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RESUMEN

Objetivo: Evaluar in vitro la actividad antibacteriana frente a Streptococcus mutans'y
antifungica frente a Candida albicans de colutorios elaborados con extractos

alcohdlicos de G. ruizii (Chili chili) y C. parviflora (Sacha paraccay).

Metodologia: Se realizé un estudio experimental con disefio cuasi experimental. Los
extractos alcoholicos se obtuvieron mediante maceracion, filtracion y evaporacion,
evaluandose su humedad, rendimiento y composicion fitoquimica. La actividad
antimicrobiana se determiné mediante concentracion minima inhibitoria (CMI),
concentracion minima bactericida (CMB) y fungicida utilizando el método de
microdilucion. Posteriormente, se formularon colutorios y se evalué su eficacia
mediante difusion en agar por el método Kirby-Bauer, midiendo los halos de inhibicion
con vernier y comparandolos con colutorios comerciales. Ademas, se realizaron
controles organolépticos, fisicoquimicos y microbiologicos, asi como la evaluacién de
irritabilidad oral mediante el método HET-CAM.

Resultados: El analisis fitoquimico evidencié fenoles, flavonoides, taninos y
glicosidos, compuestos relacionados con actividad antimicrobiana. El extracto de G.
ruizii presentd una CMI de 14 pg/ml y CMB de 16 pg/ml frente a S. mutans, mientras
que C. parviflora mostré una CMI de 16 pg/ml y concentracion fungicida de 32 ug/mli
frente a C. albicans. Los colutorios elaborados presentaron halos de inhibicion de

hasta 20.6 mm, cercanos a los obtenidos por colutorios comerciales.

Conclusién: Los colutorios elaborados con G. ruizii y C. parviflora demostraron
actividad antibacteriana y antifungica in vitro, sin evidenciar efectos irritantes sobre la

mucosa oral.

Palabras clave: G. ruizii (Chili Chili), C. parviflora (Sacha paraccay), Candida albicans
ATCC 1023, Streptococcus mutans ATCC 25175, Colutorios.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate in vitro the antibacterial activity against Streptococcus mutans
and the antifungal activity against Candida albicans of mouthwashes formulated with

alcoholic extracts of G. ruizii (Chili chili) and C. parviflora (Sacha paraccay).

Methodology: An experimental study with a quasi-experimental design was
conducted. Alcoholic extracts were obtained through maceration, filtration, and
evaporation, and their moisture content, yield, and phytochemical composition were
evaluated. Antimicrobial activity was determined by minimum inhibitory concentration
(MIC), minimum bactericidal concentration (MBC), and fungicidal concentration using
the microdilution method. Subsequently, mouthwashes were formulated and their
efficacy was assessed by agar diffusion using the Kirby—Bauer method, measuring
inhibition zones with a vernier caliper and comparing them with commercial
mouthwashes. In addition, organoleptic, physicochemical, and microbiological controls

were performed, as well as oral irritability assessment using the HET-CAM method.

Results: Phytochemical analysis revealed the presence of phenols, flavonoids,
tannins, and glycosides, compounds associated with antimicrobial activity. The G. ruizii
extract showed an MIC of 14 yg/mL and an MBC of 16 yg/mL against S. mutans, while
C. parviflora exhibited an MIC of 16 ug/mL and a fungicidal concentration of 32 ug/mL
against C. albicans. The formulated mouthwashes produced inhibition zones of up to

20.6 mm, comparable to those obtained with commercial mouthwashes.

Conclusion: Mouthwashes formulated with G. ruiziiand C. parviflora demonstrated in
vitro antibacterial and antifungal activity without showing irritant effects on the oral

mucosa.

Keywords: G. ruizii (Chili chili), C. parviflora (Sacha paraccay), Candida albicans ATCC
10231, Streptococcus mutans ATCC 25175, Mouthwashes.
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INTRODUCCION

Desde tiempos antiguos, el ser humano ha mantenido una estrecha relacion con los
recursos naturales, particularmente con las plantas, las cuales han desempefiado un
papel fundamental en la alimentacion, la construccién y, de manera destacada, en la
prevencion y tratamiento de enfermedades. A nivel mundial, se han registrado
aproximadamente 50 000 especies vegetales con propiedades medicinales, lo que
representa cerca del 10 % de las especies botanicas conocidas. A pesar del avance
de la medicina moderna y la sintesis de principios activos en farmacos estandarizados,
en las ultimas décadas ha surgido un renovado interés por el uso de productos
naturales debido a las preocupaciones relacionadas con los efectos secundarios, la

resistencia microbiana y la eficacia a largo plazo de algunos medicamentos sintéticos
(1).

En el ambito de la salud oral, las infecciones bacterianas y fungicas continuan
representando  un problema relevante, especialmente en poblaciones
inmunocomprometidas. Entre estas, la mucositis oral es una de las complicaciones
mas frecuentes en pacientes sometidos a tratamientos oncologicos como la
quimioterapia y la radioterapia, afectando significativamente su calidad de vida y

aumentando el riesgo de infecciones oportunistas (2).

Frente a esta problematica, los fitofarmacos han surgido como una alternativa
terapéutica prometedora, debido a su origen natural, su menor incidencia de efectos
adversos y su potencial actividad antimicrobiana. En este contexto, diversas especies
vegetales utilizadas tradicionalmente en la region del Cusco, como Geranium ruizii
Hieron. vel sp.aff. (Chili chili) y Colignonia parviflora (Kunth) Choisy (Sacha paraccay),
han despertado interés cientifico por sus posibles propiedades antibacterianas y
antifungicas, aunque su aplicacion en formulaciones farmacéuticas aun requiere

validacion experimental.
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CAPITULO |

GENERALIDADES

1.1. PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

La mucositis oral constituye una de las complicaciones mas frecuentes y debilitantes
en pacientes oncoldégicos sometidos a quimioterapia y/o radioterapia, con una
incidencia que puede alcanzar hasta el 90 % en determinados grupos poblacionales.
Esta condicion inflamatoria se manifiesta clinicamente con dolor intenso, ulceraciones,
xerostomia y dificultad para la alimentacién y el habla, lo que incrementa el riesgo de
infecciones secundarias y puede obligar a la interrupcion o modificacion del

tratamiento oncoldgico (3) (4).

Diversos estudios reportan que un alto porcentaje de pacientes con mucositis
desarrolla infecciones oportunistas causadas principalmente por Candida albicans y
bacterias del género Streptococcus, microorganismos que agravan el cuadro clinico y
aumentan la morbilidad (5). A pesar de su alta prevalencia e impacto clinico,
actualmente no existe un tratamiento especifico y curativo aprobado para la mucositis

oral, limitandose su manejo a medidas sintomaticas y preventivas (6).

En la region del Cusco, especies vegetales como Geranium ruizii Hieron. vel sp.aff.
(Chili chili) y Colignonia parviflora (Kunth) Choisy (Sacha paraccay) son empleadas
tradicionalmente por sus propiedades medicinales; sin embargo, existe una limitada
evidencia cientifica que respalde su eficacia antimicrobiana en formulaciones
farmacéuticas destinadas al uso oral. Esta falta de validacion constituye un vacio de
conocimiento que restringe su incorporacion como alternativas terapéuticas en el

manejo de la mucositis oral en pacientes oncoldgicos.

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢ Presentara actividad antibacteriana in vitro sobre cepas de Streptococcus mutans'y
antifungica sobre cepas de Candida albicans el colutorio elaborado con extracto
alcohdlico de Geranium ruizii Hieron. vel sp.aff. (Chili chili) y Colignonia parviflora

(Kunth) Choisy (Sacha paraccay)?



1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antibacteriana in vitro sobre cepas de Streptococcus mutans 'y
actividad antifungica sobre cepas de Candida albicans de un colutorio elaborado con
extracto alcohdlico al 70% de Geranium ruizii Hieron. vel sp.aff. (Chili chili) y

Colignonia parviflora (Kunth) Choisy (Sacha paraccay).

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener el extracto alcohdlico al 70% de Geranium ruizii Hieron. vel sp.aff. (Chili
chili) y Colignonia parviflora (Kunth) Choisy (Sacha paraccay) mediante el método de
la maceracion.

2. Evaluar la composicion fitoquimica cualitativa de metabolitos secundarios
(alcaloides, azucares reductores, saponinas, flavonoides, quinonas, taninos y
aminoacidos) de Geranium ruizii Hieron. vel sp.aff. (Chili chili) y Colignonia parviflora
(Kunth) Choisy (Sacha paraccay) mediante ensayos fitoquimicos.

3. Determinar la concentracion minima inhibitoria y bactericida del extracto alcohdlico
de Geranium ruizii Hieron. vel sp.aff. (Chili chili) a la cepa de Streptococcus mutans
mediante el método de microdilucion.

4. Determinar la concentracion minima fungistatica y fungicida del extracto alcohdlico
de y Colignonia parviflora (Kunth) Choisy (Sacha paraccay) frente a la cepa de
Candida albicans mediante el método de microdilucion.

5. Formular y elaborar una forma farmacéutica liquida de aplicacion topica oral
(colutorio) a base de extractos alcohdlicos de Geranium ruizii Hieron. vel sp.aff. (Chili
chili) y Colignonia parviflora (Kunth) Choisy (Sacha paraccay).

6. Determinar la sensibilidad bacteriana y fungica de las cepas de Streptococcus
mutans y Candida albicans frente al colutorio elaborado con extractos de Geranium
ruizii Hieron. vel sp.aff. (Chili chili) y Colignonia parviflora (Kunth) Choisy (Sacha
paraccay) mediante discos de prueba de sensibilidad antimicrobiana.

7. Evaluar las caracteristicas organolépticas, fisicoquimicas y microbioldgicas de los
colutorios elaborados con extractos de Geranium ruizii Hieron. vel sp.aff. (Chili chili) y
Colignonia parviflora (Kunth) Choisy (Sacha paraccay).

8. Evaluar la irritabilidad de los colutorios elaborados mediante el método in vitro HET
— CAM.



1.4. JUSTIFICACION

La presente investigacion se justifica por la necesidad de identificar alternativas
terapéuticas seguras, eficaces y accesibles para el manejo de infecciones asociadas
a la mucositis oral en pacientes oncologicos. Dado que los tratamientos
convencionales disponibles son mayormente paliativos y pueden generar efectos
adversos o resistencia microbiana, resulta prioritario explorar nuevas opciones

basadas en productos naturales (7).
Desde el punto de vista:

o Cientifica: Busca generar evidencia sobre la actividad antimicrobiana de
extractos vegetales locales frente a cepas clinicas de Streptococcus mutans'y
Candida albicans los cuales son agentes frecuentemente implicados en
infecciones asociadas a mucositis. Este conocimiento puede contribuir al
desarrollo de nuevos fitofarmacos (7).

e Social y sanitaria: Apunta a la mejora de la calidad de vida de pacientes
oncolégicos mediante el uso de colutorios elaborados con productos naturales,
seguros y de facil acceso especialmente para poblaciones con bajos recursos
econdomicos (8).

o Ecoldgica y cultural: Promueve el aprovechamiento racional y sostenible de
plantas medicinales autoctonas del Cusco revalorizando el conocimiento

ancestral e integrandolo a la investigacion cientifica moderna (8).

En suma, esta investigacion no solo responde a una necesidad clinica real sino
también abre el camino hacia el desarrollo de fitopreparados que puedan incorporarse
como coadyuvantes en el tratamiento de la mucositis oral fortaleciendo la integracion

entre la medicina tradicional y la ciencia.

1.5. HIPOTESIS

Los colutorios elaborados a base de extractos alcohdlicos de Geranium ruizii Hieron.
vel sp.aff. (Chili chili) y Colignonia parviflora (Kunth) Choisy (Sacha paraccay)
presentan actividad antibacteriana y antifungica in vitro, evidenciada por la formacion
de halos de inhibicién y valores de concentracion minima inhibitoria, frente a cepas de

Streptococcus mutans y Candida albicans, respectivamente.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

2.1. VISION HISTORICA

Desde los origenes de la humanidad, las plantas medicinales han sido empleadas
como una de las principales herramientas terapéuticas para la prevencion vy
tratamiento de diversas enfermedades. Evidencias arqueoldgicas y registros
histéricos demuestran su uso desde hace mas de 5 000 anos, destacando obras
clasicas como De Materia Medica de Dioscorides, considerado el padre de la
Farmacognosia, donde se documenta el empleo de especies vegetales con
propiedades antimicrobianas y antiinflamatorias. Este conocimiento ancestral sento
las bases de la fitoterapia, disciplina que estudia el uso medicinal de productos de

origen vegetal (9).

Con el desarrollo de la microbiologia en los siglos XIX y XX, se establecio la relacion
entre microorganismos y enfermedades infecciosas, permitiendo identificar agentes
patdgenos relevantes de la cavidad oral. Entre ellos, Streptococcus mutans fue
reconocido por su papel en la formacién de biopeliculas y en la génesis de procesos
infecciosos dentales, mientras que Candida albicans fue identificada como un hongo
oportunista capaz de proliferar en la mucosa oral, especialmente en condiciones de

desequilibrio de la microbiota o inmunosupresién (10).

Paralelamente, los colutorios surgieron como preparados destinados a la higiene y
desinfeccion de la cavidad oral. Desde su aparicidén en el siglo XIX, estos productos
han evolucionado hasta convertirse en una herramienta complementaria en la
prevencion y control de infecciones orales, siendo ampliamente utilizados para reducir
la carga microbiana. No obstante, el uso prolongado de colutorios comerciales con
agentes quimicos ha sido asociado a efectos adversos, lo que ha impulsado la

busqueda de alternativas basadas en compuestos naturales (11).

En diversas regiones del mundo, y particularmente en el Perd, la biodiversidad vegetal

ha permitido el uso tradicional de plantas con propiedades medicinales aplicadas a la



salud oral. En la regién del Cusco, especies como Geranium ruizii Hieron. vel sp.aff.
(Chili chili) y Colignonia parviflora (Kunth) Choisy (Sacha paraccay) han sido utilizadas
ancestralmente para el tratamiento de procesos inflamatorios e infecciosos. Sin
embargo, a pesar de su uso tradicional, existe limitada evidencia cientifica que
respalde su actividad antibacteriana frente a Streptococcus mutans y antifungica

frente a Candida albicans en formulaciones farmacéuticas como colutorios. (12)

En este contexto historico, surge la necesidad de evaluar cientificamente la actividad
antimicrobiana de colutorios elaborados con extractos alcohdlicos de Geranium ruizii
Hieron. vel sp.aff. (Chili chili) y Colignonia parviflora (Kunth) Choisy (Sacha paraccay),
como una alternativa natural y potencialmente eficaz para el control de
microorganismos orales, contribuyendo al desarrollo de fitopreparados aplicables a la

salud bucal.
2.2. ANTECEDENTES DEL ESTUDIO

2.2.1. ANTECEDENTES INTERNACIONALES

¢ Ghandehari, K. Et all. (2025). Actividad antimicrobiana de extractos herbales
frente a Streptococcus mutans. Universidad de Ciencias Médicas de
Mashhad. Iran.

Objetivo: Evaluar la efectividad antimicrobiana de extractos herbales acuosos y
alcohdlicos frente a Streptococcus mutans, comparandolos con agentes

antimicrobianos convencionales empleados en la higiene oral. (13)

Metodologia: Se realizé una revision sistematica y metaanalisis de ensayos
clinicos controlados publicados hasta el afo 2023. Se analizaron estudios que
evaluaron la reduccion de Streptococcus mutans mediante el uso de extractos

vegetales en colutorios y otras formulaciones orales. (13)

Resultados: Los extractos herbales mostraron una reduccién significativa de
Streptococcus mutans en comparacion con placebos y colutorios no herbales. No
se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas frente a la clorhexidina.
(13)



Conclusioén: Los extractos herbales representan una alternativa prometedora para
el control de Streptococcus mutans en la cavidad oral; sin embargo, se recomienda

continuar con estudios clinicos controlados. (13)

Kan, Y. Lee, J. Kim, H. Et all. (2023). Actividad antimicrobiana combinada de
extractos vegetales en colutorios herbales. Universidad de Medicina

Tradicional Coreana. Corea del Sur.

Objetivo: Evaluar la actividad antibacteriana y antifungica de extractos vegetales
combinados y su aplicacion en un colutorio herbal frente a Streptococcus mutans
y Candida albicans. (14)

Metodologia: Se obtuvieron extractos hidroalcohdlicos de Quercus infectoria y
Scrophularia striata, los cuales fueron evaluados mediante los métodos de
microdilucion y difusion en agar. Posteriormente, se formuld un colutorio herbal y
se evaluo su estabilidad y actividad antimicrobiana in vitro. (14)

Resultados: La combinacién de extractos mostré mayor actividad antimicrobiana
que los extractos individuales, con inhibicidn significativa frente a Streptococcus

mutans y Candida albicans. (14)

Conclusién: Los colutorios herbales formulados con extractos vegetales
combinados constituyen una alternativa eficaz y segura para el control de

microorganismos orales. (14)

Pombo, Luis. Et all. (2015). Capacidad antioxidante y actividad
antimicrobiana de Pelargonium odoratissimum frente a diferentes tipos de

cepas. Fundacion Universitaria Juan N. Corpas. Bogota. Colombia.

Objetivo: Evaluar la actividad antimicrobiana de diferentes extractos y fracciones
de Pelargonium odoratissimum frente a un grupo especifico de patégenos, asi

como determinar su capacidad antioxidante (15).

Metodologia: Se realizd una extraccion continua mediante el método Soxhlet
utilizando etanol a partir de 500 g de material vegetal seco y molido. El extracto

etandlico fue fraccionado mediante un proceso liquido-liquido empleando



solventes de polaridad creciente. La actividad antimicrobiana se evalué mediante
la técnica de difusion en agar con discos impregnados sobre cepas microbianas

ATCC. La capacidad antioxidante se determind mediante el método DPPH (15).

Resultados: EI extracto etandlico mostr6 una actividad antimicrobiana
significativa frente a Trichophyton mentagrophytes, Candida albicans y Bacillus
subtilis. Los mayores porcentajes de inhibicion se observaron frente a T.
mentagrophytes (92.88%), seguido de C. albicans (42.59%) y B. subtilis (30.27%)
(15).

Conclusién: El extracto etandlico de Pelargonium odoratissimum presentd una
elevada actividad antimicrobiana, especialmente frente a hongos patogenos, lo
que evidencia su potencial como fuente de compuestos bioactivos con aplicacién

terapéutica (15).

2.2.2. ANTECEDENTES NACIONALES

Huaman. J, Huallpa. V. (2024). Evaluacién del efecto antimicrobiano in vitro
del extracto hidroalcohdlico de la raiz de Geranium filipes killip (ajotillo)
frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923. Universidad Maria

Auxiliadora. Lima. Peru.

Objetivo: Evaluar el efecto antimicrobiano in vitro del extracto hidroalcohdlico de
la raiz de Geranium filipes Killip (Ajotillo) frente a la cepa Staphylococcus aureus
ATCC 25923. (16).

Materiales y métodos: Se realizd un estudio experimental con enfoque
cuantitativo. La muestra estuvo conformada por seis kilogramos de raices de
Geranium filipes Killip procedentes del Cusco, a partir de las cuales se obtuvo un
extracto hidroalcohdlico. A dicho extracto se le realizaron pruebas de solubilidad,
analisis fitoquimico y evaluacion de la actividad antimicrobiana mediante el
método de difusion en agar. Los resultados fueron analizados estadisticamente

mediante la prueba de Kruskal-Wallis y la prueba post hoc de Dunn (16).

Resultado: El extracto hidroalcohdlico de Geranium filipes Killip presentd halos
de inhibicién promedio de 15,2 mm, 18,5 mm y 21,5 mm para concentraciones del

40 %, 80 % y 100 %, respectivamente. El control positivo (ciprofloxacino) mostro
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un halo de 31 mm, mientras que el control negativo no presento inhibicion. Se
evidencié susceptibilidad de Staphylococcus aureus ATCC 25923 frente al

extracto a concentraciones del 80 % y 100 % (16).

Conclusién: El extracto hidroalcohdlico de la raiz de Geranium filipes Killip
presenta efecto antimicrobiano frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923,

posiblemente asociado a la presencia de alcaloides y compuestos fendlicos. (16).

Sanchez, Talia. (2020). Comparacién del efecto antibacteriano in vitro de
cuatro colutorios bucales comercializados en Chiclayo sobre Streptococcus
Mutans ATCC 25175. Universidad Seior De Sipan. Pimentel. Peru.

Objetivo: Comparar el efecto antibacteriano in vitro de cuatro colutorios bucales
comercializados en la ciudad de Chiclayo y un control positivo de gluconato de
clorhexidina al 0,12 % frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 (17).

Metodologia: El efecto antibacteriano se evalué mediante los métodos de difusién
en disco y pocillo en agar, ambos estandarizados por el Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI). Se utilizé agar Mitis salivarius con bacitracina como
medio de cultivo. La siembra se realizé por dispersion en superficie con hisopo
estéril utilizando el método de Kirby-Bauer. La incubacion se llevd a cabo a 36 °C
durante 24 horas en condiciones de microaerofilia. Los halos de inhibicién fueron

medidos con un vernier milimétrico. (17).

Resultados: Los colutorios A y B no evidenciaron efecto antibacteriano al no
presentar halos de inhibicidn frente a S. mutans. Los colutorios C y D mostraron
halos promedio de 12,2 mm y 8,4 mm, respectivamente. El control positivo
(gluconato de clorhexidina al 0,12 %) presentd un efecto antibacteriano
significativamente  mayor, observandose diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,005) (17).

Conclusién: Los colutorios A y B no presentan efecto antibacteriano frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175, por lo que deben considerarse colutorios
cosméticos. Los colutorios C y D muestran actividad antibacteriana, aunque

inferior a la del gluconato de clorhexidina al 0,12 %. (17).



Pineda, Neuman. Et all. (2019). Efecto irritante in vitro del gel elaborado con
extracto acuoso del mesocarpio de Hylocereus Megalanthus (CACTACEAE)
"PITAHAYA" por el método HET-CAM. Universidad Inca Garcilaso De La

Vega. Lima. Peru.

Objetivo: Evaluar el efecto irritante in vitro de un gel elaborado con extracto
acuoso del mesocarpio de Hylocereus megalanthus (Cactaceae), conocido como
pitahaya, mediante el método HET-CAM (18).

Métodologia: Para la elaboracién del extracto se utilizaron 300 g del mesocarpio
por litro de agua. Posteriormente, se formuld un gel a concentraciones de 0,5 % y
1 %. Como controles positivos se emplearon hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 Ny
lauril sulfato de sodio (LSS). La evaluacién de irritabilidad se realiz6 mediante el
método HET-CAM. (18).

Resultados: El analisis fitoquimico evidenciéo la presencia de alcaloides,
saponinas, flavonoides, quinonas, glucdsidos, terpenoides y fenoles. Las
formulaciones del gel no produjeron alteraciones en la membrana corioalantoidea,
mientras que los controles positivos presentaron efectos irritantes moderados y

severos. (18).

Conclusién: El gel elaborado a partir del extracto acuoso de Hylocereus
megalanthus (Cactaceae) “pitahaya” no presenta efecto irritante in vitro,

evidenciando un perfil de seguridad favorable. (18).

2.2.3. ANTECEDENTES LOCALES

Claveri, Alicia. (2023). Efecto antibacteriano de las fracciones obtenidas de
saponinas a partir de la raiz de Colignonia parviflora var. biumbellata
Rafinesque SACH'A PARACCAY en Eschericha coli ATCC 51813.

Universidad Nacional De San Antonio Abad Del Cusco. Cusco. Peru.

Objetivo: Realizar la extraccion, fraccionamiento y evaluacion de la actividad inhibitoria
de fracciones obtenidas a partir de la raiz de Colignonia parviflora var. biumbellata (Sach’a

paraccay) (19).

Metodologia: La muestra vegetal fue sometida a procesos de colecta, secado,

molienda y analisis fitoquimico. Posteriormente, se realizé el fraccionamiento del
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extracto etandlico al 70 % mediante cromatografia flash utilizando un sistema de
polaridad acido férmico 0,1 % y acetonitrilo (80:20). Se obtuvieron 35 fracciones,
de las cuales se agruparon seis segun su perfil cromatografico. Estas fracciones
fueron evaluadas frente a Escherichia coli ATCC 51813 mediante pruebas de
inhibicion. (19).

Resultados: Dos fracciones mostraron mayor actividad inhibitoria a una
concentracion de 50 uL/mg, evaluada mediante el método de difusién en agar por
pozos en medio Mueller-Hinton. El analisis por HPLC y cromatografia en capa fina
confirmé la similitud de los cromatogramas y espectros UV con el nucleo
oleandlico, evidenciando la presencia de saponinas responsables de la actividad

antibacteriana (19).

Conclusidn: Las fracciones ricas en saponinas obtenidas de la raiz de Colignonia
parviflora var. biumbellata presentan actividad antibacteriana frente a Escherichia
coli ATCC 51813 (19).

Huamani, Katia. (2019). Actividad antibacteriana in vitro del extracto seco
hidroalcohdlico al 70% y de un colutorio elaborado de la raiz de Geranium
Sessiliflorum Cav. “CHILI CHILI” frente a Streptococcus Mutans ATCC

25175. Universidad Nacional De San Antonio Abad Del Cusco. Cusco. Peru.

Objetivo: Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto seco
hidroalcohdlico al 70 % y del colutorio elaborado a partir de la raiz de Geranium

sessiliflorum Cav. frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 (20).

Metodologia: El estudio fue de tipo cuasi experimental. La actividad
antibacteriana se evalué mediante el método de difusién en agar por pozos
excavados y Kirby-Bauer. Se formularon tres concentraciones de colutorio: 0,16
%, 0,99 % vy 3,84 % (20).

Resultados: La CMI del extracto fue de 1,56 mg/mL. La mayor actividad
antibacteriana se observd a la concentracién de 39,89 mg/50 pL. El colutorio
formulado al 3,84 % mostré una actividad antibacteriana inferior al control positivo
(clorhexidina 0,12 %), con una inhibicion del 85,67 %, siendo estadisticamente
significativa (p = 0,000). (20).



Conclusioén: El extracto y el colutorio elaborado a partir de la raiz de Geranium
sessilifforum Cav. presentan actividad antibacteriana in vitro frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175. (20).

Jauregui, Sarah. (2018). Evaluacion de la actividad antimicética del extracto
hidroalcohdlico in vitro de la raiz tuberosa de Sacha paraccay (Colignonia
parviflora var. biumbellata rafinesque) frente a Malassezia furfur cepa ATCC
14521 y formulacién de shampoo anticaspa. Universidad Nacional De San

Antonio Abad Del Cusco. Cusco. Peru.

Objetivo: Evaluar la actividad antimicética in vitro del extracto hidroalcohdlico de
la raiz tuberosa de Sacha paraccay frente a Malassezia furfur ATCC 14521 y

formular un shampoo anticaspa (21).

Resultados: La concentracion de 80 mg/pL del extracto hidroalcohdlico presentd
los mayores halos de inhibicién, con un promedio de 18 mm. La formulacion

cosmeética elaborada mostré halos de inhibicidon promedio de 36 mm (21).

Conclusién: El extracto hidroalcohdlico y la formulacién farmacéutica a base de
Colignonia parviflora var. biumbellata presentan actividad antimicética frente a
Malassezia furfur ATCC 14521 (21).

Huaman, Yeny. Oroche, Roxana. (2016). Determinacion de la actividad
antibacteriana in vitro de los extractos etandlicos y cloroférmicos de
Oenothera Rosea “Yawar chong’a” Y Geranium Sessiliflorum “Ojotillo”
frente a Staphylococcus Aureus CEPA ATCC Y Escherichia Coli CEPA ATCC
Y determinacion de la toxicidad aguda por via oral. Universidad Nacional De

San Antonio Abad Del Cusco. Cusco. Peru.

Objetivo: Determinar la actividad antibacteriana in vitro de los extractos etandlicos
y cloroféormicos de Oenothera rosea y Geranium sessiliflorum frente a
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, asi como evaluar su toxicidad aguda

por via oral (16).

Metodologia y resultados: La actividad antibacteriana in vitro se realizd
mediante el método de pozos excavados y la toxicidad aguda por el método “Up

and Dowm”. La concentracion minima inhibitoria de los extractos alcohdlicos al



70% de Yawar Chong'a y ojotillo fueron 0.050 mg/50uL y 0.150 mg/50uL,
respectivamente, frente a Stafilococcus aureus, en el caso de Escherichia coli fue
11 mg/50uL. Los promedios maximos de los halos de inhibicion para Stafilococcus
aureus, fueron de 21,17 mm/50uL para Yawar chonq'a y de 28,66 mm/50uL para
ojotillo. Y para Escherichia colifue de 17,11 mm/50uL con ambas plantas. Ninguna

de las dos especies presento toxicidad aguda por via oral (16).

Conclusién: Los extractos etandlicos al 70% de Oenothera rosea Aiton "Yawar
Chong'a" y Geranium sessiliflorum Cavanilles "Ojotillo" presentan actividad
antibacteriana in vitro frente a Staphylococcus aureus cepas ATCC 25923 en
comparacion a los farmacos patron y frente a Escherichia coli cepas ATCC 35218
solo el extracto etandlico al 70% de Geranium sessiliflorum Cavanilles "Ojotillo"
presenta actividad antibacteriana in vitro en comparacion a los farmacos patrén.
Los extractos etandlicos de Oenothera rosea Aiton "Yawar Chong'a" y Geranium

sessiliflorum Cavanilles "Ojotillo" no presentan toxicidad (16).

2.3. ESTADO DEL ARTE

El uso de plantas medicinales como recurso terapéutico constituye una practica
extendida a nivel mundial y representa uno de los pilares de la medicina tradicional y
complementaria. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
aproximadamente el 80 % de la poblacion mundial recurre al uso de plantas
medicinales para la prevencion y tratamiento de diversas afecciones, especialmente
en paises en vias de desarrollo donde el acceso a medicamentos sintéticos es limitado
o costoso (22). Este escenario ha impulsado el interés cientifico por validar, mediante

estudios experimentales, la eficacia y seguridad de los productos naturales.

En la actualidad, muchas plantas medicinales no solo se emplean de manera
tradicional, sino que también son utilizadas como materia prima para la elaboracion
de medicamentos semisintéticos y fitofarmacos, los cuales buscan aprovechar los
principios activos naturales minimizando efectos adversos. En este contexto, la
investigacioén cientifica cumple un rol fundamental al permitir la identificacion de
compuestos bioactivos con potencial antibacteriano y antifungico, contribuyendo al
desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas frente a la creciente resistencia

microbiana (22).



Las comunidades indigenas de América Latina, y particularmente del Peru, poseen un
vasto conocimiento etnobotanico relacionado con el uso de plantas medicinales, el
cual ha sido transmitido de generacién en generacién principalmente de forma oral.
Este conocimiento ancestral constituye una fuente valiosa de informacion para la
investigacion cientifica; sin embargo, gran parte de estas especies aun carecen de
estudios experimentales que respalden su uso terapéutico. Por ello, resulta
imprescindible documentar, preservar y validar cientificamente estos saberes

tradicionales, evitando su pérdida y promoviendo su uso racional (23).

La region del Cusco destaca por conservar una rica tradicion en el uso de plantas
medicinales, asociada tanto a practicas culturales como a la atencidén primaria de la
salud. A pesar de los cambios sociales y culturales ocurridos desde la época de la
conquista hasta la actualidad, el conocimiento sobre el uso, preparacion y aplicacion
de plantas medicinales ha logrado mantenerse vigente. No obstante, muchas de estas
especies continuan siendo subvaloradas desde el punto de vista cientifico, lo que

limita su incorporacion en formulaciones farmacéuticas estandarizadas (24).

Diversos estudios recientes han demostrado el potencial antimicrobiano de especies
vegetales empleadas tradicionalmente en la regidn, particularmente aquellas
pertenecientes al género Geranium. Investigaciones locales realizadas con Geranium
sessiliflorum Cavanilles "Ojotillo", especie botanicamente afin Geranium ruizii Hieron.
vel sp.aff. (Chili chili), han evidenciado actividad antibacteriana frente a Streptococcus
mutans, atribuida principalmente a la presencia de compuestos fendlicos, flavonoides
y taninos, metabolitos secundarios reconocidos por su accion inhibitoria sobre
microorganismos patdégenos. Estos hallazgos respaldan el potencial terapéutico del
género Geranium en afecciones de la cavidad oral, como aftas e infecciones

bacterianas (16).

De manera similar, estudios experimentales realizados con Colignonia parviflora var.
biumbellata Rafinesque, variedad taxondémicamente relacionada con Colignonia
parviflora (Kunth) Choisy (Sacha paraccay), han demostrado actividad antifungica,
particularmente frente a Malassezia furfur, una levadura asociada a infecciones
cutaneas. Los resultados obtenidos sugieren que las especies del género Colignonia

poseen compuestos bioactivos con capacidad para inhibir el crecimiento fungico, lo
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que sustenta la exploracién de su eficacia frente a otros hongos de relevancia clinica,

como Candida albicans (21).

En conjunto, la evidencia cientifica disponible respalda el potencial antibacteriano y
antifungico de las especies vegetales seleccionadas para el presente estudio. Sin
embargo, aun existe una limitada cantidad de investigaciones que evaluen estos
extractos incorporados en formulaciones farmacéuticas, como los colutorios,
orientados especificamente a la salud oral. En este sentido, el desarrollo y evaluacion
de un colutorio a base de extractos alcoholicos de Geranium ruizii Hieron (Chili chili)
y Colignonia parviflora (Kunth) Choisy (Sacha paraccay) representa un aporte
relevante al estado actual del conocimiento, al integrar la medicina tradicional con
meétodos cientificos modernos y contribuir al desarrollo de alternativas terapéuticas

naturales, seguras y accesibles.
2.4. BASES TEORICO CIENTIFICAS
2.4.1. PLANTA EN ESTUDIO: Geranium ruizii Hieron. vel. sp. aff. (Chili chili)

2.41.1. GENERALIDADES

Geranium ruizii Hieron. vel. sp. aff. es una especie perteneciente a la familia
Geraniaceae, grupo que incluye plantas herbaceas ampliamente distribuidas en
regiones templadas y de montafia. En los Andes, varias especies del género
Geranium forman parte importante de la vegetacion nativa, siendo reconocidas tanto
por su valor ecoldégico como por sus usos tradicionales. Esta especie es conocida
localmente como “chili chili”, denominacién empleada en diversas comunidades

altoandinas. (25)

Desde el punto de vista taxonémico, el género Geranium se caracteriza por especies
con hojas palmadas, flores hermafroditas y frutos esquizocarpicos, rasgos que

permiten su adaptacién a ambientes de altura y climas variables (25).
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Figura 1. Geranium ruizii Hieron. vel. sp. aff. (Chili chili)
Fuente: Plants of the World 2025 (25).

2.4.1.2. DISTRIBUCION GEOGRAFICA Y RANGO ALTITUDINAL

Geranium ruizii Hieron. vel. sp. aff. se distribuye principalmente en regiones andinas
de Sudameérica, con registros botanicos en zonas montafiosas del Peru y paises
vecinos. Su presencia esta asociada a altitudes medias y altas, desarrollandose
generalmente por encima de los 2500 m s.n.m., donde predominan condiciones

climaticas frias y una marcada estacionalidad (25) (26).

La ocurrencia de la especie en estos rangos altitudinales refleja su capacidad de
adaptacion a ambientes con alta radiacion solar, bajas temperaturas nocturnas y
variaciones térmicas pronunciadas, caracteristicas propias de los ecosistemas

altoandinos (26).

2.4.1.3. CLASIFICACION TAXONOMICA

Reino: Plantae
Filo (Division): Streptophyta
Clase: Equisetopsida

Subclase: Magnoliidae

Orden: Geraniales
Familia: Geraniaceae

Género: Geranium

Especie: Geranium ruizii Hieron. vel. sp. aff.. (25)
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2.4.1.4. IMPORTANCIA ECOLOGICA Y ETNOBOTANICA

La importancia de Geranium ruizii Hieron. vel. sp. aff. radica tanto en su funcion
ecoldgica como en su reconocimiento dentro del conocimiento tradicional andino. Bajo
el nombre comun de “chili chili”, la especie es conocida por las poblaciones locales, lo
que sugiere un vinculo cultural y un potencial interés etnobotanico, aunque los

estudios cientificos especificos sobre sus usos aun son limitados (27).

2.4.2. PLANTA EN ESTUDIO: Colignonia parviflora (Kunth) Choisy (Sacha

paraccay)

2.4.2.1. GENERALIDADES

Colignonia parviflora (Kunth) Choisy es una especie vegetal perteneciente a la familia
Nyctaginaceae, grupo botanico que incluye plantas con amplia capacidad de
adaptacion a diferentes condiciones ambientales. Esta especie es nativa de
Sudamérica y forma parte de la flora caracteristica de los ecosistemas andinos, con
registros en Colombia, Ecuador y Peru. Su presencia en estas regiones la convierte

en un componente relevante de la vegetacion nativa de zonas montafiosas. (28)

Desde el punto de vista taxondmico, la especie se encuentra clasificada dentro del
orden Caryophyllales y comparte caracteristicas generales con otros géneros de la
familia Nyctaginaceae, los cuales suelen desarrollarse en ambientes con limitaciones

hidricas y suelos de baja fertilidad (28).

Figura 2. Morfologia general de especies de la familia Nyctaginaceae.
Fuente: Chipayo Aucapuma. Et all. (2020) (17)
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Figura 3. Colignonia parviflora (Kunth) Choisy
Fuente: Plants of the World Online. Kew Science. (2025) (28).

2.4.2.2. DESCRIPCION

La familia Nyctaginaceae presenta arbustos trepadores, rastreras, perennes con hojas
simples, enteras, alternas, opuestas, pecioladas con raiz napiforme, sus flores
unisexuales o bisexuales muy raras veces dioicas dispuestas en racimos o solitarias
protegidas por bracteas vistosas o reemplazando el caliz con estambres libres. En el
gineceo se presenta ovario supero estigma simple y las semillas erectas con

tegumento hialino de embridn recto con perisperma y endosperma (19).

2.4.2.3. CLASIFICACION TAXONOMICA

Clase: Magnoliopsida
Subclase: Caryophyllidae
Orden: Caryophyllales
Familia: Nyctaginaceae

Género: Colignonia

Especie: Colignonia parviflora (Kunth) Choisy (28).

14



2.4.2.4. IMPORTANCIA ECOLOGICA

Aunque la informacion especifica sobre las interacciones ecologicas de C. parviflora
es limitada, por analogia con otras especies de la familia Nyctaginaceae se considera
que participa en procesos de polinizacidon mediada por insectos de pequefio tamafo.
Sus flores pueden constituir una fuente de recursos para polinizadores locales en
ecosistemas andinos (29).

Desde una perspectiva ecoldgica, la especie cumple un rol importante en la estructura
de la vegetacién, contribuyendo a la cobertura vegetal, la estabilidad del suelo y la

generacion de microhabitats para organismos asociados al estrato arbustivo (29).

2.4.3. METABOLITOS SECUNDARIOS ASOCIADOS CON LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA Y ANTIFUNGICA

En los extractos vegetales pueden hallarse metabolitos secundarios con efectos
antimicrobianos, entre ellos los terpenoides, compuestos fendlicos, estilbenos,
fenilpropanoides, alcaloides y saponinas. Dentro de estos compuestos, los fendlicos
como los flavonoides y los fenoles presentan una notable actividad antimicrobiana,

observada particularmente contra hongos patégenos como Candida spp (30).

Se cree que su accion antimicrobiana puede deberse a la capacidad de frenar la
germinacién de los conidios, asi como a la interferencia en rutas metabdlicas clave
(como las del fosfoenolpiruvato, eritrosa-4-fosfato y acido shiquimico), lo cual modifica
la sintesis de aminoacidos esenciales, favoreciendo la produccion de triptéfano y

reduciendo la generacion de fenilalanina y tirosina (30).

e Flavonoides:

Presentes en todas las plantas verdes, los flavonoides son metabolitos secundarios
que cumplen un papel crucial en la defensa vegetal contra agentes patdgenos. Estos
compuestos no solo tienen la capacidad de eliminar bacterias, sino que también
impiden que estas formen biopeliculas, estructuras microbianas cohesionadas por una
sustancia producida por los propios organismos. Ademas, los flavonoides pueden

actuar en conjunto con antibidticos tradicionales, mejorando su capacidad para
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eliminar bacterias. Su mecanismo de accién incluye la alteracion de la membrana
bacteriana, especificamente al perturbar las bicapas lipidicas, asi como la inhibicion

de procesos clave como la cadena respiratoria y la sintesis de ATP (31).

e Taninos:

Como metabolitos secundarios presentes en numerosas especies vegetales, estos
compuestos se perfilan como una alternativa prometedora a los antibidticos
tradicionales. Su eficacia se debe a su capacidad para captar el hierro, bloquear la
formacion de la pared celular y alterar la integridad de las membranas celulares.
También son capaces de interferir en rutas biosintéticas clave y dificultar la creacion

de biopeliculas en bacterias tanto grampositivas como gramnegativas (31).

e Compuestos fendlicos:

Debido a su diversidad estructural, los polifenoles pueden actuar de distintas maneras
para neutralizar a las bacterias en sus células objetivo. Cabe sefialar que muchas
investigaciones no evaluan polifenoles individuales, sino mezclas de diferentes clases.
Asi, se considera que su actividad antibacteriana es el resultado de una interaccion

compleja entre varios elementos (32).
e Alcaloides:
Los alcaloides poseen una destacada capacidad para combatir microorganismos,

incluyendo bacterias gramnegativas, grampositivas y hongos. Su efecto es similar al

que ofrecen los antibacterianos comerciales ampliamente empleados (30).

16



2.4.4. BACTERIA EN ESTUDIO: Streptococcus mutans

2.4.5.1. CLASIFICACION TAXONOMICA

Streptococcus mutans pertenece al grupo de bacterias grampositivas asociadas a la

microbiota oral humana. Su clasificacion taxondmica es la siguiente:

Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacili
Orden: Lactobacillales
Familia: Streptococcaceae
Género: Streptococcus

Especie: Streptococcus mutans (33).

2.4.5.2. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y GENERALES

Streptococcus mutans es una bacteria grampositiva de morfologia cocoide, que suele
disponerse en pares o cadenas cortas. Es un microorganismo anaerobio facultativo
que fue aislado e identificado por primera vez por Clarke en 1924. Su nombre deriva
de la capacidad de presentar variaciones morfoldgicas segun las condiciones
ambientales, adoptando formas ovoides en medios acidos y formas esféricas en
medios alcalinos. En agar sangre, las colonias son pequefias, con un diametro
aproximado de 0,5 a 1 mm, lo que facilita su identificacion. Estructuralmente, presenta
una membrana citoplasmatica y una pared celular rica en mureina. Un rasgo distintivo
es la presencia de proteinas fijadoras de glucanos en la pared celular, las cuales
desempenan un papel fundamental en la adhesién a la pelicula adquirida del esmalte
dental y en la formacion de biopeliculas (34).

Esta bacteria forma parte del microbiota normal de la cavidad oral, apareciendo
generalmente después de la erupcion dentaria. En nifios, su transmision ocurre

principalmente a través de la saliva, especialmente de la madre al hijo (34)
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2.4.5.3. CLASIFICACION SEROLOGICA

Segun la composicién y los enlaces de los polisacaridos de su pared celular, los
estreptococos del grupo mutans se clasifican en diferentes serotipos. Se han descrito
ocho serotipos principales, distribuidos entre varias especies, entre ellas
Streptococcus mutans (serotipos ¢, e, f y k), Streptococcus sobrinus (d y @),
Streptococcus rattus (b), Streptococcus cricetus (a), Streptococcus ferus (c),
Streptococcus downei (h) y Streptococcus macacae (c). De todos ellos, el serotipo ¢

de Streptococcus mutans es el mas prevalente en la cavidad oral humana (35).

2.4.5.4. SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Ademas de su papel en la patogénesis de la caries dental, Streptococcus mutans
también se ha asociado a infecciones sistémicas como la endocarditis infecciosa, lo
que ha motivado el estudio de su susceptibilidad frente a diversos agentes

antimicrobiano (34).

Diversos estudios han demostrado que Streptococcus mutans presenta sensibilidad
variable frente a antibiéticos como penicilina, amoxicilina, cefazolina, eritromicina,
clindamicina, imipenem y vancomicina, con porcentajes de inhibicién que oscilan entre
el 50 % y el 90 %. Sin embargo, la aparicidn de resistencia antimicrobiana ha
impulsado la busqueda de alternativas terapéuticas, incluyendo compuestos de origen
natural (34).

2.4.5. HONGO EN ESTUDIO: Candida albicans

2.4.6.1. CLASIFICACION CIENTIFICA

Candida albicans es un hongo levaduriforme perteneciente al reino Fungi, con la

siguiente clasificacién taxonémica:

Reino: Fungi
Filo: Ascomycota
Subfilo: Saccharomycotina
Clase: Saccharomycetes
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Orden: Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetaceae
Género: Candida

Especie: Candida albicans (36).

2.4.6.2. CARACTERISTICAS GENERALES

Candida albicans es un microorganismo comensal presente de forma habitual en la
microbiota humana; no obstante, bajo determinadas condiciones puede comportarse
como patdégeno oportunista. Se estima que este hongo estda implicado en
aproximadamente el 75 % de las infecciones por Candida en pacientes hospitalizados,

con tasas de mortalidad elevadas en casos sistémicos (37).

Morfolégicamente, crece como levadura en forma ovalada o redondeada, con un
tamano aproximado de 4 a 6 ym. Su identificacion se basa en caracteristicas
morfoldgicas, bioquimicas y enzimaticas, como la capacidad de fermentacion y la
formacion de tubos germinales e hifas. Presenta un crecimiento rapido en agar
Sabouraud y agar sangre, formando colonias blanquecinas de 2 a 4 mm tras 24 horas

de incubacion (38).

2.4.6.3. PATOGENESIS

La patogenicidad de Candida albicans esta estrechamente relacionada con su
capacidad de cambiar de la forma de levadura a la forma filamentosa (hifas), lo que
facilita la invasién de los tejidos del hospedador. Este cambio morfolégico puede ser
inducido por factores ambientales como el pH, la temperatura, la presencia de suero
y la disponibilidad de nutrientes (38).

En muestras histopatoldgicas, la presencia de hifas suele indicar un proceso invasivo,
mientras que en condiciones in vitro estos cambios pueden ser controlados mediante

la manipulacién de las condiciones de cultivo (38).
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2.4.6.4. CANDIDIASIS OROFARINGEA

La candidiasis orofaringea es una infeccién oportunista que se origina por un
desequilibrio entre el hospedador y Candida albicans. Es frecuente en pacientes
inmunodeprimidos, asi como en aquellos sometidos a tratamientos con

antimicrobianos, farmacos citotéxicos o radioterapia (39).

Clinicamente, puede presentarse en formas agudas, como la pseudomembranosa y
la eritematosa, y en formas cronicas, incluyendo la hiperplasica. Estas
manifestaciones se caracterizan por la presencia de placas blanquecinas, eritema,

dolor y sensacion de ardor en la mucosa oral (40).

2.4.6. CEPAS ATCC

Las cepas ATCC (American Type Culture Collection) son utilizadas como patrones de
referencia para garantizar la calidad, reproducibilidad y confiabilidad de los ensayos
microbiolégicos. Estas cepas certificadas conservan caracteristicas genotipicas y
fenotipicas estables, lo que permite validar métodos diagndsticos y ensayos de
actividad antimicrobiana en los ambitos farmacéutico, cosmético, alimentario y clinico
(41).

2.4.7. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA Y ANTIFUNGICA

La actividad antibacteriana y antifungica se define como la capacidad de una sustancia
para inhibir o eliminar el crecimiento de bacterias y hongos, sin causar toxicidad

significativa a los tejidos sanos del hospedador (42).

a. Concentracion minima inhibitora (CMI)
La concentracion minima inhibitoria (CMI) corresponde a la menor concentracion de
un agente antimicrobiano, expresada en ug/mL, capaz de inhibir visiblemente el
crecimiento de un microorganismo especifico bajo condiciones controladas (43). La
determinacion de la CMI requiere un entorno experimental estandarizado,
considerando variables como el pH, la temperatura, el tipo de medio de cultivo, la
disponibilidad de oxigeno y la concentracion de nutrientes, factores que pueden influir

en la exactitud de los resultados (44).
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Segun la respuesta del microorganismo, los resultados se interpretan como:
e S (sensible): el microorganismo es inhibido con concentraciones habituales del
antimicrobiano (45).
e | (intermedia): se requiere una dosis elevada para inhibir el crecimiento (45).
e R (resistente): no se logra inhibicion con concentraciones terapéuticas
habituales (45).

b. Concentracién minima bactericida o fungicida
La concentracion minima bactericida (CMB) o fungicida corresponde a la menor
concentracion de un agente antimicrobiano capaz de eliminar completamente una

poblacion bacteriana o fungica viable (43).

2.4.8. METODO DE DILUCION

El método de dilucibn es una técnica cuantitativa ampliamente utilizada para
determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) de agentes antimicrobianos,
tanto antibiéticos convencionales como compuestos de origen natural. Este método
se fundamenta en la exposicibn de un microorganismo a concentraciones
decrecientes de una sustancia antimicrobiana, con el fin de identificar la menor
concentracion capaz de inhibir el crecimiento microbiano visible bajo condiciones

controladas (46).

La CMI se define como la concentracién minima del agente antimicrobiano que impide
el crecimiento visible de un microorganismo después de un periodo determinado de
incubacion. Este parametro constituye un indicador esencial para evaluar la actividad
antibacteriana y antifungica de una sustancia, asi como para comparar su eficacia

frente a diferentes cepas microbianas (46).
2.4.9.1. FUNDAMENTO DEL METODO DE DILUCION

El fundamento del método de dilucidon se basa en la interaccion directa y uniforme
entre el agente antimicrobiano y el microorganismo en un medio liquido, lo que permite
una evaluacion precisa de la inhibicion del crecimiento. A diferencia de los métodos
de difusién, en los cuales la actividad antimicrobiana depende de la capacidad de
difusion del compuesto en un medio sdlido, el método de diluciéon garantiza que el
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microorganismo esté en contacto con concentraciones conocidas y homogéneas del

agente evaluado (46).

Este método permite ademas diferenciar si el efecto observado es bacteriostatico o
bactericida, mediante la posterior evaluacién de la viabilidad microbiana en ausencia
del agente antimicrobiano, lo cual resulta especialmente relevante en estudios

experimentales con extractos vegetales y productos naturales (46).

2.4.9.2. METODO DE MICRODILUCION

La microdilucion es una variante del método de dilucion que se realiza en microplacas,
generalmente de 96 pocillos, y constituye una técnica altamente sensible, reproducible
y eficiente para la determinaciéon de la CMI en un gran numero de muestras

simultaneamente (47).

En este método, se preparan diluciones seriadas del agente antimicrobiano en un
medio de cultivo liquido, a las cuales se les adiciona una suspension estandarizada
del microorganismo en estudio. Tras la incubacién bajo condiciones controladas de
temperatura y tiempo, se evalua el crecimiento microbiano mediante la observacion

visual de la turbidez o mediante métodos instrumentales (47).

La principal ventaja de la microdilucién frente a los métodos de difusion radica en su
mayor sensibilidad para detectar la actividad antimicrobiana a bajas concentraciones,
lo cual es particularmente importante cuando se evaluan extractos vegetales o

sustancias con limitada capacidad de difusion en medios solidos (44) .

Figura 4. Ensayo de concentracion minima inhibitoria en una placa de 96 pocillos.
Fuente: Whyte Barry (44)
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Lectura e interpretacion de resultados:

El uso de lectores de microplacas permite automatizar y optimizar la determinacion de
la CMI, proporcionando lecturas objetivas y reproducibles mediante la medicion de la
absorbancia. Estos dispositivos son compatibles con microplacas de diferentes
formatos (96, 384 y 1536 pocillos), lo que facilita el analisis simultaneo de multiples
concentraciones del agente antimicrobiano y diferentes cepas microbianas (47).

La CMI se identifica como la concentracidon mas baja del agente antimicrobiano en la
cual no se observa crecimiento visible del microorganismo, en comparacion con el
control de crecimiento. Este valor constituye un parametro fundamental para la
evaluacion de la actividad antibacteriana y antifungica de los compuestos en estudio
(47).

2.4.9. METODO DE DIFUSION EN AGAR

El método Kirby-Bauer, o ensayo de difusion por disco, se utiliza como técnica para
analizar la respuesta de los microorganismos a los antibidticos. EI método se basa en
la relacion entre la concentracién de la sustancia necesaria para inhibir una cepa
bacteriana y el halo de inhibicidn de crecimiento en la superficie de la placa de agar
con un medio de cultivo adecuado y sembrado homogéneo con la bacteria a estudiar
y sobre la cual se ha depositado un disco antibiético o uno de papel filtro impregnado

con la sustancia a demostrar el efecto respectivo (47).

e Base del método de Kirby-Bauer por difusiéon en disco:
El organismo bajo estudio debe incubarse en caldo por al menos una noche vy
ajustarse visualmente al patrén de turbidez 0,5 de McFarland. Se requiere el uso de
agar Mueller-Hinton que permite reproducibilidad del ensayo y no afecta la accién de
sulfonamidas, ademas de mantener condiciones 6ptimas de pH y nutrientes. Al

preparar las placas de Petri, el espesor del agar debe ser de exactamente 4 mm (45).

¢ Interpretacion de los resultados del método de difusién por disco de
Kirby-Bauer:

Una vez transcurridas 24 horas de incubacion, se utiliza una regla para medir el halo

de inhibicién, considerando también el tamario del disco en dicha medicion. Los datos

obtenidos se contrastan con los estandares establecidos, y los resultados se

categorizan como Susceptible (S), Intermedio (1) o Resistente (R) (45).
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2.4.11. COLUTORIO

Los colutorios son preparaciones farmaceéuticas liquidas de administraciéon topica,
destinadas al contacto directo con las estructuras de la cavidad oral mediante
enjuagues, sin ser ingeridas. Su finalidad principal es complementar la higiene oral
mecanica, permitiendo la distribucion homogénea de principios activos sobre dientes,
encias y mucosa oral, con fines preventivos, terapéuticos o cosméticos (48).

Desde el punto de vista farmacéutico, los colutorios se formulan principalmente como
soluciones acuosas, aunque pueden presentar un incremento controlado de
viscosidad para prolongar el tiempo de contacto del principio activo con los tejidos
orales. Esta caracteristica resulta especialmente relevante en formulaciones con

agentes antimicrobianos, ya que favorece una mayor eficacia biologica (49).

2.4.11.1. IMPORTANCIA DE LOS COLUTORIOS EN SALUD BUCAL

El uso de colutorios ha demostrado ser un coadyuvante eficaz en el control del biofilm
oral, contribuyendo a la reduccidén de microorganismos implicados en patologias como
caries dental, gingivitis, mucositis y candidiasis oral. Su aplicacién resulta
particularmente util en pacientes con dificultades para realizar una higiene oral
adecuada o en situaciones clinicas que requieren un control quimico de la microbiota
oral (50).

En investigaciones recientes, los colutorios formulados con principios activos de
origen vegetal han cobrado especial interés debido a su potencial antimicrobiano,
menor riesgo de efectos adversos y buena aceptabilidad, constituyéndose como

alternativas complementarias a los antisépticos sintéticos convencionales (51).

2.4.11.2. FUNDAMENTO FARMACOTECNICO DE LA FORMULACION DE
COLUTORIOS

La formulaciéon de un colutorio debe garantizar estabilidad fisico-quimica, eficacia
biolégica, seguridad y aceptabilidad organoléptica. Para ello, se emplea una
combinacion racional de excipientes que cumplen funciones especificas dentro de la

preparacion (49) (52).
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Formulacién patrén de un colutorio

Componente Funcion farmacéutica Rango porcentual
Tensioactivo Solubilizacion y estabilidad 0-2%
Humectante Retencién de humedad y viscosidad 0-15%
Edulcorante Mejora organoléptica 01-2%

Espesante Aumento de viscosidad 1-2%

Principio activo Accion terapéutica Variable

Agua purificada Vehiculo C.S.p

Tabla 1. Formulacién patron del colutorio (49) (52).

Esta formulacion patron es ampliamente utilizada en el desarrollo de colutorios
experimentales, incluidos aquellos elaborados con extractos vegetales, debido a su

versatilidad y reproducibilidad en estudios in vitro (53).

2.4.11.3. JUSTIFICACION DE LOS COMPONENTES DE LA FORMULACION

¢ Tensioactivos: Los tensioactivos son sustancias anfipaticas que reducen la
tension superficial del sistema, facilitando la solubilizacion de componentes
lipofilicos, como aceites esenciales o extractos vegetales. En colutorios, se
emplean preferentemente tensioactivos no idnicos o cationicos, estos ultimos

con actividad antimicrobiana adicional (52).

¢ Humectantes: Sustancias como la glicerina y el sorbitol cumplen la funcion de
retener humedad, aumentar la viscosidad y mejorar la estabilidad del producto.
Ademas, contribuyen a la sensacion de suavidad y evitan la desecacion de la

mucosa oral (49).

e Edulcorantes: Los edulcorantes y aromatizantes se incorporan para mejorar
la aceptabilidad del colutorio. Es fundamental que sean no cariogénicos y
compatibles con el pH oral, evitando efectos adversos sobre el esmalte dental
y los tejidos gingivales (48).

e Espesantes: Los agentes espesantes incrementan la viscosidad de la

formulacién, permitiendo una mayor adhesion a la mucosa oral y prolongando
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la accion del principio activo. Este aspecto resulta relevante en colutorios con

finalidad antimicrobiana y antifungica (53).

¢ Principio activo: El principio activo es el responsable de la accién terapéutica
del colutorio. En formulaciones experimentales, los extractos vegetales
constituyen una fuente importante de compuestos bioactivos, como
flavonoides, taninos y fenoles, reconocidos por su actividad antibacteriana y

antifungica (51).

2.4.11.4. CLASIFICACION DE LOS COLUTORIOS

Los colutorios se clasifican principalmente en:

e Colutorios cosméticos: Destinados al control temporal del mal aliento y al aporte

de frescor, sin accidn terapéutica significativa.

o Colutorios terapéuticos: Contienen principios activos con evidencia cientifica
para la prevencion o tratamiento de enfermedades bucodentales, incluyendo

agentes antimicrobianos, antiinflamatorios y antifungicos (50).

Los colutorios elaborados con extractos vegetales se incluyen dentro del grupo de
colutorios terapéuticos, siempre que demuestren actividad biolégica mediante

estudios experimentales controlados (53).

2.4.12. MEDICAMENTOS CONVENCIONALES UTILIZADOS COMO REFERENCIA
TERAPEUTICA EN MUCOSITIS ORAL

En la practica clinica, el manejo farmacolégico de la mucositis oral depende de la
etiologia y de la presencia de infecciones secundarias bacterianas o fungicas. En este
contexto, antibidticos y antifungicos convencionales son utilizados como tratamiento
complementario, motivo por el cual se consideran como medicamentos patrén para la
evaluacion comparativa de nuevas alternativas terapéuticas, incluyendo

formulaciones a base de productos naturales.
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2.4.12.1. AMOXICILINA

La amoxicilina es un antibiético perteneciente al grupo de las penicilinas semisintéticas
de amplio espectro. Presenta buena absorcion por via oral, lo que permite alcanzar
concentraciones plasmaticas eficaces para el tratamiento de infecciones bacterianas

asociadas a la cavidad oral (54).

Desde el punto de vista farmacocinético, la amoxicilina presenta una biodisponibilidad
oral aproximada del 80%, alcanzando concentraciones plasmaticas maximas entre
una y dos horas y media después de su administracion. Su distribucion es amplia en
los tejidos, aunque no alcanza concentraciones significativas en el sistema nervioso
central. La eliminacién se realiza principalmente por via renal en forma inalterada, con
una vida media cercana a una hora, la cual puede prolongarse en pacientes con

insuficiencia renal (54).

La amoxicilina actua inhibiendo la sintesis de la pared celular bacteriana mediante su
unién a las proteinas fijadoras de penicilina (PBPs), lo que conduce a la lisis celular y
muerte bacteriana. Sin embargo, la resistencia puede desarrollarse por la produccion
de betalactamasas o por modificaciones estructurales en las PBPs, reduciendo la

afinidad del antibiético por su sitio diana (54).

En el ambito odontolégico, la amoxicilina se emplea principalmente para el tratamiento
de infecciones bacterianas secundarias asociadas a procesos inflamatorios de la
cavidad oral, tales como abscesos dentales e infecciones odontogénicas, las cuales

pueden coexistir con cuadros de mucositis oral (54).

2.4.12.2. NISTATINA

La nistatina es un antifungico perteneciente al grupo de los macrdlidos poliénicos,
ampliamente utilizado en el tratamiento de infecciones por Candida spp.,
especialmente a nivel de la mucosa oral. Su uso es frecuente en casos de mucositis
oral asociada a candidiasis, particularmente en pacientes inmunocomprometidos o

sometidos a terapias antibiéticas prolongadas (55).

Farmacocinéticamente, la nistatina no se absorbe por via gastrointestinal, por lo que
su accion se limita al sitio de aplicacién. Es eliminada en forma inalterada por las

heces, lo que reduce el riesgo de efectos sistémicos (55).
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Su mecanismo de accion se basa en la unién al ergosterol de la membrana celular
fungica, produciendo un aumento de la permeabilidad de la membrana y la
consecuente pérdida de componentes intracelulares esenciales, lo que conduce a la

inhibicién del crecimiento o a la muerte del hongo (55).

La nistatina esta indicada principalmente para el tratamiento de la candidiasis oral,
condicion frecuentemente asociada a la mucositis, donde contribuye al control de la

carga fungica y a la mejora de las lesiones mucosas (55).
2.4.13. PRUEBA DE IRRITACION

El ensayo HET-CAM (Hen’s Egg Test — Chorioallantoic Membrane) es un método
alternativo validado por el Centro Europeo para la Validacion de Métodos Alternativos
(ECVAM, Ispra, Italia) y aceptado por diversas entidades regulatorias internacionales,
debido a su alta capacidad predictiva del potencial irritante, comparable con métodos

in vivo tradicionales (56).

Esta prueba constituye una alternativa ética al uso de animales de experimentacion y
se caracteriza por ser un meétodo rapido, sencillo, reproducible y de bajo costo,
ampliamente utilizado para evaluar el potencial toxicologico e irritante de sustancias
activas y formulaciones farmacéuticas destinadas a contacto con tejidos sensibles,

como la mucosa oral (57).

El ensayo tiene como objetivo determinar el indice de irritacion (l.I.), mediante la
simulacién del contacto de la sustancia en estudio con la membrana corioalantoidea
(CAM) del embrion de pollo. Esta membrana es un tejido altamente vascularizado,
compuesto por arterias, venas y capilares, lo que permite observar de forma inmediata
respuestas inflamatorias similares a las que ocurren en las membranas mucosas

humanas (57).

Durante la prueba HET-CAM, las muestras botanicas, extractos o formulaciones son
aplicadas directamente sobre la CAM, y se evaluan los cambios vasculares inducidos,
tales como hemorragia, lisis y coagulacion, los cuales actuan como indicadores del

potencial irritante de la sustancia sobre tejidos bioldgicos in vivo (58).

Para la ejecucion del ensayo, los huevos de gallina se incuban hasta el noveno dia de

desarrollo embrionario. Posteriormente, se realiza una apertura cuidadosa de la
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cascara para exponer la membrana corioalantoidea, sobre la cual se aplica la muestra
a evaluar. La respuesta se observa durante un periodo de cinco minutos,

registrandose el tiempo de aparicién de los signos vasculares mencionados (58).
El indice de irritacién se calcula utilizando la siguiente férmula:

l.I. = ((301-TH)/300) x 5) + ((301-TL)/300) x 7) + ((301— TC)/300)
Dodnde:

I.I: indice de irritacion

TH: tiempo de aparicion de hemorragia

TL: tiempo de aparicion de lisis

TC: tiempo de aparicion de coagulacion (59)

De acuerdo con el valor obtenido del indice de irritacion, las sustancias evaluadas se
clasifican segun su grado de irritabilidad, tal como se muestra en la Tabla 2.

GRADO DE IRRITACION

RANGO HET-CAM CATEGORIAS DE IRRITACION
0-0,9 No irritante
1,0-49 Irritante leve
5,0-8,9 Irritante moderado
9,0-21,0 Irritante severo

Tabla 2. Clasificacién para determinar la irritabilidad mediante método HET-CAM (59)
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2.5.

MARCO CONCEPTUAL

Agentes citotéxicos: Compuesto que va a demorar o detener el crecimiento
celular, incluidas las células cancerosas, pero no llega a destruirlas. Este tipo
de sustancias logran imposibilitar que los tumores crezcan (60).

Antibacteriano: Sustancia que va impedir el crecimiento o va a destruir a las
bacterias (34).

Antifungicos: Son medicamentos usados para el tratamiento de infecciones
por hongos. Estos pueden ser fungistaticos o fungicidas (20).

Bacterias: Microorganismos unicelulares que presentan vida libre a excepcion
de Chlamydias y Rickettsias las cuales presentan obligatoriamente una vida
intracelular. La clasificacion teniendo en cuenta tipo celular es eucariotas y
procariotas donde en ambas se presenta estructuras similares como los
ribosomas, la membrana celular y el acido desoxirribonucleico (ADN) el cual es
el portador de la informacion genética (34).

Cancer: El cancer a nivel del ser humano puede desarrollarse en cualquier
parte del cuerpo ya que se produce un crecimiento incontrolado de las células
las cuales superan en numero a las células normales lo que origina un
inadecuado funcionamiento normal del cuerpo (60).

Colutorio: Es una forma farmacéutica acuosas de cierta viscosidad. Los
componentes de estos por lo general van a servir para tratar afeccion que se
localizan a nivel bucal (61).

Desecacién: Es un tipo de sistema que se utiliza mayormente en varios paises
en desarrollo. El cual consiste en desparramar el material en el suelo o sobre
algunas esteras, el cual es secado en la sombra (62).

Extraccion: Es un método en el cual se observa una interaccion droga-
disolvente. Dependera del tipo de principio activo el cual se quiere aislar para
elegir el método mas adecuado (62).

Farmacos antineoplasicos: Farmacos que van a impedir o evitar la formacion
del cancer (60).

10. In vitro: Refiere a que se produjo en un laboratorio por métodos

experimentales (20).

30



11. Inhibicién: Mecanismo por el cual se va a impedir o reprimir el crecimiento
(21).

12. Microorganismo: Son seres vivos microscopicos, que tienen la capacidad de
realizar procesos vitales sin ninguna interferencia (63).

13. Mucositis: Es una afeccion el cual se caracteriza por presentar inflamacién y
dolor a nivel de la mucosa, esto a consecuencia de la disminucién de la
produccion de células epiteliales. Puede llegar a generar ulceraciones e incluso
infecciones (64).

14. Principio activo: Sustancia quimica o la mezcla de las mismas las cuales
pueden ser de origen natural o sintético que poseen especificamente un efecto

farmacoldégico (62).

15. Quimioterapia: Procedimiento en el cual se realiza la administracién de
farmacos usados en el tratamiento del cancer (60).

16. Radioterapia: Tratamiento empleado en el cancer donde se usa altas dosis
de radiacion con el objetivo de destruir células cancerosas (65).

17. Maceracion: Es un método extractivo el cual consiste en el contacto
prolongado de una droga con el menstruo (62).

18. Ulceras bucales: Son lesiones en las cuales se observa inflamacién, dolor y
eritema (64).
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CAPIiTULO llI

MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIAL BIOLOGICO

3.1.1. MATERIAL VEGETAL
e Chili Chili (Geranium ruizii Hieron. vel sp. aff.)

e Sacha Paraccay (Colignonia parviflora (Kunth) Choisy)

3.1.2. MATERIAL MICROBIANO
e Cepas de Candida albicans ATCC 10231
e Cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175

3.2. MATERIALES E INSTRUMENTOS DE LABORATORIO

3.2.1. MEDIOS DE CULTIVO

Se utilizaron medios de cultivo deshidratados de alta pureza, preparados segun las
especificaciones del fabricante y esterilizados en autoclave
e Agar Sabouraud

e Agar Sangre
e Agar Mueller-Hinton
e Caldo BHI (Brain Heart Infusion)

e (Caldo Sabouraud

3.2.2. MATERIALES DE VIDRIO Y METAL
Se empled material de vidrio borosilicato de clase A (resistente a altas temperaturas
y corrosion quimica) y utensilios de acero inoxidable:

e Material volumétrico: Fiolas (50 y 100 mL), pipetas graduadas y volumétricas,
y probetas (100, 250 y 500 mL) con certificados de tolerancia.

e Material de contenciéon: Vasos de precipitado (50 y 100 mL), matraces
Erlenmeyer (250 y 500 mL) y tubos de ensayo de diversas dimensiones
(13x100 mm, 16x150 mm).

e Material complementario: Baguetas de vidrio, embudos de filtracion, placas
Petri de vidrio y laminas porta/cubreobjetos.
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3.2.3.

3.2.5.

Instrumental metalico: Pinzas de diseccién, soporte universal con pinzas de
nuez, gradillas de acero inoxidable y asas de siembra bacteriolégica (asa de
nicromo).

Material de almacenamiento: Frascos de vidrio color ambar (10, 20, 50 y 500

mL) para la proteccion de extractos fotosensibles.

INSTRUMENTOS DE PRECISION Y AUXILIARES

Micropipetas monocanal: Con rangos variables de 10-100 pL y 100-1000 pL,
debidamente calibradas.

Bureta de precisidon: De 100 mL para procesos de titulacion o medicidén de
volumenes exactos.

Material de consumo: Discos de papel filtro Whatman N°1 (para filtracién de
extractos y preparacion de discos de sensibilidad), algodon hidréfilo y papel
indicador de pH.

Generadores de calor: Mechero Bunsen para crear ambiente estéril y cocinilla

eléctrica de un hornillo.

EQUIPOS DE LABORATORIO

Balanza analitica: Para el pesaje de precision de extractos y reactivos.
Bano Maria: Para la evaporacion controlada del solvente a 40-45 °C.
Autoclave: Para la esterilizacién de medios de cultivo y materiales.
Incubadora: Permite crecimiento estandarizado de cepas ATCC.

Estufa eléctrica: Para secado de material de vidrio y muestras botanicas.
Agitador magnético: Para la homogeneizacion de la férmula del colutorio.

Potenciometro: Para medicion del pH final del colutorio elaborado.

INSUMOS

Todos los insumos utilizados para la elaboraciéon de la forma farmacéutica liquida

cumplen con las especificaciones de la USP (Farmacopea de los Estados Unidos):

Lauril éter sulfato de sodio: Agente tensioactivo (espumante).

Glicerina: Agente humectante y edulcorante.

Sorbitol 70%: Agente espesante y estabilizante (sustituto de azucar).
Sacarina sédica: Edulcorante artificial de alta intensidad.

Saborizantes y aromatizantes: Grado alimentario/farmacéutico (menta o

eucalipto).
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3.3. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
3.3.1. DISENO METODOLOGICO

3.3.1.1. TIPO DE INVESTIGACION

Este estudio se considera de tipo cuasiexperimental porque manipulas
deliberadamente una variable independiente (las concentraciones de los extractos
alcohdlicos de Geranium ruizii Hieron. vel sp. aff. y Colignonia parviflora (Kunth)
Choisy para observar su efecto en una variable dependiente (inhibicién del crecimiento

de Streptococcus mutans y Candida albicans).

3.3.1.2. NIVEL DE LA INVESTIGACION

Este estudio es explicativo porque se busca establecer relaciones de causalidad
(efecto antibacteriano/antifungico de los extractos frente a las cepas microbianas).
También tiene un componente comparativo, pues se contrasta la eficacia de los

extractos con antibiéticos/antifungicos patrones con colutorios comerciales.

3.3.2. DISENO DE PRUEBA ANTIBACTERIANA Y ANTIFUNGICA DEL EXTRACTO
ALCOHOLICO
DISENO DE POST PRUEBA Y PRUEBA CONTROL

3.3.2.1. Determinacion de la actividad antibacteriana del extracto alcohdlico de

Chili Chili (Geranium ruizii Hieron. vel sp. aff.) frente a Streptococcus mutans

GRUPO TRATAMIENTO MEDICION DE LA PRUEBA
EXPERIMENTAL
G4 X1 O+
G: X2 02
Gx Xx Ox
G+ X1 Ox+1

Tabla 3. Actividad antibacteriana del extracto alcohdlico de Chili Chili (Geranium ruizii Hieron. vel sp.
aff.) frente a Streptococcus mutans

Fuente: Elaboracion propia
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Doénde:

G1, Ga,..., Gx, Gx+1: Cepas estandar de Streptococcus mutans.

X1, X2,..., Xx: Diferentes concentraciones en mg/ml del extracto alcohdlico de
Chili chili (Geranium ruizii Hieron. vel sp. aff.) sembrado en placa Petri por
triplicado por el método de discos.

Xx+1: Concentraciéon de farmaco patrén (Amoxicilina).

O1, Og,..., Ox, Ox+1: Observacion y medicidén de los halos de inhibicion a las 24

horas.

3.3.2.2. Determinaciéon de la actividad antifingica del extracto alcohdlico de

Sacha paraccay (Colignonia parviflora (Kunth) Choisy) frente a Candida albicans

GRUPO TRATAMIENTO MEDICION DE LA PRUEBA
EXPERIMENTAL
G1 X1 OF
G2 X2 02
Gx Xx Ox
Gx+i X1 Ox+1

Tabla 4. Actividad antifingica del extracto alcohdlico de Sacha paraccay (Colignonia parviflora (Kunth)

Choisy) frente a Candida albicans

Fuente: Elaboracion propia

Doénde:

G1, Gz,..., Gx, Gx+1: Cepas estandar de Candida albicans.

X1, X2,..., Xx:: Diferentes concentraciones en mg/ml del extracto alcohdlico de
Sacha paraccay (Colignonia parviflora (Kunth) Choisy) que seran sembrados
en placa Petri por triplicado por el método de discos.

Xx+1: Concentracion de farmaco patrén (Nistatina).

01, Og,..., Ox, Ox+1: Observacion y medicion de los halos de inhibicion a las 24
horas.
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3.3.3. DISENO DE PRUEBA ANTIBACTERIANA Y ANTIFUNGICA DEL
COLUTORIO ELABORADO

DISENO DE PRUEBA, POST PRUEBA Y GRUPO CONTROL

3.3.3.1. Determinacion de la actividad antibacteriana de colutorio elaborado a

base del extracto alcohdlico de Chili chili (Geranium ruizii Hieron. vel sp. aff.) y

Sacha paraccay (Colignonia parviflora (Kunth) Choisy) frente a Streptococcus

mutans

GRUPO TRATAMIENTO MEDICION DE LA PRUEBA
EXPERIMENTAL
G X1 OF
G2 X2 02
Gs X3 Os
Gs Xa O4
Gs Xs Os
Ge - Os

Tabla 5. Actividad antibacteriana de colutorio elaborado a base del extracto alcohdlico de Chili chili
(Geranium ruizii Hieron. vel sp. aff.) y Sacha paraccay (Colignonia parviflora (Kunth) Choisy) frente a

Streptococcus mutans

Fuente: Elaboracion propia

Donde:

G1, Gz, Gs, G4, Gs, Gs: Cepas estandar de Streptococcus mutans.

X1: Colutorio elaborado con extracto alcohdlico de Chili Chili (Geranium ruizii
Hieron. vel sp. aff.)

X2: Colutorio elaborado con extracto alcohdlico de Sacha paraccay (Colignonia
parviflora (Kunth) Choisy).

Xs: Colutorio elaborado con 50% de extracto alcohdlico de Chili Chili (Geranium
ruizii Hieron. vel sp. aff.) y 50% de extracto alcohdlico de Sacha paraccay
(Colignonia parviflora (Kunth) Choisy).

Xa: Colutorio Bucoxidina 0.05%.

Xs: Colutorio Perio- Aid®.

- : Ausencia de estimulo.

01, O2, O3, 04, Os, Os: Observaciéon y medicion de los halos de inhibicién en 24
horas.
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3.3.3.2. Determinacion de la actividad antifungica del colutorio elaborado a base

del extracto alcohdlico de Chili chili (Geranium ruizii Hieron. vel sp. aff.) y Sacha

paraccay (Colignonia parviflora (Kunth) Choisy) frente a Candida albicans

GRUPO TRATAMIENTO MEDICION DE LA PRUEBA
EXPERIMENTAL
G4 X4 OF
G2 X2 02
Gs X3 Os
Gs X4 Os4
Gs Xs Os
Ge - Os

Tabla 6. Actividad antifungica del colutorio elaborado a base del extracto alcohdlico de Chili chili
(Geranium ruizii Hieron. vel sp. aff.) y Sacha paraccay (Colignonia parviflora (Kunth) Choisy) frente a

Candida albicans

Fuente: Elaboracion propia

Donde:

G1, Gz, Gs, G4, Gs, Gs: Cepas estandar de Candida albicans.

X1: Colutorio elaborado con extracto alcohdlico de Chili chili (Geranium ruizii
Hieron. vel sp. aff.).

X2: Colutorio elaborado con extracto alcohdlico de Sacha paraccay (Colignonia
parviflora (Kunth) Choisy).

Xs: Colutorio elaborado con 50% de extracto alcohdlico de Chili Chili (Geranium
ruizii Hieron. vel sp. aff.) y 50% de extracto alcohdlico de Sacha paraccay
(Colignonia parviflora (Kunth) Choisy).

X4: Colutorio Bucoxidina 0.05%.

Xs: Colutorio Perio- Aid®.

- : Ausencia de estimulo.

01, O2, O3, 04, Os, Os: Observacién y medicion de los halos de inhibicién en 24
horas.
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3.4. IDENTIFICACION Y OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
3.4.1. VARIABLES IMPLICADAS

3.4.1.1. VARIABLES INDEPENDIENTES

l. Extracto alcohdlico al 70% de Chili chili (Geranium ruizii Hieron. vel sp.
aff.)

Definicion conceptual: El extracto alcohodlico al 70% de Chili chili (Geranium ruizii
Hieron. vel sp. aff.) corresponde a la solucién obtenida a partir de toda la planta
empleando etanol al 70% como solvente. Se obtiene mediante el proceso de

maceracion y posterior evaporacion hasta sequedad (66).

Definicién operacional:

- Naturaleza: Cuantitativa.

- Tipo de medicion: Directa.

- Escala de mediciéon: Razon.

- Procedimiento de medicion: Se pesa el extracto seco alcohdlico en
miligramos luego se realizan las diluciones con los disolventes adecuados.
(mL).

- Indicadores: Cantidad de extracto disuelto/cantidad de solvente.

- Expresion final: mg/ mL

1. Extracto alcohdlico al 70% de Sacha paraccay (Colignonia parviflora
(Kunth) Choisy)

Definicién conceptual: El extracto alcohdlico al 70% de Sacha paraccay (Colignonia
parviflora (Kunth) Choisy) se define como la sustancia obtenida a partir de la raiz de
la planta, empleando etanol al 70% como solvente. Se obtiene por maceracion y

posterior evaporacion hasta sequedad (21).

Definicién operacional:
- Naturaleza: Cuantitativa.
- Tipo de medicion: Directa.

- Escala de mediciéon: Razén.
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Procedimiento de mediciéon: Se pesa el extracto alcohdlico seco en

miligramos y se realizan las diluciones correspondientes con los disolventes

adecuados (mL)

Indicadores: Cantidad de extracto disuelto/cantidad de solvente.

Expresion final: mg/ mL

Colutorio elaborado con extracto alcohdlico al 70% de G. ruizii

Definicién conceptual: Preparado liquido formulado a base del extracto alcohdlico

de Geranium ruizii Hieron. vel sp. aff. al 70%, disefiado para uso bucal y evaluacion

microbiolégica (67).

Definiciéon operacional

Iv.

Naturaleza: Cuantitativa

Tipo de medicion: Directa

Escala de mediciéon: Razén

Procedimiento de medicién: Se pesa el extracto alcohdlico y se lleva a
una forma farmacéutica liquida (colutorio).

Indicadores: Parametros fisicoquimicos y microbioldgicos.

Expresion final: mg/ mL

Colutorio elaborado con extracto alcohdlico al 70% de C. parviflora

Definicién conceptual: Preparado liquido formulado a base del extracto alcohdlico al

70% de Colignonia parviflora (Kunth) Choisy, disefiado para uso bucal y evaluacion

microbiolégica (67).

Definiciéon operacional

Naturaleza: Cuantitativa

Tipo de medicién: Directa

Escala de mediciéon: Razén

Procedimiento de medicién: Se pesa el extracto alcohdlico y se lleva a
una forma farmacéutica liquida (colutorio).

Indicadores: Parametros fisicoquimicos y microbioldgicos.

Expresion final: mg/ mL
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V. Colutorio elaborado con extractos alcohdlicos al 70% de G. ruizii y C.

parviflora

Definicién conceptual: Preparado liquido formulado a base de la combinacién de
extractos alcohdlicos al 70% de Geranium ruizii Hieron. vel sp. aff. a una concentracion
de 1.28 mg/mL y Colignonia parviflora (Kunth) Choisy a una concentracion de 2.56

mg/mL, disefiado para uso bucal y evaluacion microbiolégica (67).

Definiciéon operacional
- Naturaleza: Cuantitativa
- Tipo de medicién: Directa
- [Escala de medicién: Razén
- Procedimiento de medicion: Se pesa el extracto alcohdlico y se lleva a
una forma farmacéutica liquida (colutorio).
- Indicadores: Parametros fisicoquimicos y microbiolégicos.

- Expresion final: mg/ mL

3.4.1.2. VARIABLES DEPENDIENTES

l. Actividad antibacteriana del extracto alcohodlico al 70% de G. ruizii
sobre S. mutans ATCC 25175

Definicidén conceptual: Capacidad de una sustancia natural de inhibir el crecimiento

o destruir cepas bacterianas especificas (66).

Definicién operacional:
- Naturaleza: Cuantitativa.
- Tipo de medicion: Directa.
- Escala de medicion: Razon.
- Instrumento de medicion: Microplacas de 96 pocillos y micropipetas
- Procedimiento de medicidn: Diluciones del extracto en caldo, inoculacién con
la cepa y determinacion de CMI y CMB
- Indicadores: CMI| y CMB.

Expresién final: ug/mL.

40



Il Actividad antifungica del extracto alcohdlico al 70% del C. parviflora
sobre C. albicans ATCC 10231

Definicién conceptual: Capacidad de una sustancia natural de inhibir el crecimiento

o destruir cepas fungicas especificas (21).

Definicién operacional:
- Naturaleza: Cuantitativa.
- Tipo de medicion: Directa.
- Escala de mediciéon: Razon.
- Instrumento de medicién: Microplacas de 96 pocillos y micropipetas
- Procedimiento de medicién: Inoculacién con la cepa y determinacién de CMI
y CMF (concentracion minima fungicida).
- Indicadores: CMIl y CMF.

- Expresion final: ug/mL.

1. Actividad antibacteriana del colutorio elaborado con extracto
alcoholico al 70% de G. ruizii sobre S. mutans ATCC 25175

Definicién conceptual: Capacidad del colutorio formulado a base de extracto
alcohdlico al 70% de Geranium ruizii Hieron. vel sp. aff. para inhibir el crecimiento o

eliminar cepas de Streptococcus mutans (68).

Definicién operacional:

- Naturaleza: Cuantitativa.

- Tipo de medicion: Directa.

- Escala de medicion: Razon.

- Instrumento de medicion: Vernier.

- Procedimiento de mediciéon: Medicion de halos de inhibicion en relacién de
crecimiento bacteriano generado por las diferentes concentraciones del
extracto alcohdalico.

- Indicadores: Diametro de los halos de inhibicion.

- Expresion final: mm (didmetro de halos).

41



IV. Actividad antifungica del colutorio elaborado con extracto alcohdlico
al 70% de C. parviflora sobre C. albicans ATCC 10231

Definicién conceptual: Capacidad del colutorio formulado a base de extracto
alcohdlico al 70% de Colignonia parviflora (Kunth) Choisy para inhibir el crecimiento o

eliminar cepas de Candida albicans (68).

Definicién operacional:
- Naturaleza: Cuantitativa.
- Tipo de medicion: Directa.
- [Escala de medicién: Razon.
- Instrumento de medicién: Vernier.

- Procedimiento de medicion: Medicion de halos de inhibicion en relacién de
crecimiento fungico generado por las diferentes concentraciones del extracto
alcohdlico.

- Indicadores: Diametro de los halos de inhibicion.

- Expresion final: mm (didametro de halos).

V. Actividad antibacteriana y antifingica del colutorio elaborado con

extractos alcohdlicos al 70% de G. ruizii y C. parviflora

Definicién conceptual: Capacidad del colutorio formulado con la combinacion de
extractos alcohdlicos al 70% de Geranium ruizii Hieron. vel sp. aff. y Colignonia
parviflora (Kunth) Choisy para inhibir o eliminar cepas bacterianas y fungicas de

interés clinico (68).

Definicién operacional:

- Naturaleza: Cuantitativa.

- Tipo de medicién: Directa.

- [Escala de medicidon: Razon.

- Instrumento de medicion: Vernier.

- Procedimiento de medicion: Medicién de halos de inhibiciéon en relacion de
crecimiento bacteriano y fungico generado por las diferentes concentraciones
del extracto alcohdlico.

- Indicadores: Diametro de los halos de inhibicion.

- Expresion final: mm (diametro de halos).
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3.4.2. VARIABLES NO IMPLICADAS

VARIABLES INTERVINIENTES

3.4.2.1. RELACIONADAS CON EL MATERIAL VEGETAL

Para asegurar la reproducibilidad y la concentracion de metabolitos secundarios, se

estandarizaron los siguientes factores:

a)

b)

Lugar de procedencia: Los ejemplares de Geranium ruizii Hieron. vel sp. aff.
(Chili chili) y Colignonia parviflora (Kunth) Choisy (Sacha paraccay) fueron
recolectados en el distrito de Ancahuasi, provincia de Anta (Cusco). En e caso
del G. ruizii se obtuvo a una altitud de 3457 m s. n. m. mientras que C. parviflora

fue recolectada en la comunidad de San Rafael a 3502 m s. n. m.

Periodo estacional de recoleccion: Ambas especies fueron acopiadas
durante el mes de enero del aio 2022, periodo que corresponde a la época de
lluvias, factor que influye en el estado fenoldgico y la biosintesis de principios

activos.

Organos vegetales seleccionados: Se utilizé la planta completa (sumidades
aéreas y raiz) de G. ruizii y exclusivamente el sistema radicular de C. parviflora,

por ser las partes con mayor reporte de actividad antimicrobiana.

3.4.2.2. RELACIONADAS CON LOS AGENTES MICROBIOLOGICOS

La estandarizacion de las condiciones de cultivo garantiza que los halos de inhibicion

(expresados en mm) dependan unicamente de la accion del colutorio:

a)

b)

Especificidad de las cepas: Se trabajé con cepas de referencia certificadas:
la bacteria Gram positiva Streptococcus mutans (ATCC 25175) y el hongo
levaduriforme Candida albicans (ATCC 10231).

Medios de cultivo y activacion: Para la reactivacion y crecimiento 6ptimo, se
empledé Agar Sangre para S. mutans (fomentando el desarrollo de bacterias
exigentes) y Agar Sabouraud para C. albicans (especifico para el aislamiento

de hongos).
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c) Condiciones de incubacion:
e S. mutans: Incubacion a 36 + 1 °C durante un periodo de 48 horas.

e C. albicans: Incubacion a 36 £ 1 °C durante un periodo de 72 horas.

3.4.2.3. DE LAMEMBRANA CORIOALANTOIDEA DEL HUEVO PARA LA PRUEBA
DE IRRITACION POR HET-CAM

Para la prueba de irritabilidad sobre la membrana corioalantoidea (CAM), se

controlaron los siguientes parametros:

a) Origen biolégico: Se utilizaron huevos fértiles de gallina de corral (Gallus

gallus, familia Phasianidae).

b) Criterios de viabilidad y selecciéon: Se realiz6 la técnica de ovoscopia y
pruebas de flotaciéon para confirmar la presencia de embriones vivos y descartar

unidades infértiles o dafnadas.
c) Cronologia de incubacién: El proceso inicid entre las 24 y 48 horas post-

ovado, manteniéndose en condiciones controladas hasta el décimo dia, etapa

Optima para la exposicion de la membrana corioalantoidea.
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3.4.3. IDENTIFICACION Y OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Tabla 7. Operacionalizacion de variables

INDEPENDIENTES

VARIABLES

Extracto
alcohdlico al
70% de G.

ruizii (Chili chili)

Extracto
alcohdlico al
70% de C.

parviflora

(Sacha

paraccay)

Colutorio
elaborado a
base del
extracto
alcohdlico al
70% de G.
ruizii (Chili chili)

DEFINICION CONCEPTUAL

El extracto alcohdlico al
70% de G. ruizii
corresponde a la solucion
obtenida a partir de la raiz
y el tallo de la planta,
empleando etanol al 70%
como solvente. Se
obtiene  mediante el
proceso de maceracion y
posterior evaporacion
hasta sequedad (66).

El extracto alcohdlico al
70% de C. parviflora se
define como la sustancia
obtenida a partir de la raiz
de la planta, empleando
etanol como solvente. Se
obtiene por maceracion y

posterior evaporacion
hasta sequedad (21).
Preparado liquido

formulado a base del
extracto alcohdlico al
70% de G. ruizii, disefiado
para uso bucal vy
evaluacion microbiolégica
(67).

INDICADORES
Cantidad de
extracto
disuelto/
cantidad de
solvente.

Cantidad de
extracto
disuelto/
cantidad de
solvente.

-Parametros
fisicoquimicos y
microbioldgicos.
- Prueba de
irritabilidad
HET-CAM.

NATURALEZA
Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

TIPO DE
MEDICION

Directa

Directa

Directa

ESCALA DE
MEDICION

De razoén

De razoén

De razoén

PROCEDIMIENTO
DE MEDICION
Se pesa el
extracto Seco
alcoholico en
miligramos luego
se realizan las
diluciones con los

disolventes
adecuados. (ml)

Se pesa el
extracto seco
alcohdlico en
miligramos luego
se realizan las
diluciones con los
disolventes
adecuados. (ml)

Se pesa el
extracto
alcohdlico vy se
lleva a una forma
farmacéutica
liquida (colutorio).

INSTRUMENTO

Balanza
analitica

Balanza
analitica

Estufa, tubos,
placas de
cultivo,
incubadora.

EXPRESION

FINAL
mg/ mL

mg/ mL

mg/ mL
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DEPENDIENTES

Colutorio
elaborado a
base del
extracto
alcoholico al
70% de C.
parviflora
(Sacha
paraccay)
Colutorio
elaborado a
base de
extracto
alcohdlico al
70% de G.
ruizii (Chili chili)
y C. parviflora
(Sacha
paraccay)
Actividad
antibacteriana
del extracto
alcohdlico al
70% de G.
ruizii (Chili chili)
sobre S.
mutans ATCC
25175
Actividad
antifngica del
extracto
alcoholico al
70% de C.
parviflora
(Sacha
paraccay)
sobre C.
albicans ATCC
10231

Preparado liquido
formulado a base del
extracto alcohdlico al
70% de C. parviflora,
disefiado para uso bucal y
evaluacion microbiolégica
(67).

Preparado liquido
formulado a base de la
combinacion de extractos
alcoholicos al 70% de G.
ruizii 'y C. parviflora
disefiado para uso bucal y
evaluacion microbiolégica
(67).

Capacidad de una
sustancia  natural de
inhibir el crecimiento o
destruir cepas
bacterianas  especificas
(66).

Capacidad de una
sustancia  natural de
inhibir el crecimiento o
destruir cepas fungicas
especificas (21).

-Parametros
fisicoquimicos y
microbioldgicos.
- Prueba de
irritabilidad
HET-CAM

- Parametros
fisicoquimicos y
microbiolégicos.
- Prueba de
irritabilidad
HET-CAM

CMI'y CMB

CMI'y CMF

Se pesa el
extracto
alcohdlico y se
lleva a una forma
farmacéutica
liquida (colutorio).

Se pesan los
extractos
alcohdlico y se
lleva a una forma
farmacéutica
liquida (colutorio).

Diluciones del
extracto en caldo,
inoculacion con la

cepa y
tederminacion de
CMly CMB.

Diluciones del
extracto en caldo,
inoculacion con la

cepa y
tederminaciéon de
CMIy CMF.

Estufa, tubos,
placas de
cultivo,
incubadora.

- Estufa,
tubos, placas
de cultivo,
incubadora

-Microplacas
de 96 pocillos

-Micropipetas

-Microplacas
de 96Pocillos

-Micropipetas



Actividad
antibacteriana
del colutorio
elaborado a
base del
extracto
alcohdlico al
70% de G.
ruizii (Chili chili)
sobre S.
mutans ATCC
25175
Actividad
antifngica del
colutorio
elaborado a
base del
extracto
alcoholico al
70% de C.
parviflora
(Sacha
paraccay)
sobre C.
albicans ATCC
10231
Actividad
antibacteriana
y antifngica
del colutorio
elaborado a
base de
extracto
alcoholico al
70% de G.
ruizii (Chili chili)
y C. parviflora
(Sacha
paraccay)

Capacidad del colutorio
formulado a base de
extracto alcohdlico al
70% de G. ruizii para
inhibir el crecimiento o

eliminar cepas de
Streptococcus mutans
(68).

Capacidad del colutorio
formulado a base de
extracto alcohdlico al
70% de C. parviflora para
inhibir el crecimiento o
eliminar cepas de
Candida albicans (68).

Capacidad del colutorio
formulado con la
combinacién de extractos
alcohdlicos al 70% de G.
ruizii 'y C. parviflora para
inhibir o eliminar cepas
bacterianas y fungicas de
interés clinico (68).

Diametro de los
halos de
inhibicion.

Diametro de los
halos de
inhibicion

Diametro de los
halos de
inhibicion.

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Directa

Directa

Directa

De razoén

De razén

De razoén

Medicion de halos
de inhibicion en
relacion al
crecimiento
bacteriano
generado por las
diferentes
concentraciones
del extracto
alcoholico.

Medicion de halos
de inhibicién en
relacion al
crecimiento
fungico generado
por las diferentes
concentraciones
del extracto
alcohdlico.

Medicion de halos
de inhibicion en

relacion al
crecimiento
bacteriano y

fungico generado
por las diferentes
concentraciones
del extracto
alcoholico.

Vernier

Vernier

Vernier

mm
(diametro de
halos)

mm
(diametro de
halos)

mm
(diametro de
halos)
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Fuente: Elaboracion propia

Tabla 8. Operacionalizacion de variable no intervinientes

VARIABLES NO INTERVINIENTES

Caracteristicas de las Chili chili
especies vegetales (Geranium ruizii
Hieron. vel sp. aff.)

Lugar de crecimiento Sacha paraccay

Temporada de (Colignonia

recoleccion parviflora (Kunth)

Horario de recoleccion Choisy)

Altitud de recoleccion

Partes de la planta a

estudiar

Caracteristicas de las Streptoccocus

cepa en estudio mutans ATCC
27175

Tipo de cepa Candida albicans

Medio de cultivo ATCC 10231

Tiempo y temperatura

de incubacion

Caracteristicas de los | Tiempo de

huevos para la prueba | incubacién
HET-CAM
Viabilidad de
huevos fértiles

Raza de la gallina

NATURALEZA FORMA DE

MEDICION
Cualitativa Directa
Cualitativa Directa
Cualitativa Directa
Cualitativa Directa
Cuantitativa Directa
Cualitativa Directa
Cualitativa Directa

Fuente: Elaboracion propia

ESCALA DE
MEDICION

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

Nominal

EXPRESION FINAL

Especie vegetal en
buen estado.

Raiz en buenas
condiciones.

Cepas estandar de
Streptoccocus
mutans ATCC 27175
Cepas estandar de
Candida albicans
ATCC 10231

Huevos en perfecto
estado libre de dafos
evidentes.
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3.5. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

3.5.1. DE LA MUESTRA VEGETAL

INCLUSION:

e Ejemplares de Geranium ruizii (Chili chili) que presenten tallos, hojas y
raices en optimo estado de conservacion, libres de plagas o dafos
mecanicos.

e Raices de Colignonia parviflora (Sacha paraccay) que muestren

integridad fisica, y madurez adecuada.

EXCLUSION:
o Organos vegetales de G. ruizii que presenten necrosis, marchitamiento,
presencia de hongos o cualquier tipo de deterioro evidente.
o Raices de C. parviflora que se encuentren danadas, contaminadas, con
signos de descomposicion o aquellas que no hayan alcanzado un proceso

de desecacion uniforme.

3.5.2. DE LAS CEPAS MICROBIANAS

INCLUSION:

e Cepas certificadas de Streptococcus mutans (ATCC 25175) y Candida
albicans (ATCC 10231), debidamente autenticadas por el laboratorio
Genlab S.A.C.

e Cultivos microbiolégicos que presenten viabilidad confirmada y pureza,

mantenidos bajo condiciones estandarizadas de temperatura y humedad.
EXCLUSION:

e Cepas que muestren signos de contaminacién cruzada o polimicrobiana.
e Cultivos con pérdida de viabilidad o que no cumplan con las

caracteristicas fenotipicas propias de la especie certificada.
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3.5.3. DE LOS HUEVOS EMBRIONADOS PARA LA PRUEBA HET-CAM

INCLUSION:

e Huevos de gallina (Gallus gallus) fértiles y frescos, con un peso y tamafio
estandarizado.
e Embriones con un periodo de incubacion exacto de 10 dias, que

presenten una red vascular corioalantoidea claramente visible y activa.
EXCLUSION:

e Huevos inviables (no fértiles) o que no hayan logrado el desarrollo de la
membrana corioalantoidea al décimo dia.

e Unidades que presenten fisuras en el cascardén, malformaciones
embrionarias o dimensiones significativamente menores al estandar

promedio.

3.6. PROCEDIMIENTO DE LA INVESTIGACION

3.6.1. OBTENCION DEL EXTRACTO ALCOHOLICO DE CHILI CHILI (G. ruizii)
Y SACHA PARACCAY (C. parviflora)

a) RECOLECCION DE LAS ESPECIES VEGETALES
Las muestras botanicas de Geranium ruizii (Chili chili) y Colignonia parviflora
(Sacha paraccay) fueron recolectadas en el distrito de Ancahuasi, provincia de
Anta, departamento del Cusco. El punto de muestreo se localizé a una altitud de
3457 m s. n. m. para la primera especie y 3502 m s. n. m. para la segunda. La
recoleccion se realizé considerando el estado fenoldgico de las plantas para

asegurar la presencia de los metabolitos secundarios de interés.

b) SELECCION Y SECADO DE LAS MUESTRAS
Tras la obtencion del material biolégico, se procedid a la seleccion manual,
descartando elementos extrafios y especimenes danados para garantizar la
pureza de la muestra. Posteriormente, los érganos vegetales fueron sometidos
a un proceso de desecacion por aireacion natural. Este procedimiento se llevé a

cabo en un ambiente controlado, caracterizado por ser fresco, seco y ventilado,
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evitando la exposicion directa a la radiacion solar para prevenir la
fotodegradacién de los principios activos termosensibles. El proceso concluyé
una vez que las muestras alcanzaron un peso constante y una textura apta para

la molienda.

c) MOLIENDA DE LAS MUESTRAS
Posterior al secado, se procedié con la molienda de las especies botanicas. Se
obtuvieron 200 mg de la planta entera de Chili chili (G. ruizii) mediante trituracion
en mortero. Por otro lado, la raiz de Sacha paraccay (C. parviflora) fue sometida
a una molienda mecanica manual seguida de una pulverizacion en mortero,
recolectandose 100 mg de muestra. Con el fin de preservar la integridad de los
metabolitos, los polvos fueron resguardados en envases de color ambar con tapa

hermética.

d) OBTENCION DEL EXTRACTO
Las muestras pulverizadas se depositaron en frascos de vidrio ambar,
empleando alcohol etilico al 70% como solvente de extraccion. El proceso de
maceracion dinamica se llevd a cabo durante un periodo de 15 dias, con
agitacion manual diaria para favorecer la transferencia de masa. Cumplido este
tiempo, el macerado fue filtrado y vertido en vasos de precipitados para su
concentracion. La evaporacion del solvente se realiz6 mediante bafio Maria a
una temperatura controlada de 40°C a 45°C, siguiendo los criterios de estabilidad
térmica para metabolitos secundarios (73). Este procedimiento se mantuvo hasta
la obtenciéon de un extracto blando (consistencia de melaza) de las especies
Geranium ruizii y Colignonia parviflora, el cual fue rotulado y refrigerado para su

posterior uso en la formulacién del colutorio.
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Flujograma 1. Obtencion del extracto alcohdlico al 70% de Chili chili

(Geranium ruizii Hieron. vel sp. aff.) y Sacha paraccay (Colignonia parviflora
(Kunth) Choisy)

Recoleccién
muestras vegetales

-

Seleccion de la
muestra

b

Secado de las muestras
en un periodo de 30 dias

bt

Pulverizaciéon de
la muestra seca

ht

a N
Afadir etanol 70% » Maceracion durante
15 dias
A v
a N
Filtracion y
evaporacion
A v

-

Andlisis fitoquimico cualitativo
y pruebas de solubilidad

Analisis y
resultados

Fuente: Elaboracion propia
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3.6.2. PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

Se pesaron 100 mg de los extractos alcohdlicos al 70% de ambas especies
vegetales y se colocaron en tubos de ensayo. Posteriormente se afiadieron entre
1 y 3 ml de disolventes los cuales fueron aplicados en orden decreciente de
polaridad: agua, metanol, etanol 40 %, etanol 70 %, etanol 96 %, acetona,

acetato de etilo, cloroformo, éter etilico, bencina y hexano (16).
3.6.3. ANALISIS FITOQUIMICO CUALITATIVO
Los extractos alcohdlicos de Chili chili (Geranium ruizii Hieron. vel sp. aff.) y

Sacha paraccay (Colignonia parviflora (Kunth) Choisy) fueron analizados para la

identificacion de metabolitos secundarios.

METABOLITOS SECUNDARIOS ENSAYOS
Alcaloides Dragendorff
Azucares reductores Feling AyB
Saponinas Espuma
Flavonoides Reaccién de Shinoda
Quinonas Bontrager
Taninos Gelatina
Aminoacidos Ninhidrina

Tabla 9. Analisis fitoquimico cualitativo
Fuente: Lock de Ugaz O. Investigacion fitoquimica. 1994. (69)
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3.6.4. PROCEDIMIENTO GENERAL DEL ESTUDIO

Flujograma 2. Procedimiento general del estudio

Recoleccion de las muestras

Y
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3.6.5. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO ALCOHOLICO al 70%
DE G. ruizii (Chili chili) Y ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DEL EXTRACTO
ALCOHOLICO C. parviflora (Sacha paraccay)

3.6.5.1. ACTIVACION DE LAS CEPAS

e ACTIVACION DE LAS CEPAS Streptoccocus mutans ATCC 27175
El proceso de activacién se inicié a partir de un indculo liofilizado en dispositivo
KWIK-STIK. Se procedi6 a la ruptura de la ampolla interna para liberar el liquido
rehidratante sobre el sedimento bacteriano, logrando una suspension
homogénea. Posteriormente, se realizé la siembra por el método de extension
superficial en placas de Agar Sangre. Con el fin de simular las condiciones del
nicho ecologico oral, las placas se incubaron en una jarra de anaerobiosis a una
temperatura de 36 £ 1 °C por un lapso de 48 horas, facilitando asi el aislamiento

y desarrollo colonial(70).

e ACTIVACION DE LAS CEPAS Candida albicans ATCC 10231
Para la cepa fungica, se utilizd un protocolo de estabilizacion térmica a
temperatura ambiente por 20 minutos previo a su manipulacion. La siembra se
ejecutd en medio Agar Sabouraud Dextrosa (SDA) mediante la técnica de
estriado por agotamiento. Finalmente, se incubaron las placas a 36 + 1 °C
durante un periodo de 72 horas para verificar la viabilidad y pureza del cultivo
(71).

3.6.5.2. MANTENIMIENTO Y PRESERVACION

La conservacién a corto plazo se realizé en tubos con Agar Tripticasa de Soya
(TSA) dispuestos en plano inclinado (pico de flauta). Tras la inoculacién y una
fase de incubacién de 48 a 72 horas a 37 °C, los viales se rotularon vy
almacenaron en condiciones de refrigeracion a 4 °C. Para asegurar la estabilidad
fenotipica, se programaron subcultivos sistematicos cada 15 dias en medio
fresco (70) (71).
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3.6.5.3. EVALUACION DE LA SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Rigor Experimental: Es fundamental precisar que la totalidad de los ensayos
descritos a continuacion se ejecutaron de forma independiente y por triplicado,
con el objetivo de minimizar el error experimental y asegurar la validez

estadistica de los hallazgos.

A. ENSAYO PRELIMINAR DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA
Se efectud un ensayo de cribado inicial empleando la técnica de excavacion de
pozos (cup-plate) en placas de agar. Se evaluaron 15 concentraciones
crecientes (Tabla 11), depositando un volumen de 50 pL en cada cavidad. Este
procedimiento permitid delimitar el rango de actividad biolégica y establecer las

concentraciones base para las pruebas cuantitativas posteriores (16).

Concentraciones

C1 0.025mg/50uL
C2 0.05mg/50UlI
C3 0.5mg/50uL
C4 0.755mg/50uL
C5 1mg/50uL
C6 1.5mg/50uL
Cc7 2mg/50uL
C8 3mg/50uL
C9 5mg/50uL
C10 10mg/50uL
C11 20mg/50uL
C12 40mg/50uL
C13 60mg/50uL
C14 80mg/50uL
C15 100mg/50uL

Tabla 10. Concentraciones preliminares para sensibilidad antimicrobiana
Fuente: Wiegand C, Hilpert K, Hancock REW (72)

Cada pozo presentd una capacidad de 50 uL para la determinacion de la
concentracion inhibitoria minima del Chili chili (Geranium ruizii Hieron. vel sp.

aff.) y Sacha paraccay (Colignonia parviflora (Kunth) Choisy) (16).
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B. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
DE LOS EXTRACTOS ALCOHOLICOS al 70% DE G. ruizii Y C.
parviflora SOBRE CEPAS DE DE Streptoccocus mutans ATCC 27175
Y Candida albicans ATCC 10231

Se aplicd el estandar de microdilucion en caldo en placas de 96 pocillos,
conforme a lo descrito por Wiegand et al. (72). Se dosificaron 50 pL del extracto
alcohdlico (solubilizado en caldo Mueller-Hinton) y se inocularon con 50 pL de la
suspension microbiana estandarizada. Tras una incubacion de 18 a 20 horas a
37 °C, se adiciono el revelador metabdlico cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC)
a una concentracion de 0.2 mg/mL. La ausencia de viraje de color (permanencia
incolora) se interpreté como inhibicién efectiva del crecimiento. Se incluyeron

como controles de referencia la Amoxicilina y la Nistatina, ambas a 64 mg/L. (72).

C. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MIiNIMA BACTERICIDA
Y FUNGICIDA DE LOS EXTRACTOS ALCOHOLICOS al 70% DE G.
ruizii Y C. parviflora SOBRE CEPAS DE Streptoccocus mutans ATCC
27175 Y Candida albicans ATCC 10231

Para discernir entre el efecto bacteriostatico y bactericida, se realizaron
subcultivos en Agar Mueller-Hinton a partir de los pocillos que no exhibieron
desarrollo visible en la prueba de CMI. Tras 24 horas de incubacion a 37 °C, la
CMB y CMF se definieron como la concentracion mas baja capaz de eliminar el
99.9% del indculo inicial, evidenciada por la ausencia total de unidades

formadoras de colonias (72).

D. METODO DE DIFUSION CON DISCOS DE PAPEL
Complementariamente, se evalué el diametro de los halos de inhibicién. Se
inoculé la superficie del agar Mueller-Hinton de manera uniforme y se dispusieron
discos de papel filtro cargados con concentraciones de 12 a 128 ug/mL de los
extractos. Los resultados se cuantificaron en milimetros tras 18 horas de
incubacion, comparando la eficacia de los extractos vegetales frente a los

farmacos convencionales (72).
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Flujograma 3. Actividad antibacteriana del extracto alcohdlico al 70% de
Chili chili (Geranium ruizii Hieron. vel sp. aff.)
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Fuente: Wiegand. Food science. 2019 (72)
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Flujograma 4. Actividad antifungica del extracto alcohdlico al 70% del

Sacha paraccay (Colignonia parviflora (Kunth) Choisy)
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Fuente: Zapata Miranda, Eulogio. 2017 (73)

59



3.6.6. FORMULACION Y ELABORACION DEL COLUTORIO

Teniendo en cuenta CMI (concentracion minima inhibitoria) de los extractos

alcohdlicos se procedidé con la formulacion del colutorio. Los excipientes usados

fueron: elementos humectantes (sorbitol, glicerina), saborizante (menta),

tensioactivo (lauril éter sulfato de sodio), edulcorante (sacarina sddica), colorante

(verde menta) y por ultimo al principio activo (el extracto alcohdlico de las

especies vegetales).

3.6.6.1. Formula unitaria colutorio A: Colutorio elaborado con extracto

alcohdlico al 70% de G. ruizii (Chili chili)

Tabla 11. Formula unitaria colutorio A: Colutorio elaborado con extracto

alcohdlico al 70% de G. ruizii (Chili chili)

FORMULA UNITARIA COLUTORIO A

Sustancia

Lauril eter sulfato de sodio
Glicerina
Sorbitol 70%
Sacarina sodica
Sabor menta
Extracto alcohdlico de Chili chili (G. ruizii)

Agua
Total

Porcentaje (%)

3.75
18.40
1.50
0.04
2.25
2.50
72.00
100%

Fuente: Aulton M, Taylor K. Pharmaceutics. 2018. (49); Moina Gallegos, Victor. 2015

3.6.6.2. Formula unitaria colutorio B: colutorio elaborado con extracto

alcohdlico al 70% de C. parviflora (Sacha paraccay)

Tabla 12. Formula unitaria colutorio B: colutorio elaborado con extracto

alcohdlico al 70% de C. parviflora (Sacha paraccay)

FORMULA UNITARIA COLUTORIO B
Sustancia

Lauril eter sulfato de sodio
Glicerina
Sorbitol 70%
Sacarina sodica
Sabor menta

Extracto alcohdlico de Sacha paraccay ( C. parviflora)

Agua
Total

Porcentaje (%)

3.75
18.40
1.50
0.04
2.25

2.50

72.00
100%

Fuente: Aulton M, Taylor K. Pharmaceutics. 2018. (49); Moina Gallegos, Victor. 2015
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3.6.6.3. Formula unitaria colutorio C: colutorio elaborado con el 50% del
extracto alcohdlico de G. ruizii (Chili chili) y el 50% del extracto alcohdlico

de C. parviflora (Sacha paraccay)

Tabla 13. Féormula unitaria colutorio C: colutorio elaborado con 50% del
extracto alcohdlico de G. ruizii (Chili chili) y 50% del extracto alcohélico de

C. parviflora (Sacha paraccay)

FORMULA UNITARIA COLUTORIO C

Sustancia Porcentaje (%)
Lauril eter sulfato de sodio 3.75
Glicerina 18.40
Sorbitol 70% 1.50
Sacarina sodica 0.04
Sabor menta 2.25
Extracto alcohdlico de Sacha Paraccay (C. parviflora) 1.25
Extracto alcohdlico de Chili Chili (G. ruizii) 1.25
Agua 72.00
Total 100%

Fuente: Aulton M, Taylor K. Pharmaceutics. 2018. (49); Moina Gallegos, Victor. 2015 (68)
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Flujograma 5. Formulacién y elaboracién del colutorio
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Fuente: Caceres Pedraza, Ines. 2013 (74)
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3.6.7. PRUEBA DE SENSIBILIDAD DE LOS COLUTORIO ELABORADOS

- Se prepararon placas de agar Muller — Hinton con cepas de Candida albicans
y Streptococcus mutans.

- Se colocaron discos de papel filtro con los colutorios elaborados con una pinza
estéril a una distancia de mas de 15 mm alrededor de la placa y fue distribuido
de forma de que no estén superpuestos los halos de inhibicion.

- Una vez que fueron colocados los discos con el principio activo y los colutorios
en las placas se incubaron de 35°C a 37°C durante 24 horas a 48 horas.

- Pasado el tiempo se procedié a medir los halos con vernier y anotar los
resultados (75).

Flujograma 6. Prueba de sensibilidad de los colutorios elaborados
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Fuente: Jauregui Zela, Sarah. 2018. (21)
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3.6.8. PRUEBA DE IRRITACION POR EL METODO HET-CAM

Flujograma 7. Prueba de irritacién por el método HET — CAM (Membrana

corioalantoidea)
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Fuente: Manyari Pérez Lizeth Judith, Suarez Becerra Ronal Elgar (76)
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3.7. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

3.7.1. TECNICA

El presente trabajo se realizd6 mediante una observacion experimental, por lo

tanto, se hizo uso de camaras fotograficas y fichas de coleccion de datos.

3.7.2. INSTRUMENTOS

Ficha de recoleccién y secado de la muestra vegetal (Anexo1)

Ficha de determinacion de porcentaje de humedad (Anexo2)

Ficha de pruebas de solubilidad (Anexo3)

Ficha de analisis fotoquimico cualitativo (Anexo4)

Ficha de recoleccion de datos de los halos de inhibicion del extracto
alcohdlico (Anexo5)

Ficha de recoleccion de datos de los halos del colutorio elaborado con el
extracto alcohdlico y colutorios comerciales. (Anexo 6)

Ficha de prueba de irritacion por el método HET-CAM (Anexo7)

3.8. TECNICAS PARA EL PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LA
INFORMACION

El analisis de datos obtenidos se realizd en el paquete estadistico Statistical

Package for Social Sciences (SPSS) version 28.

ANALISIS ESTADISTICO:

Anova: El valor de la varianza sera utilizado para el analisis del estudio
con el objetivo de estimar y comprobar hipotesis con respecto a las
medias de la muestra o poblacién donde las conclusiones en relacion a
las medias dependeran del valor de las varianzas obtenidas (77).
Kruskal-Wallis: Es un estadistico no paramétrico para probar si un grupo
de datos proviene de la misma poblacion ademas de usarse para varias
muestras independientes (78).

Post-Hoc DUNN: Un procedimiento estadistico que se utiliza para
comparar multiples pares de medias (promedios) en un grupo de datos
(78).
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CAPIiTULO IV

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1. OBTENCION DE EXTRACTOS ALCOHOLICOS al 70% DE CHILI CHILI
(Geranium ruizii Hieron. vel sp. aff.) y SACHA PARACCAY (Colignonia
parviflora (Kunth) Choisy)

4.1.1. DETERMINACION DE LA HUMEDAD
Los resultados obtenidos del porcentaje de humedad de los extractos etandlicos

de Chili chili (G. ruizii) y Sacha paraccay (C. parviflora) son:

Tabla 14. Porcentaje de humedad de G. ruizii (Chili chili) y C. parviflora

(Sacha paraccay)

ESPECIE PESO DE PESO DE PORCENTAJE PROMEDIO DEL
MUESTRA MUESTRA DE HUMEDAD % DE HUMEDAD
FRESCA SECA
Chili chili 5.057 1.290 74.490 76.32
(G. ruizii) 5.889 1.346 77144
5.575 1.265 77.310
Sacha paraccay 5.119 1.087 78.765 74.33
(C. parviflora) 5.282 1.040 80.310
5.833 2.105 63. 912

Fuente: Datos experimentales del estudio

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En la Tabla N.° 14 se presentan los resultados obtenidos del analisis de humedad
de las especies vegetales utilizadas en el presente estudio. El porcentaje
promedio de humedad del Geranium ruizii Hieron. vel sp. aff. (Chili chili) fue de
76.32%, mientras que el de Colignonia parviflora (Kunth) Choisy (Sacha
paraccay) fue de 74.33%. Estos valores indican un alto contenido de agua en
ambas especies y adquieren relevancia para su posterior procesamiento y

conservacion.

Al comparar estos resultados con los hallazgos de Huaman Yeni et al. (2016),
quienes reportaron un 54.16% de humedad en Geranium sessiliflorum (Ojotillo),

se observa una diferencia significativa respecto al valor obtenido para Geranium
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ruizii Hieron. vel sp. aff.. Esta variacion podria atribuirse a factores como la
especie vegetal en si misma, las condiciones edafoclimaticas, el momento de
recoleccion y, principalmente, la ubicacidén geografica, ya que ambas especies

pertenecen al mismo género, pero fueron recolectadas en lugares distintas (16).

En cuanto a Sacha paraccay, Jauregui Sarah (2018) reportdé un 84.30% de
humedad en la raiz tuberosa de esta misma especie en su estudio sobre
actividad antimicotica. A pesar de haberse utilizado la misma especie vegetal, la
diferencia en los valores obtenidos puede explicarse por la altitud y microclima
de las zonas de recoleccion, lo que influye directamente en la retencion de agua
de las plantas. En el presente estudio, la raiz de Sacha paraccay presenté un
menor contenido de humedad (74.33%), posiblemente asociado a una mayor

exposicion solar o menor humedad ambiental durante la cosecha (21).

Estos resultados son importantes ya que un elevado contenido de humedad en
las plantas frescas puede afectar la estabilidad del extracto si no se realiza un
secado adecuado. Ademas, influye en el rendimiento final del extracto y en la
concentracion de metabolitos secundarios, los cuales son responsables de la

actividad antimicrobiana.

4.1.2. PORCENTAJE DE RENDIMIENTO

Tabla 15. Porcentaje de rendimiento de G. ruizii (Chili chili) y C. parviflora

(Sacha paraccay)

PESOS
MUESTRA Pi: Peso inicial Pf: Peso final %R Porcentaje
VEGETAL (muestra (extracto seco) (Porcentaje de = promedio de
molida) rendimiento) rendimiento
G. ruizii 1 200 42.32 21.16 %
(Chili chili) 2 200 42.80 21.40% 21.17%
3 200 41.89 20.95%
C. parviflora 1 100 14.02 14.2 %
(Sacha 2 100 15.11 15.11% 14.60 %
paraccay) 3 100 14.50 14.5 %

Fuente: Datos experimentales del estudio
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ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En la Tabla N.° 15 se presentan los resultados del porcentaje de rendimiento del
extracto seco obtenido a partir de la maceracién con etanol al 70% de las
especies vegetales estudiadas. El G. ruizii (Chili chili) mostré un rendimiento
promedio del 21.17%, mientras que C. parviflora (Sacha paraccay) alcanzé un

rendimiento promedio del 14.60%.

El rendimiento del extracto de G. ruizii es consistente con lo reportado por
Huaman Yeni et al. (2016), quienes obtuvieron un 24.16% de extraccion
utilizando el mismo tipo de solvente. Esta similitud sugiere una eficiencia
aceptable del proceso de maceracion empleado en el presente estudio. Las
ligeras diferencias pueden atribuirse a factores como la madurez del material
vegetal, las condiciones ambientales durante la recoleccion, el tiempo de

secado, o incluso la granulometria de la muestra molida (16).

En cuanto a C. parviflora el rendimiento obtenido (14.60%) es inferior al
reportado por Jauregui Sarah (2018), quien obtuvo un 19.20% también
empleando etanol al 70% como solvente de extraccion. Esta variacion podria
explicarse por multiples factores, como las condiciones de secado del material
vegetal, la forma y tiempo de almacenamiento, la proporcion de raiz utilizada, o
incluso la altitud del lugar de origen, ya que estos aspectos influyen directamente

en la concentracion de metabolitos y la eficiencia de extraccion (21).

Desde el punto de vista farmacogndsico, un mayor rendimiento de extraccion
puede estar relacionado con un mayor contenido de principios activos solubles,
aunque no necesariamente implica mayor actividad biolégica. Sin embargo, los
valores obtenidos en ambas especies son adecuados para garantizar la
disponibilidad suficiente de extracto seco para la formulacion de colutorios y su

posterior evaluacion microbiologica.

4.2. DETERMINACION CUALITATIVA DE LOS COMPONENTES DE LOS
EXTRACTOS ALCOHOLICOS: MARCHA FITOQUIMICA

Se realizaron pruebas de reacciones quimicas cualitativas de los extractos
alcohdlicos de G. ruizii (Chili chili) y C. parviflora (Sacha paraccay) con el objetivo

de la determinacion de los metabolitos correspondientes.
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Tabla 16. Analisis fitoquimico cualitativo del extracto de G. ruizii (Chili chili)

y C. parviflora (Sacha paraccay) al 70%

RESULTADOS
METABOLITOS REACTIVOS
SECUNDARIOS G. ruizii C. parviflora
(Chili chili) (Sacha paraccay)
Flavonoides Reaccion de Shinoda ++ -
Compuestos Cloruro férrico 1% +++ -
fendlicos
Taninos Cloruro férrico 1% ++ ++
Quinonas Reaccion de + -
Borntrager
Glicésidos Reaccion de Molish ++ ++
Azucares Fehling A ++
reductores Fehling B
Lactonas Reaccién de Baljet - +
Alcaloides Reaccion de - +
Dragendorff
Aminoacidos Reaccién Ninhidrina +
Triterpenos y Reaccioén de + ++
esteroides Liebermann-Burchad
Saponinas Prueba de espuma - +++

Fuente: Datos experimentales del estudio

Leyenda:

+++: Muy abundante
++: Abundante

+: Poco abundante

- : Ausencia

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En la Tabla N.° 16 se presentan los resultados del analisis fitoquimico cualitativo
realizado a los extractos etandlicos al 70% de G. ruizii (Chili chili) y C. parviflora
(Sacha paraccay). Ambos extractos demostraron la presencia de metabolitos
secundarios relevantes para la actividad biologica, con variaciones en tipo y

concentracion.
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El extracto de G. ruizii mostré una presencia muy abundante de compuestos
fendlicos (+++), abundante cantidad de flavonoides, taninos y glicésidos (++), y
menor presencia de quinonas Yy triterpenos/esteroides (+). No se detecto la
presencia de alcaloides, saponinas ni lactonas. Estos resultados coinciden en
parte con el estudio de Huaman Yeni (2016), quien identific6 en Geranium
sessiliflorum la presencia predominante de compuestos fendlicos, taninos,
glicosidos y flavonoides, lo que sugiere cierta similitud fitoquimica entre especies
del mismo género, aunque con variaciones atribuibles a diferencias botanicas y

ecoldgicas (16).

Por otro lado, el extracto de C. parviflora present6é una presencia muy abundante
de saponinas (+++), abundante cantidad de glicésidos, taninos, azucares
reductores y triterpenos/esteroides (++), y leve presencia de lactonas, alcaloides
y aminoacidos (+). No se detectaron flavonoides, compuestos fendlicos ni
quinonas. Estos resultados concuerdan en gran medida con los hallazgos de
Jauregui Sarah (2018), quien reporté la presencia dominante de saponinas,
esteroides, taninos y glicosidos en esta especie, reforzando la consistencia de

los perfiles fitoquimicos observados (21).

Los metabolitos identificados en ambos extractos explican, en gran parte, la
actividad antibacteriana y antifungica observada en el estudio. En G. ruizii, la alta
presencia de compuestos fendlicos, taninos y flavonoides justifica su eficacia
frente a Streptococcus mutans, mientras que en C. parviflora, la presencia
predominante de saponinas, taninos y glicésidos podria estar relacionada con su

efecto frente a Candida albicans.
Esta riqueza fitoquimica respalda el uso tradicional de ambas especies y valida

su potencial como base para la formulacion de colutorios con actividad

antimicrobiana.
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4.2.1. ENSAYOS PRELIMINARES

DETERMINACION DE LAS PRUEBAS DE SOLUBILIDAD

Tabla 17. Prueba de solubilidad de los extractos alcohoélicos al 70% de G.

ruizii (Chili chili) y C. parviflora (Sacha paraccay)

EXTRACTO ALCOHOLICO
SOLVENTE Chili chili Sacha paraccay
(G. ruizii) (C. parviflora)
Agua ++ +++
Metanol +++ -
Etanol 40° ++ ++
Etanol 70° +++ +++
Etanol 96° ++ ++
Acetato de etilo - -
Acetona + -
Cloroformo + -
Eter etilico - -
Bencina ++ ++
Hexano + -
Fuente: Datos experimentales del estudio
Leyenda:
+++: Muy soluble
++: Soluble
+: Poco soluble
-: Insoluble

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

La Tabla N.° 17 presenta los resultados de la prueba de solubilidad de los
extractos etandlicos al 70% de G. ruizii (Chili chili) y C. parviflora (Sacha
paraccay) frente a distintos solventes organicos y polares. Este analisis permite
identificar la afinidad de los metabolitos secundarios presentes en cada extracto
con los diferentes disolventes, lo cual es fundamental para procesos de

formulacién, purificacion y estudios farmacognésticos.

El extracto de G. ruizii mostré muy buena solubilidad en metanol y etanol al 70%

(+++), y buena solubilidad (++) en agua, etanol al 40%, etanol al 96% y bencina.
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Fue poco soluble (+) en acetona, cloroformo y hexano, y totalmente insoluble (-)
en acetato de etilo y éter etilico. Estos resultados coinciden con los obtenidos
por Huaman et al. (2016), quienes también reportaron una alta solubilidad en
disolventes polares, especialmente metanol y etanol 70%, lo cual es consistente
con la presencia predominante de compuestos fendlicos, flavonoides y

glicésidos, conocidos por su afinidad con solventes polares (16).

Por su parte, el extracto de C. parviflora presenté muy buena solubilidad en agua
y etanol 70% (+++), y fue soluble en etanol 40%, etanol 96% y bencina (++). Sin
embargo, se mostrd insoluble (-) en metanol, acetato de etilo, acetona,
cloroformo, éter etilico y hexano. Este comportamiento es coherente con el
estudio de Jauregui Sarah (2018), quien también observé una mayor solubilidad
del extracto en etanol 70%, solvente que logra extraer eficientemente
compuestos como saponinas, glicosidos y taninos, predominantes en esta

especie. (21)

La alta solubilidad en etanol al 70% de ambos extractos confirma la eleccion
adecuada de este solvente para el proceso de extraccién, ya que permite
recuperar una amplia variedad de metabolitos secundarios con potencial
bioactivo. Las diferencias en solubilidad entre ambas especies pueden atribuirse
a la naturaleza quimica de los metabolitos predominantes: mientras Chili chili
contiene mayoritariamente compuestos fendlicos y flavonoides, mas afines al
metanol, Sacha paraccay presenta una alta concentracion de saponinas y

glicésidos, mas solubles en agua y etanol.

Estos resultados no solo respaldan la estrategia de extraccion adoptada en el
presente estudio, sino que también aportan informaciéon clave para futuras
aplicaciones farmacotécnicas, como la selecciéon de vehiculos adecuados en
formulaciones liquidas como colutorios, garantizando la maxima disponibilidad

de los principios activos.
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4.2.2. CONTROL MICROBIOLOGICO DE LOS EXTRACTOS ALCOHOLICOS

Tabla 18. Control microbiolégico de los extractos alcohdlicos al 70% de G.

ruizii (Chili chili) y C. parviflora (Sacha paraccay)

CRITERIOS BACTERIAS Y EXTRACTO RESULTADO
HONGOS ALCOHOLICO
Criterio imperativo Chili chili Ausencia
La presencia de este (Geranium ruizii Hieron. vel
microorganismo indica Salmonella sp. aff.)

riesgo  elevado, la

prueba debe resultar Sacha paraccay Ausencia
negativa. (Colignonia parviflora

(Kunth) Choisy)
Criterios indicativos Chili chili Ausencia
de higiene Coliformas fecales (Geranium ruizii Hieron. vel
La presencia indica la ( Escherichia coli) sp. aff.)
deficiencia de higiene y Sacha paraccay Ausencia
por lo tanto puede (Colignonia parviflora
rechazarse. (Kunth) Choisy)
Criterios de alerta o Chili chili Ausencia
limites criticos Aerobios mesofilos, | (Geranium ruizii Hieron. vel
El producto no debe | hongosy levaduras sp. aff.)
exceder los limites Sacha paraccay Ausencia
especificos (Colignonia parviflora

(Kunth) Choisy)
Fuente: Datos experimentales del estudio

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

La Tabla N.° 18 muestra los resultados del control microbioldgico aplicado a los
extractos etandlicos de G. ruizii (Chili chili) y C. parviflora (Sacha paraccay). Las
pruebas fueron realizadas conforme a los criterios establecidos por la Norma
Sanitaria que establece los criterios microbioldgicos para la calidad sanitaria e
inocuidad de alimentos y bebidas destinadas al consumo humano, segun
DIGESA y MINSA (2008).

Ambos extractos cumplieron satisfactoriamente con los criterios imperativos,
mostrando ausencia de Salmonella spp., lo cual indica que no representan un
riesgo elevado para la salud humana. Asimismo, se cumplieron los criterios
indicativos de higiene, ya que se comprobd la ausencia de coliformes fecales,
especificamente Escherichia coli, microorganismo cuya presencia indicaria

deficiencias en el manejo o procesamiento del material vegetal.
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En cuanto a los criterios de alerta o limites criticos, no se detectaron aerobios
mesofilos, hongos ni levaduras, lo que indica que el producto no excede los
valores microbiolégicos maximos permitidos y cumple con los requisitos de

calidad sanitaria exigidos para su uso experimental (79).

4.3. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DEL EXTRACTO
ALCOHOLICO AL 70% DEL CHILI CHILI (G. ruizii)

4.31. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA Y BACTERICIDA DEL
EXTRACTO ALCOHOLICO AL 70% DEL CHILI CHILI (G. ruizii) FRENTE A
CEPAS DE Streptococcus mutans ATCC 25175

Tabla 19. Concentracion minima inhibitoria del extracto alcohodlico al 70%
del Chili chili (G. ruizii) frente a Streptococcus mutans ATCC 25175

Concentracion minima inhibitoria alcoholica de Chili chili (G. ruizii)
frente a Streptococus mutans ATCC 25175

Concentraciones del extracto seco diluido Patron CONTROL | CONTROL
NEGATIVO POSITIVO

pg/mL | 256 | 128 | 64 | 32 | 16 | 14 | 12 | 10 | 8  AMOXICILINA
wg/ | wg/ | wg/ | wg/ | wg/ | pgl | owg/ | wg/ | ug/ | 64mglL

ml ml ml ml ml ml ml ml ml
A 0 o/ 0o 0 o0 0 1+ 2+ 3+ 0 0 3+
B 0 0 o]0 o 1+ 2+ | 3+ 0 0 3+
C 0 0 0| 0 0 | 1+ 1+ 2+ 2+ 0 0 3+
CMB CMI

Fuente: Datos experimentales del estudio

LEYENDA ANALISIS
3+ Coloracion rosada intensa No presenta inhicion bacteriana
2+ Coloracion rosada moderada No presenta inhicion bacteriana
1+ Coloracion rosada ligera Presenta inhicién bacteriana
0 Coloracion transparente No presenta crecimiento bacteriano

(Efecto bactericida)

Fuente: Datos experimentales del estudio
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ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

La Tabla N.° 19 presenta los resultados obtenidos para la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida
(CMB) del extracto alcoholico de G. ruizii (Chili chili) frente a Streptococcus
mutans ATCC 25175, utilizando el método de microdilucién en caldo con
tetrazolio como indicador colorimétrico. Se evaluaron concentraciones del
extracto seco diluido entre 8 y 256ug/mL. La incubacién se realiz6 a 37 °C
durante 24 horas, observandose el cambio de color en los pocillos como
indicativo de crecimiento bacteriano (color rosado) o inhibiciéon (color

transparente).

En la concentracion de 14ug/mL, se observé una coloracion rosada ligera lo que
sugiere una inhibicion parcial, y en las concentraciones de 12, 10 y 8 mg/ul se
evidencid un cambio a coloracion rosada intensa, confirmando crecimiento

bacteriano.
Con base en estos hallazgos:

o La CMI se establecio en 14 pg/mL, ya que es la concentracion mas baja
donde se observa inhibicién parcial del crecimiento (coloracién rosado

ligero).

e La CMB se determind en 16 ug/mL, donde no se detecté crecimiento

bacteriano (color transparente), confirmando efecto bactericida.

Para validar estos resultados, se sembraron alicuotas de los pocillos
correspondientes sobre placas de agar Mueller-Hinton y se incubaron bajo las
mismas condiciones. Las observaciones mostraron ausencia total de crecimiento
bacteriano en los pocillos correspondientes a las concentraciones de 256 a 16
Mg/mL (pozos 1 al 5), crecimiento moderado en el pozo 6 (14ug/mL), y
crecimiento evidente en los pozos 7 al 9 (12 a 8 ug/mL), lo que reafirma los

valores establecidos para CMI y CMB.

Control negativo: Contenia caldo nutritivo y etanol al 70%, sin bacterias. Se

mantuvo transparente, confirmando la esterilidad del medio.
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Control positivo: Contenia caldo nutritivo y la cepa bacteriana sin antibiético ni
extracto. Al anadir tetrazolio, se evidencid un color rosado intenso, confirmando

crecimiento activo.

Antibiético patron (Amoxicilina 64 mg/L): Se observo coloracion transparente,
confirmando su capacidad de inhibicidon bacteriana y validando la confiabilidad

del sistema.

Los resultados confirman que el extracto alcohdlico de G. ruizii posee actividad
antibacteriana significativa frente a Streptococcus mutans, con una CMI de 14
pg/mL y una CMB de 16 ug/mL. Este hallazgo respalda su potencial uso como
principio activo en la formulacién de colutorios naturales y coincide con el perfil
fitoquimico del extracto, rico en compuestos fendlicos, flavonoides y taninos,

conocidos por su accion antibacteriana.

4.3.2. SENSIBILIDAD ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO ALCOHOLICO
AL 70% DE G. ruizii (Chili chili) FRENTE A Streptococcus mutans ATCC
25175

Tabla 20. Halos de inhibicién del extracto alcohdlico al 70% de G. ruizii
(Chili chili) frente a Streptococcus mutans ATCC 25175

Concentracion minima inhibitoria del extracto alcohélico al 70% de Chili chili (G.
ruizii) frente a Streptococcus mutans ATCC 25175
Concentracion Extracto alcohodlico de Chili chili (G. ruizii)
del extracto
N° alcohélico | Il [l v V Promedio
(mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm)
DATOS DE 1 10 pg/mL 0 0 0 0 0 0
HALOS DE 2 12 pg/mL 0.1 0.1 0 0.15 0 0.07
3 14 ug/mL 11 10 12 10 10 10.6
INHIBICION 4 16 pug/mL 15 14 14 12 12 134
5 32 pg/mL 14 12 12 15 15 13.6
6 64 pg/mL 15 15 16 15 17 15.6
Control Amoxicilina 17 15 15 18 17 16.4
64 mg/L

Fuente: Datos experimentales del estudio
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ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

La Tabla N.° 20 presenta los diametros de los halos de inhibicion obtenidos
mediante el método de difusidn en agar, con distintas concentraciones del
extracto etandlico de G. ruizii (Chili chili), evaluadas frente a la cepa estandar de
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Los resultados muestran que:

e A bajas concentraciones (10 pg/mL y 12 ug/mL), el extracto no produjo
halos significativos de inhibicién (0 y 0.07 mm, respectivamente), lo que

indica ausencia de actividad antibacteriana a estos niveles.

e A partir de 14 ug/mL, se evidencia un aumento importante del efecto
antibacteriano, observandose un halo promedio de 10.6 mm. A 16 ug/mL,
el halo aumenté a 13.4 mm, y en 32 ug/mL fue de 13.6 mm, mostrando

una tendencia creciente.

e La maxima inhibicién se registr6 a 64 pg/mL, con un halo promedio de
15.6 mm, valor que se aproxima al alcanzado por el antibiético patrén

(amoxicilina 64 mg/L), que present6 un halo de 16.4 mm.

Estos resultados demuestran que la eficacia antibacteriana del extracto es
concentracion-dependiente. A mayor concentracion, mayor es el diametro del
halo de inhibicion, lo cual es consistente con la presencia de metabolitos
secundarios activos (compuestos fendlicos, flavonoides y taninos) con
propiedades antimicrobianas demostradas. Segun los criterios propuestos por
Gavilanes et al. (2019), que clasifica los halos de inhibicién obtenidos por el

meétodo de Kirby-Bauer:
« Halos menores a 9 mm son considerados negativos (sin actividad).
e Halos =29 mm son considerados positivos (con actividad).

Con base en esta clasificacion, las concentraciones de 10 y 12 pg/mL no
presentaron actividad antibacteriana significativa, mientras que a partir de 14
mg/ul en adelante, el extracto fue clasificado como activo frente a S. mutans,

confirmando la informacién obtenida en los ensayos de CMI y CMB (80).
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Este ensayo fue determinante para seleccionar la concentracion adecuada del
extracto en la formulacién del colutorio experimental. La concentracién de 64
pg/mL fue elegida por mostrar una actividad antibacteriana éptima, similar a la
del antibiético de referencia, lo cual la convierte en una candidata viable para su
aplicacién terapéutica como agente coadyuvante en el control de Streptococcus

mutans en cavidad oral.

Grafico 1.Halos de inhibicion del extracto alcohdlico al 70% de Chili chili

(G. ruizii) frente a tratamientos de Streptococcus mutans ATCC 25175
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CONCENTRACIONES DE EXTRACTO Y CONTROL

Fuente: Datos experimentales del estudio

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

El grafico 1 se muestra el comportamiento de los halos de inhibicién generados
por diferentes concentraciones del extracto alcohdlico de G. ruizii (Chili chili)
frente a Streptococcus mutans ATCC 25175. Se observa una tendencia
creciente en el didmetro de los halos conforme aumenta la concentracion del
extracto, lo que evidencia una relacion directamente proporcional entre la

concentracion del principio activo y su eficacia antibacteriana.

Los valores mas bajos (10 pyg/mL y 12 ug/mL) generaron halos minimos o nulos,
mientras que concentraciones superiores, especialmente 14 ug/mL en adelante,

mostraron halos significativos, alcanzando un maximo de 15.6 mm a 64 mg/ul,
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valor que se aproxima al obtenido con el antibiético patréon (amoxicilina 64 mg/L)

con un halo promedio de 16.4 mm.

El analisis de dispersion refleja que las desviaciones estandar fueron
relativamente bajas, especialmente en las concentraciones mas efectivas (14

pg/mL a 64 yg/mL), lo que indica consistencia en los resultados experimentales.

4.3.3. PRUEBAS ESTADISTICAS PARA HALOS DE INHIBICION DEL
EXTRACTO ALCOHOLICO AL 70% DE G. ruizii (Chili chili) FRENTE A
Streptococcus mutans ATCC 25175

Tabla 21. Prueba de normalidad y homogeneidad

Prueba Estadistico gl p-valor
Shapiro-Wilk W =0.841 7 0.028
Levene (homogeneidad) F=3.842 6 0.037

Fuente: Datos experimentales del estudio

INTERPRETACION:

Shapiro-Wilk (p = 0.028 < 0.05): El valor de p menor a 0.05 indica que los datos
no se distribuyen normalmente. Por tanto, no se cumple el supuesto de

normalidad requerido para pruebas paramétricas como ANOVA

Levene (p = 0.037 < 0.05): El valor de p menor a 0.05 evidencia que las
varianzas entre los grupos no son homogeéneas, lo cual también contraviene uno
de los requisitos de ANOVA.

Decision metodoldgica: Dado que no se cumplen los supuestos de normalidad
ni de homogeneidad, se descarta el uso de ANOVA. En su lugar, se aplica la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, adecuada para comparar medianas
entre varios grupos independientes sin requerir normalidad ni igualdad de

varianzas.
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Tabla 22. Prueba de Kruskal-Wallis para halos de inhibiciéon del extracto
alcohdlico al 70% de G. filipes (Chili chili)

Estadistico gl p-valor
x?=31.023 6 0.00003

Fuente: Datos experimentales del estudio

INTERPRETACION:

El valor de p es altamente significativo (p < 0.05), lo que demuestra que existen
diferencias estadisticamente significativas en los halos de inhibicién entre los
distintos tratamientos evaluados con el extracto alcohdlico de G. ruizii (Chili chili)
frente a Streptococcus mutans. El analisis de Kruskal-Wallis mostré diferencias
estadisticamente significativas en los halos de inhibicion (x> = 31.023; p < 0.05).
Sin embargo, este resultado unicamente evidencia que al menos un grupo difiere
del resto, sin identificar entre qué tratamientos especificos se presentan dichas
diferencias. Por esta razén, se aplicé una prueba post hoc adecuada para
comparaciones multiples en un contexto no paramétrico. La prueba de Dunn es

el procedimiento mas recomendado tras Kruskal-Wallis.

Prueba Post-Hoc De Dunn para halos de inhibiciéon del extracto alcohdlico
al 70% de G. ruizii (Chili chili) frente a tratamientos de S. mutans ATCC
25175

Tabla 23. Prueba Post-Hoc De Dunn para halos de inhibicion del extracto
alcohdlico al 70% de Chili chili (G. ruizii)

Comparison P.adj
10 pg/mL - amoxicilina 64 mg/I 0.0006
12 pg/mL - amoxicilina 64 mg/l 0.0038
14 pg/mL - amoxicilina 64 mg/!l 0.1051
16 pg/mL - amoxicilina 64 mg/I 1.0000
32 pg/mL - amoxicilina 64 mg/| 1.0000
64 pg/mL - amoxicilina 64 mg/l 1.0000

Fuente: Datos experimentales del estudio
Valor p<0.05, indica que las diferencias entre los tratamientos son

estadisticamente significativa.
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INTEPRETACION:
Los halos de inhibicion mostraron una relacién concentracién-dependiente:

e A 10 yg/mL y 12 pg/mL los halos de inhibicion fueron muy reducidos y
mostraron diferencias significativas respecto al antibiotico control (p <
0.05), lo que indica baja o nula eficacia antibacteriana a estas

concentraciones.

e A partir de 14 ug/mL, el extracto alcanzé halos de inhibicion superiores a
9 mm y no presento diferencias significativas frente a la amoxicilina (p >
0.05). Esto sugiere que, a partir de esta concentracion, el extracto
comienza a exhibir una actividad antibacteriana comparable al antibi6tico

de referencia.

e La inhibicion maxima se observo a 64 ug/mL (15.6 mm), un valor muy
cercano al obtenido con la amoxicilina (16.4 mm), lo que respalda la

eficacia potencial del extracto a concentraciones elevadas.

DISCUSION DE RESULTADOS:

Estos hallazgos confirman una relacién concentracion—-respuesta del extracto
alcohdlico de G. ruizii (Chili chili) frente a Streptococcus mutans. A
concentraciones bajas, la accidén es limitada, lo que podria atribuirse a una
cantidad insuficiente de metabolitos activos para superar la resistencia natural

de la bacteria.

Este comportamiento puede atribuirse a la presencia de metabolitos secundarios
como flavonoides, taninos, compuestos fendlicos y glicdsidos, responsables de
la accion antibacteriana, tal como se ha documentado en estudios previos
(Hernandez et al., 2021) (81).
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4.4. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DEL EXTRACTO
ALCOHOLICO al 70% DE C. parviflora (Sacha paraccay)

4.41. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA Y FUNGICIDA DEL
EXTRACTO ALCOHOLICO al 70% DE C. parviflora (Sacha paraccay)
FRENTE A CEPAS Candida albicans ATCC 10231

Tabla 24. Concentracion minima inhibitoria del extracto alcoholico al 70%
del C. parviflora (Sacha paraccay) frente a Candida albicans ATCC 10231

Concentracion minima inhibitoria alcohédlica de C. parviflora (Sacha paraccay frente a
Candida albicans ATCC 10231

Concentraciones del extracto seco diluido Patron CONTROL | CONTROL
NEGATIVO POSITIVO

Mo/mL | 256 | 128 | 64 | 32 | 16 | 14 | 12 | 10 8 NISTATINA

ug/ | ug/ | wal | wpg/ | wg/ | wg/ | ugl | ug/ | pg/m | 64 mg/L
ml ml ml ml ml ml ml ml |

A 0 0 0 0 0 1+ | 2+ 2+ 3+ 0 0 3+
B 0 0 0 0 1+ | 1+ | 1+ | 2+ 3+ 0 0 3+
c 0 0 0 0 0 1+ 2+ 2+ 2+ 0 0 3+
CMF CMI
Fuente: Datos experimentales del estudio
LEYENDA ANALISIS

3+ Coloracion rosada intensa No presenta inhicion bacteriana

2+ Coloracion rosada moderada No presenta inhicion bacteriana

1+ Coloracion rosada ligera Presenta inhicion bacteriana

0 Coloracion transparente No presenta crecimiento bacteriano

(Efecto bactericida)
Fuente: Datos experimentales del estudio

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Los resultados de la tabla 24 muestran la concentracién minima inhibitoria (CMI)
y concentracién minima fungicida (CMF) del extracto alcohdlico de C. parviflora
frente a Candida albicans ATCC 10231 determinada mediante el método de

microdilucién en caldo con indicador colorimétrico.
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Se evaluaron concentraciones desde 8 ug/ml hasta 256 ug/ml, incubadas a 37 °C
durante 24 horas. Las concentraciones de 256, 128, 64 y 32 pg/ml mostraron
ausencia de coloracion rosada, lo cual indica ausencia de crecimiento fungico
(efecto fungicida). En la concentracion de 16 ug/ml se observé una coloracién
rosada ligera, indicando inhibicion fungica parcial, mientras que en
concentraciones inferiores (14, 12, 10 y 8 pg/ml), la coloracion fue moderada a

intensa, lo que refleja crecimiento activo del hongo.
Por tanto:

e CMI =16 pg/ml, ya que es la menor concentracion en la que se observa

inhibicion del crecimiento (coloracion rosado ligero).

e CMF = 32 pg/ml, al ser la menor concentracion con coloracién totalmente
transparente, que confirma el efecto fungicida.

En comparacion, la nistatina (64 mg/L) como antifungico patron mostré completa

inhibicién del crecimiento (pozo transparente). El control negativo (caldo + etanol

al 70%) también fue transparente, indicando ausencia de contaminacion. El

control positivo (caldo + inoculo) mostr6 una coloracién rosada intensa,

confirmando el crecimiento fungico sin inhibicion.

La validez de los resultados fue corroborada mediante el sembrado de las
muestras en placas con Agar Mueller-Hinton, incubadas 24 h a 37 °C. Las placas
correspondientes a las concentraciones de 256-32 pg/ml no mostraron
crecimiento de Candida albicans, confirmando el efecto fungicida. A partir de 16
mg/ul se observd crecimiento moderado, y de 14 pg/ml hacia abajo, el

crecimiento fue evidente, lo que respalda los valores obtenidos de CMI y CMF.
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4.4.2. SENSIBILIDAD ANTIFUNGICA DEL EXTRACTO ALCOHOLICO AL

70% DE C. parviflora (Sacha paraccay) FRENTE A Candida albicans ATCC
10231

Tabla 25. Halos de inhibicién del extracto alcohélico al 70% de C. parviflora
(Sacha paraccay) frente a Candida albicans ATCC 10231

Concentracion minima inhibitoria del extracto alcohélico al 70% de C. parviflora
(Sacha paraccay) frente a Candida albicans ATCC 10231
Concentraciéon | Extracto alcohdlico de C. parviflora (Sacha
del extracto paraccay)
N° alcohdlico I I I v \Y Promedio
DATOS DE (mm)  (mm) | (mm) | (mm) (mm) (mm)
HALOS DE 1 12 pg/ml 0 0 0 0 0 0
INHIBICION 2 14 ug/ml 0.2 0 0 | 01 | 0.1 0.08
3 16 pg/ml 11 12 11 10 12 11.2
4 32 pg/mi 13 14 13 15 12 13.6
5 64 ug/ml 15 14 16 16 15 15.2
6 128 pg/ml 16 18 18 16 17 17
CONTROL Nistatina 18 20 15 18 19 18
64mg/L

Fuente: Datos experimentales del estudio

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

La tabla 25 muestra los diametros de los halos de inhibicién generados por
diferentes concentraciones del extracto alcohdlico de Sacha paraccay frente a
Candida albicans ATCC 10231. Se observa un patron claro: a mayor

concentracion del extracto, mayor es el diametro del halo, lo cual indica mayor

efectividad antifungica.

e El halo maximo fue de 17 mm a 128 ug/ml, muy cercano al obtenido con
nistatina 64 mg/L (18 mm).

e El halo minimo fue de 0.08 mm a 14 ug/ml, mientras que a 12 pg/ml no se
observo inhibicion.

Con base en los criterios de clasificacidon de sensibilidad microbiana propuestos
por Gavilanes et al. (2019), concentraciones con halos <9 mm se consideran
inefectivas. Por tanto: (80)

e 12 pg/ml y 14 pg/ml se clasifican como sin actividad antifungica
significativa.
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e 16 pg/ml en adelante presentan actividad positiva, con halos >9 mm.

El comportamiento antifungico puede estar relacionado con la presencia de
saponinas, taninos y glicosidos, metabolitos secundarios identificados en el
analisis fitoquimico de C. parviflora, los cuales poseen reconocida actividad

antimicrobiana.

Los resultados obtenidos evidencian que el extracto alcohdlico de Colignonia
parviflora var. biumbellata Rafinesque (Sacha paraccay) posee actividad
antifungica significativa frente a Candida albicans ATCC 10231 a partir de
concentraciones de 16 pg/ml, siendo su punto de mayor efectividad a 128 pg/ml,
lo cual lo posiciona como un potencial candidato fitoterapéutico para la

formulacion de colutorios antifungicos.

Grafico 2.Halos de inhibicion del extracto alcohdlico al 70% de C. parviflora

(Sacha paraccay) frente a tratamientos de Candida albicans ATCC 10231
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CONCENTRACIONES DE EXTRACTO Y PATRON
Fuente: Datos experimentales del estudio

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

El grafico 2 se visualiza el incremento progresivo de los halos de inhibicidén
conforme aumentan las concentraciones del extracto. La diferencia entre los
primeros dos grupos (12 y 14 ug/ml) y los demas tratamientos es evidente,

mostrando una marcada diferencia en la respuesta antifungica.
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4.4.3. PRUEBAS ESTADISTICAS PARA HALOS DE INHIBICION DEL
EXTRACTO ALCOHOLICO AL 70% DE C. parviflora (Sacha paraccay)
FRENTE A Candida albicans ATCC 10231

Tabla 26. Prueba de normalidad y homogeneidad

Prueba Estadistico gl p-valor
Shapiro-Wilk W =0.832 7 0.031
Levene (homogeneidad) F=3.572 6 0.041

Fuente: Datos experimentales del estudio

INTERPRETACION:
o Shapiro-Wilk (p = 0.031 < 0.05): No hay normalidad.
o Levene (p =0.041 < 0.05): No hay homogeneidad de varianzas.

« Decision metodolégica: Aplicar Kruskal-Wallis en lugar de ANOVA.

Tabla 27. Prueba de Kruskal-Wallis para halos de inhibicion del extracto
alcohdlico al 70% de C. parviflora (Sacha paraccay)

Estadistico gl p-valor

¥X?=31.745 6 0.00002

Fuente: Datos experimentales del estudio

INTERPRETACION:

El valor de p < 0.05 confirma que existen diferencias estadisticamente
significativas. El analisis de Kruskal-Wallis mostré diferencias estadisticamente
significativas en los halos de inhibicion (x* = 31.745; p < 0.05). Sin embargo, este
resultado unicamente evidencia que al menos un grupo difiere del resto, sin
identificar entre qué tratamientos especificos se presentan dichas diferencias.
Por esta razén, se aplico una prueba post hoc adecuada para comparaciones
multiples en un contexto no paramétrico. La prueba de Dunn es el procedimiento

mas recomendado tras Kruskal-Wallis.
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Tabla 28. Prueba Post-Hoc de Dunn para halos de inhibicién del extracto
alcohdlico al 70% de C. parviflora (Sacha paraccay)

Comparison P.adj
012 pg/ml - nistatina 64 mg/I 0.0006
014 pg/ml - nistatina 64 mg/I 0.0039
016 pg/ml - nistatina 64 mg/I 0.0955
032 pg/ml - nistatina 64 mg/I 0.6262
064 ug/ml - nistatina 64 mg/I 1.0000
128 pg/mil - nistatina 64 mg/| 0.7679

Fuente: Datos experimentales del estudio

Valor p>0.05, indica que las diferencias entre los tratamientos son

estadisticamente significativas.
ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Los resultados confirman que el extracto alcohdlico de Colignonia parviflora
(Sacha paraccay) posee actividad antifungica significativa frente a Candida
albicans a partir de 16 pg/ml, comparable a la nistatina. Este hallazgo es
consistente con investigaciones previas (Jauregui, 2019), que atribuyen su
efecto a metabolitos secundarios como taninos y glicésidos, capaces de alterar
la permeabilidad de la membrana fungica y generar desestabilizacion celular.
(21)

La ausencia de diferencias estadisticas en concentraciones 216 ug/ml sugiere
que el extracto podria desempefiar un papel terapéutico alternativo o
complementario al tratamiento convencional, donde Candida albicans esta
asociada a candidiasis oral. Estos datos resultan relevantes frente al creciente
desafio de la resistencia antifungica y los efectos secundarios de los farmacos
sintéticos, destacando el potencial de los extractos alcohdlicos como base para

colutorios fitoterapéuticos.

No obstante, es necesario sefialar que los resultados corresponden a un modelo
in vitro. Factores como la biodisponibilidad de los metabolitos, estabilidad en la
cavidad oral y la interaccidn con la microbiota deben ser evaluados en estudios

in vivo y clinicos antes de recomendar aplicaciones terapéuticas directas.
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4.5. FORMULACION Y ELABORACION DEL COLUTORIO CON EL
EXTRACTO ALCOHOLICO al 70% DE G. ruizii (Chili chili) y C. parviflora
(Sacha paraccay)

Tabla 29. Formulacion unitaria de los colutorios a base de extracto
alcohdlico al 70% de G. ruizii (Chili chili) y C. parviflora (Sacha paraccay)

FORMULACIONES
SUSTANCIA Férmula unitaria Férmula Férmula
colutorio A unitaria unitaria
colutorio B colutorio C
Lauril eter sulfato de sodio 3.75% 3.75% 3.75%
Glicerina 18.40% 18.40% 18.40%
Sorbitol 70% 1.50% 1.50% 1.50%
Sacarina sodica 0.04% 0.04% 0.04%
Sabor menta 2.25% 2.25% 2.25%
Extracto alcohdlico de G. ruizii 2.50% - 1.25%
(Chili chili)
Extracto alcohdlico de - 2.50% 1.25%
C. parviflora (Sacha paraccay)
Agua 72.00% 72.00% 72.00%
Total 100% 100% 100%

Fuente: Datos experimentales del estudio

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

La tabla 29 muestra las tres formulaciones unitarias desarrolladas a base de
extractos alcohodlicos de Geranium ruizii Hieron. vel sp. aff. (Chili chili) y
Colignonia parviflora (Kunth) Choisy (Sacha paraccay), designadas como
Colutorio A, B y C. Las formulaciones comparten una base comun constituida
por tensioactivos, agentes humectantes, edulcorantes y saborizantes: lauril éter
sulfato de sodio (3.75%), glicerina (18.40%), sorbitol al 70% (1.50%), sacarina
sédica (0.04%) y sabor menta (2.25%), junto con agua purificada (72%). En

cuanto a los extractos activos:

- Colutorio A contiene un 2.50% de extracto alcohdlico de Chili chili, sin presencia
de extracto de Sacha paraccay.

- Colutorio B incluye un 2.50% de extracto alcohdlico de Sacha paraccay,
excluyendo el de Chili chili.

- Colutorio C presenta una formulacion combinada, con 1.25% de cada extracto
vegetal, manteniendo el total de principios activos en 2.50%.
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Esta formulacion comparativa permite evaluar la eficacia individual y sinérgica

de ambos extractos frente a cepas de Candida albicans y Streptococcus mutans.

Desde el punto de vista farmacotécnico, las formulaciones son estables y
coherentes con los estandares de colutorios orales, manteniendo la viscosidad y
sabor apropiado para la aceptacion del usuario, gracias al uso de glicerina,
sorbitol y menta. La inclusién del lauril éter sulfato de sodio actua como
tensioactivo para facilitar la dispersién del principio activo y mejorar el contacto

con la superficie bucal.

4.6. SENSIBILIDAD ANTIBACTERIANA Y ANTIFUNGICA DE LOS
COLUTORIOS ELABORADOS

4.6.1. HALOS DE INHIBICION DE LOS COLUTORIOS ELABORADOS DE
LOS DEL EXTRACTOS ALCOHOLICOS AL 70% G. ruizii (Chili chili) y C.
parviflora (Sacha paraccay) FRENTE A Streptococcus mutans ATCC 25175

Tabla 30. Halos de inhibiciéon de los colutorios elaborados de los del
extracto alcohdlico al 70% de G. ruizii (Chili chili) y C. parviflora (Sacha
paraccay) frente a Streptococcus mutans ATCC 25175

Halos de inhibicion de los colutorios elaborados de los del extractos
alcohdlicos al 70% de G. ruizii (Chili chili) y C. parviflora (Sacha paraccay)
frente a S. mutans ATCC 25175

DATOS DE HALOS DE INHIBICION

COLUTORIOS | Il 1]} v Vv PROMEDIO
(mm) (mm) mm) (mm) (mm) (mm)

Colutorio Chili chili 20 18 20 19 19 19
Colutorio (Chili chili 21 20 19 21 20 20.2
y Sacha paraccay)

Colutorio 20 23 22 23 22 22

(Perio Aid)

Colutorio 22 22 20 25 25 22.8

(Bucoxidina)

Fuente: Datos experimentales del estudio
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ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En la tabla 30 se observa que todos los colutorios, tanto elaborados como
comerciales, generan halos de inhibicion frente a S. mutans ATCC 25175. El
colutorio elaborado a partir de la combinacion de G. ruiziiy C. parviflora obtuvo
un halo promedio de 20.2 mm, ligeramente superior al colutorio elaborado solo
con G. ruizii (19.2 mm), pero menor que los colutorios comerciales Perio-Aid
(22.0 mm) y Bucoxidina (22.8 mm).

Segun los criterios propuestos por Gavilanes et al. (2019), un halo de inhibicion
>18 mm se considera indicativo de actividad antibacteriana positiva. Por lo tanto,
todos los colutorios evaluados, incluidos los elaborados a base de extractos
naturales, presentan actividad antibacteriana significativa frente a S. mutans
(80).

Grafico 3. Halos de inhibicion de los colutorios elaborados de los del
extracto alcohdlicos al 70% de G. ruizii (Chili chili) y C. parviflora (Sacha

paraccay) frente a Streptococcus mutans ATCC 25175
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Fuente: Datos experimentales del estudio
ANALISIS DE RESULTADOS

El grafico N.° 3 muestra que los colutorios elaborados a partir de los extractos

alcohdlicos de G. ruizii (Chili chili) y C. parviflora (Sacha paraccay) ejercieron una
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actividad antibacteriana frente a Streptococcus mutans, evidenciada por la

formacion de halos de inhibicion.

El extracto combinado present6 halos de mayor diametro que los obtenidos con
G. ruizii de manera individual, lo que indica un efecto aditivo o sinérgico en la
inhibicion bacteriana. Pese a esta mejoria, los colutorios comerciales de
referencia mostraron valores superiores, lo que confirma que la formulacion
vegetal, aunque eficaz, aun no alcanza la potencia de los productos

farmacéuticos estandar.

Pruebas estadisticas de los halos de inhibiciobn de la sensibilidad

bacteriana de Streptococcus mutans ATCC 25175

Tabla 31. Prueba de normalidad y homogeneidad

Prueba Estadistico gl p-valor
Shapiro-Wilk W = 0.846 7 0.037
Levene (homogeneidad) F=23.678 6 0.040

Fuente: Datos experimentales del estudio

INTERPRETACION:

e Shapiro-Wilk (p = 0.037 < 0.05): No se cumple normalidad.

e Levene (p =0.040 < 0.05): No se cumple homogeneidad de varianzas.

o Decision metodolégica: Frente a la ausencia de normalidad y
homogeneidad, la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis constituye la
opcidén metodolégica mas adecuada, ya que no depende de estos
supuestos y permite analizar diferencias entre medianas en varios grupos
independientes. Esta decision metodoldgica garantiza la validez de los
resultados y evita conclusiones erroneas derivadas de aplicar pruebas

paramétricas en condiciones inadecuadas.
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Tabla 32. Prueba de Kruskal-Wallis para halos de inhibicion de los
colutorios elaborados de los del extracto alcohdlicos al 70% de G. ruizii
(Chili chili) y C. parviflora (Sacha paraccay) frente a Streptococcus mutans
ATCC 25175

Estadistico gl p-valor

x> =31.745 6 0.00002

Fuente: Datos experimentales del estudio

INTERPRETACION:
El valor de p < 0.05 lo que confirma la existencia de diferencias estadisticamente

significativas en los halos de inhibicion entre los diferentes colutorios evaluados.

DISCUSION:

Este hallazgo evidencia que no todos los tratamientos poseen la misma eficacia
antibacteriana frente a Streptococcus mutans. Sin embargo, el resultado global
de Kruskal-Wallis no indica cuales son los grupos que difieren entre si por lo que
fue necesario aplicar una prueba post hoc de Dunn. Este analisis
complementario permite identificar especificamente entre que tratamientos
existen diferencias, aportando mayor detalle para la interpretacion de la actividad

antibacteriana.

Tabla 33. Prueba Post-Hoc de Dunn para halos de inhibicion de los
colutorios elaborados de los del extracto alcohdlicos al 70% de G. ruizii
(Chili chili) y C. parviflora (Sacha paraccay) frente a Streptococcus mutans
ATCC 25175

Comparacion p-ajustada Interpretacion
Bucoxidina — Perio Aid 0.412 No hay diferencia significativa

Bucoxidina — Colutorio Chili chili 0.002 Diferencia significativa
Bucoxidina — Colutorio Combinado 0.031 Diferencia significativa
Perio Aid — Colutorio Chili chili 0.018 Diferencia significativa
Perio Aid — Colutorio Combinado 0.044 Diferencia significativa

Colutorio Combinado — Colutorio 0.039 _ o
Chili chil Diferencia significativa

Fuente: Datos experimentales del estudio
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ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En la tabla N° 33 se presentan los resultados de la prueba post hoc de Dunn. La
prueba de Dunn con correccidén por comparaciones multiples mostré diferencias
estadisticamente significativas entre varios de los colutorios evaluados. En
particular se identificaron diferencias significativas entre Bucoxidina y el colutorio

Chili Chili (p = 0.002) asi como Bucoxidina y el colutorio combinado (p = 0.031).

De igual manera Perio Aid presenté diferencias significativas al compararse con
el colutorio Chili Chili (p = 0.018) y con el colutorio combinado (p = 0.044). Se
evidencié una diferencia significativa entre el colutorio combinado y el colutorio
Chili Chili (p = 0.039).

Estos resultados indican que los colutorios formulados si poseen actividad
antimicrobiana aunque su efecto es menor en comparaciéon con los colutorios
comerciales utilizados como referencia. No obstante, su desempefio evidencia
un potencial importante para su mejora y posterior uso como alternativas con

actividad antimicrobiana efectiva.

Por otro lado estudios realizados por Mendoza Luis (2022) y Hernandez et al.
(2018) reportan la presencia de taninos y glicésidos en ambas especies
vegetales utilizadas, compuestos reconocidos por su actividad antibacteriana
(66) (81).

La coincidencia en estos perfiles fitoquimicos refuerza la hipétesis de que la
combinacion sinérgica de G. ruizii y C. parviflora potencia la actividad del
colutorio elaborado (66) (81).
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4.6.2. HALOS DE INHIBICION DE LOS COLUTORIOS ELABORADOS DE
LOS EXTRACTO ALCOHOLICOS AL 70% DE G. ruizii (Chili chili) y C.
parviflora (Sacha paraccay) FRENTE A Candida albicans ATCC 10231

Tabla 34. Halos de inhibiciéon de los colutorios elaborados de los del
extracto alcohdlico al 70% de G. ruizii (Chili chili) y C. parviflora (Sacha
paraccay) frente a Candida albicans ATCC 10231

Halos de inhibiciéon de los colutorios elaborados de los del extractos alcohdlicos al
70% de G. ruizii (Chili chili) y C. parviflora (Sacha paraccay) frente a Candida albicans
ATCC 10231

DATOS DE HALOS DE INHIBICION

COLUTORIOS | Il ]} v Vv PROMEDIO
(mm) (mm) mm) (mm) (mm) (mm)
Colutorio Sacha 18 18 20 19 20 19
paraccay
Colutorio (Chili chili 20 22 19 21 21 20.6
y Sacha paraccay)
Colutorio (Perio 20 20 21 21 22 20.8
Aid)
Colutorio 24 22 20 20 23 21.8

(Bucoxidina)

Fuente: Datos experimentales del estudio

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En la tabla 35 se presentan los diametros de los halos de inhibicion obtenidos
tras la exposicion de Candida albicans ATCC 10231 a diferentes colutorios. El
colutorio elaborado a partir de la combinacion de G. ruiziiy C. parviflora presentd
un halo promedio de 20.6 mm, ligeramente inferior al observado en los colutorios
comerciales Perio-Aid (20.8 mm) y Bucoxidina (21.8 mm), pero superior al

colutorio elaborado unicamente con C. parviflora (19.0 mm).

De acuerdo con Gavilanes et al. (2019), un diametro de inhibicion superior a 18
mm indica una actividad antimicética positiva mientras que diametros entre 12 y
18 mm se consideran de actividad intermedia y valores inferiores a 12 mm
corresponden a actividad nula. Con base en estos criterios podemos afirmar que
todos los colutorios evaluados presentan actividad antimicotica eficaz frente a
Candida albicans (80).
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Grafico 4.Halos de inhibicion de los colutorios elaborados de los extractos
alcohdlicos al 70% de G. ruizii (Chili chili) y C. parviflora (Sacha paraccay)
frente a Candida albicans ATCC 10231
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COLUTORIO (CHILI CHILI Y SACHA _ 206
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Colutorios elaborados y control
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Fuente: Datos experimentales del estudio
ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

El grafico 4 muestra visualmente que todos los colutorios evaluados ejercen un
efecto inhibitorio sobre Candida albicans. El colutorio elaborado solo con C.
parviflora evidencié el halo de menor tamano (19 mm). En contraste, el colutorio
combinado (G. ruizii + C. parviflora) presentd un incremento notable de la
actividad antifungica (20.6 mm) acercandose a los valores de los colutorios

comerciales Perio-Aid (20.8 mm) y Bucoxidina (21.8 mm).

DISCUSION:

La representacion grafica confirma que la eficacia antifUngica mejora con la
combinacién de extractos vegetales superando al colutorio elaborado con un
unico extracto. Este resultado sugiere una posible accion sinérgica entre los
metabolitos secundarios de ambas plantas como taninos, flavonoides, glicésidos
y compuestos fenodlicos que actian de manera complementaria en la inhibicién

del crecimiento fungico.
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Pruebas estadisticas de los halos de inhibicion de la sensibilidad
bacteriana de Candida albicans ATCC 10231

Tabla 35. Prueba de normalidad y homogeneidad

Prueba Estadistico gl p-valor
Shapiro—Wilk W =0.882 4 0.035
Levene (homogeneidad) F=1.128 3 0.298

Fuente: Datos experimentales del estudio
INTERPRETACION:

Shapiro-Wilk (p = 0.035 < 0.05): Rechazo de la normalidad en al menos uno de
los grupos.

Levene (p = 0.298 > 0.05): Homogeneidad de varianzas aceptable.

Decision metodolégica: La combinacion de resultados implica que, a pesar de
existir homogeneidad de varianzas, la falta de normalidad invalida el uso de
ANOVA. Por este motivo, la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis resulta
mas adecuada, pues permite comparar varios grupos independientes sin requerir
normalidad. Esta decisibn metodoldgica asegura la validez del analisis y evita
errores estadisticos al aplicar pruebas paramétricas en condiciones no

apropiadas.

Tabla 36. Prueba de Kruskal-Wallis para halos de inhibicion de los
colutorios elaborados de los del extracto alcohdlicos al 70% de G. ruizii
(Chili chili) y C. parviflora (Sacha paraccay) frente a Candida albicans ATCC
10231

Estadistico gl p-valor

X2 = 9.872 3 0.019

Fuente: Datos experimentales del estudio

INTERPRETACION:
El valor de p < 0.05 indica la existencia de diferencias globales significativas entre

al menos dos de los colutorios evaluados.
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DISCUSION:

Este hallazgo confirma que la eficacia antimicotica no es uniforme en todos los
tratamientos. Sin embargo, la prueba de Kruskal-Wallis solo informa de la
existencia de diferencias globales mas no especifica entre que grupos ocurren.
Para esclarecerlo fue necesario realizar la prueba post hoc de Dunn que permite

identificar las comparaciones con significancia estadistica.

Tabla 37. Prueba Post-Hoc de Dunn para halos de inhibiciéon de la
sensibildad bacteriana de Candida albicans ATCC 10231

Comparacién p-ajustada Interpretacion
Sacha paraccay — Perio Aid 0.012 Diferencia significativa
(Sacha < Perio)
Sacha paraccay — Bucoxidina 0.004 Diferencia significativa
(Sacha < Bucoxidina)
Sacha paraccay — Colutorio 0.009 Diferencia significativa
combinado (Sacha < Combinado)
Colutorio combinado — Perio 0.843 No hay diferencia significativa
Aid
Colutorio combinado — 0.276 No hay diferencia significativa
Bucoxidina
Perio Aid — Bucoxidina 0.214 No hay diferencia significativa

Fuente: Datos experimentales del estudio
ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

El colutorio elaborado unicamente con C. parviflora mostré diferencias
significativas frente al colutorio combinado, Perio-Aid y Bucoxidina (p < 0.05),
indicando menor eficacia individual. El colutorio combinado (G. ruizii + C.
parviflora) no difirié significativamente de Perio-Aid ni de Bucoxidina (p > 0.05),

lo que evidencia una eficacia comparable a los tratamientos comerciales.

No se hallaron diferencias significativas entre los colutorios comerciales entre si,

lo que confirma su similar efectividad.

Estos hallazgos se ven respaldados por el estudio de Jauregui Sarah (2019),
quien destaca la presencia de taninos y glicosidos como principales
responsables del efecto antimicético del C. parviflora. Asimismo, ambas
especies vegetales utilizadas en esta investigacion muestran perfiles

fitoquimicos similares, incluyendo la presencia de flavonoides y compuestos
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fendlicos, lo que podria explicar la accidn sinérgica observada al combinarlas
(21).

El colutorio elaborado con extractos combinados de G. ruizii y C. parviflora
presenta actividad antimicética significativa frente a Candida albicans ATCC
10231 con una eficacia comparable a la de colutorios comerciales como Perio-
Aid y Bucoxidina. La combinacion de ambos extractos resulta mas efectiva que
el uso individual lo que resalta su potencial como alternativa fitoterapéutica en el

tratamiento de infecciones fungicas bucales.

Desde una perspectiva clinica, este hallazgo resulta relevante porque posiciona
a los colutorios naturales como alternativas sostenibles y seguras,
especialmente para pacientes que requieren tratamientos prolongados y buscan

evitar los efectos adversos asociados al uso continuo de antifungicos sintéticos.

4.7. CARACTERISTICAS DE LOS COLUTORIOS ELABORADOS A BASE DE
LOS EXTRACTOS ALCOHOLICOS DE G. ruizii y C. parviflora

4.7.1. CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS Y FISICOQUIMICAS DE LOS
COLUTORIOS ELABORADOS A BASE DE LOS EXTRACTOS
ALCOHOLICOS AL 70% DE G. ruizii (Chili chili) y C. parviflora (Sacha

paraccay)

Tabla 38. Caracteristicas organolépticas y fisicoquimicas de los colutorios

elaborados a base de los extractos alcohdlicos al 70% de G. ruizii y C.

parviflora
COLUTORIOS ELABORADOS
CARACTERISTICAS Chili chili Sacha G. ruizii (Chili
(G. ruizii) paraccay chili) y C.
(C. parviflora) parviflora
(Sacha
paraccay)
ORGANOLEPTICAS Color Verde Verde Verde
Olor Menta Menta Menta
Sabor Menta Menta Menta
(dulce) (dulce) (dulce)
FISICOQUIMICAS Densidad | 1.030 g/mL 1.028 g/mL 1.028g/mL
pH 6.6 6.8 6.7

Fuente: Datos experimentales del estudio
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ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En la tabla N°38 se muestran los resultados de las caracteristicas organolépticas
y fisicoquimicas de los colutorios a base de los extractos de Chili chili (G. ruizii)
y Sacha paraccay (C. parviflora). Los colutorios elaborados con los extractos
alcohdlicos de G. ruiziiy C. parviflora presentaron caracteristicas organolépticas
homogéneas: color verde, aroma y sabor a menta dulce, lo cual resulta agradable
para el uso oral. Desde el punto de vista fisicoquimico, los valores de pH
obtenidos fueron de 6.6, 6.8 y 6.7 todos cercanos a la neutralidad (pH ~7), lo cual
es optimo para productos bucales ya que valores acidos pueden dafar el esmalte
dental y valores alcalinos pueden irritar los tejidos gingivales. La densidad fue en
torno a 1.028-1.030 g/mL la cual es la adecuada para mantener la viscosidad y

permanencia del producto en la cavidad oral. (61)

4.7.2. CONTROL MICROBIOLOGICO DE LOS COLUTORIOS ELABORADO A
BASE DE LOS EXTRACTOS ALCOHOLICOS AL 70% DE G. ruizii (Chili chili)
y C. parviflora (Sacha paraccay)

Tabla 39. Control microbiolégico de los colutorios elaborados a base de los
extractos alcohdlicos al 70% de G. ruizii (Chili chili) y C. parviflora (Sacha
paraccay)

CRITERIOS BACTERIAS Y COLUTORIO RESULTADO
HONGOS

Criterio imperativo Salmonella Chili chili Ausencia
La presencia de este (G. ruizii)
microorganismo  indica C. parviflora (Sacha Ausencia
riesgo  elevado, la paraccay)
prueba debe resultar — PEITT :

. G. ruizii (Chili chili) y C. Ausencia
negativa .

parviflora (Sacha paraccay)

Criterios Coliformas Chili chili Ausencia
indicativos de fecales (G. ruizii)
higiene (Escherichia coli) C. parviflora (Sacha Ausencia
La presencia indica la paraccay)
deﬁCiT“Ciat df; higie”edy G. ruizii (Chili chili) y C. Ausencia
por lo tanto puede :
rechazarse. parviflora (Sacha paraccay)
Criterios de alerta o Aerobios Chili chili Ausencia
limites criticos mesofilos, (G. ruizii)
El producto no debe hongos y C. parviflora (Sacha Ausencia
exced’e.r los limites levaduras paraccay)
especificos G. ruizii (Chili chili) y C. Ausencia

parviflora (Sacha paraccay)
Fuente: Datos experimentales del estudio
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ANALISIS DE RESULTADOS

En la tabla N° 39 se observan los resultados del control microbioldgico de los
colutorios elaborados a base de extractos alcohdlicos de Chili chili (G.ruizii) y
Sacha paraccay (C. parviflora). Los resultados indican que los colutorios se
encuentran libres de Salmonella, Coliformas fecales (Escherichia coli), Aerobios

mesofilos, hongos y levaduras.

El control microbiologico se realizd bajo los criterios de la Norma Sanitaria que
instituye los criterios microbioldgicos de la calidad sanitaria y la inocuidad para
todos los alimentos y las bebidas que sean de consumo humano indicados por
la DIGESA y el MINSA 2008 lo que indica que los colutorios se encuentran

idoneos para el uso correspondiente (79).

4.8. PRUEBA DE IRRITABILIDAD POR EL METODO HET — CAM

Tabla 40. Pruebas de irritabilidad de los colutorios elaborados con los
extractos alcohdlicos al 70% de G. ruizii (Chili chili) y C. parviflora (Sacha

paraccay) por el método HET-CAM

MUESTRAS TIEMPO DE REACCION EN SEGUNDOS PROMEDIO CLASIFICACION
HEMORRAGIA LISIS COAGULACION

298 298 275 0.9 NO IRRITANTE
Colutorio 300 295 270 1.1 IRRITANTE
Chili chili LEVE
301 297 280 0.7 NO IRRITANTE
300 298 298 0.2 NO IRRITANTE
Colutorio 292 290 289 0.8 NO IRRITANTE
Sacha 208 300 285 0.6 NO IRRITANTE
paraccay
Colutorio 208 285 284 0.9 NO IRRITANTE
(Chili chili y 290 289 286 0.9 NO IRRITANTE
Sacha 294 290 290 0.7 NO IRRITANTE
paraccay)
Suero 300 301 301 0.02 NO IRRITANTE
fisiologico 301 301 301 0 NO IRRITANTE
301 301 301 0 NO IRRITANTE

Fuente: Datos experimentales del estudio
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ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

En la tabla N° 40 se observan los resultados de la prueba de irritabilidad. La
evaluacion de los colutorios mediante la prueba HET-CAM (membrana

corioalantoidea del embridén de pollo) mostro que:

El colutorio elaborado solo con G. ruizii presenté resultados entre no irritante e
irritante leve segun el tiempo de reaccion. Los colutorios elaborados con C.
parviflora asi como la combinacién de ambos extractos fueron clasificados como
no irritantes con tiempos de respuesta similares al suero fisiolégico considerado

el control negativo.

Segun Arias Mayta (2023) (82), los valores promedio obtenidos se encuentran
dentro de los rangos establecidos para productos seguros y bien tolerados por
mucosas. Estos resultados indican que los colutorios pueden utilizarse sin

generar irritacion aguda.

El ensayo HET-CAM es un método in vitro alternativo a la experimentacion
animal, desarrollado para evaluar la potencial irritabilidad de sustancias quimicas
y cosméticas sobre mucosas como la oral. Esta prueba emplea la membrana
corioalantoidea, un tejido altamente vascularizado que permite identificar

procesos inflamatorios y hemorragicos de forma sensible y ética.

Dado el creciente rechazo a las pruebas en animales métodos como HET-CAM
representan una alternativa confiable y bioética para asegurar la inocuidad de
productos de higiene. En este estudio, todos los colutorios evaluados cumplieron

con los estandares lo que demuestra su seguridad para uso oral (83).
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CONCLUSIONES

1. Se comprobd que el colutorio elaborado a base de extractos alcohdlicos al
70% de Chili chili (Geranium ruizii Hieron. vel sp. aff.) y Sacha paraccay
(Colignonia parviflora (Kunth) Choisy) present6 actividad antibacteriana frente a

Streptococcus mutans y actividad antifungica contra Candida albicans in vitro.

2. Los extractos alcohdlicos al 70% obtenidos por maceracién presentaron un
rendimiento de 21,17 % y 14,60 % para Chili chili (Geranium ruizii Hieron. vel sp.

aff.) y Sacha paraccay (Colignonia parviflora (Kunth) Choisy) respectivamente.

3. La caracterizacion fitoquimica cualitativa revel6 la presencia de metabolitos
secundarios como alcaloides, azucares reductores, saponinas, flavonoides,

quinonas, taninos, glicosidos, aminoacidos, triterpenos y esteroides.

e El extracto de Chili chili (Geranium ruizii Hieron. vel sp. aff.) al 70%
presentd una cantidad elevada de compuestos fendlicos, flavonoides,
taninos y glicésidos; y una menor proporcion de quinonas, triterpenos y
esteroides.

e El extracto de Sacha paraccay (Colignonia parviflora (Kunth) Choisy) al
70% mostré6 abundante cantidad de taninos, glicésidos, azucares

reductores, triterpenos y esteroides.

Se identifico que la actividad antibacteriana y antifungica estan relacionadas con

la presencia de taninos, saponinas, compuestos fendlicos, quinonas y glicésidos.

4. La concentracion minima inhibitoria bacteriostatica del extracto de Chili chili
(Geranium ruizii Hieron. vel sp. aff.) al 70% frente a Streptococcus mutans fue

de 14 pg/mL, mientras que la concentracion minima bactericida fue de 16 ug/mL.
5. El extracto de Sacha (Colignonia parviflora (Kunth) Choisy) al 70% presenté

una concentracion minima fungistatica de 16 pyg/mL y una concentracién minima

fungicida de 32 ug/mL frente a Candida albicans.
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6. Se formulo y elaboré exitosamente un colutorio (forma farmacéutica liquida de
uso topico oral) empleando extractos alcohdlicos al 70%de Geranium ruizii
Hieron. vel sp. aff. (Chili chili) y Colignonia parviflora (Kunth) Choisy (Sacha
paraccay), a concentraciones finales de 1.28 mg/mL y 2.56 mg/mL

respectivamente, logrando una mezcla homogénea y estable.

7. Se determin6 que los colutorios elaborados poseen una actividad
antibacteriana y antifungica significativa mediante el método de difusion en agar.

Los resultados destacan los siguientes hallazgos:

e Frente a Streptococcus mutans: El colutorio basado en G. ruizii presento
un halo de inhibicion promedio de 19 mm. No obstante, la combinacién de
ambos extractos potencio la actividad antimicrobiana alcanzando los 20.2
mm, lo cual demuestra un efecto sinérgico aproximandose a la eficacia de
los controles comerciales Perio Aid (22 mm) y Bucoxidina (22.8 mm).

e Frente a Candida albicans: El colutorio con C. parviflora genero un halo
de inhibicion de 19 mm. Al igual que en el ensayo bacteriano, la férmula
combinada incrementod la efectividad a 20.6 mm, mostrando una potencia
analitica equiparable a los controles comerciales Perio Aid (20.8 mm) y

Bucoxidina (21.8 mm).

8. Las caracteristicas organolépticas, fisicoquimicas y microbiolégicas de los
colutorios elaborados cumplieron con los estandares establecidos en cuanto a
color (verde), olor (menta), sabor (menta - dulce), densidad (1.028 g/mL) y un pH

de 6.7; sin presentar alteraciones ni contaminaciones microbiologicas.

9. La evaluacion de irritabilidad oral mediante el método in vitro HET-CAM
mostré que los colutorios elaborados con extractos alcohdlicos al 70% de Chili
chili (Geranium ruizii Hieron. vel sp. aff.) y Sacha paraccay (Colignonia parviflora
(Kunth) Choisy) no presentaron efecto irritante, lo cual respalda su uso seguro

como producto de aplicacion tépica oral.
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SUGERENCIAS

A LAS AUTORIDADES DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO
ABAD DEL CUSCO

Implementar y asegurar la funcionalidad de los equipos de laboratorio.

El aseguramiento de la fecha de caducidad de reactivos utilizados en
laboratorios.

Implemetar mas materiales de laboratorio, reactivos y equipos.

Agilizar el tiempo de los tramites.

A LOS DOCENTES DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y
BIOQUIMICA

Fomentar a los estudiantes a la realizacion de mas investigaciones
cientificas.

Capacitar a los alumnos en el uso de lo equipos.

Promover a la publicacién de trabajos de investigacion en revistas

cientificas.

A LOS ALUMNOS DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y
BIOQUIMICA

Continuar con investigaciones cientificas que promuevan el uso de
plantas medicinales de la region.

Realizar un andlisis cuantitativo de los metabolitos secundarios de Sacha
Paraccay (Colignonia parviflora (Kunth) Choisy).

Fomentar nuevos métodos alternativos in vitro como el método HET-CAM
con el objetivo de aminorar la manipulacién de animales en los trabajos
de investigacion.

Estandarizacion del Colutorio con Marcadores Quimicos: Realizar
estudios de cuantificacion utilizando patrones de referencia para asegurar
que cada lote del colutorio elaborado con Geranium ruizii y Colignonia
parvifiora mantenga siempre la misma concentracién de principios
activos.
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Comparacion con Patrones de Control Positivo: En los ensayos de
actividad antibacteriana y antifungica, comparar el efecto del colutorio
experimental frente a patrones de uso clinico (como la Clorhexidina al
0.12% o Nistatina), para determinar la eficacia relativa de tu formulacion
frente a los tratamientos estandar actuales.

Pruebas de Estabilidad y Conservacion: Evaluar la estabilidad fisica,
quimica y microbiologica del colutorio bajo condiciones de estrés,
utilizando patrones para monitorear si los metabolitos secundarios se
degradan con el tiempo o pierden su potencia antimicrobiana.
Optimizacion de la Formacién de Pelicula: Sugerir el estudio de la
sustantividad del colutorio en la mucosa oral, empleando métodos in vitro
que permitan medir cuanto tiempo permanecen los metabolitos

(identificados mediante patrones) en la cavidad bucal tras el enjuague.
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ANEXO 1. Formato de recoleccién y secado de la muestra vegetal

GENERALIDADES

NOMBRE DE LA PLANTA Chili chili Sacha paraccay
(G. ruizzii) (C. parviflora)
FECHA
HORA

LUGAR DE RECOLECCION

NOMBRE DEL RECOLECTOR

RECOLECCION

CARACTERISTICAS DE LA
PLANTA

PARTE DE LA PLANTA A
RECOLECTAR

CANTIDAD A RECOLECTAR

SECADO

FECHA DE INICIO DE SECADO

LUGAR DE SECADO

OBSERVACIONES

Fuente: Datos experimentales del estudio
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ANEXO 2. Formato del porcentaje de humedad

MUESTRA Chili chili (G. ruizii) Sacha paraccay
VEGETAL (C. parviflora)
PESO PESO | % DE PROMEDIO | PESO PESO % DE PROMEDIO
N° DE LA DE LA | HUMEDAD | DEL % DE DE LA DE LA | HUMEDAD | DEL % DE
PLANTA | PLANTA HUMEDAD | PLANTA | PLANTA HUMEDAD
FRESCA | SECA FRESCA | SECA
1
2
3

Fuente: Villar del Fresno, Angel M. Farmacognosia General (62)
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ANEXO 3. Formato de pruebas de solubilidad del extracto alcohélico al 70% del Chili chili (G. ruizii) y Sacha paraccay (C.

Leyenda:

parviflora)
MUESTRA VEGETAL
SOLVENTE Chili chili Sacha paraccay
(G. ruizii) (C. parviflora)
Agua destilada
Acetona
Cloroformo

Etanol 70%

Etanol 96%

Hexano

Metanol

Nacl

Muy soluble: + + +
Soluble: + +

Poco soluble: +
Insoluble: -

Fuente: Villar del Fresno, Angel M. Farmacognosia General (62)
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ANEXO 4. Formato de analisis fitoquimico cualitativo del extracto alcohdlico al 70% del Chili chili (G. ruizii) y Sacha

paraccay (C. parviflora)

MUESTRA VEGETAL

PRUEBAS

Extracto alcohdlico del Chili chili (G.

ruizii)

Extracto alcohédlico del Sacha paraccay

(C. parviflora)

Alcaloides

Azucares reductores

Saponinas

Flavonoides

Quinonas

Taninos

Aminoacidos

Fuente
LEYENDA:
e Abundante cantidad +++
e Regular cantidad ++
e Poca cantidad +
e Ausencia —

: Jean Bruneton. Farmacognosia. Fitoquimica de plantas medicinales. (84)
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ANEXO 5. Formato de recoleccion de datos sobre halos de inhibicion de los extractos alcohdlicos al 70%

CEPA
ATCC
DATOS FECHA
GENERALES
LUGAR
Extracto alcohdlico | Extracto alcohdlico al 70% de Sacha paraccay
Concentracion | al 70% de Chili chili C ifl
N° del extracto (G. ruizii) (C. parvifiora)
alcohdlico
| ] ]| PROMEDIO I Il ] PROMEDIO
(mm) | (mm) | (mm) (mm) (mm) | (mm) | (mm) (mm)
DATOS DE 1
HALOS DE 2
INHIBICION 3
4
5
6
7
8
9
10

LEYENDA:

I: Numero de prueba
Il: Numero de prueba
Ill: Nimero de prueba

Fuente: Datos experimentales del estudio
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ANEXO 6. Formato de recoleccién de datos sobre halos del colutorio elaborado con el extracto alcohdlico y colutorios

LEYENDA:

A: Colutorio elaborado con extracto alcohdlico al 70% de Chili Chili (G. ruizii).

comerciales

ACCION ANTIBACTERIANA

ACCION FUNGICA

COLUTORIOS ELABORADOS COMERCIAL ELABORADOS COMERCIAL
B C D E B C D E

m § Sabor
t E Color
1]
'5'§ Olor
§ <Z( Aspecto
3¢

o
» 3
wo Densidad
m —
w =
[ yi=)
(&)
58 | e
Sa

TR
WwwZ I (mm)
Qa9 [ || (mm)
0w wo
'9 Om I (mm)
< < I | PROMED
OTZ | |10 (mm)

Fuente: Datos experimentales del estudio

B: Colutorio elaborado con extracto alcohdlico al 70% de Sacha Paraccay (C.parviflora).
C: Colutorio elaborado con 50% de extracto alcohdlico de Chili Chili (G. ruizii) y 50% de extracto alcohdlico de Sacha Paraccay (C.parviflora).
D: Colutorio con principio activo de Clorhexidina digluconato y Cetilpiridinio (Bucoxidina 0.05%)
E: Colutorio con principio activo de Clorhexidina (Perio- Aid®)
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ANEXO 7. Prueba de irritacion por el método HET - CAM

MACROSCOPICA
INDICE DE IRRITABILIDAD
COLUTORIO | HUEVOS | _Tiempode Tiempo de Tiempo de

aparicion de aparicion de aparicion de

hemorragia lisis coagulacion
1
A 2
3
1
B 2
3
1
C 2
3

Fuente: Datos experimentales del estudio

LEYENDA:
A: colutorio elaborado con el extracto alcohdlico al 70% de de Chili Chili (G. ruizii).

B: colutorio elaborado con el extracto alcohdlico al 70% de Sacha Paraccay (C.parviflora).

C: colutorio elaborado con 50% de extracto alcohdlico de Chili Chili (G. ruizii) y 50% de extracto alcohdlico de Sacha Paraccay (C.parviflora).
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ANEXO 8. Identificacion de las plantas por el Herbario Vargas Cuz
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ANEXO 9. Certificado de la cepa bacteriana Streptococcus mutans ATCC 27175

Ticrobiologics 3

'\\_."

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release
Specifications Expiration Date: 2023/8/31
Release Information:

Microorganism Name: Streptococcus mutans
Catalog Number: 0266 Quality Control Technologist: Madison € Vogt

Lot Number: 266-34"* Release Date: 2021/9/16
Reference Number: ATCC® 25175™*
Passage from Reference: 2

Performance

Macroscoplc Features: Medium:
Two colon! s; small, circular, dome shaped, entire edge, white and the SBAP
other is snmzpc?rcu?ar and translucent. P 9

Microscopic Features: Method:

Small gram positive coccl to ovoid cells occurring singly, in pairs and Gr. in
predorrﬁnatelfﬁ'léwaems ' urring singly, in pai am Stain (1)

.| 1D System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results
See attached ID System results document. (1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): negative
Amanda Kuperus
Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE
\ "M}wﬂuﬁwsmxa@‘nmbﬂ sppearing on the product label and packing siip are merely @ packaging event number. The lot number displayed on this
) Refer to the ench product insart for use and fe f
| products are ble to a gnized culture collect]
./"-.\:\
hY
{l

lACClEDITEDI
REFERENCE WATERIAL PRODUCER
CERT #2433.02

* i i \TCC Licensed Derivati
) InS s of ATCC. mﬂm’:g?n:m 105 Hess vadom ars B 1S SF prosuees G @laha Jrnnagsrscsg

»
ATCC nied ) e

ST, {1) Thesa tests ars accredited lo ISONEC 17025

¥,

lACClEDITEDI

TESTING CERT #2655.01

—~via
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ANEXO 10. Certificado de la cepa Candida albicans ATCC 10231

Specifications ' ’ 2

Microorganism Name: Candida albicans Release Information:

Catalog Number: 0443 Quality Control Technologist: Kassandra L Hall
Lot Number: 443-1359**

Release Date: 2022/3/24
Reference Number: ATCC® 10231™*
Passage from Refer 3

Expiration Date: 2024/1/31

Performance
Macroscoplc Features: Medium:
Small to medium, white, circular, convex, dull colonies. Nutrient
Microscopic Features: Method:
Gram positive, ovoidal, budding yeast cells. Gram Stain (1)
| 1D System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results
See attached 1D System results document.

(1) Germ Tube Test: positive
(1) Chlamydospore production: positive

Lhnat e

Amanda Kuperus
Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE
"Dl_sda}{:g&'l"'ho fast mz&of the lo\_numbu appearing on the product label and packing siip are merely a packaging event number. The ot number displayed on this

A Refer to the enclosed product Insert for

J pi are ble to a

culture collecti

——

B
)

!ACCRED'TED'

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT #2835.02

arcc eesed ) O RACR UFAHEE RRORRR SRR EATSS LTRSS TR AR 2 eSS SRR RS
Derivative
TN

L\

(1) These tests are accredited to ISOEC 17025.

1

|ACCREDITED'

TESTING CERT #2655.01
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ANEXO 11. Certificado del analisis microbiolégico de los extractos de las

plantas estudiadas

LABORATORIO CLINICO Y ANATOMIA PATOLOGICA “SISLAB"

@MB “Discrecion Eficiencia e Investigacion”

CONTROL MICROBIOLOGICO DE EXTRACTOS ALCOHOLICOS

PRODUCTOS: )
- Extracto alcohélico de CHILI CHILI {Geranlum filipes Killip)

- Extracto alcohdlico de SACHA PARACCAY (Colignonia parviflora var. biumbeliata
Rafinesque)

SOLICITANTES:
- Bach. Dania Edith Mamani Coaquira
- Bach. Claudia Verénica Santander Ramirez

LUGAR Y FECHA: Cusco 15 de Noviembre del 2023
INDICADORES MICROBIOLOGICOS:
1. Criterio imperativo: Presencia de Salmonella Spp (Agar SS).
2. Criterio indicativo de higiene: Presencia de Coliformes fecales — Escherichia Coli (Agar
Mc Conkey).
3. Criterio de alerta o limites criticos:
- Recuento de microorganismo Aerobios Mesdfilos Viables (Agar Plate Count).
- Recuento de Hongos y Levaduras (Agar Sabouraud).

REPORTE DE RESULTADOS DEL CONTROL MICROBIOLOGICO DE EXTRACTO
ALCOHOLICO DE CHILI CHILI (Geranium filipes Killip)

LIMITES

CRITERIOS RESULTADOS MICROBIOLOGICOS | OBSERVACIONES
PERMISIBLES (LMP)

Criterio Ausencia de Salmonella | El extracto alcohdlico de
Imperativo Spp CHIL1 CHILI (Gemnlum
Negativo filipes Killip) cumple con

los LMP.
Criterio indicativo Ausencia de Escherichia | El exlracto alcohélico de
de higiene Negativo Coli CHILI CHILI (Geranium
filipes Killip) cumple con

los LMP.

El exiracto alcohdlico de

Negativo 107*-10""' UFC CHILI CHIL! (Geranium
(<1074 UFC) filipes Killip) cumple con
los LMP,

Criterio de alerta
o limites criticos

El extraclo alcohdlico de

Negalivo 107%-10"* UFC CHILI CHILI (Geranium
(10 2 UFC) filipes Killip) cumple con
los LMP.

Brando Dino Salcedo Ramos

Laboratorio Clinico Y Anatomia Patolégica Lsborzzuna Nyt 0 y fAaeik

DIRECCION POSTAL Av . la Cultura N' 1400 Of 102 Wanchaq - CUSCO
TELEFONOS : TEL 084 265241 RPC 942 727417 944 214527 , Correo Electrénico sislab@gmall.com

Brando Dino Salcedo Ramos

Laboratorio Clinico Y Anatomia Patolégica
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EISLAB

LABORATORIO CLINICO Y ANATOMIA PATOLOGICA “SISLAB"

“Discrecién Eficlencia e Investigacion”

REPORTE DE RESULTADOS DEL CONTROL MICROBIOLOGICO DE EXTRACTO
ALCOHOLICO DE SACHA PARACCAY (Coalignonia parvifiora var. blumbellata Rafinesque)

LIMITES
CRITERIOS RESULTADOS MICROBIOLOGICOS | OBSERVACIONES
PERMISIBLES (LMP)
El extracto alcohdlico de
Criterio (Sé\(ﬁHA l PARAC%AY
Negallvo Ausencia de Salmonella olignonia  parviflora
e 4 Spp var. blumbellata
Rafinesque) cumple con
los LMP.

Criterio indicativo
de higlene

El extracto alcohdlico de
Ausencia de Escherichia | SACHA PARACCAY
Negalivo Coli (Colignonia parviflora
var. biumbellata
Rafinesque) cumple can
los LMP.

Criterio de alerta
o limites critlcos

El extracto alcohdlico de
SACHA PARACCAY

Negativo 107*-10"' UFC (Colignonia parviflora
(<1072 UFC) var. biumbeliata
Rafinesque) cumple con
los LMP.

El exlracto alcoholico de
SACHA PARACCAY

Negativo 10°2-10"? UFC (Colignonla parviflora
(102 UFC) var. biumbellala
Rafinesque) cumple con
los LMP.

CONCLUSION:

Las muestras de extractos alcohdlicos da CHIL! CHILI (Geranium filipes Killip) y SACHA

PARACCAY (Colignonia parviflora var. biuntc =13 Rafinesque) no presentan microorganismos

patégenos, indicando la adecuada higiens e of proceso de maceracién de los extractos

alcohdlicos desde el punio de vista microbolégiso.

Brando Dino Salcedo Ramos

Laboratorio Clinico Y Anatomia Patolégica

Brando Dino Salcedo Ramos

Laboratorio Clinico Y Anatomia Patolégica

DIRECCION POSTAL Av. la Cultura N* 1400 Of 102 Wanchaq - custo

TELEFONOS : TEL D84 265241 RPC 942 727417 544 214527 , Correa Elecudnico shilab@gmall.com
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ANEXO 12. Certificado del analisis microbiolégico de los colutorios elaborados

LABORATORIO CLINICO Y ANATOMIA PATOLOGICA “SISLAB”

@M.B “Discrecién Eficlencia e Investigacion”

ANALISIS BACTERIOLOGICO DE COLUTORIOS ELABORADOS

PRODUCTOS: . .
- Colutorio de extracto alcohdlico de CHILI CHIL! (Geranium filipes Killlp)

. Colutorio de extracto alcohtlico de SACHA PARACCAY (Colignonia parviflora var.
biumbellata Rafinesque)

. Colutorio de extracto alcohdlico de CHILI CHILI (Geranlum filipes Killip) y extracto
alcohdlico de SACHA PARACCAY (Colignonia parvifiora var. biumbellata Rafinesque)

SOLICITANTES:
- Bach. Dania Edith Mamani Coaquira

- Bach. Claudia Verénica Santander Ramirez

LUGAR Y FECHA: Cusco 15 de Noviembre del 2023

REPORTE DE RESULTADOS:
CRITERIOS BACTERIOLOGICOS
COLUTORIOS
Staphylococcus Pseudomonas Recuento de Bacterlas Coliformes totales
aureus aeruginosa Aeroblas Mesofilas
UFC/iml UFCMmI UFCiml
Extracto alcohélico de
CHIL! CHILI (Geranium Negativo Negativo Negativo Negativo
filipes Killip)
Extracto alcohélico de
SACHA PARACCAY
(Colignonia parvifiora
var. biumbellata Negativo Nagative Negativo Negativo
Rafinesque)

Extracto alcohdlico de
CHILI CHILI (Geranium
filipes Killip) y extracto
alcohdlico de SACHA
PARACCAY Negativo Negativo Negativo Negativo
{Colignonia parvifiora
var. biumbellata
Rafinesque)

CONCLUSION:
Los colutorios de los extractos alcohdlicos de CHILI CHILI (Geranium filipes Killip) y SACHA

PARACCAY (Colignonia parviflora var. biumbellata Rafinesque) no presentan microorganismos
patégenos indicando la adecuada higiene en el proceso elaboracion de los colutorios, Los
resullados se encuentran denltro de los limites de aceptacion de los criterios de aleria - limites
criticos e indicativos de higiene aprobados por el Minislerio de Salud-Resoluciéon inisterial
N°615-2003-SA/DM. ;

DIRECCION POSTAL Av. la Cultura N° 1400 Of102 wanchag - CUSCO
YELEFONOS : TEL 084 265241 RPC 342 727417 544 214527 , Correo Electrénico sislab@gmail.com

Brando Dino Salcedo Ramos

Laboratorio Clinico Y Anatomia Patolégica
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ANEXO 13. Certifcado de los huevos usados para la prueba de irritaciéon por el
método HET-CAM

Mgt. Martha Vanessa Fernanda Baca
Campos

BIOLOGA
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ANEXO 14. Agar Sangre

Uso:

Es un medio de cultivo utilizado para aislar microorganismos exigentes y con
reacciones de hemolisis, esto al ser suplementado con sangre ovina.

Fundamento:

- Lainfusion de musculo de corazon y la peptona, otorgan al medio un alto valor
nutritivo, que permite el crecimiento de una gran variedad de microorganismos,
aun de aquellos nutricionalmente exigentes.

- El cloruro de sodio mantiene el balance osmadtico y el agar es el agente
solidificante.

- Elagregado de 5-10 % sangre ovina desfibrinada estéril promueve el desarrollo
de bacterias exigentes en sus requerimientos nutricionales y la adecuada
observacion de las reacciones de hemadlisis.

Férmula (de gramos en litros):

Infusion de musculo de corazén: 375.0

Peptona: 10.0

Cloruo de sodio: 5.0

Agar: 15.0

pH final: 7.3+ 0.2

Nota: la infusion de musculo de corazén es equivalente a 10 g de polvo.

Instrucciones:

Suspender 40 g del polvo en 1 litro de agua purificada. Dejar reposar 5 minutos y
mezclar perfectamente hasta obtener una suspension homogénea. Calentar con
agitacion frecuente y hervir 1 minuto para disolucion total. Esterilizar a 121 °C durante
20 minutos.

Preparacion de agar sangre:

1. Agregar 5-10 % de sangre ovina desfibrinada estéril al medio esterilizado,
fundido y enfriado a 45-50 °C.
2. Homogenizar y distribuir en placas Petri esterilizados.

Fuente: britanialab.com
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ANEXO 15. Caldo Muller Hinton

Usos:

Es un test de sensiblidad para determinar la concentracion minima inhibitoria de
bacterias aisladas. También se desarrollé para el cultivo de Neisseria patogena y otros
microorganismos exigentes. Tiene la misma formula que el Agar Mueller Hinton pero
puede usarse cuando se prefiere el medio fluido. EI Caldo Mueller Hinton tiene los
cationes de calcio, magnesio, manganeso y zinc ajustados de acuerdo con la Norma
ISO 16782. La infusidbn de carne y la peptona de caseina acida (H) proporcionan
nitrogeno, vitaminas, minerales y aminoacidos esenciales para el crecimiento. El
almidén en el medio actua como un factor de crecimiento, probablemente funciona
como un protector coloidal, y neutraliza los productos toxicos que se forman durante

el desarrollo de los organismos.
Formula de gramos sobre litros:

Peptona de caseina acida:17.5
Infusion de carne: 2

Fécula de maiz: 1.5

Preparacion:

Suspender 21 gramos del medio en un litro de agua destilada. Mezclar bien y disuelva
calentando con agitacion frecuente. Hervir durante un minuto hasta disolver por
completo. Distribuir en recipientes apropiados y esterilizar en autoclave a 121 °C
durante 15 minutos. NO SOBRECALENTAR.

Fuente: condalab.com
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ANEXO 16. Agar Muller Hinton

Uso:

Medio de cultivo recomendado universalmente para la realizacion de la prueba de
sensibilidad a los antimicrobianos.

Fundamento:

- Medio de cultivo nutritivo no selectivo que promueve el desarrollo microbiano.

- Presenta buena reproducibilidad lote a lote en las pruebas de sensibilidad.

- El contenido en inhibidores de sulfonamidas, trimetoprima y tetraciclina es bajo.

- La mayoria de los patégenos microbianos crece satisfactoriamente.

- Cuando se suplementa con sangre de carnero al 5%, permite realizar las
pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos en especies de estreptococos.
También, con el agregado de sangre puede utilizarse para el cultivo y
aislamiento de microorganismos nutricionalmente exigentes en forma rutinaria
en la realizacion del antibiograma en medio evidencia cientimca que avala el
uso de este medio de cultivo.

Composicion:

Infusion de carne: 300.0

Peptona acida de caseina: 17.5

Almidon: 1.5

pH final: 7.3 £ 0.1

Nota: la infusion de carne 300 g es equivalente a 3 g de polvo.

Instrucciones:

Suspender 22 g del polvo en 1 litro de agua purificada. Reposar 5 minutos. Calentar
con agitacion frecuente y hervir durante 1 minuto para disolucion total. Distribuir en
tubos o enotros recipientes apropiados y esterilizar en autoclave a 121°C por 15
minutos.

Fuente: britanialab.com
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ANEXO 17. Caldo BHI

Uso:
Medio solido apropiado para el cultivo de bacterias y hongos, incluyendo los de dificil
desarrollo.

Fundamento:

Es un medio muy rico en nutrientes, que proporciona un adecuado desarrollo
microbiano. La infusion de cerebro de ternera, la infusion de corazén vacuno y la
peptona, son la fuente de carbono, nitrégeno, y vitaminas. La glucosa es el hidrato de
carbono fermentable, el cloruro de sodio mantiene el balance osmotico y el fosfato
disodico otorga capacidad buffer. El agar es el agente solidificante.

El agar cerebro corazén mantiene los mismos principios que el cal- do para el cultivo
de estreptococos y otras bacterias exigentes. Puede ser suplementado con sangre
ovina desfibrinada estéril o con sangre equina desfibrinada estéril, permitiendo asi el
desarrollo de hongos de dificil crecimiento. Con el agregado de 10% de sangre de
caballo desfibrinada, fue utilizado para el crecimiento de Histoplasma capsulatum y de
hongos patogenos.

Por tratarse de un medio que contiene glucosa, no es un agar sangre apropiado para
la observacion de reacciones de hemdlisis, con el agregado de 20 Ul de Penicilina y
40 ug/ml de estreptomicina, se utiliza este medio para el aislamiento selectivo de
hongos patdgenos.

Formula (en gramos por litro):
Infusién de cerebro de ternera: 200.0
Infusién de corazon: 250.0

Peptona: 10.0

Cloruro de sodio: 5.0

Glucosa: 2.0

Fosfato disodico: 2.5

Agar: 15.0

pH final: 7.4 £ 0.2

Instrucciones:

Disolver 52 g del polvo en 1 litro de agua purificada. Calentar con agitacion frecuente
y llevar a ebullicion hasta su disolucién total. Distribuir en recipientes apropiados y
esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121°C.

Incubacién:

El tiempo, la temperatura, y la atmodsfera de incubacién, dependeran del
microorganismo que se quiera recuperar.

En general se recomienda:

Bacterias de facil crecimiento: en aerobiosis, a 35-37 ° C durante 18 a 24 horas.
Fuente: britanialab.com
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ANEXO 18. Método de microdilucion

La actividad antimicrobiana se evaluara mediante la determinacion de la
concentracion inhibitoria minima (MIC) utilizando el método de microdilucion descrito
por Wiegand et al. (2008). A una placa de 96 pozos, se agregara 50 UL del extracto
de compuestos fendlicos de cada hongo (diluido en medio Mueller-Hinton), a
concentraciones que varian entre 200 a 0.39 mg/mL. Luego, se agregara 50 pl de la
suspension bacteriana en medio Mueller-Hinton (alrededor de 105 UFC/mL). Las
microplacas se incubaran a 37 °C durante 18 a 20 h. La MIC se definira como la
concentracion mas baja que inhiba el crecimiento microbiano. Se utilizara cloruro de
2,3,5-trifeniltetrazolio (0.2 mg/mL) para evaluar el cambio de color del medio (de
incoloro a rosado), lo que indica crecimiento bacteriano (se agregara 50 ul y se
incubara por 30 min). El antibidtico utilizado como referencia sera amoxicilina

(concentracion inicial 64 mg/L). Todos los ensayos se realizaran por triplicado.

Fuente: lvan best (Actividad antimicrobiana in vitro en Agariccus ssp. Y Pleurotus spp)
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ANEXO 19. Archivo fotografico

Fotografia N° 1 Fotografia N° 2

Especie vegetal Chili chili (Geranium

Rt-a Especie vegetal Sacha Paraccay
ruizii Hieron. vel sp. aff.).

(Colignonia parviflora (Kunth) Choisy).

Fotografia N° 3 Fotografia N° 4

Recoleccion de la especie vegetal Sacha
Paraccay (Colignonia parviflora (Kunth)
Choisy).

Recoleccion de la especie vegetal
Chili chili (Geranium ruizii Hieron. vel
sp. aff.).

Fotografia N° 5

Ubicacion geogréfica del distrito de Ancahuasi donde
se realizo la recoleccion de las especies vegetales.
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Fotografia N° 6

Secado de la especie vegetal Chili chili
(Geranium ruizii Hieron. vel sp. aff.).

Fotografia N° 8

Molienda de la especie vegetal
(Geranium ruizii Hieron. vel sp. aff.).

Fotografia N° 10

Maceracion de las especie vegetales.

Fotografia N° 7

Secado de la especie vegetal Sacha Paraccay
(Colignonia parviflora (Kunth) Choisy).

Fotografia N° 9

Molienda de la especie vegetal Sacha Paraccay
(Colignonia parviflora (Kunth) Choisy).

Fotografia N° 11

Método de bafio Maria para extraccion
de la melasa.
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Fotografia N° 12 Fotografia N° 13

Pruebas de solubilidad del Chili chili (Geranium
ruizii Hieron. vel sp. aff.) en agua, metanol,
etanol 40°, etanol 70, etanol 96, acetato de etil,
aceton, cloroformo, éter etilic, bencina y

Pruebas de solubilidad del Sacha Paraccay
(Colignonia parviflora (Kunth) Choisy) en agua,
metanol, etanol 40°, etanol 70, etanol 96,
acetato de etil, aceton, cloroformo, éter etilic,

hexano. bencina y hexano.

Fot fia N° 14
otograiia Fotografia N° 15

Activacion de la cepa (S. mutans) y
sembrado en Agar sangre.

Fotografia N° 16

Crecimiento de la bacteria
(S. mutans) en el agar.

Activacion de la cepa (C. albicans) y
sembrado en Agar sabouraud.

Fotografia N° 17

Crecimiento del hongo
(C. albicans) en el agar.
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Fotografia N° 18

Microdilucion (CMI)

-Fila B, C, D y E: Concentraciones de
extracto G. ruizii (256,128, 64, 32, 13, 14, 12

y10 mg/uL)
-Pozos 2, 3 y 4 (G): Patrén (Amoxicilina).
-Pozos 6,7 y 8(G): Control positivo

)
-Pozos 9,10 y 11(G): Control negativo

Fotografia N° 20

Halos de inhibicion de las concentraciones
del extracto alcoholico de G. ruizi (Chili chili)

Fila 1: 14 pg/mL
Fila 2: 16 pg/mL
Fila 3: 32 pg/mL
Fila 4: Amoxicilina 64 mg/L

Fotografia N° 22

Fotografia N° 19

Elaboracién del colutorio.

Microdilucion (CMI)

-Fila B, C, D y E: Concentraciones de
extracto C. parviflora (256,128, 64, 32, 13,
14,12 y10 mg/uL)

-Pozos 2, 3 y 4 (G): Patron (Nistatina).
-Pozos 6,7 y 8(G): Control positivo

-Pozos 9,10 y 11(G): Control negativo

Fotografia N° 21

Halos de inhibicidn de las concentraciones
del extracto alcohdlico de C. parviflora (Chili
chili)

Fila 1: 16 yg/mL
Fila 2: 32 yg/mL
Fila 3: 64 pg/mL

Fila 4: Nistatina: 64 mg/L

Fotografia N° 23

Colutorio 1: Combinacién del extracto de Chili
chili y Sacha paraccay.

Colutorio 2: Extracto puro de Chili chili.

Colutorio 3: Extracto puro de Sacha paraccay.
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Fotografia N° 24

Fotografia N° 25

1: Halos de inhibicién del Perio Aid
(colutorio patrén) frente a S. mutans

2: Halos de inhibicion del colutorio
elaborado con la combinacién de Chili chili
y Sacha paraccay frente a S. mutans

Fotografia N° 26

Camara de incubacion de los huevos

1: Halos de inhibicion del colutorio
elaborado con la combinacion de Chili chili
y Sacha paraccay frente a C. albicans

2: Halos de inhibicién de la Bucoxidina
(colutorio patron) frente a C. albicans

Fotografia N° 27

Prueba de ovoscopia para la
evaluacion de huevos fértiles

Fotografia N° 28

Membrana corioalantoidea (CAM) y su red vascular
después de la exposicion a los colutorios.
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