno 003338-55-4 136.24 MH 5.3
12 | 8.00 y-Terpineno 000099-85-4 136.24 MH 1.6
13 | 8.88 (+)-4-Careno 029050-33-7 136.23 MH 0.5
14 |9.25 Linalol 000078-70-6 154.25 MO 5.4
15 |10.98 (R) - (+)- 002385-77-5 154.25 MO 10.5
Citronelal
16 | 11.78 Terpinen-4-ol 000562-74-3 154.25 MO 2.5
17 | 12.21 a-Terpineol 000098-55-5 154.25 MO 0.5
18 | 12.67 Decanal 000112-31-2 156.2 AO 0.3
19 | 13.46 (R) - (+)- B- 001117-61-9 156.27 MO 2.3
Citronelol
20 |13.91 (2)-Citral 000106-26-3 152.23 MO 1.8
21 |14.38 Acetato de linalilo | 000115-95-7 196.29 MO 0.7
22 | 1491 Trans-Citral 000141-27-5 152.23 MO 2.5
23 | 17.67 2,6-Octadieno, 002792-39-4 138.25 MH 1.0
2,6-Dimetilo
24 | 18.05 Acetato de Nerilo | 000141-12-8 196.29 MO 2.0
(P)
25 |18.69 Nerol 000106-25-2 154.25 MO 0.7
26 |19.92 Cariofileno 000087-44-5 204.36 SH 2.4
27 | 22.40 y-Elemene 003242-08-8 204.35 SH 0.5
28 |22.74 B-Bisabolene 000495-61-4 204.35 SH 0.4
29 |24.29 (-) y- Elemene 029873-99-2 204.35 SH 0.4
30 |39.22 Fitol 000150-86-7 296.53 DO 0.3

Fuente: Laboratorio de Cromatografia y Espectrometria-UNSAAC
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CAS: Numero para identificar la molécula; MH: Monoterpeno hidrocarbonado; MO:
Monoterpeno oxigenado; SH: Sesquiterpeno hidrocarbonado; AO: Alifatico oxigenado;

DO: Diterpeno oxigenado.

Figura N°16. Cromatograma con los picos correspondientes a cada uno de los
compuestos identificados en el aceite esencial de Citrus jambhiri Lush (Limén Risso)
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ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

La tabla N° 4.9 nos presenta la composicion quimica del aceite esencial de Citrus
jambhiri Lush (Limo6n risso), realizado por el método de Cromatografia de Gases
acoplado a Espectrometria de Masas. Los resultados obtenidos a través de CG/EM
mostraron la presencia de 30 componentes. Los principales compuestos identificados
fueron: Limoneno con un 29.1%, Sabineno con un 17.7%, Citronelal con un 10.5%,
Linalol con un 5.4%, 3-ocimeno con un 5.3%, B-Pineno con un 3.3%, B-Mirceno con un
3.2%, Terpinen-4-ol con un 2.5%, trans-Citral con un 2.5%, Cariofileno con un 2.4%,
Acetato de nerilo (P) con un 2.0%, a-pineno con un 1.9%, (Z) Citral con un 1.8%, vy -
terpineno con un 1.6%. De este modo, la familia quimica mas predominante dentro de
estos compuestos fueron los monoterpenos hidrocarbonados en un 66.7%,
representados por el limoneno, seguido por los monoterpenos oxigenados en un 28.9%

y los sesquiterpenos hidrocarbonados en un 3.7%.

En la figura N°16 se observan los picos correspondientes a cada uno de los
componentes identificados mediante CG/EM del aceite esencial de Limén risso, siendo

el pico mas alto del limoneno, seguido por sabineno, Citronelal, entre otros.

En una investigacién previa realizado por Pinto Alcén Omar (2020), se utilizé la técnica
de Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas para identificar los
componentes del aceite esencial de Limén. En dicho andlisis se determind que el
limoneno fue el componente predominante, representando un 54.64%, seguido por vy -
terpineno en un 13.96%, biciclo heptano 6,6 dimetil 2-metil en un 8.12%, citral en un
6.09%, Neral en un 4.46%, B-bisabolene en un 1.80%, a-terpineol en un 1.25%, Linalool

en un 0.69%, pineno en un 0.95%, (3-mirceno en un 0.92%. (22)

Asimismo, en un estudio anterior de Tupayachi Palomino Ana Cecilia (2024), se llevé a
cabo un analisis de la composicidn quimica del aceite esencial de Citrus limén, donde
se identificaron que los monoterpenos hidrocarbonados constituyen el 76.07%, los
sesquiterpenos el 15.27% y los monoterpenos oxigenados constituyen el 4.79%. Entre
estos componentes, los monoterpenos hidrocarbonados fueron los mas representativos,
destacando el limoneno con un 30.16%, seguido por el y -terpineno con un 12.41%, el
B-pineno con un 12.3%, y el p-cumeno con un 10.65%. En cuanto a los monoterpenos
oxigenados, el eucaliptol fue el mas destacado, alcanzando un 0.61%, seguido por el
linalool con un 0.52%. En la categoria de los sesquiterpenos, se detectaron el a-pineno
con un 4.79% y el E-citral con un 3.3%. (42)

En la investigacion realizada por Urrunaga, et al. (2022), analizaron la composicion

guimica del aceite esencial de Citrus jambhiri (Limén rugoso) utilizando también el
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método de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Se
determinaron 16 compuestos, destacando el limoneno con 37.7%, seguido por el -
Pineno con 25.1%, E- B-Ocimeno con 5.6%, Citronelal con 4.9%, linalool con 4.1% y
Mirceno con 3.6%. (45)

En nuestra investigacion, al igual que en los demas estudios, confirmamos que el
limoneno es el componente principal y el mas abundante del aceite esencial analizado.
Sin embargo, observamos diferencias en los porcentajes de los demas componentes, lo
cual podria atribuirse a factores como la temperatura, la presencia de lluvias, momento

de recoleccion, la altitud, el grado de maduracion de la especie vegetal, entre otros.

Ademas, comprender la composicién quimica del aceite esencial de Citrus jambhiri Lush
(Limon risso) es crucial para entender su efecto antibacteriano. Esto resalta el interés
en utilizar estos aceites como agentes antimicrobianos y agentes conservantes en
formulaciones, en los cuales podrian reemplazar los conservantes y antibiéticos
convencionales. En este contexto, los componentes a los cuales se les atribuye la
actividad antimicrobiana son el limoneno, el sabineno, citronelal, linalol, puesto que,
segun la revisién bibliogréafica, se consideran sustancias con gran potencial para tratar
infecciones provocadas por bacterias patdgenas tanto gram-positivos como gram-

negativos.
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4.8. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria del aceite esencial de Piper aduncum (Matico) por el método de

macrodilucidn, frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

Tabla N° 4.10. Resultados de la determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria del aceite esencial de Piper aduncum (Matico) por el

método de macrodilucion, frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

CONCENTRACION
DEL PRINCIPIO CLASIFICACION
N° DE | ACTIVO - ACEITE GRADO DE
TUBO ESENCIAL DE TURBIDEZ INHIBICION MODERADA POCO ACTIVO INACTIVO
Piper aduncum BUENA ACTIVIDAD ACTIVIDAD
(MATICO)
1 100% Sin turbidez Buena actividad
2 | 50% [ CMI ] Sin turbidez Buena actividad
3 25% Poca turbidez Moderada actividad
4 12.5% Poca turbidez Moderada actividad
5 6.25% Con turbidez Poca actividad
6 3.13% Con mayor Inactivo
turbidez
7 1.56% Con mayor Inactivo
turbidez

Fuente: Elaboracion propia basada en datos experimentales del estudio.
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ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En la tabla N° 4.10 se presentan los resultados de la concentracion minima inhibitoria
del aceite esencial de Piper aduncum, conocido como “Matico”, frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175. Estos resultados son relevantes para evaluar la efectividad del

aceite esencial en la inhibicién del crecimiento bacteriano de esta cepa especifica.

Es asi que después de incubar todos los tubos a 37°C por 24 horas, se procedié a
visualizar la turbidez en cada uno de ellos, teniendo los siguientes resultados: El tubo
N°1 que contiene el 100% del aceite esencial de Matico no presenté turbidez, el tubo
N°2 que contiene el 50% del aceite esencial de Matico tampoco presento turbidez, en
cambio, el tubo N°3 que contiene el 25% del aceite presentd poca turbidez, el tubo N°4
que contiene el 12.5% del aceite esencial de matico present6 también poca turbidez, en
el tubo N°5 que contiene el 6.25% del aceite esencial de matico se observo la presencia
de turbidez, en el tubo N°6 que contiene el 3.13% del aceite esencial de matico se
observé una mayor turbidez, al igual que el tubo N°7 que contiene el 1.56% del aceite
esencial de matico que también se observ6 una mayor turbidez. Entonces llegamos a la
conclusion de que el tubo que no presenta crecimiento microbiano (Ausencia de
turbidez) es el tubo N°2 en el que se incorporé el 50% del aceite esencial de Matico, por
tanto, ésta fue la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de Piper

aduncum (Matico), dicho resultado se utilizé para la formulacién del gel dental.

El método de diluciéon en caldo es fundamental, ya que facilita la observacion del
crecimiento o la inactividad de un microorganismo en un medio liquido que contiene una
determinada concentracion de antimicrobiano. La verificacion se realiza de manera
visual, comprobando si hay turbidez en los tubos; la ausencia de turbidez sugiere que el

antimicrobiano ha sido efectivo en inhibir el crecimiento del microorganismo. (116)
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4.9. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria del aceite esencial de Citrus jambhiri Lush (Lim6n Risso) por el método de
macrodilucidn, frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.
Tabla N° 4.11. Resultados de la determinacion de la concentracién minima inhibitoria del aceite esencial de Citrus jambhiri Lush (Limén Risso)

por el método de macrodilucion frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

CONCENTRACION DEL CLASIFICACION
PRINCIPIO ACTIVO -
N° DE | ACEITE ESENCIAL DE GRADO DE INHIBICION MODERADA POCO ACTIVO INACTIVO
TUBO | Citrus jambbhiri Lush TURBIDEZ BUENA ACTIVIDAD
(LIMON RISSO) ACTIVIDAD
1 100% Sin turbidez Buena actividad
2 | 50% [ CMI ] Sin turbidez Buena actividad
3 25% Poca turbidez Moderada actividad
4 12.5% Con turbidez Poca actividad
5 6.25% Con mayor Inactivo
turbidez
6 3.13% Con mayor Inactivo
turbidez
7 1.56% Con mayor Inactivo
turbidez

Fuente: Elaboracion propia basada en datos experimentales del estudio.
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ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En la tabla N° 4.11 se demuestran los resultados de la concentracion minima inhibitoria
del aceite esencial de Citrus jambhiri Lush, conocido como “Limén Risso”, frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175. Estos resultados son relevantes para evaluar la
efectividad del aceite esencial en la inhibicion del crecimiento bacteriano de esta cepa

especifica.

Asi, tras incubar todos los tubos a 37°C por 24 horas, se procedi6 a visualizar la turbidez
en cada uno de ellos, obteniendo los siguientes resultados: El tubo N°1 que contiene el
100% del aceite esencial de limdn risso no presento turbidez, el tubo N°2 que contiene
el 50% del aceite esencial de limén risso tampoco present6 turbidez, en cambio, el tubo
N°3 que contiene el 25% del aceite esencial de limdn risso ya presentd poca turbidez,
el tubo N°4 que contiene el 12.5% del aceite esencial present6 turbidez, el tubo N°5 que
contiene el 6.25% del aceite esencial presenté una mayor turbidez, el tubo N°6 que
contiene el 3.13% del aceite esencial de limén risso present6 una mayor turbidez al igual
que el tubo N°7 que contiene el 1.56% del aceite esencial que también presentd una
mayor turbidez. Entonces llegamos a la conclusién de que el tubo que no presenta
crecimiento microbiano (Ausencia de turbidez) es el tubo N°2 en el que se incorpor6 el
50% del aceite esencial de Limén risso. Por lo tanto, esta concentracion se establecio
como la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de Citrus jambhiri

Lush (Lim6n Risso), dicho resultado se utilizé para formular el gel dental.

De acuerdo con Pérez Esteve Edgar, el método de dilucién en caldo es fundamental, ya
que facilita la observacion del crecimiento o la inactividad de un microorganismo en un
medio liquido que contiene una determinada concentracién de antimicrobiano. La
verificaciéon se realiza de manera visual, comprobando si hay turbidez en los tubos; la
ausencia de turbidez sugiere que el antimicrobiano ha sido efectivo en inhibir el

crecimiento del microorganismo. (116)
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4.10. Preformulacion del gel dental de limpieza a base de los aceites esenciales
de Piper aduncum (Matico) y Citrus jambhiri Lush (Lim6n Risso)
Tabla N° 4.12. Preformulaciones del gel dental de limpieza.

-Composicion del gel dental de limpieza (100 gr).

COMPONENTES DE PRE-FORMULACIONES

LA PROPOSITO Gl G2 G3 G4 G5
PREFORMULACION 1% 2% 3% 4% 5%
Aceite esencial de | Sustancias 1 2 3 4 5
Piper aduncum | activas
“Matico” (mL) y
Aceite esencial de
Citrus jambhiri Lush
“Limén Risso” (mL)
Carboximetilcelulosa | Base de gel 1.6 1.8 2 2 3
(CMC) (9)
Glicerina (mL) Agente 12 12 12 12 12

plastificante
Tween 80 (g) Estabilizador 2 2 2 2 2
NaOH 10% (mL) Regulador de - - - 0.4 0.4
la acidez

Sorbitol (g) Edulcorante 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
Stevia (Q) Edulcorante 3.2 3.2 3.2 3.2 3.2
Agua destilada (mL) Disolvente 79.4 78.2 77 75.6 73.6
pH 6.79 6.82 | 6.96 | 6.99 7

Fuente: Elaboracién propia basada en datos experimentales del estudio.

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

La tabla N°4.12 nos muestra las preformulaciones que realizamos, las cuales fueron
basadas en las patentes por Karakoz (89), con el objetivo a acercarse a las
caracteristicas ideales del gel dental de limpieza. En la presente tabla se presentan las
5 preformulaciones donde se maodificaron las composiciones para alcanzar las
propiedades 6ptimas. Se hizo uso del hidréxido de sodio al 10% como regulador de la
acidez, en las preformulaciones 4 y 5 que necesitaban corregir la acidez, se afadio

cuidadosamente hasta alcanzar el nivel de pH deseado.
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4.11. Caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas de las preformulaciones.

Tabla N° 4.13. Caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas de las preformulaciones.

Caracteristicas Gl G2 G3 G4 G5
organolépticas
y
fisicoquimicas
Color Azul azul azul Azul Azul
lechoso lechoso

Olor Citrico Citrico Citrico Citrico Citrico
suave suave suave fuerte fuerte

Sabor Dulce Dulce Dulce Amargo Amargo
fresco fresco fresco picante

Consistencia media media media fluida fluida

pH 6.79 6.82 6.96 6.99 7

Homogeneidad | Homogéneo | Homogéneo | Homogéneo | Homogéneo | Homogéneo

Transparencia | Translucido | Translucido | Translucido | Transltcido Turbio/

opaco

Fuente: Elaboracion propia basada en datos experimentales del estudio.
ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En la preformulacion 1 se observé que el gel dental presenté un color azul, olor citrico
suave, un sabor dulce-fresco, consistencia media, pH Optimo, ademas de ser

homogéneo y transldcido.

En la preformulacion 2 se observo el gel dental de color azul, olor citrico suave, sabor

dulce fresco, consistencia media, pH éptimo y mostr6é ser homogéneo y translicido.

En la preformulacién 3 se llegd a observar que el gel dental presenté un color azul, un
olor citrico suave, sabor dulce fresco, de consistencia media, pH 6ptimo, homogéneo y

translucido.

En la preformulacion 4 se observo que el gel dental presentd un color azul lechoso, olor
citrico fuerte, sabor amargo, consistencia fluida; esto debido al incremento en la
concentracion de los aceites esenciales, fue necesario agregar NaOH para ajustar su

pH, el gel dental se observé homogéneo y translucido.

En la preformulacién 5 se observo el gel dental de color azul lechoso, un olor citrico
fuerte, sabor amargo picante, consistencia resulté ser fluida; lo cual se atribuy6 al

aumento en la concentracion de los aceites esenciales, fue necesario agregar NaOH
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para corregir su pH, el gel dental se observd homogéneo, pero en cuanto a la

transparencia, se observo turbio/opaco.

Las alteraciones en las caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas del gel dental
pueden estar relacionadas con el incremento en la concentracién de los aceites
esenciales, ya que una mayor cantidad de estos compuestos podria modificar la
estructura coloidal del gel, afectando su homogeneidad y viscosidad. Esto, a su vez,
podria limitar la liberacion eficiente de los principios activos, disminuyendo su capacidad

de difusién en el medio de cultivo y, por ende, su actividad antibacteriana.

4.12. Formulacién y elaboracién del gel dental de limpieza a base de los aceites
esenciales de Piper aduncum (Matico) y Citrus jambhiri Lush (Lim6n Risso)
Tabla N° 4.14. Formulacion y elaboracion del gel dental a base de los aceites esenciales
de Piper aduncum “Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limén Risso”

-Composicion del gel dental de limpieza (100 gr)

FORMULACIONES
COMPONENTES DE LA

9

FORMULACION PROPOSITO Gl G2 G3
1% 2% 3%

Aceite esencial de Piper | Sustancias activas 1 2 3
aduncum “Matico” (mL) y
Aceite esencial de Citrus
jambhiri Lush “Limoén Risso”
(mL)
Carboximetilcelulosa (CMC) | Base de gel 2 2 2.2

Glicerina (mL) Agente plastificante 12 12 12
Tween 80 (g) Estabilizador 2 2 2
NaOH 10% (mL) Regulador de la - -
acidez

Sorbitol (g) Edulcorante 0.8 0.8 0.8
Stevia (Q) Edulcorante 3.2 3.2 3.2
Agua destilada (mL) Disolvente 79 78 76.8
pH 6.79 6.82 6.96

Fuente: Elaboracién propia

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

La tabla N° 4.14 nos muestra todos los insumos que utilizamos para la elaboracién del

gel dental de limpieza, como sustancia activa se tuvo a los aceites esenciales de Piper
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aduncum (matico) y Citrus jambhiri Lush (Limén risso), donde se realiz6 la mezcla de
los dos aceites esenciales en una proporcidon volumétrica de 1:1; es decir, ambos
componentes fueron afiadidos en cantidades iguales. Se utiliz6 la Carboximetilcelulosa
(CMC) como base de gel, este aditivo actué como sustancia estabilizadora y espesante,
gracias a este componente se logré obtener un gel dental con una consistencia y una
adhesividad adecuada. Se us6 también la glicerina como agente plastificante, es decir,
este componente ayudo a que nuestro gel dental mantenga su elasticidad y flexibilidad.
Se utilizé el Tween 80 como estabilizador, ya que dicho componente permitié una
dispersién uniforme entre el aceite esencial y el agua, previniendo asi la separacion de
fases y mejorando la estabilidad del producto elaborado. Como edulcorantes se
utilizaron el sorbitol y la stevia, el sorbitol conjuntamente con la glicerina ayudo a lograr
una textura homogénea en el gel dental, por su parte la stevia es un edulcorante natural
el cual aporté un sabor dulce al gel dental para asi lograr una limpieza dental méas
agradable. Es asi que el sorbitol y la stevia son edulcorantes no cariogénicos, es decir;
no favorecen la formacion de caries. Se formul6 y elaboré el gel dental de limpieza a
concentraciones de 1%, 2% y 3%.

4.13. Control de calidad organoléptico del gel dental elaborado a base de los
aceites esenciales de Piper aduncum (Matico) y Citrus jambhiri Lush (Limén
Risso0).

Tabla N° 4.15. Resultados del control de calidad organoléptico del gel dental elaborado
a base de los aceites esenciales de Piper aduncum (Matico) Y Citrus jambhiri Lush

(Limoén Risso).

FORMULACIONES
GEL DENTAL GEL DENTAL GEL DENTAL
PARAMETROS CON ACEITES CON ACEITES CON ACEITES
ESENCIALES AL ESENCIALES AL ESENCIALES AL
1% 2% 3%
COLOR Azul Azul Azul
OLOR Citrico suave - Citrico suave - Citrico suave -
caracteristico caracteristico caracteristico
SABOR Dulce fresco Dulce fresco Dulce fresco
CONSISTENCIA Media Media Media

Fuente: Elaboracion propia basada en datos experimentales del estudio.

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Segun la Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), las caracteristicas

organolépticas son determinantes para establecer los parametros de aceptacion de un
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producto por parte del consumidor. Estas caracteristicas incluyen aspectos como el
color, olor, sabor y consistencia que son percibidas a través de los sentidos. Es asi que
la calidad organoléptica influye en la decisiéon de adquisicion del producto, ya que los
consumidores tienden a preferir aquellos productos que les resulten agradables
sensorialmente. Por lo tanto, es crucial considerar estas caracteristicas en el desarrollo

y evaluacion del gel dental. (117)

La presente tabla N° 4.15 muestra las caracteristicas organolépticas de los geles
dentales elaborados con la combinacién de los aceites esenciales de Piper aduncum
(Matico) y Citrus jambhiri Lush (Limén Risso), se elaboraron 3 formulaciones a
concentraciones de 1%, 2% y 3%.

La formulacién al 1% present6 un color azul, olor citrico suave, sabor dulce con
sensacion de frescura y una consistencia media; la formulaciéon al 2% present6 también
un color azul caracteristico, un olor citrico suave, un sabor dulce fresco y una
consistencia media y la formulacion al 3% presentd un color azul, un olor citrico
caracteristico, un sabor dulce con sensacién de frescura y una consistencia media, al

igual que las otras dos formulaciones.

Por lo tanto, nuestras tres formulaciones presentaron caracteristicas organolépticas

adecuadas para un gel dental.

En comparacion con la investigacion realizada por Montesdeoca Vique (2024) que
disefié y elabord un dentifrico, se determiné el control de calidad organoléptico, donde
se establecieron caracteristicas como sabor dulce y fresco, color verde perlado y
fragancia a menta, que resultan atractivas para el consumidor. En este contexto, tanto
el sabor como el olor contribuyen a generar una sensacion de limpieza y frescura en la
boca tras el cepillado. Ademas, es importante destacar que el color y el olor deben ser
coherentes con las expectativas de los consumidores sobre el dentifrico, dado su

impacto psicoldgico en la percepcion del producto. (25)
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4.14. Control de calidad fisicoquimico del gel dental elaborado a base de los
aceites esenciales de Piper aduncum (Matico) y Citrus jambhiri Lush (Limoén
Risso).

Tabla N° 4.16. Resultados del control de calidad fisicoquimico del gel dental elaborado
a base de los aceites esenciales de Piper aduncum (Matico) Y Citrus jambhiri Lush

(Limon Risso)

FORMULACIONES
GEL DENTAL GEL DENTAL GEL DENTAL
PARAMETROS CON ACEITES CON ACEITES CON ACEITES
ESENCIALES AL | ESENCIALES AL | ESENCIALES AL
1% 2% 3%
HOMOGENEIDAD Homogéneo Homogéneo Homogéneo
TRANSPARENCIA Translucido Translucido Translucido
EXTENSIBILIDAD 219.04 mm?2 221.67 mm?2 226.98 mm?2
Conforme Conforme Conforme
pH 6.79 6.82 6.96
VISCOSIDAD Semisolida - Semisolida - Semisolida -
Aceptable Aceptable Aceptable
ADHERENCIA 10 minutos 10 minutos 10 minutos
ESTABILIDAD Estable Estable Estable
ACELERADA
ESTABILIDAD Estable Estable Estable
CALENTAMIENTO- Estable Estable Estable
REFRIGERACION

Fuente: Elaboracién propia basada en datos experimentales del estudio.

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En la tabla N° 4.16 se muestran los resultados del control de calidad fisicoquimico del
gel dental elaborado a base de los aceites esenciales de Piper aduncum (Matico) y
Citrus jambhiri Lush (Limén Risso). Se encontraron caracteristicas fisicoquimicas
Optimas como: formulaciones homogéneas, transllcidas, extensibles, semisoélidas, pH
dentro del rango normal y estables frente a las evaluaciones realizadas de estabilidad,

pruebas de estabilidad acelerada y calentamiento-refrigeracion.

En cuanto a la homogeneidad; tanto la formulacion al 1%, 2% y 3% muestran un aspecto
homogéneo, lo cual es una caracteristica deseable en los geles dentales desde el punto

de vista de calidad. En la investigacion llevada a cabo por Montesdeoca Vique Luis

143



Eduardo (2024), se concluyd que la formulacion del dentifrico exhibia un aspecto
homogéneo, resultado de una combinacién idénea y una igual distribucion de sus
componentes. Esta caracteristica es crucial para garantizar una aplicacion efectiva en
los dientes y encias. Asimismo, se enfatizé que las pastas dentales deben tener una
consistencia pastosa y ligeramente fluida, como ocurre en esa formulacion; de lo

contrario, una consistencia desigual dificultaria su aplicacion. (25)

Respecto al potencial de hidrogeniones, la formulacion al 1% present6 un pH de 6.79;
la formulacién al 2% mostré un pH de 6.82 y la formulacién al 3% mostré un pH de 6.96.
Dichos valores encontrados oscilan dentro del rango establecido y requerido para un gel
dental. Segun Guzman Suarez Maria Regina (2019) El pH es una medida que indica la
concentracion de iones hidrégeno en una solucion y se expresa en una escala de 0 a
14 (acido, neutro o basico). En la cavidad bucal, el pH de la saliva varia entre 6.7 y 7.5,
lo que lo considera neutro. La saliva tiene una funcién amortiguadora que actla en
presencia de acidos, ayudando a equilibrar el pH y previniendo la formaciéon de un
ambiente acido que podria dafar la salud dental. Un pH menos &cido favorece el
crecimiento bacteriano, lo que puede impactar negativamente el esmalte dental al
provocar su desmineralizacion y eventual disolucién. Este proceso da lugar a la
formacion de cavidades que, si no se tratan, pueden avanzar hacia la dentina,
convirtiendo la lesion en irreversible. Ademas, un pH alcalino, también contribuye a la

dispersién de las bacterias en la superficie dental. (26)

Entonces es crucial mantener un pH equilibrado para asegurar una buena salud
bucodental, ya que un desequilibrio puede aumentar el riesgo de caries dentales y
erosion del esmalte. Para evitar dichos problemas, es recomendable adoptar habitos
saludables como mantener una buena higiene bucal, llevar una dieta equilibrada y beber

suficiente agua para ayudar a estabilizar el pH salival.

En cuanto a la estabilidad acelerada, se realizé llevando en un tubo de ensayo una
muestra de gel dental a una centrifuga a 3800 rpm por 30 minutos, pasado ese tiempo
se procedio a observar y no hubo separacion de fases, no hubo cambios visibles en su

olor ni color, por lo que concluimos que nuestras formulaciones son estables.

En la investigacion de Iturriaga Diaz Gustavo (2018), se formul6 un gel autoadhesivo y
se concluyd que, tras los periodos de centrifugacion a los que se sometieron las
formulaciones, no se observé precipitacion de los componentes. Esto sugiere que el
sistema de excipientes empleado es eficaz para estabilizar los principios activos,
facilitando la solubilizacion de sus grupos funcionales dentro del sistema de polimeros

del gel. Este hallazgo resalta la importancia de elegir adecuadamente los excipientes en

144



la formulacién de geles, ya que su interaccion puede influir en la estabilidad y eficacia

del producto final. (27)

En relacion con la prueba de estabilidad, se llevo a cabo un estudio a largo plazo en el
que las formulaciones se almacenaron durante un mes. Durante este periodo no se
observaron cambios en sus propiedades organolépticas ni fisicoquimicas. Estos
resultados sugieren que nuestras formulaciones mantienen su integridad y calidad a lo
largo del tiempo, lo que es fundamental para garantizar su eficacia y seguridad en su

uso.

En la prueba de calentamiento-refrigeracion, se llevo el gel dental a una temperatura de
40°C y a 4°C durante 7 dias, posterior a ello se evaluaron sus caracteristicas en su

aspecto fisico, pH, viscosidad, los cuales no sufrieron ningn cambio.

En su investigacion, Lépez Gamboa Yoel (2023) llevé a cabo pruebas de estabilidad de
un gel dentifrico utilizando condiciones de estufa a 40°C vy refrigeracion a 4°C. Tras
someter las formulaciones a ambas pruebas durante un periodo de 7 dias, se concluy6
que no hubo variaciones en las caracteristicas organolépticas ni separacion de fases.
Estos resultados indican que el gel dentifrico presenta estabilidad fisica bajo las
condiciones evaluadas, lo que sugiere que la formulacién es adecuada para su uso y

conservacion. (28)

La presente tabla nos muestra también resultados de viscosidad, dicha medicion se
realizo utilizando el viscosimetro Anton Paar, para lo cual de colocé 100ml de gel dental
en un vaso de precipitado de 250mL. La evaluacion se realiz6 a una velocidad de 12.0

rpm teniendo como resultado 483.4 P.

El valor de la viscosidad dinamica que tenemos, 483.4 poise (P), se traduce en 48,340
centipoise (cP), lo que nos indica que nuestra muestra es viscosa en comparacion con
otros liquidos comunes como el agua o el aceite. Es asi que, cuanto mayor es la
viscosidad, mas espeso o menos fluido es el liquido, este valor nos sugiere que el fluido

tiene una mayor resistencia a la deformacion y al movimiento.

En el estudio realizado por el investigador Montesdeoca Vique Luis Eduardo (2024)
dentro del control fisicoquimico de su dentifrico, se determiné una viscosidad de 21,160
cP a 20 rpm, la diferencia con nuestro resultado puede atribuirse a las distintas

velocidades del viscosimetro utilizado. (25)

La tabla N° 4.16 también muestra los resultados sobre la extensibilidad del gel dental
elaborado a base de los aceites esenciales de Piper aduncum (Matico) y Citrus jambhiri

Lush (Limon risso), donde después de aplicar la formula descrita se determiné que la
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formulacion al 1% tiene una extensibilidad de 219.04 mm2, la formulacion al 2% tiene
una extensibilidad de 221.67 mm?2 y la formulacién al 3% una extensibilidad de 226.98
mmz2. Ambas formulaciones presentan una extensibilidad conforme, lo que indica que
comparten caracteristicas similares en cuanto a su capacidad de deformarse bajo
presion. Esto es importante en el contexto de su aplicacién, ya que una extensibilidad
adecuada es fundamental para garantizar una buena experiencia del usuario y la

eficacia del producto.

La determinacién del area de extensibilidad de un gel es necesario, ya que indica una
medida del umbral de alteracién del sistema y esta estrechamente relacionado con el
aspecto de las formulaciones semisélidas. Un gel debe tener un equilibrio en su
extensibilidad: no puede ser demasiado viscoso (poco extensible) ni excesivamente
fluido (demasiado extensible), ya que esto podria resultar incbmodo y desagradable
durante su aplicacion para el paciente. Por lo tanto, es esencial que el gel mantenga un

término medio y que su estabilidad se conserve a lo largo del tiempo. (28)

En el estudio realizado por Lépez Gamboa Yoel (2024), se determiné la extensibilidad
de un gel, obteniendo un resultado de 163.07cm, esta diferencia en comparacion con
nuestros resultados puede atribuirse al uso de un peso de 405.05g por parte del
investigador, en cambio nosotras utilizamos pesos de 1g, 2g, 5g, 10g y 20g. La variacion
en los pesos utilizados es significativa y ello podria explicar las diferencias observadas

en los resultados de la prueba de extensibilidad. (28)
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4.15. Control de calidad microbiolégico del gel dental elaborado a base de los
aceites esenciales de Piper aduncum (Matico) Y Citrus jambhiri Lush (Limén
Riss0)

Tabla N° 4.17. Resultados del control microbiol6gico del gel dental elaborado a base del

aceite esencial de Piper aduncum “Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limén Risso”

DETERMINACIONES | METODO DE | RESULTADOS LIMITES DE
ENSAYO DE ACEPTABILIDAD
REFERENCIA
NTE INEN
2867
Microorganismos NTE INEN-ISO | 0 x 102UFC/g o | Limite maximo 5 x 102
mesofilos aerobios 21149 mL UFC/g o mL
totales
Escherichia coli NTE INEN-ISO | Ausencia Ausenciaen 1 gomL
21150
Staphylococcus NTE INEN-ISO | Ausencia Ausenciaen 1 gomL
aureus 22718
Pseudomona NTE INEN-ISO | Ausencia Ausenciaen 1gomL
aeruginosa 22717
Mohos y levaduras NTE INEN | Ausencia Ausenciaen 1gomL
1529-10

Fuente: Elaboracién propia
ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En latabla N° 4.17, se encuentra los resultados de la ausencia total de microorganismos
indicativos de contaminacion los cuales son Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomona aeruginosa, Mohos y levaduras, asi como la ausencia de microorganismos
aerobios mesofilos totales quienes son un parametro general de higiene, en la
formulacién final del gel de limpieza dental elaborado a base de los aceites esenciales
de Piper aduncum “Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limén risso” luego de un periodo de
incubacién de 24h, 48h y 72h para las bacterias a 37°C + 1°C y 5 dias para el caso de

mohos y levaduras a 25°C + 1°C segun cada normativa correspondiente.

Al comparar los valores obtenidos con los limites permisibles establecidos por la
Farmacopea de los Estados Unidos <61>, <62>; quien instituye los criterios
microbiol6gicos de la calidad sanitaria y la inocuidad para los productos farmacéuticos

no estériles que entran en contacto con las membranas mucosas como los dentifricos,

147



encontramos que el gel dental de limpieza elaborado a base de los aceites esenciales
de Piper aduncum “Matico” y Citrus jambhiri Lush. “Limdn risso” se encuentra dentro de
las especificaciones segun la normativa, asi mismo se observé que el gel de limpieza
dental no alberg6 ni promovié el crecimiento de microorganismos patégenos, por lo
tanto, se determina que el gel de limpieza dental formulado cumple con los parametros

microbiol6gicos establecidos y posee las normas de calidad e inocuidad. (103)

4.16. Evaluacién in-vitro del efecto antibacteriano del gel dental de limpieza
elaborado a base de los aceites esenciales de Piper aduncum “Matico” Y Citrus
jambhiri Lush. “Lim6n Risso” a diferentes concentraciones frente a la cepa de
Streptococcus mutans ATCC 25175

Tabla N° 4.18. Lectura de los halos de inhibicion obtenidos del gel dental de limpieza
elaborado a base de los aceites esenciales de Piper aduncum “Matico” y Citrus jambhiri
Lush “Limon Risso” a diferentes concentraciones frente a la cepa de Streptococcus
mutans ATCC 25175.

HALOS DE INHIBICION DEL GEL DENTAL DE LIMPIEZA ELABORADO CON LOS
ACEITES ESENCIALES DE Piper aduncum “Matico” y Citrus jambhiri Lush. “Limén
risso” FRENTE A STREPTOCOCCUS mutans ATCC 25175

Concentracion DIAMETROS DE LOS HALOS DE INHIBICION
GEL de los aceites (mm)
DENTAL esenciales en
la formulacién I 1 1l PROMEDIO
Gel dental base 6.2 (R) 7.3 (R) 6.8 (R) 6.8 (R)
Gel dental -1 1% 16.7 (MS) | 16.0 (MS) | 16.2 (MS) | 16.3 (MS)
Gel dental -2 2% 14.1 (S) 14.2 (S) 14.2 (S) 14.2 (S)
Gel dental -
3 3% 13.7 (S) 13.5(S) 13.0 (S) 13.4 (S)
Gel dental Colgate 21.9 (AS) | 20.2 (AS) | 22.4 (AS) 21.5 (AS)
Clindamicina 279 (AS) | 25.1 (AS) | 26.4 (AS) | 26.5(AS)
Ciprofloxacino 36.1 (AS) | 35.8(AS) | 36.0 (AS) 35.9 (AS)

Fuente: Elaboracién propia

La clasificacion de valores en la tabla N° 4.18 se realiz6 de acuerdo a la escala de
Duraffourd, donde <=8 es Resistente, 8-14 es Sensible (S), 15-20 es Muy sensible (MS)
y >20 es Altamente Sensible (AS).
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ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En la tabla N°4.18, podemos observar los resultados de los diametros de los halos de
inhibicion de los tres geles dentales de limpieza elaborados a concentraciones de 1%,
2% y 3% de los aceites esenciales de Piper aduncum “Matico” y Citrus jambhiri Lush.

“Limodn risso”.

Respecto a los resultados, el gel dental de limpieza al 1% tiene un halo de inhibicién de
16.3mm, al 2% presentd un didmetro de 14.2mm y al 3% de 13.4mm, en el cual el
primero mostré una mayor actividad a una menor concentracion de los aceites
esenciales y es el mas cercano al gel patron (Colgate) que es de 21.5mm, los
antibidticos clindamicina y ciprofloxacino presentaron diametros de 26.5mm y 35.9mm,
respecto al gel dental base no posee actividad antibacteriana como tal (6.8mm)

toméandolo como control negativo.

Riquelme (2023), en su estudio mostrd halos de inhibicion de 16.65 mm, 15.95mm y
13mm a las concentraciones de 75%, 50% y 100% del aceite esencial de matico, donde
indica que a mayor concentracién de aceite esencial sus resultados muestran menor

efecto antibacteriano. (46)

Es asi que podemos afirmar que los geles dentales de limpieza elaborados poseen
actividad antibacteriana en las tres concentraciones, sin embargo, el gel dental al 1% es
muy sensible, por lo cual es eficaz para inhibir el crecimiento de Streptococcus mutans
en la cavidad bucal. Este comportamiento se debe a que, en concentraciones bajas
como el 1%, los aceites esenciales pueden difundirse mejor en el medio de cultivo, lo
gue favorece una distribucion mas uniforme de sus compuestos activos. A medida que
se aumenta la concentracion (2% y 3%), los aceites esenciales, por su naturaleza
lipofilica y la mayor viscosidad, dificultan la difusion en el agar, lo que limita su efecto

antibacteriano.
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4.16.1. Analisis estadistico de la evaluacion del efecto antibacteriano in-vitro

generado por el gel dental de limpieza elaborado a base de los aceites

esenciales de Piper aduncum “Matico” Y Citrus jambhiri Lush “Limén Risso”

Tabla N° 4.19. Estadisticas descriptivas de los diametros de los halos de inhibicién (mm)

del gel dental de limpieza elaborado con los aceites esenciales de Piper aduncum

“Matico” Y Citrus jambhiri Lush. “Limén Risso” frente a Streptococcus mutans ATCC

25175.
N| Media | Desviaci 95% del intervalo de | Minimo | Maximo
on confianza para la
estandar media

Limite Limite

inferior superior
Saes"gema' 3| 6,770 | 5456 5,415 8,125 6,2 7.3
GD - 1% 3| 16,300 ,3606 15,404 17,196 16,0 16,7
GD - 2% 3| 14,167 ,0577 14,023 14,310 14,1 14,2
GD - 3% 3| 13,400 ,3606 12,504 14,296 13,0 13,7
Gel dental
Colgate 3| 21,500 1,1533 18,635 24,365 20,2 22,4
Clindamicina 3| 26,467 1,4012 22,986 29,947 25,1 27,9
Ciprofloxacino | 3| 35,967 , 1528 35,587 36,346 35,8 36,1
a. modelo=Aceites esenciales

Fuente: Valores brindados por el programa estadistico SPSS v.25. (GD= Gel dental)

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En la Tabla N°4.19, se observan los diametros promedio de los halos de inhibiciéon (mm)

de los geles dentales de limpieza formulados con los aceites esenciales de Piper

Aduncum “Matico” Y Citrus jambhiri Lush. “Limén Risso” frente a Streptococcus mutans

ATCC 25175. Respecto a los resultados los antibidticos ciprofloxacino y clindamicina

con didmetro promedio de 35.967mm y 26.467mm fueron los mayores, seguido del gel

dental de Colgate con un promedio de didmetro de 21.500mm, luego el gel dental al 1%

con un didametro promedio de 16.300mm y el menor diametro promedio se dio con el gel
dental al 3% (13,400mm).
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Tabla N° 4.20. Andlisis de varianza (ANOVA) de los diametros de los halos de inhibicion

(mm) del gel dental de limpieza elaborados con los aceites esenciales de Piper Aduncum

“Matico” Y Citrus Jambhiri Lush “Limén Risso” frente a Streptococcus mutans ATCC

25175.

Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica

Entre grupos 1683,302 6 280,550 506,44 ,000

8
Dentro de 7,755 14 ,554
grupos
Total 1691,058 20

Fuente: Valores brindados por el programa estadistico SPSS v.25.

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Al 95% de confiabilidad, considerando el ANOVA donde sig=0.000 < 0.05, se afirma que
los didmetros de los halos de inhibicion (mm) de los geles dentales elaborados con los

aceites esenciales de Piper aduncum “Matico” Y Citrus jambhiri Lush. “Limén Risso’

3

presenta diferencias estadisticamente significativas frente a Streptococcus mutans

ATCC 25175.

Dado que existen diferencias en los diametros de los halos de inhibicion (mm) del gel

dental, se utilizé la prueba POST HOC de TUKEY para determinar los grupos de

similitud.
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Tabla N° 4.21. Comparacion de los diametros de los halos de inhibicién (mm) del gel
dental de limpieza elaborado con los aceites esenciales de Piper aduncum “Matico” y

Citrus jambhiri Lush “Limén Risso” frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

HSD Tukey?

Gel de limpieza | N Subconjunto para alfa = 0.05

dental 1 2 3 4 5 6
Gel dental base 3 6,770

Gel dental al 3 13,400

3%

Gel dental al 3 14,167

2%

Gel dental al 3 16,300

1%

Gel dental 3 21,500

Colgate

Clindamicina 3 26,467
Ciprofloxacino 3 35,967
Sig. 1,000 ,858 1,000 1,000 1,000 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

Fuente: Valores brindados por el programa estadistico SPSS v.25.

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En la tabla N°4.21, segun la prueba TUKEY se observa que el gel dental base tiene la
menor actividad antibacteriana, los geles dentales con concentraciones al 3% y 2%
tienen una actividad similar puesto que la medida de los diametros de los halos de
inhibicion (mm) de ambos geles dentales presentan similitud, el gel dental al 1% mostr6
una actividad antibacteriana intermedia, superior a los geles de mayor concentracién
(2% y 3%) pero menor que el gel dental Colgate y antibiéticos, ademés su inclusién en
un subconjunto distinto en la prueba de Tukey indica que esta diferencia es
estadisticamente significativa. Los antibidticos clindamicina y ciprofloxacino son
significativamente mas efectivos que todos los geles dentales, con ciprofloxacino siendo

el més potente.
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4.17. Determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria del gel dental de limpieza elaborado a base del aceite esencial de Piper
aduncum “Matico” Y Citrus jambhiri Lush “Limén Risso”.

Tabla N° 4.22. Resultados de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) del gel dental de limpieza elaborado a base del aceite esencial de Piper
aduncum “Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limon Risso” frente a la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.

N° DE TUBO | CONCENTRACION DEL GRADO DE CLASIFICACION
GEL DENTAL TURBIDEZ INHIBICION MODERADA POCA INACTIVO
BUENA ACTIVIDAD | ACTIVIDAD
ACTIVIDAD
1 100% Sin turbidez Buena actividad
2 50% Sin turbidez Buena actividad
3 25% Sin turbidez Buena actividad
4 12.5% Sin turbidez Buena actividad
5 6.25% Sin turbidez Buena actividad
6 3.13% CMI Sin turbidez Buena actividad
7 1.56% Con turbidez Poca
actividad
8 Control negativo Con turbidez Inactivo

Fuente: Elaboracion propia
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ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En la tabla N° 4.22, se observa el resultado de la Concentracién Minima Inhibitoria del
gel dental de limpieza formulado a una concentracion del 1% de la combinacion de los
aceites esenciales de Piper aduncum “Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limon risso” en
una proporcion de 1:1 frente a la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175, donde
se observa que luego de la incubacion de los tubos durante 24 horas a 37°C, se obtuvo
la turbidez en el tubo 7, el cual esta relacionado con el crecimiento bacteriano, mientras
que desde el tubo 1 al 6 se observé una translucidez lo que indica que no hay
crecimiento bacteriano apreciable, por lo tanto, la Concentracidbn minima inhibitoria
(CMI) se ubica en el tubo 6 a una concentracién de 3.13% del gel dental de limpieza
formulado al 5% a base de los aceites esenciales de Piper aduncum “Matico” y Citrus
jambhiri Lush. “Limén risso”, es decir que el 3,13% de 2ml del gel dental es la menor
concentracion que impide el crecimiento visible de la cepa de Streptococcus mutans
ATCC 25175.

4.17.1. Determinacion del efecto sinérgico en la actividad antibacteriana entre
los aceites esenciales de Piper aduncum (Matico) y Citrus jambhiri Lush
(Limén risso) mediante el indice de Fraccién Inhibitoria Combinada (FICI)

Formula:
FICI =FICA+ FICB
Donde:

CMI de A en combinacién

FICA =
CMI de A individual
FICE = CMI de B en combinacion
~ CMI de B individual
Datos utilizados:
Sustancia CMI individual (%) CMI en combinacion (%)
Aceite esencial de Piper aduncum
. 50 % 1.565 %
“Matico”
Aceite esencial de Citrus jambhiri
50 % 1.565 %

Lush. “Limon risso”

Gel dental (combinacion de
, _ - 3.13 % (gel completo)
ambos aceites esenciales)
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Célculo del FICI:

1.565
FIC A (Piper aduncum "Matico") = =0 = 0.0313
.565
FIC B (Citrus jambhiri Lush "Limén risso") = =0 = 0.0313

FICI = 0.0313 + 0.0313 = 0.0626
Interpretacion:
Segun los criterios establecidos para el FICI:

e FICI<0.5 — Sinergia
e 0.5<FICI <1 — Aditivo
e 1 <FICIl <4 — Indiferente

e FICI >4 — Antagonismo

En este estudio, el FICI fue 0.0626, lo que indica un efecto sinérgico entre los aceites

esenciales de Piper aduncum “Matico” y Citrus jambhiri Lush “Limén Risso”
ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente estudio se evalud la interaccion entre los aceites esenciales de Piper
aduncum (Matico) y Citrus jambhiri Lush (Limén risso) mediante el calculo del indice de
fraccionamiento inhibitorio combinado (FICI). El valor obtenido fue de 0.0626, lo que,
segun criterios establecidos (FICI < 0.5), indica un efecto sinérgico entre ambos

compuestos natu rales.

Este hallazgo sugiere que la combinacion de estos aceites esenciales actia de forma
cooperativa para potenciar su actividad antibacteriana. En términos practicos, esto

puede traducirse en una mayor eficacia en concentraciones menores.

La sinergia observada podria atribuirse a la interaccion entre los principales
componentes quimicos presentes en cada aceite esencial. En el caso de Piper
aduncum, se ha reportado una alta concentracion de compuestos como el Methyl
eugenol conocido por su actividad antimicrobiana. Por otro lado, el aceite esencial de
Citrus jambhiri Lush es rico en Limoneno y otros monoterpenos. Ademas, la presencia
de B-pineno en ambos aceites esenciales potencia la actividad antibacteriana frente a
Streptococcus mutans, al actuar sobre la membrana celular bacteriana y generar efectos
sinérgicos con otros terpenos del aceite como el limoneno. Este compuesto ha sido
ampliamente reportado por su capacidad de alterar la estructura y funcién de las

membranas bacterianas, facilitando la inhibicién del crecimiento o la muerte celular. (31)
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Es asi que la combinacién de estos compuestos quimicos puede generar una disrupcion
sinérgica en las membranas celulares microbianas o interferir en mdltiples rutas

metabdlicas bacterianas simultaneamente, lo que explica el efecto observado.

Estos resultados concuerdan con estudios previos. Por ejemplo, Magalh&es et al (2016)
demostraron que extractos de Piper aduncum “Matico” presentan actividad
antimicrobiana significativa contra S. mutans, con una CMI de 0.08mg/ml. (2), ademas
de inhibir la adherencia dependiente de sacarosa y reducir la produccién de &cido por
esta bacteria. Asimismo, Garcia y Llanos (2023) reportaron que el extracto metandlico
de hojas de Piper aduncum muestra un efecto inhibitorio sobre S. mutans ATCC 25175.
(20)

En cuanto a Citrus jambhiri Lush “Limén risso”, aunque la informacion especifica sobre
su actividad antimicrobiana frente a S. mutans es limitada, estudios relacionados han
mostrado que extractos de hojas de citricos, como el kaffir lime (Citrus hystryx), inhiben
la formacion de biofilm por S. mutans y su crecimiento bacteriano segiin Chaisomboon
et al., 2016. (33)

Desde una perspectiva practica, estos hallazgos son relevantes, ya que permiten reducir
la concentracidn de cada aceite esencial en la formulacion, lo cual puede disminuir el
costo, el riesgo de irritacion y mejorar la aceptabilidad sensorial del producto final, sin
comprometer su eficacia. Ademas, esta formulacién natural, basada en especies
vegetales utilizadas en la medicina tradicional peruana, representa una alternativa
prometedora a los productos convencionales, especialmente en poblaciones con acceso

limitado a atencién odontoldgica.
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CONCLUSIONES
1. Se formul6 el gel dental de limpieza con la mezcla de los aceites esenciales de
Piper aduncum (Matico) y Citrus jambhiri Lush (Limon risso), en base a su
Concentracién minima inhibitoria y se evalué su actividad antibacteriana in-vitro
frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, mediante el método de Kirby Bauer
moadificado, siendo el gel dental a una concentracién total de aceite esencial al
1% evidenciada por un halo de inhibicion promedio de 16.3mm, la que presento
mayor actividad antibacteriana a diferencia de los demas geles dentales

formulados.

2. Se caracteriz6 organoléptica y fisicoquimicamente los aceites esenciales. El
aceite esencial de Piper aduncum (Matico) dio como resultado un color amarillo
palido, olor intenso a menta y alcanfor, sabor astringente-picante, pH 5, densidad
0.9088 g/mL, indice de refraccion 1.4999, rotacion optica 30 (D) e indice de
acidez 0.2244, asimismo, demostro ser totalmente soluble en hexano, bencina,
cloroformo, acetona, metanol y Tween 80 e insoluble en agua destilada. En
cuanto al aceite esencial de Citrus jambhiri Lush (Limén risso) dio como
resultado un color ligeramente amarillento, olor citrico fresco, sabor citrico no
picante, pH 4.8, densidad 0.8454 g/mL, indice de refraccion 1.4711, rotacion
Optica 55.8 (D) e indice de acidez 1.3464, demostr6 ser totalmente soluble en
hexano, bencina, cloroformo, acetona, metanol y Tween 80 e insoluble en agua

destilada.

3. Seidentificé la composicién quimica de los aceites esenciales de Piper aduncum
(Matico) y Citrus jambhiri Lush (Limén risso) mediante andlisis cromatografico.
En el aceite esencial de Piper aduncum se identificaron 30 componentes
quimicos, siendo los principales: B-Ocimeno (13.7%), Metileugenol (10.8%),
Eucaliptol (10.8%), Biciclogermacreno (8.0%), Trans- 3-Ocimeno (6.6%), trans-
Germacreno (5.9%) y Asarona (5.9%). En cuanto al aceite esencial de Citrus
jambhiri Lush se identificaron 30 componentes quimicos, siendo los principales:
Limoneno con un 29.1%, Sabineno con un 17.7%, Citronelal con un 10.5%,
Linalol con un 5.4%, B-ocimeno con un 5.3%, B-Pineno con un 3.3% y 3-Mirceno

con un 3.2%.

4. Se determind la actividad antibacteriana in-vitro de cada aceite esencial, por el
método de macrodilucién frente a Streptococcus mutans ATCC 25175. Ambos

aceites esenciales presentaron una Concentracion Minima inhibitoria (CMI) del
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50%, indicando que a esta concentracibn ambos son capaces de inhibir el

crecimiento bacteriano de manera efectiva.

Basandose en las concentraciones minimas inhibitorias de los aceites
esenciales de Piper aduncum (Matico) y Citrus jambhiri Lush (Limdn risso), se
disefiaron y preformularon los geles dentales de limpieza, llegando a formular
tres geles dentales que presentaron mejores caracteristicas organolépticas y

fisicoquimicas.

Se evaluaron las propiedades organolépticas, fisicoguimicas y microbiolégicas
de los geles dentales formulados con los aceites esenciales de Piper aduncum
(Matico) y Citrus jambhiri Lush (Limén risso), donde se verific6 que las
formulaciones cumplen con los criterios establecidos segun reglamento. En los
ensayos organolépticos, las tres formulaciones mostraron un color azul, olor
citrico suave, sabor dulce-fresco, ademas de una consistencia media; en los
ensayos fisicoquimicos, nuestras formulaciones fueron homogéneos,
translucidos, extensibles, semisdlidas, pH dentro del rango normal y estables, en
lo que respecta a los ensayos microbioldgicos, los tres geles dentales

presentaron ausencia total de los microorganismos contaminantes.

Se determiné la actividad antibacteriana in-vitro mediante el método de Kirby
Bauer Modificado de los tres geles dentales formulados frente a la cepa de
Streptococcus mutans ATCC 25175. El gel dental con 1% de concentracion total
de aceites esenciales mostr6 el mayor halo de inhibiciébn, con un diametro
promedio de 16.3 mm, acercandose al gel patrén (Colgate), que present6 un halo
de 21.5 mm. En contraste, las formulaciones con 2% y 3% de aceites esenciales
mostraron halos de inhibiciébn menores, con didmetros de 14.1 mmy 13.4 mm
respectivamente, evidenciando una disminucién en la eficacia antimicrobiana al

aumentar la concentracion del aceite esencial.

Se determind la actividad antibacteriana del gel dental con aceite esencial al 1%
por el método de macrodilucién para hallar la concentracion minima inhibitoria
frente a Streptococcus mutans ATCC 25175, siendo la concentracion minima
inhibitoria del 3,13% que impide el crecimiento visible de la cepa de
Streptococcus mutans ATCC 25175. Posterior a ello, se determind que la
combinacién de los aceites esenciales de Piper aduncum (Matico) y Citrus
jambhiri Lush (Limoén risso) produce un efecto sinérgico en la actividad
antimicrobiana, segun el valor del indice de fraccionamiento inhibitorio
combinado (FICI = 0.0626).
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SUGERENCIAS

A LAS AUTORIDADES DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD
DEL CUSCO

v
v

Promover la creacion e implementacion de centros de investigacion.

Gestionar recursos humanos para el funcionamiento del Herbario Vargas CUZ
con el objetivo de realizar colaboraciones cientificas y ademas brindar el servicio
de determinacion y certificacion taxondmica de las especies vegetales.

Agilizar en la adquisicion de repuestos para el equipo de cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas.

Implementar el &area de microbiologia en el laboratorio de Tecnologia

Farmacéutica para evitar la contaminacion cruzada en los productos elaborados.

A LOS DOCENTES UNIVERSITARIOS

v

Fomentar el estudio y la realizacién de proyectos de investigacion en el area de
plantas medicinales, asi como desarrollar nuevas formas farmacéuticas con el
objetivo de descubrir nuevas alternativas terapéuticas.

Incentivar a la participacion de publicaciones de trabajos cientificos en revistas
certificadas en la web, que posteriormente podrian servir como fuente certera de

antecedentes a nivel mundial.

A LOS INVESTIGADORES

v

Continuar con el estudio de los geles dentales formulados a base de los aceites
esenciales de Piper aduncum (MATICO) y Citrus jambhiri Lush (LIMON RISSO)
aplicado en un estudio experimental in vivo.

Realizar estudios de toxicidad de los aceites esenciales de Piper aduncum
(MATICO) y Citrus jambhiri Lush. (LIMON RISSO) con el fin de comprobar su
inocuidad a largo plazo.

Realizar el estudio sobre propiedades farmacologicas, en especial la actividad
antimicética, del sinergismo de los aceites esenciales de Piper aduncum
(MATICO) y Citrus jambhiri Lush (LIMON RISSO) frente al hongo Céandida
albicans y plantear una nueva formula destinada al tratamiento de afecciones
bucales como el muguet oral.

Plantear y formular nuevos productos fitoterapéuticos que contengan poca
cantidad de insumos sintéticos, aprovechando la mega diversidad de flora de

nuestra Region.
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ANEXOS
ANEXO N°1: IDENTIFICACION DE LAS ESPECIES VEGETALES POR EL INSTITUTO
CIENTIFICO MICHAEL OWEN DILLON (IMOD)

ST, = 7&

&N

(I A INSTITUTO CIENTIFICO MICHAEL OWEN DILLON (IMOD) | I/I%
W Investigacion, Conservacion, Educacion y Transformacion de Recursos Hetars: A

Reconocido por Resolucién de Direccién General Nro. 140-2016-SERFOR/DGGSPFFS i g

" Ano del Bicentenario, de la consolidacién de nuestra Independencia, y de la
conmemoracion de las heroicas batallas de Junin y Ayacucho”

CONSTANCIA DE DETERMINACION
N°011-2024

El Director del Instituto Cientifico Michael Owen Dillon (IMOD).

HACE CONSTAR:

Que las muestras presentadas por Yendira Huaman Condori y Yaquelin Miluska
Oraica Atausinchi, recolectadas en el distrito Yanatile, provincia de Calca,
departamento de Cusco, en las coordenadas S 12 16’ 39" y 0 71 54’ 23" y altitud de
1124 m, para la realizacién de la tesis titulada: “FORMULACION DE UN GEL DENTAL
DE LIMPIEZA A BASE DE LOS ACEITES ESENCIALES DE Piper aduncum (MATICO)
y Citrus jambhiri (LIMON RISSO) Y DETERMINACION DE SU ACTIVIDAD IN-
VITRO FRENTE A LA CEPA DE Streptococcus mutans ATCC 25175". Presentada en
la Universidad San Antonio Abad del Cusco, fueron determinadas taxonémicamente
en las instalaciones del Herbario Sur Peruano (HSP), del Instituto Cientifico Michael

Owen Dillon, corresponden a:

Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Magnoliidae Novak ex Takht.
Orden: Piperales Bercht. & |. Presl|
Familia: Piperaceae Giseke
Género: Piper L.
Especie: Piper aduncum L.

Orden: Sapindales Juss. ex Bercht. & |. Presl
Familia: Rutaceae Juss.
Género: Citrus L.
Especie: Citrus x jambhiri Lush.

Direccton: Av Jorge Chaver No 610 Cercede, Arequipa - Pern

Correo: imod perggmeil com
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INSTITUTO CIENTIFICO MICHAEL OWEN DILLON (IMOD) " |t
@{d Investigacion, Conservacidn, Educncion y Transformacion de Recursos ["» R éi

Reconocido Resolucién de Direccién General Nro. 140-2016-SERFOR/DGGSPFFS

La clasificacién se ha realizado segiin la propuesta por: Angiosperm Phylogeny Group
(APG) IV en "An update of the Angiosperm Phylogeny Group classification for the orders
and families of flowering plants: APG IV”" (2016).

Se expide la presente a solicitud de las interesadas para los fines que estime

conveniente.

e
Dr. Blgo:VIctdr Quipuscoa Silvestre
—_&Blp N2a8E
r del Instituto Cientifico Michael Owen Dillon (1M
Herbario Sur Peruano (HSP)
vquipuscoas@hotmail.com
vguipuscoa@imod.org.pe

Direccton: Av Jorge Chaver No 610 Cercede. Arequipa - Pern
Correo: imod perggmeil com
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ANEXO N° 2: COTIZACION DE LA CEPA BACTERIANA

B GenLab

O
> ;

- del Peru

COTIZACION GL - 24 / 065263

FECHA lunes, 17 de Junio de 2024

CLIENTE UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

ATENCION YENDIRA HUAMAN CONDORI - 161437 @unsaac.adu_pe

REFERENCIA Cepa

Los Precios Incluyen LGV, (18%) de Ley
PRECIO NUEVOS SOLES VALIDEZ 7 DIAS
ENTREGA A 8) DIAS PAGO FACTURA 15 DIAS
PRECIO PRECIO |
CoDIGO PRODUCTO UNITARIO CANT TOTAL
S/ S,
STk Miltans derived from ATCCS 25175

Marca: Microbiokegics  Cod. Provesdor: 0266P
HOS666-A Presentacién: Pack de 2 cepas foflizadas no mayor al 3er pasaje + Certificado de Andlisis. 578.92 1 578.92

Explira: No mendr 2 06 meses.

TOTAL 578.92

Ver términos y condiciones

BLGO. ANTONY CUYA
Asesor Comerdial
acuya@genlabperu.com

193-1440607-0-84

Realice el pago con cheque a nombre de GEN LAB DEL PERU S.A.C., en caso de Deposito Bancario, realice el abono en nuestra Cuenta Bancaria:
Banco Continental - Soles 0011-0139-0100024183-34 6 Banco BCP - Soles
CCI Continental - Soles  011-139-000100024183-34 & CCI Banco BCP - Soles  002-193-001440607084-18

Jr. Capac Yupanqui N°® 2434 - (Al Cdra. 8 Av. 2 de Mayo) - Lince - Lima 14 PERU

Telf.: 2037500 / 2037504 TeleFax: (51-1) 2037501

e-mail: ventas@genlabperu.com
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ANEXO N° 3: ACTIVACION DE LA CEPA BACTERIANA DE STREPTOCOCCUS
MUTANS ATCC 25175

INSTRUCCIONES ILUSTRADAS

\

— Sobre & borde &1 DANCO O TIONO O de
una encimen, 3br un Poco i3 ampola
por i3 parte superior del KIWK-CTIX
Jusio por debajo del menizco del iquido

Deje que  boiza de KAWIK-2TIK & ponga Amangue 3 parte de 3 ienglets de & de l3 ampolia que e encusnim en @
3 temperaura avbients zin abrra. Aba 3 etquet y pégueia 3 Ia pisca del cutvo a0 para ibeny & liguido higtants
DOls3 rasgandiols por i3 erura ¥ sague primano o o Informe de control de
unicad KIWIK-STK. Caioad No desmonte & dZposive
J ka—:um ) \ 4
Sujeteio verticaimente y
2c0re una zuperfice 1 """":’ /
dura par facitar & & unidad, apiacte
fuio dei liquido 3 traves Sipeieten = /
Sencies S nepern T —
que contene o peliet. pefiet sea . :‘;ﬂ::'MMyr:ma
o 20F del laboratoro.
. 7 e J . S
e j
e
eimnacicn de
comecty, deseche of
KWK-GTIC
Incube Inmediataments i3z piacaz
Ge Cuthvos principales noculsdas
Iverticdas 3 13 temperatu y fas
condicionss apropiadas par &
MICICMaNsmo.
m.”:ﬂAmm
s e e J
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ANEXO N° 4: CERTIFICADO DEL ANALISIS DE CROMATOGRAFIA DE GASES
ACOPLADO A ESPECTROMETRIA DE MASAS DE LOS ACEITES ESENCIALES DE
MATICO Y LIMON RISSO

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO
FACULTAD DE CIENCIAS

AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERU Contacto 973868855

LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA — Pabellén de Control de Calidad

Solicitante

Tipo de Andlisis

Método

Tipo de Muestra

: Perfil de Compuestos organicos en aceite esencial

RESULTADOS

Cusco, 29 de Octubre del 2024

: Yaquelin Miluska Oraica Atausinchi
Yendira Huaman Condori

: Cromatografia de Gases GC-MSD.

Almacenamiento : 4 °C.

Aceite esencial de Limon Risso

: 2 frascos de vidrio con aceite esencial de Limon Risso y Matico

: Tiempo Compuestos organicos volatiles Contenido
Pico TP (Q/OC) Libreria Nist 11 GAS Qual ~ Area  poiativo %
1 4.70 beta-Thujene 028634-89-1 94 380242 0.4
2 4.86 (+)-a-Pinene 007785-70-8 96 1939050 1.9
3 5.78 Sabinene 003387-41-5 91 18531253 17.7
4 5.85 (-)-beta-Pinene 018172-67-3 97 3494388 33
5 6.01 5-Hepten-2-one, 6-methyl- 000110-93-0 90 332533 0.3
6 6.11 .beta.-Myrcene 000123-35-3 94 3319625 3:2
7 6.81 alpha-Terpinene 000099-86-5 97 868344 0.8
8 7.04 m-Cymene 000535-77-3 95 575505 0.5
9 7.24 D-Limonene 005989-27-5 99 30418966 29.1
10 7.37 trans-.beta.-Ocimene 003779-61-1 97 1170403 14
11 7.68 beta-Ocimene 003338-55-4 98 5544718 5.3
12 8.00 .gamma.-Terpinene 000099-85-4 97 1692052 1.6
13 8.88 (+)-4-Carene 029050-33-7 98 471452 0.5
14 9.25 Linalol 000078-70-6 96 5643709 5.4
15 10.98 (R)-(+)-Citronellal 002385-77-5 97 10979866 10.5
16 11.78 Terpinen-4-ol 000562-74-3 97 2613132 25
17 12.21 .alpha.-Terpineol 000098-55-5 87 557874 0.5
18 12.67 Decanal 000112-31-2 91 315133 0.3
19 13.46 (R)-(+)-beta-citronellol 001117-61-9 98 2443965 23
20 13.91 (2)-Citral 000106-26-3 97 1907665 1.8
21 14.38 Linalyl acetate 000115-95-7 91 771406 0.7
22 14.91 trans-Citral 000141-27-5 96 2642696 25
23 17.67 2,6-Octadiene, 2,6-dimethyl- 002792-39-4 98 1066774 1.0
24 18.05 Neryl Acetate(P) 000141-12-8 91 2071584 2.0
25 18.69 Nerol 000106-25-2 91 702165 0.7
26 19.92 Caryophyllene 000087-44-5 99 2555157 24
27 2240 gamma-Elemene 003242-08-8 94 472154 0.5
28 22.74 .beta.-Bisabolene 000495-61-4 94 448013 0.4
29 2429 (-) gamma-Elemene 029873-99-2 90 458765 0.4
30 39.22 Phytol 000150-86-7 80 296868 0.3

Qual = Porcentaje de coincidencia con la base de datos Nist 11
CAS = Numero para identificar la molécula

Nota: Los resultados expresa en contenido relativo de compuestos organicos volatiles en % presentes
en la muestra, se reporta solo la coincidencia mas del 70% (Qual) con la base de datos espectrales de
National Institute of Standards and Technology version 11 (NIST v11)

e
Lyou1)2®
e, 0N

Bl

£z

Espectrometria - UNSAAC.
CQP -914

Quipfico. Jorge Ch¥quenaira Pari
Analista del Laboratorio de Cromatografia y

173



UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROM}ETRIA — Pabellén de Control de Calidad
AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERU Contacto 973868855

RESULTADOS

Cromatograma del Aceite esencia de Limon Risso
Abundance TIC: LIMON-RISSO.D\data.ms
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA — Pabellon de Control de Calidad
AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERU Contacto 973868855

RESULTADOS
Aceite esencial de Matico
. Tiempo Compuestos organicos volatiles Contenido
Pico P (OC) Libierta Nist 11 CAS Qual ~ Area  poitivo %
1 485  (-)-alpha-Pinene 007785-26-4 96 4420272 3.2
2 5.82  (-)-beta-Pinene 018172-67-3 97 5129043 3.8
3 6.09 .beta.-Myrcene 000123-35-3 94 1561174 1.2
4 6.79  alpha-Terpinene 000099-86-5 97 2014721 1.5
5 7.01 p-Cymene 000099-87-6 97 441514 0.3
6 7.14 D-Limonene 005989-27-5 98 1794030 1.3
7 7.25 Eucalyptol 000470-82-6 99 14709216 10.8
8 7.37 trans-.beta.-Ocimene 003779-61-1 97 8916335 6.6
9 7.72 .beta.-Ocimene 013877-91-3 98 18686281 137
10 8.00 .gamma.-Terpinene 000099-85-4 94 3016842 22
11 8.87  Terpinolene 000586-62-9 96 750946 0.6
12 12.19  .alpha.-Terpineol 000098-55-5 87 1235689 0.9
13 15.52  Safrole 000094-59-7 98 5876818 4.4
14 18.44  Copaene 003856-25-5 99 690157 0.5
15 18.97  (-)-beta-elemene 000515-13-9 93 1211074 0.9
16 19.46  Methyleugenol 000093-15-2 98 14797455 10.8
17 19.91  Caryophyllene 000087-44-5 99 3891574 238
18 20.53 Aromandendrene 000489-39-4 98 404395 0.3
19 21.01  Humulene 006753-98-6 97 1670914 1.3
20 21.22  Myristicin 000607-91-0 97 3357767 24
21 21.75 .gamma.-Muurolene 030021-74-0 99 424430 0.3
22 21.92 trans-Germacrene 023986-74-5 97 8006973 5.9
23 22.41 Bicyclogermacrene 067650-90-2 83 10421943 8.0
24 22.70 .alpha.-Farnesene 000502-61-4 91 2033504 1.5
25 22.93 alpha-Amorphene 000483-75-0 97 491725 0.4
26 23.22  delta-Cadinene 000483-76-1 96 1111253 0.8
27 2427 .gamma.-Elemene 029873-99-2 95 932922 0.7
28 24.83  Elemicin 000487-11-6 95 9213678 6.7
Bicyclo[4.4.0]dec-1-ene, 2-
29 26.83  isopropyl-5-methyl-9- 150320-52-8 93 344827 0.3
methylene-
30 28.00 Asarone 002883-98-9 99 8080681 5.9

’ ®quenaira Pari
Analista del Laboratorio de Cromatografia y
Espectrometria - UNSAAC.

CQP -914
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIAY ESPECTROM'ETRiA — Pabellén de Control de Calidad
AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERU Contacto 973868855

RESULTADOS

Cromatograma del Aceite esencial de Matico

Abundance TIC: MATICO.D\data.ms
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®quenaira Pari
Analista del Laboratorio de Cromatografia y
Espectrometria - UNSAAC.
CQP -914
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA Y ESPECTROMETRIA — Pabellon de Control de Calidad
AV. De la Cultura 733 CUSCO-PERU Contacto 973868855

RESULTADOS
Condiciones de Andlisis para Aceite esencial
Cromataégrafo: Agilent 6890N
Software de Control: Chemstation B.030
Detector de Masas: Agilent 5975B
Energia de lonizacion: 70eV
Modo de lonizacion: Impacto Electrénico (IE)
Modo de escaneo de masas: 40 a 400 uma
Retraso del disolvente: 0.0 minutos
Inyector Automético: Agilent 7683B

Columna: Agilent HP-5MS 5% Fenil Metil Siloxano 30m x 0.25id x 0.5um film

Temperatura del Horno inicial 60 °C, incremento de 4 °C/minuto hasta 230 °C, 1 min 230 °C
Puerto de Inyeccion

Modo : Split (con divisién)
Relacién de Split :100:1

Temp. Inicial 1200 °C

Tipo de Gas : Helio

Flujo : 1 mL/min

Tiempo de Analisis :43.50 min
Volumen de Inyeccion :0.1uL

Muestra inyecta : Puro

Referencia

e Pino Alea. J. A. | Curso Internacional Analisis de Aceites Esenciales Universidad Nacional de San
Antonio Abad del Cusco 2014.

e Lynam, K. 2014 Potential Allergens in Aromatherapy Oils by GC/MS Using an Agilent J&W DB-XLB
Capillary Column Agilent Technologies, Inc. 2850 Centerville Road Wilmington, DE 19808 USA 5990-
5293EN

o AP
g (W

I
LEE

Quighico. Jorge Ch¥quenaira Pari

Analista del Laboratorio de Cromatografia y

Espectrometria - UNSAAC.
CcQP-914
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ANEXO N° 5: FICHA DE RECOLECCION DE LAS ESPECIES VEGETALES

Especie vegetal:
Fecha:
Hora

CARACTERISTICAS DETALLES

Nombre cientifico

Nombre comun

Familia

Género

Especie

Caracteristica principal

Descripcion general

Cantidad a recolectar

Lugar de recoleccion Region:
Provincia:
Distrito:
Altitud:

Temperatura:

Parte utilizada Raiz
Tallo
Hoja
Flores

Frutos

o O o o O o

Corteza

Nombre Del Recolector(A)

Observaciones

Fuente: Elaboracion propia
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ANEXO N° 6: FICHA DE RECOLECCION DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD

Piper aduncum “Matico”

N° DE PESO DE PESO DE % DE PROMEDIO
DETERMINACIONES LA LA HUMEDAD DEL % DE
MUESTRA MUESTRA HUMEDAD
FRESCA SECA
1
2
3
Fuente: Elaboracién propia
Citrus jambhiri Lush “Limén Risso”
N° DE PESO DE PESO DE % DE PROMEDIO
DETERMINACIONES | LA LA HUMEDAD DEL % DE
MUESTRA MUESTRA HUMEDAD
FRESCA SECA
1
2
3

Fuente: Elaboracién propia

ANEXO N° 7: FICHA DE PORCENTAJE DE RENDIMIENTO DEL ACEITE ESENCIAL

ESPECIE
VEGETAL

PESO DE LAS
HOJAS SECAS

ACEITE
EXTRAIDO

% DE
RENDIMIENTO DE
ACEITE ESENCIAL

Piper aduncum

“Matico”

Citrus jambhiri
Lush “Limén

Risso”
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ANEXO N° 8: FICHA DE RECOLECCION DE LA PRUEBA DE SOLUBILIDAD DE LOS
ACEITES ESENCIALES

SOLVENTE Aceite esencial de Piper Aceite esencial de Citrus

aduncum “Matico” jambhiri Lush “Limén Risso”

Agua destilada

Tween 80

Metanol

Etanol al 70%

Etanol al 96%

Acetona

Cloroformo

Eter etilico

Bencina

Hexano

Fuente: Elaboracién propia.

Leyenda:
= Totalmente soluble: +++
= Soluble: ++
= Poco soluble: +
= Insoluble: -
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ANEXO N° 9:

FICHA DE RECOLECCION DE LAS CARACTERISTICAS

ORGANOLEPTICAS y FISICOQUIMICAS DEL ACEITE ESENCIAL

CARACTERISTICAS

RESULTADOS

Aceite esencial de Piper

Aceite esencial de Citrus

ORGANOLEPTICAS jambhiri Lush “Limon
aduncum “Matico” _
Risso”
COLOR
SABOR
OLOR
ASPECTO

CARACTERISTICAS
FISICOQUIMICAS

Aceite esencial de Piper

aduncum “Matico”

Aceite esencial de Citrus
jambhiri Lush “Limon

Risso”

pH

DETERMINACION DE
LA DENSIDAD

INDICE DE REFRACION

ROTACION OPTICA

INDICE DE ACIDEZ
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ANEXO N° 10: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DEL CONTROL DE CALIDAD DEL GEL DENTAL ELABORADO

PARAMETROS

Formulacion
al 1%

Formulacion
al 2%

Formulacién
al 3%

ORGANOLEPTICOS

Color

Olor

Sabor

Consistencia

FISICOQUIMICOS

Comprobacién de la homogeneidad

Transparencia

Determinacién de la Untabilidad

Medicion del pH

Medicién de la viscosidad

Prueba de adherencia

Prueba de estabilidad acelerada

Prueba de estabilidad

Prueba de calentamiento - refrigeracion

MICROBIOLOGICO

Pseudomona Aeruginosa

Staphylococcus aureus

Coliformes fecales (E. coli)

Mesofilos Aerobios

Hongos filamentosos y levaduras

Fuente: Elaboracién propia
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ANEXO N° 11: FICHA DE RECOLECCION DE HALOS DE INHIBICION DEL GEL
DENTAL ELABORADO

CONCENTRA DIAMETRO DE LOS HALOS DE
CION DEL INHIBICION (mm) CEPA ATCC
N° GEL DENTAL ACEITE
I Il 1] PROMEDIO
ESENCIAL
(mm) | (mm) | (mm) (mm)
(mg/mL)
1 Gel dental base
2 | Con aceite esencial 1%
3 | de Piper aduncum 2%
4 | “Matico” y Citrus 3%
jambhiri Lush “Limén
Risso”
5 | Control gel Colgate
6 | Antibidticos Clindamicina
7 Ciprofloxacino

Fuente: Elaboracién propia

Observaciones:
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ANEXO N° 12: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE Piper aduncum

(MATICO) SEGUN MACRODILUCION. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

CONCENTRACION DEL CLASIFICACION
PRINCIPIO ACTIVO -
N° DE | ACEITE ESENCIAL DE GRADO DE INHIBICION MODERADA POCO ACTIVO INACTIVO
TUBO Piper aduncum TURBIDEZ BUENA ACTIVIDAD
(MATICO) ACTIVIDAD

1 100%

2 50%

3 25%

4 12.5%

5 6.25%

6 3.13%

7 1.56%

Fuente: Elaboracion propia

Observaciones:

RESPONS AN ... e e e
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ANEXO N° 13: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE Citrus jambhiri Lush
(LIMON RISSO) SEGUN MACRODILUCION. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

CONCENTRACION DEL CLASIFICACION
PRINCIPIO ACTIVO -
N° DE | ACEITE ESENCIAL DE GRADO DE INHIBICION MODERADA POCO ACTIVO INACTIVO
TUBO | Citrus jambhiri Lush TURBIDEZ BUENA ACTIVIDAD
(LIMON RISSO) ACTIVIDAD

1 100%

2 50%

3 25%

4 12.5%

5 6.25%

6 3.13%

7 1.56%

Fuente: Elaboracion propia

Observaciones:

RESPONSADIE: ...
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ANEXO N° 14: FICHA DE RECOLECCION DE DATOS DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL GEL DENTAL ELABORADO SEGUN
MACRODILUCION. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

CONCENTRACION DEL CLASIFICACION
PRINCIPIO ACTIVO -
N° DE GEL DENTAL GRADO DE INHIBICION MODERADA POCO ACTIVO INACTIVO
TUBO ELABORADO TURBIDEZ BUENA ACTIVIDAD
ACTIVIDAD

1 100%

2 50%

3 25%

4 12.5%

5 6.25%

6 3.13%

7 1.56%

Fuente: Elaboracion propia

Observaciones:

RESPONS AN ... e e
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ARCHIVO FOTOGRAFICO

FOTOGRAFIA N°1: Distrito de Yanatile, Provincia de Calca, Departamento de Cusco,
a 1,143.00 msnm.

FOTOGRAFIA N°2: Predio Huertahuayco en el Distrito de Yanatile, Provincia de Calca,
Departamento de Cusco.
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FOTOGRAFIA N°4: Recoleccion de la
especie vegetal Piper aduncum
(Matico).

FOTOGRAFIA N°3: Recoleccién de la
especie vegetal Piper aduncum
(Matico).

FOTOGRAFIA N°5: Recoleccién de la FOTOGRAFIA N°6: Recoleccion de la
especie vegetal Piper aduncum especie vegetal Piper aduncum
(Matico). (Matico).
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FOTOGRAFIA N°7: Recoleccién de la  FOTOGRAFIA N°8: Recoleccion de la
especie vegetal Citrus jambhiri Lush  especie vegetal Citrus jambhiri Lush

(Limén Risso) (Limén Risso)

FOTOGRAFIA N°9: Recoleccién de la FOTOGRAFIA N°10: Recoleccion de la
especie vegetal Citrus jambhiri Lush especie vegetal Citrus jambhiri Lush

(Limoén Risso) (Limén Risso)
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FOTOGRAFIA N°11 FOTOGRAFIA N°12
FOTOGRAFIA N°11 Y 12: Preparacion de muestras de las especies vegetales Piper

aduncum (Matico) y Citrus jambhiri Lush (Limén Risso), para su determinacion

taxondmica en el Instituto Cientifico Michael Owen Dillon - Arequipa.

FOTOGRAFIA N° 13 FOTOGRAFIA N°14

FOTOGRAFIA N°13 Y 14: Pesado de muestras de las especies vegetales Piper
aduncum (Matico) y Citrus jambhiri Lush (Limon Risso), para la determinacion del
porcentaje de humedad.
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FOTOGRAFIA N°15: Determinacion del pH de los aceites esenciales de Piper aduncum
(Matico) y Citrus jambbhiri Lush (Limén Risso).

FOTOGRAFIA N°16: Determinacion FOTOGRAFIA N°17: Determinacion
de la densidad del aceite esencial de de la densidad del aceite esencial de
Piper aduncum (Matico). Citrus jambhiri Lush (Limon Risso).
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FOTOGRAFIA N°18: Prueba de solubilidad del aceite esencial de Piper aduncum
(Matico).

Etanol 96%
Cloroformo
Bencina

Acetona
Acetato de etilo

- Agua destilada

g.

FOTOGRAFIA N°19: Prueba de solubilidad del aceite esencial de Citrus jambhiri Lush

(Limoén Risso)
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FOTOGRAFIA N°20: Determinacion FOTOGRAFIA N°21: Determinacién

del indice de refraccion del aceite del indice de refraccion del aceite

esencial de Piper aduncum (Matico). esencial de Citrus jambhiri Lush (Limén

Risso0).

FOTOGRAFIA N°22: Preparacién de la muestra de aceites esenciales para la

determinacion de la rotacion optica.
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FOTOGRAFIA N°23: Preparacion de la muestra de aceites esenciales para la

determinacion de la rotacion éptica.

FOTOGRAFIA N°24: Determinacion de la rotacion 6ptica del aceite esencial de
Piper aduncum (Matico) y Citrus jambhiri Lush (Lim6n Risso).
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FOTOGRAFIA N°25: Determinacion FOTOGRAFIA N°26: Determinacion

del indice de acidez de los aceites del indice de acidez de los aceites
esenciales de Piper aduncum (Matico) esenciales de Piper aduncum (Matico)
y Citrus jambhiri Lush (Limon risso). y Citrus jambhiri Lush (Limén risso).

FOTOGRAFIA N°27: Preparacion FOTOGRAFIA N°28: Incorporacién de
de caldo BHI para realizar la 1mL de caldo BHI a cada tubo de ensayo,
macrodilucion de los aceites para luego ser esterilizado en autoclave.
esenciales.
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FOTOGRAFIA N°29: Incorporacién de FOTOGRAFIA N°30: Estandarizacion
los aceites esenciales (a partir de una del in6culo de la escala de McFarland =
solucion madre) a los tubos de ensayo 1x108UFEC a la escala de 1x10°UEC.

gue contienen caldo BHI.

FOTOGRAFIA N°32: Incubado
de los tubos a una temperatura de
37°C por 24horas.

FOTOGRAFIA N°31: Adicion de 1mL de
inbculo ajustado a cada tubo que

contienen los aceites esenciales.
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FOTOGRAFIA N°33: Tubos después de la incubacion para la determinacion de la

Concentracién Minima Inhibitoria del aceite esencial de Piper aduncum (Matico).

— 6.25%
— 2130
| —1.56%

FOTOGRAFIA N°34: Tubos después de la incubacion para la determinacion de la

Concentracién Minima Inhibitoria del aceite esencial de Citrus jambhiri Lush (Limén

Risso0).
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FORMULACION DEL GEL DENTAL

FOTOGRAFIA N°35: Pesado de FOTOGRAFIA N°36:
la carboximetilcelulosa. Combinacion de CMC y agua

destilada en el agitador magnético.

FOTOGRAFIA N°37: Incorporacion FOTOGRAFIA N°38: Adicién de
de los aceites esenciales en T 80
glicerina. ween L.
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FOTOGRAFIA N°39: Incorporacion de FOTOGRAFIA N°40: Mezcla de los

sorbitol y Stevia. componentes antes mencionados a la

base gel.

FOTOGRAFIA N°41: Homogenizacion FOTOGRAFIA N°42: Medicion
del gel dental en el agitador magnético. del pH del gel dental elaborado.
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FOTOGRAFIA N°43: Adicién de
colorante azul al gel dental. dental.

FOTOGRAFIA N°45: Formulaciones elaboradas del gel dental a diferentes
concentraciones.
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FOTOGRAFIA N°46: Control de FOTOGRAFIA N°47: Evaluacion de la
Calidad organoléptico: color, olor, consistencia del gel dental elaborado.
sabor y consistencia.

FOTOGRAFIA N°49: Evaluacion de la
transparencia  del  gel dental

FOTOGRAFIA N°48: Evaluacion de la
homogeneidad del gel dental

elaborado. elaborado.
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FOTOGRAFIA N°50: Determinacion FOTOGRAFIA N°51: Colocacién del
de la extensibilidad del gel dental. Peso portaobjeto sobre el otro que contiene la

de la muestra. muestra del gel dental.

FOTOGRAFIA N°52: Colocacién de FOTOGRAFIA N°53: Medicion del
pesas de 1g, 29, 59, 10g y 20g. radio del circulo generado.

FOTOGRAFIA N°54: Extensibilidad del gel dental elaborado.
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FOTOGRAFIA N°55: Medicion del pH FOTOGRAFIA N°56: Medicion del pH
del gel dental elaborado, haciendo uso del gel dental elaborado.

del pH-metro.

FOTOGRAFIA N°57: Medicién de la FOTOGRAFIA N°58: Medicién de la

viscosidad del gel dental elaborado. viscosidad del gel dental elaborado.
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FOTOGRAFIA N°59: Determinacion de la prueba de adherencia del gel dental de

limpieza elaborado.

FOTOGRAFIA N°60: Preparacion de FOTOGRAFIA N°61: Evaluacién de la

las muestras del gel dental para la estabilidad acelerada mediante el uso

prueba de estabilidad acelerada de la centrifuga a 3800 rpm por 30
minutos.
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FOTOGRAFIA N°62: Resultados de FOTOGRAFIA N°63: Prueba de
las muestras del gel dental tras pasar estabilidad, 1 mes.

por la centrifuga.

FOTOGRAFIA N°64: Prueba de FOTOGRAFIA N°65:

Prueba de

calentamiento, se llevo las muestras a refrigeramiento, 4°C por 24 horas

la estufa a 40°C por 24 horas.
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PRUEBA DE KIRBY BAUER MODIFICADO

FOTOGRAFIA N°66: Pesado de agar FOTOGRAFIA N°67: Adicion de agua

sangre necesaria. destilada para su disolucion.

FOTOGRAFIA N°68: Llevar a bafio FOTOGRAFIA N°69: Esterilizar el
marfa para su completa disolucién. medio de cultivo y los materiales en
autoclave a 121°C por 15 minutos.
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FOTOGRAFIA N°70: Dejar enfriar a FOTOGRAFIA N°71: Incorporacion

temperatura ambiente hasta 45-50°C. de sangre al agar preparado.

FOTOGRAFIA N°72: Realizar el FOTOGRAFIA N°73: Dejar que el
paqueo correspondiente. agar solidifique

207



FOTOGRAFIA N°74: Realizacién de FOTOGRAFIA N°75: En tubos con

los pozos en cada placa con agar solucion fiSiOI(')gica, preparar el in6culo

bacteriano llevando a una concentraciéon

de 0,5 de la escala de McFarland.

FOTOGRAFIA N°76: Con ayuda de FOTOGRAFIA N°77: Pesado del gel
un isopo, sembrar el inéculo de dental elaborado.

Streptococcus mutans en cada placa.
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FOTOGRAFIA N°78: Colocacion del FOTOGRAFIA N°79: Gel dental
gel dental y gel control en los pozos situado en las placas con agar sangre
realizados. e inoculo bacteriano.

FOTOGRAFl’A N°80: Colocacion de FOTOGRAF"A N°81: Envolver cada

los discos de antibiéticos: clindamicina placa con papel film.
y ciprofloxacino.
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FOTOGRAFIA N°82: Con la ayuda de FOTOGRAFIA N°83: Cerrado del
un recipiente y velas, llevar a un recipiente.

sistema de anaerobiosis.

FOTOGRAFIA N°84: Placas en FOTOGRAFIA N°85: Incubacion de
anaerobiosis listas para llevar a las placas a 37°C durante 24 horas.
incubacion.
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RESULTADOS DEL METODO KIRBY BAUER MODIFICADO

FOTOGRAFIA N°86: A) Halos de inhibicién de la formulaciéon al 1%, B) Halos de

inhibicion de la formulacion al 2%, C) Halos de inhibicion de la formulacion al 3%.

211



Control gel

FOTOGRAFIA N°87: Halos de inhibicién del control gel (Colgate)

FOTOGRAFIA N°88: Halos de inhibicion de los antibiéticos control: Clindamicina y
ciprofloxacino.
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MACRODILUCION DEL GEL DENTAL ELABORADO

FOTOGRAFIA N°89: Preparacion FOTOGRAFIA N°90: Incorporacion de
de caldo BHI para la macrodilucién 1mL de caldo BHI a cada tubo de ensayo,
para luego ser esterilizado en autoclave.

FOTOGRAFIA N°91: Incorporacion de FOTOGRAFIA N°92: Estandarizacion

1mL gel dental a cada uno de los tubos del in6culo de la escala de McFarland =
con caldo BHI. 1x108UFC a la escala de 1x10°UFC y

adicionar 1mL a cada tubo de ensayo.
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FOTOGRAFIA N°93: Incubacion de los tubos a una temperatura de 37°C durante 24

horas.
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FOTOGRAFIA N°94: Tubos después de la incubacién para la determinacion de la
Concentracion Minima Inhibitoria del gel dental elaborado.

214



SEMBRADO DE LA MACRODILUCION

nutritivo. agar nutritvo en bafio maria para

luego ser esterilizado en autoclave.

FOTOGRAFIA N°97: Rotulado de las FOTOGRAFIA N°98: Sembrado de
placas para cada macrodilucion del gel los tubos de macrodilucion.
dental.
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FOTOGRAFIA N°99: Llevar a incubar a una temperatura de 37°C durante 24 horas

y observar los resultados.

FOTOGRAFIA N°100: Placas después de la incubacion con cada tubo de
macrodilucion. A) Gel dental al 100%, 50%, 25%; B) Gel dental al 12.5%, 6.25%,
3.13%; C) Gel dental a 1.56% y Control negativo (se observa crecimiento de S.

mutans).

216



PRUEBA MICROBIOLOGICA
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FOTOGRAFIA N°101: Pesado del
agar nutritivo.

FOTOGRAFIA N°102: Disolucion del
agar nutritivo en bafio maria para

luego ser esterilizado en autoclave.

Agar : | Agar Mac Agar Agar
Cetrimida Manitol Conkey Sabouraud | Tripticasei-

Salado Dextrosa na Soya

FOTOGRAFIA N°103: Agares especificos para cada microorganismo a evaluar.
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FOTOGRAFIA N°104: Inoculacion del FOTOGRAFIA N°105: Incubacion de

gel dental diluido en cada una de las las placas en la estufa a 37°C por 24
placas. horas. Hongos y levaduras a 25°C por 7
dias.

FOTOGRAFIA N°106: Placas Petri con medios de cultivo e inéculo de la dilucién del gel

dental elaborado después de la incubacion.
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