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TEMA: EFECTO INHIBITORIO DEL EXTRACTO DE TORONJA (CITRUS
PARADISI) EN DIFERENTES CONCENTRACIONES SOBRE EL
STREPTOCOCCUS MUTANS. ESTUDIO IN VITRO

AUTOR: Vinicio Ramiro Maldonado Guacho
TUTORA: B.F. Maria Fernanda Caicedo Breedy

RESUMEN

La caries dental se la define como una patologia universal y de maltiples factores que se
caracteriza por la disolucién localizada y quimica de los tejidos duros de las piezas dentales
por la accidn de acidos organicos, resultado del metabolismo fermentativo de azlcares de
las bacterias.

Existen un sin fin de elementos los cuales son capaces de inhibir microorganismos bucales
los cuales estan asociados a la formacidn de la placa dental, entre los cuales se mencionan a
los antibioticos, agentes quimicos como la clorhexidina y a ciertos extractos vegetales.
Desde el inicio de la utilizacion de las plantas medicinales se conocian las propiedades
curativas de estas, pero se desconocian sus principios activos, es asi que el objetivo
planteado en este estudio de tipo experimental, fue determinar la capacidad inhibitoria de
extracto de toronja mediante la utilizacion de discos embebidos en esta sustancia en
concentraciones del 5, 25 y 50% utilizando clorhexidina al 0,12% como control positivo y
agua destilada como control negativo, sobre la cepa de Streptococus mutans, mediante la
medicién de los halos de inhibicion a las 24 y 48 horas.

Los resultados obtenidos en el presente estudio en ambos tiempos de analisis (24 y 48
horas), determinan que el efecto antimicrobiano del fruto del Citrus paradisi sobre
Streptococcus mutans es Nulo (-) en las concentraciones de 5% y 25% por el contrario en
la concentracion de 50% se observo sensibilidad a las 48 horas de exposicion del extracto
utilizando como referente la escala de sensibilidad de Duraffourd; inclusive se verifica que
las concentraciones de 5%, 25% y 50% son significativamente distintas al efecto
antimicrobiano de la clorhexidina sobre este microorganismo. En base a los resultados se
puede establecer que el extracto de toronja (Citrus paradisi) presenta efecto inhibitorio
sobre la cepa Streptococcus mutans mediante el estudio in vitro.

Palabras claves: Streptococcus mutans, Extracto de toronja, Inhibicién bacteriana,
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TOPIC: INHIBITORY EFFECT OF DIFFERENT CONCENTRATIONS OF
GRAPEFRUIT (CITRUS PARADISI) ON THE STRPTOCOCCUS MUTANS. IN VITRO
STUDY.

Author: Vinicio Ramiro Maldonado Guacho

Tutora: B.F. Maria Fernanda Caicedo Breedy

ABSTRACT

Dental caries is defined as a universal pathology, which results from several factors and
that is characterized by the localized and chemical dissolution of the hard tissues of the
teeth due to organic acids that result from the frmentative methabolism of the sugar of
bacteria.

There are countless elements capable of inhibiting oral microorganisms associated with the
formation of dental plague, amongst which we can mention antibiotics, chemical agents
such as chlorhrexidine and certain vegetable extracts, When the momemt medicinal plants
were first used, there were known their healing propertiers, but it was unknown what active
ingredient they had. This is an experimental study, propossed in order determine the
inhibitory effect of the grapefuit extract through disks sumerged in this substance in
concentrations of 5, 25 and 50%, using clorhexidin at 0,12% as positive control and
distilled water as negative control, over the strain of Streptococcus mutans. The inhibitory
halos were measures 24 and 48 hours after.

The results obtained in this study in both time periods (24 and 48 hours) determined that
the Citrus paradisi has no effect over the Streptococcus mutans (-) at 5% and 25%.
However, at 50% there was sensitivity after 48 hours of exposure, using the Duraffourd
scale as guide. It was even verified that concentrations at 5%, 25% and 50% are
significantly different to the antimicrobial effect of chlorhexidine over this microorganism.
Base don this results it was possible to establish that the grapefruit extract (Citrus paradisi)
has an inhibitory effect over the strain of Streptococcus mutans in the invitro study.

KEY WORDS: STREPTOCOCCUS MUTANS, GRAPEFRUIT, EXTRACT,
BACTERIAL INHIBITION.
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INTRODUCCION

La microbiota oral se caracteriza por ser extraordinariamente compleja en géneros y
especies. La mayoria de investigadores coinciden en sefialar que existen mas de 600
especies bacterianas en el ambiente oral. La interrelacion de la microbiota oral entre si,
expuesta a la accién de factores fisicos y quimicos del ambiente oral, define las

caracteristicas y composicion de los microrganismos orales. )

Es por esta razon que la caries dental es producto de un desequilibrio en el ecosistema oral
que lleva al predominio de una flora antes considerada normal en la cavidad oral y ahora
convertida en patégena. Como es conocido, la caries dental es un proceso patoldgico
infeccioso, multifactorial, localizado, posteruptivo y transmisible que destruye los tejidos

duros dentales. @

Desde el origen del hombre, las plantas estan relacionadas con el cotidiano vivir como
alimentos o medicamentos. Una expresion "la naturaleza que cura"”, dicha por Hipdcrates,
muestra que la medicina natural ha cambiado el desenvolvimiento del ser humano; la
Fitoterapia se ha definido como un medicamento obtenido exclusivamente de materias
primas activas de vegetales, por lo que el conocimiento de la eficiencia de su uso es de
mucha importancia. Su eficacia y seguridad son evaluadas a través de levantamientos
etnofarmacoldgicos de empleo, documentacién tecno cientifica en publicaciones o ensayos
clinicos. No se considera un medicamento fitoterapeutico que incluya sustancias activas
aisladas, de cualquier origen, ni las asociaciones de éstas con extractos vegetales. La
exploracion y conocimiento de la naturaleza como fuente de una amplia variedad de
moléculas bioactivas, el interés en terapias no convencionales que dejen a un lado los
productos sintéticos y la eficacia demostrada de un gran nimero de preparaciones
fitofarmacéuticas, ha llevado a elaborar diversos estudios sobre el uso de extractos de
origen vegetal. Es por eso que el presente estudio in-vitro esta enfocado en comprobar el
efecto inhibitorio del extracto de toronja sobre el Streptococcus mutans, ademas el de
encontrar los beneficios que este fruto podria aportar a la salud humana, ya que muchos de
los microorganismos cada vez presentan caracteristicas de resistencia a los diversos

tratamientos ya existentes. ©



CAPITULO |

1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde los estudios de Clark en 1924 hasta la fecha diversas investigaciones han asociado al
Streptococcus mutans con la formacion de caries dental de tal manera que en la actualidad
dicho microorganismo se considera como uno de los principales factores causales de la

enfermedad en el humano. ®

La variedad de especies de bacterias que estan presentes en los dientes y la mucosa del ser
humano que origina la placa bacteriana son del género Streptococcus, especificamente el
Streptococcus sobrinus y Streptococcus mutans. Estos microorganismos se encuentran en la
cavidad bucal y tiene la propiedad de colonizar para luego producir los acidos asociados

con la sacarosa que causan las caries. ®

La asociacion directa entre la presencia de microorganismos y la prevalencia de caries, la
naturaleza infecciosa de esta patologia y su reconocimiento, aislamiento e identificacién de
caracteristicas especificas de los gérmenes, han permitido determinar el nivel de riesgo
frente a la posibilidad de desarrollar caries, como también la severidad o grado de avance

que esta puede adquirir. ©

En cuanto a los microorganismos presentes en la cavidad oral de los pacientes con caries, la
necesidad de la prevencidn estomatoldgica integral es cada vez mas importante ya que al
profundizar la intervencion odontoldgica en el ataque a las causas de este problema,
considerando que por mucho tiempo se ha prestado mayor importancia a la reparacion de
los dafios que a evitar la influencia de factores desencadenantes de la patogenesis. En este
sentido, prevenir y curar enfermedades en individuos, familias y comunidades mediante
acciones en personas sanas y enfermas, para mantener o devolver el estado de salud e
impedir la posibilidad de recurrencia de problemas, es una de las acciones fundamentales

de la atencion primaria de salud.



Debe tomarse en cuenta la fitoterapéutica como una opcion natural viable tanto en el
ambito médico, como a un nivel social y econémico, en este sentido, se debe indicar que el
Ecuador es un pais con elevada biodiversidad natural lo cual se manifiesta en que el 80% de
la poblacién del pais utiliza medicina tradicional para el beneficio de la salud, en vista del
costo de los medicamentos y la limitada accesibilidad del servicio médico en las zonas
remotas. ® Es por esta razon que la elaboracion de un compuesto antimicrobiano de amplio
espectro como el extracto del Citrus paradisi el cual presenta caracteristicas y propiedades
como el de no ser toxico, rico en bioflavonoides, puede llegar a convertirse en una

alternativa viable para el tratamiento de afecciones bucales como es el de la caries dental.

Por lo antes mencionado se plantea el estudio del efecto inhibitorio del extracto toronja
(Citrus paradisi) sobre el microorganismo Streptococcus mutans tomando en consideracion
la evidencia en diferentes investigaciones sobre las ventajas y beneficios de la aplicacion de
diversas presentaciones (extracto, aceite, ungililento) que provienen de las plantas

medicinales ©

Basandose en lo mencionado anteriormente es que se formuld la siguiente interrogante:
¢Existe efecto inhibitorio del extracto de toronja (Citrus paradisi) a diferentes

concentraciones sobre la cepa de Streptococcus mutans?

1.1. JUSTIFICACION

En los paises de America Latina y entre ellos Ecuador, persisten culturas nativas que
conservan los conocimientos acerca del uso de las plantas, con formas de clasificacién de

enfermedades y seleccion de plantas ya definidas. @

En los ultimos afios ha florecido un interés hacia la Medicina Alternativa por parte de la

poblacién general, el cual se acrecienta cada dia y promueve una mayor demanda de



medicamentos basados en productos de origen vegetal, entre ellos los medicamentos

naturopaéticos, las esencias, los extractos, los multivitaminicos, entre otros.

Un informe emitido por el Ministerio de Salud Publica del Ecuador indica que los
resultados del Estudio Epidemioldgico Nacional de Salud Bucal en escolares menores de 15
afios en el pais, realizados en el 2009, indica que nifios a los 12 afios de edad, presentan un
promedio de piezas temporales cariadas, extraidas y obturadas del 13,5% y a los 6 afios de
edad con un 79,4%. 4

Patologias orales han sido tratadas con sustancias quimicas de origen sintético, lo que en
algunos casos han traido consigo efectos secundarios en la salud de las personas. Es por
ello que se ha visto en la imperiosa necesidad de encontrar nuevas alternativas para tratar
este tipo de patologias, que puedan inhibir los mecanismos de resistencia de los
microorganismos. Una alternativa potencial para obtener farmacos novedosos, es la

medicina de origen natural, la cual no genera efectos secundarios en la poblacion.

De esta forma se realizo la presente investigacion, considerando los fines de la ciencia
odontoldgica, entre los cuales se encuentra descubrir nuevas sustancias con la capacidad de
inhibir el crecimiento y proliferacion de microorganismos causantes de afecciones en la

cavidad bucal.

Un fruto que se conoce que presenta actividad antibacteriana es la toronja, un fruto
autoctono de Sudamérica y de alta prevalencia en el Ecuador. Este extracto ha sido usado
de manera empirica como antiflngico y antibacteriano, mas no se lo ha explotado en el
campo de la Odontologia, especialmente sobre cepas de Streptococcus mutans uno de los
microrganismos patdgenos de mayor prevalencia en las enfermedades de la cavidad

bucal.(?

Es por esta razén que se busca determinar si el extracto de toronja (Citrus paradisi) tiene
actividad antagonista sobre cepas de Streptococcus mutans y cual es la concentracion

adecuada que presenta mayor efecto inhibitorio.



1.2. OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo General

Determinar el efecto inhibitorio del extracto de toronja (Citrus paradisi) en diferentes

concentraciones (50%, 25% y 5%) sobre cepas de Streptococcus mutans.

1.2.2 Objetivos Especificos

- Evaluar la actividad inhibitoria del extracto de toronja (Citrus paradisi) al 50% de
concentracion a las 24 y 48 horas de incubacion sobre cepas de Streptococcus mutans.

- Establecer la actividad inhibitoria del extracto de toronja (Citrus paradisi) al 25% de
concentracion a las 24 y 48 horas de incubacion sobre cepas de Streptococcus mutans.

- Evaluar la actividad inhibitoria del extracto de toronja (Citrus paradisi) al 5% de

concentracion a las 24 y 48 horas de incubacion sobre cepas de Streptococcus mutans.

1.3 HIPOTESIS

1.3.1 Hipdtesis de investigacion, H1

El extracto de toronja (Citrus paradisi) presenta efecto inhibitorio sobre la cepa

Streptococcus mutans mediante el estudio in vitro.

1.3.2 Hipotesis nula, HO

El extracto de toronja (Citrus paradisi) NO presenta efecto inhibitorio sobre la cepa

Streptococcus mutans mediante el estudio in vitro.



CAPITULO II

MARCO TEORICO

2. Caries

2.1 Definicion

La caries dental, ha sido definida como un proceso patolégico y dinamico,
que se inicia desde los niveles subclinicos hasta los macroscopicos en esmalte vy

dentina, por lo que afecta los tejidos duros del diente.

La caries dental es una enfermedad multifactorial ‘4 convirtiéndose en un evidente
problema de salud bucodental crénica e infecciosa. Enfermedad dinamica que ocurre en la
estructura dentaria en contacto con los depdsitos microbianos y por el desequilibrio entre la
sustancia dental y el fluido de la placa circundante, lo que ocasiona una pérdida de mineral

de la superficie dental, cuyo signo es la destruccion localizada de los tejidos duros. )

2.2 Generalidades

Patologia que afecta tanto la corona como la raiz del diente y la ausencia de atencion causa
la pérdida del 6rgano dentario. Constituye, ademas, un foco de infeccion para el organismo
y para las personas que se vinculen con aquellas que estan infectadas. La lesion inicial,
denominada mancha blanca, es la primera evidencia visible de del proceso patoldgico sobre
la superficie del tejido dentario, su forma es determinada por la distribucion de la

biopelicula y la direccion de los prismas del esmalte. ®

Dentro de la lesién cariogénica presenta caracteristicas como la de presentar una superficie
de esmalte intacto con un aspecto blanco opaco tras el secado, mostrando al tacto una
superficie rugosa y aspera. Segun datos de la Organizacion Mundial de la salud (OMS),
unas 5 000 personas padecen caries dental, lo que equivale aproximadamente a 80 % de la
poblacién mundial, de manera que si se tiene en cuenta la cantidad de personas con estos

padecimientos, se pudiera hablar de la existencia de una pandemia de enfermedades
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dentales en el mundo y en América Latina. Su formacion y desarrollo estan condicionados

por el modo y estilo de vida de las personas..*”

2.3 Etiologia

La caries dental es una patologia en la que existe interaccion de tres factores principales: el
huésped (higiene bucal, la saliva y los dientes), la microflora (infecciones bacterianas) y el
sustrato (dieta cariogénica). Se puede atribuir ademéas de estos factores, a uno mas el
tiempo. Para que se forme una caries es indispensable que se den las condiciones de cada
factor sean favorables; es decir, un huésped susceptible, una flora oral cariogénica y un

sustrato apropiado que debera estar presente durante un periodo determinado de tiempo. &

Evidentemente, existe reconocimiento extenso de la importancia de los factores
microbioldgicos en relacion con la caries dental, y el Streptococcus mutans parece tener un
papel muy importante. Son numerosos Yy diferentes los estudios realizados, sin embargo,
todos los autores coinciden en que la génesis de la caries dental requiere la presencia de
varios factores de riesgo, de manera mas significativa, la colonizacion por Streptococcus

mutans, una deficiente higiene oral y un alto consumo de alimentos ricos en sacarosa. (**

Por Gltimo, factores como la variacion en el metabolismo del azucar y la disminucion en la

produccion de la saliva han demostrado influir en la etiologia de la caries. ?%

Factores
individuales

Susceptibilidad Microorganismos
dentaria

Sustrato de los Tiempo y frecuencia
microorganismos de accion de
las noxas

Figura No. 1. Esquema de Keyes modificado

Tomado de: Caries dental. U. A. del Estado de Hidalgo 2012



2.4 Desarrollo de la lesion cariosa

Las lesiones cariosas normalmente empiezan de manera oculta a la vista en las fisuras del
diente o en los espacios interdentarios. En su estadio inicial puede ser detenida e incluso

revertida pero en su fase avanzada se forma una cavidad. ¢V

Las lesiones cariosas se presentan generalmente en cuatro areas de los dientes:

e Fosetas y fisuras

e Superficies lisas

e Superficies radiculares

e Superficies adyacentes — restauraciones (caries recurrentes) 2

La evolucion de la lesion es determinada por el equilibrio entre los factores
protectores y los factores patoldgicos. Si los factores patoldgicos predominan, la

caries por ende progresa. ?®

Por lo tanto el desarrollo de la lesion cariosa toma un cierto periodo de tiempo que pueden
llegar desde meses hasta afios, la cual comienza con la pérdida de unos pocos atomos de
sales minerales que luego se incrementa a un porcentaje fijo hasta formar una cavidad, es

decir que durante el progreso de la lesidn existen procesos muy altos de desmineralizacion.

3. Biofilm

Con el transcurrir de la historia han sido diversas las definiciones asignadas a la placa
bacteriana, en la actualidad se la puede considerar o definir como depositos blandos que
forman una biopelicula que se adhiera la superficie dentaria o a otras superficies duras de la
boca. Infinidad de microorganismos se encuentran adheridos a superficies en donde se
agrupan constituyéndolas, denominadas biopeliculas, gran cantidad de estos microbios
son procariotas las cuales se agrupan y se adhieren como una estrategia para poder

sobrevivir, 24

Las patologias bucales relacionadas con los biofilms microbianos son en los que existe
mayor predominio del ser humano y afectan a gran parte de la poblacion mundial. De esta
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forma entonces podemos dar una definicion mas especifica al biofilm dental como una
comunidad bacteriana inmersa en un medio liquido, caracterizada por bacterias que se
hallan unidas a un substrato o superficie, 0 unas a otras, las cuales se encuentran
embebidas en una matriz extracelular producida por ellas mismas, y que muestran un

fenotipo alterado en cuanto al grado de multiplicacion celular.®

3.1 Formacion del biofilm

La placa dental es un ejemplo de biopelicula formada por combinaciones de cientos
de especies bacterianas que compiten para colonizar las superficies de la cavidad
oral. La asociacion de las bacterias en las biopeliculas orales no es aleatoria sino
que hay asociaciones especificas entre especies bacterianas. %

El biofilm oral, por lo tanto, se desarrolla por un proceso de colonizacion selectiva,
reproducible y secuencial. En los colonizadores iniciales predominan especies de

Actinomyces, Neisseria, Prevotella, Streptococcus y Veillonella. ¢

Los colonizadores secundarios como las fusobacterias coagregan con los
colonizadores iniciales y haran de puente para la coagregacién de nuevas bacterias,
destacando  (por su  potencial  patdgeno) las  especies  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis y Tannerella forsythia.®)

3.2 Formacién del biofilm sobre la superficie del diente

Sobre la superficie del esmalte se inicia la formacion de una capa delgada que oscila entre
0.1 y 1.0 um de espesor a la que se le denomina pelicula adquirida esta a su vez esta
compuesta por proteinas y glicoproteinas unidas a la hidroxiapatita del esmalte, dichas
proteinas provienen de elementos de la saliva y del fluido crevicular asi como también de
los desechos bacterianos. La pelicula formada opera como barrera de proteccion, ademas de

que funciona como un sitio de adherencia para los microorganismos. ?%

Mediante su organizacion el biofilm se ha convertido en un adversario para la cavidad
oral al cual se le debe hacer frente mediante mecanismos para que de alguna forma se
detenga su actividad y no causen patologias bucales, de manera que para disminuir su

colonizacion se podria realizarlo mediante cambios fisicos o0 quimicos en las
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superficies de la cavidad oral; ademas se pueden efectuar tratamientos  que
cambien el medio ambiente bacteriano, lo que imposibilitaria el desarrollo de
determinados biofilms; de esta forma, mediante un buen control de la placa
supragingival, se produciria un cambio en las condiciones ambientales subgingivales,
dificultando el desarrollo de biofilms patégenos. Por lo tanto los biofilms orales estan
considerados como los agentes etiologicos de las enfermedades bucales  mas
importantes como lo son la gingivitis o enfermedad periodontal, la caries dental y su

progresion avanzada. €%

4. Microbiologia oral

Antes de esta nueva era, se pensaba que el nUmero de microorganismos que colonizaban la
cavidad oral era de alrededor de 700 especies, hoy se cree que puede llegar a 19.000

filotipos. ¢V

El microbioma oral es mucho mas diverso de lo que se pensaba y que las infecciones orales
son de naturaleza polimicrobiana. Los microorganismos que residen en la cavidad oral y
sus interrelaciones inevitables son componentes esenciales para cambiar el equilibrio entre
salud y enfermedad. Por lo tanto, la comprension de lo que constituye las comunidades
microbianas en salud, en oposicién a la enfermedad, es un objetivo crucial en el estudio de
la microbiologia de la boca humana convirtiéndose en el portal de entrada a los tractos

gastrointestinal y respiratorio. ¢

Comprender la flora oral es una tarea compleja, debido a la gran variedad de héabitats
dentro de la mucosa oral. Esta variedad de habitats en esta mucosa dependen de
las concentraciones de oxigeno, la disponibilidad de nutrientes, la temperatura, la

exposicion a factores inmunoldgicos v las caracteristicas anatomicas. ©%
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Figura No 2. Distribucion de las bacterias en la boca humana

Tomado de: Streptococcus mutans y caries dental. Ojeda G. Juan 2013

La distribucion de algunos de estos microorganismos, especialmente de las especies del
género Streptococcus se encuentran en una alta proporcion en tejidos blandos, saliva y en la
lengua. Las especies del género Actinomyces se encuentran a nivel supra e infragingival

y en fisuras de la lengua. ¢

Otras bacterias como Veillonella parvula y Neisseria mucosa pueden ser aisladas en todos
los habitats orales. También puede existir colonizacion intracelular en células epiteliales de
la cavidad oral por complejos bacterianos constituidos por Aggregatibacter

actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis y Tannerella forsythia. ¢
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Las bacterias que mas predominancia que se encuentran presentes en la boca son tres
especies que hacen relacionadas con la caries dental. El Streptococcus, con las subespecies
S. mutans; Lactobacillus, y los Actinomyces. En la actualidad se considera que la cavidad
oral del ser humano es el nicho ecoldgico con mayor biodiversidad conocido hasta la fecha,
siendo este el momento de gran importancia en la ecologia microbiana oral, debido a las
grandes posibilidades que existen de entrar a un enorme fondo de biodiversidad que esté en

proceso de conocimiento y caracterizacion. 9

4.1 Género Streptococcus

En el éambito bioldgico, el género Streptococcus se caracteriza por  ser
microorganismos Gram positivos, catalasa negativa y tienden a agruparse en pares o en
cadenas. Son anaerobios facultativos; de hecho, algunas cepas podrian crecer mejor en

condiciones anaerobias y otras solamente incrementando concentraciones de CO2. ©7

4.1.1 Streptococcus mutans

Figura No. 3 Strptococcus mutans

Tomado de: https://www.odontoespacio.net/noticias/transmision-de-streptococcus-mutans
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4.1.1.1 Generalidades

El S. mutans es un coco grampositivo que fue aislado e identificado por Clark, en 1924, a
partir de lesiones cariosas en humanos. Lo denominé S. mutans por las formas mutantes en
que se presenta: cocobacilo (forma ovalada) en un medio acido y coco (forma redonda) en
un medio alcalino. En cultivos de agar sangre, las colonias de este microrganismo se
diferencian facilmente: altas, convexas, pulvinadas (en forma de cojin) y mucoides, de 0,5 a

1 mm de didmetro, y opacas con un aspecto que recuerda al vidrio esmerilado. &

4.1.1.2 Clasificacion

De acuerdo a Lamas * ® 2 el término Streptococcus mutans ‘es un apelativo que
denomina en realidad a un grupo de bacterias con diversidad genética, antigénica
y bioquimica’. Teniendo en consideracion la composicion y los enlaces de los polisacaridos

de la pared celular, estreptococos del grupo mutans se pueden clasificar en 8 serotipos: %

e Streptococcus mutans (serotipos c, e, fy k),
e Streptococcus sobrinus (serotipos d y g),

e Streptococcus cricetus (serotipo a),

e Streptococcus rattus (serotipo b),

e Streptococcus ferus (serotipo c),

e Streptococcus macacae (serotipo c) y

e Streptococcus downei (serotipo h).

Se conoce que el serotipo ¢ de S. mutans es el tipo predominante en la cavidad oral humana

mas que las cepas e, d, fy k.

4.1.1.3 Factores de virulencia
La patogenicidad del Streptococcus mutans se encuentra asociada a diversos factores como:

(41)

e Acidogenicidad
e Aciduricidad
e Acidofilicidad
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e Sintesis de glucanos y fructanos

e Sintesis de polisacéridos intracelulares
e Produccion de dextranasa y fructanasa
e Presencia de glucosiltransferansas

e Proteinas de adhesion celular

e Proteinas fijadoras de glucano

4.1.1.4 Streptococcus mutans y su relacion con la caries dental

Es el microorganismo mas asociado al proceso de caries dental, ya que pueden metabolizar
los hidratos de carbono de la dieta, generando acidos que desmineralizan el esmalte y la
dentina. Su capacidad para sintetizar glucanos extracelulares le confiere ademas una gran
virulencia ya que aglutina a las bacterias de la placa, promueve la colonizacion en la
superficie dental y cambia las propiedades de difusion de la matriz de la placa, siendo

su presencia clave para entender esta patologia. *?)

4.1.1.5 Caracteristicas en cultivo

No existe un solo método de cultivo para examinar la compleja placa dental que beneficie
todas las condiciones necesarias. En algunos casos se requieren procedimientos
estrictamente anaerdbicos. EIl cultivo en agar es considerado como el estandar de oro ya
que permite realizar recuentos bacterianos para establecer proporciones relativas.*®
Cuando el microorganismo logre llegar a un periodo de adaptacion, se lo puede cultivar en
agar sangre de cordero comun, este microorganismo es cultivable en medios sélidos o

liquidos. 4

En general hay muchas dificultades técnicas para obtener muestras representativas de
diferentes sitios orales y para aislar, cultivar y contar los microorganismos. “® No existe
un solo método de cultivo para examinar la variable y compleja placa dental que satisfaga
todas las condiciones necesarias. En algunos casos se requieren procedimientos

estrictamente anaerdbicos.
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5. Agentes antimicrobianos

Debido al desarrollo vertiginoso de la resistencia bacteriana y la toxicidad de algunos
medicamentos, se hace propicia la bdsqueda y desarrollo de nuevos agentes
antimicrobianos. Con la evolucion de la ciencia de alimentos han surgido muchos
compuestos quimicos con actividad antimicrobiana. Actualmente se presentan un sin fin de
elementos capaces de inhibir microrganismos bucales los cuales estdn asociados a la
formacion de la placa dental, entre los cuales se mencionan a los antibidticos y a los
extractos vegetales, pueden resultar una alternativa eficiente claro siempre y cuando exista

la ayuda de un correcto control mecanico del biofilm, como es el cepillado dental. “©

Por ello debido al crecimiento vertiginoso de la resistencia bacteriana y de la toxicidad de
algunos medicamentos se hace necesario la busqueda y desarrollo de nuevos agentes
antimicrobianos a través del uso de productos naturales beneficiosos no solo para la salud
en general sino también en una posible aplicacion para la salud bucal, que destaca sobre

todo aquellos productos naturales. 47

5.1 Fitoterapia

5.1.1 Generalidades

Desde el inicio de la utilizacién de las plantas medicinales se conocian las propiedades
curativas de estas, pero se desconocian sus principios activos, definiéndose estos como las
sustancias que poseen en los distintos érganos o partes de las plantas y que son capaces de
modificar el funcionamiento de sistemas u 6rganos del cuerpo humano. A través del amplio
y vertiginoso desarrollo tecnoldgico en el area médica y genética, el uso de equipos de alta
tecnologia, la aparicion de la fitoquimica como ciencia y la aplicacion del analisis
instrumental se han logrado aislar los principios activos de muchas de estas plantas

medicinales. “8)

La medicina tradicional se la pone a prueba en laboratorios siguiendo el método cientifico
para validar o descartar el uso popular es asi como OMS reconoce la importancia de las
plantas medicinales en el tratamiento y prevencion de multiples enfermedades como

también la relevancia a nivel econdémico al ser una fuente de descubrimiento de nuevas
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drogas que en algunos casos tiene un costo muy inferior a la sintesis de nuevos

farmacos.“?)

5.1.2 Definicién

Se define a la Fitoterapia como la ciencia que se encarga del estudio de la utilizacién
de los productos de origen vegetal con una finalidad terapéutica, ya sea para prevenir,
mitigar o curar un estado patoldgico. En algunos paises también involucran dentro el
concepto de Fitoterapia a los medicamentos conteniendo compuestos de origen vegetal

quimicamente puros, siempre que éstos posean un margen terapéutico amplio.®%

5.1.3 Formas de uso de la fitoterapia

Las formas de utilizacion de los productos insertos en la fitoterapia son:

e Infusiones; en las que el producto vegetal sean flores, hojas o tallos, y se someten a
la temperatura de ebullicién del agua, con el fin de extraer productos solubles con el
minimo cambio en su estructura quimica, manteniendo gran porcentaje de sus

propiedades curativas, de conservacion no mayor a 12 horas.

e Decoccidn; es un preparado en base a la porcion dura de la planta medicinal, como
la corteza, fruto, semilla o raiz, y se somete a un proceso que implica la pérdida de
sus principios activos debido a la accion del calor, con una conservacion no mayor a

una semana. ®V

e Maceracién; es un preparado de plantas medicinales trituradas, empleando como
disolvente, agua a temperatura ambiente, favoreciendo la conservacion de sus
principios activos por accion del calor e inhibiendo la liberacion de taninos,
considerado como el principio activo generador del sabor amargo y aspero de

algunas plantas, con una conservacion no mayor a un mes después de ser filtrado.

e Extractos; denominado asi a la preparacién de un producto vegetal en base a un
disolvente vaporizable como el éter, agua o alcohol, hasta obtener una consistencia

fluida, blanda o seca.®?
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5.1.4 Fitoterapia en Ecuador

Se estima que el 80% de la poblacion ecuatoriana depende de la medicina tradicional y
por consiguiente de las plantas o productos naturales, para la atencién primaria de la
salud y bienestar. Muchas personas del campo, todavia dependen directa o

indirectamente de las plantas para cubrir sus necesidades de alimento y medicina. %

Con respecto al estudio realizado por Zambrano L.®% se determind que la estructura
vegetal mas utilizada eran las hojas (76.7%), seguido por el tallo (14%) y la menos
utilizada el fruto (4.7%).

5.1.5 Fitoterapia aplicada en Odontologia

En la odontologia, a pesar del uso de la fitoterapia ya hace algin tiempo, su utilizacién para
tratar enfermedades bucales o para tratar enfermedades sistémicas con manifestaciones
bucales todavia es poco explorada.®®

Sin embargo, en los Gltimos afios las investigaciones relacionadas con productos naturales
crecieron significativamente frente al aumento de manifestaciones patoldgicas, es por esta
razén que se han encontrado diversas alternativas con productos de menor toxicidad, mayor
actividad farmacologica y biocompatibles, ademéas de costos mas accesibles a la poblacion.

(56)

Al justificar el uso de la fitoterapia para que los pacientes continuaran con las indicaciones
médicas en la casa porque las afecciones necesitan curaciones durante varios dias y las
plantas para tal objetivo pueden ser adquiridas del medio natural o en las farmacias, lo cual
resulta barato, asequible y de facil administracién, a la vez que constituye un impacto
socioecondmico y corrobora los criterios actuales de incrementar el empleo de la medicina
natural y tradicional, no como alternativa, sino como parte del arsenal terapéutico con que

cuenta el pueblo. 67

De hecho, los odontdlogos aplican fitofarmacos, pero suelen hacerlo menos cominmente,
lo cual reafirma que solo se emplea un reducido grupo de estos medicamentos. Resulta
representativo que algunas drogas vegetales con propiedades antiinflamatoria, cicatrizante,

analgesica y antimicrobiana.
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6. Toronja (Citrus Paradisi)

6.1 Generalidades

Existen reportes de algunas observaciones realizada en 1972 por el fisico Dr. Jacob Harish,
el cual haciendo pruebas de campus en el jardin de su casa descubri6 mas bien por
casualidad que las semillas de toronja no se pudrian, como todas las demaés, e
intrigado, comenz6 un estudio lo que le permitié deducir de que los componentes
de esta simple semilla aportaban propiedades germicidas, siendo esto quiza el inicio
de una nueva alternativa para los productos de origen natural que aln no cuentan con

agentes conservadores del mismo origen.®®)

6.2 Descripcién botanica

Citrus paradisi es un arbol cuyo tronco es corto y de copa compacta, brotes color purpura y
pocas espinas. Su fruto es de forma globular. Las hojas son de tamafio intermedio, algo
vellosas, con alas grandes, nervios muy marcados y olor tipico. Las flores son grandes y

color verdoso, tiene estambres reducidos.

El fruto es un hesperidio de forma globular achatada de color amarillo claro y de grandes
dimensiones, puede alcanzar un diametro de 15 cm a 20 cm. Consta de exocarpo (flavedo:
presenta vesiculas que contienen aceites esenciales), ademas este presenta vesiculas que
contienen aceites esenciales mesocarpio (albedo: pomposo y de color blanco) grueso y

endocarpo (pulpa: presenta tricomas con jugo) blanco, rosa o rojo. &%

6.3 Distribucion y habitat

Es necesario considerar que no se conoce con exactitud el origen del pomelo
(toronja), aunque un sinnamero de investigaciones manifiesta que se trata de un cruce

natural entre el naranjo dulce y latoronja (una especie diferente), producido en
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Barbados en las Indias Occidentales, desde alli su cultivo se extendio por todo el

Caribe, y posteriormente a los Estado Unidos a una produccion de gran escala.®”

Teniendo en cuenta que la toronja es uno de los citricos mas jovenes, debido a que se
comenzo a cultivar en los afios 60 cultivandose y creciendo de una manera frenética al
gusto del consumidor tanto nacional como extranjero, al poseer un sabor agridulce se
convierte en un atrayente al consumidor que siempre busca de nuevos sabores provocando
una alta demanda y considerando que el cultivo de la toronja se ha extendido es
indispensable aprovechar en mayor escala las ventajas geograficas que presenta nuestro

pais en relacion a climas.

Tomando en cuenta que la toronja es uno de los citricos mas sensibles al frio; las flores no
resisten temperaturas inferiores a un grado bajo cero, por lo que su cultivo se restringe a
climas semitropicales, templados y a altitudes proximas al nivel del mar. Ademas, de

requerir suelos frescos, sueltos y bien drenados.

6.4 Variedades

6.4.1 Toronjas blancas o comunes

e Duncan: arbol vigoroso, grande y muy productivo; su fruto es de mayor tamafio que
el de la variedad Marsh y el arbol es mas resistente al frio. Sabor excelente, pulpa
muy firme y jugosa, buena acidez y niveles de azucar elevados, dando un sabor
equilibrado,rico y dulce. Elevado nimero de semillas (30-50 por fruto), pero a pesar
de ello sigue siendo el punto de referencia en cuanto a calidad.

e Marsh (Marsh seedles): se obtuvo a partir de semilla de la variedad Duncan.
Procede de Florida (EE.UU.). Arbol vigoroso y muy productivo, de tamafio grande
y mas sensible al frio, el nimero de semillas es mucho menor (2-3 por fruto). El
contenido de zumo es alto y dicho zumo es dulce, aunque con acidez elevada al

comienzo de la cosecha.(®?
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6.4.2 Toronjas pigmentadas

Deben su color al pigmento licopeno, a diferencia de las naranjas, en las que el color se
debe a las antocianinas. El licopeno se genera cuando las temperaturas son elevadas. La
popularidad de las toronjas pigmentadas se ha incrementado en las dos ultimas décadas en

muchos paises, aunque no ha ocurrido asi en Japon.

6.5 Propiedades nutritivas

La pulpa de la toronja contiene cantidades moderadas de carbohidratos y pocas proteinas y
grasas. En cuanto a las vitaminas, destaca por su riqueza en vitamina C la cual interviene
en la formacion de colageno, huesos y dientes, glébulos rojos y favorece la absorcién del
hierro de los alimentos y la resistencia a las infecciones ademas de acido folico, contiene
carotenoides, respecto al contenido mineral, destacan el potasio y el magnesio. Abundan en

la toronja los &cidos malico, oxalico, tartérico y citrico. 62

6.6 Composicion Quimica

El citrus paradisi al ser mezclas complejas y muy variables de constituyentes estas
pertenecen de manera casi exclusiva, a dos grupos caracterizados por origenes
biogenéticos distintos, estos son: el grupo de los terpenoides y el grupo de los compuestos

aromaticos derivados del fenilpropano, el cual es menos frecuente.®®

La pulpa de toronja contiene niveles significativos de vitamina C; Potasio, acido fdlico,
calcio y hierro; las variedades rosadas y rojas también contienen beta-caroteno y licopeno,
antioxidantes que el cuerpo puede convertir en Vitamina A. Los productos quimicos
encontrados en los pomelos incluyen Acido fendlico, limonoides, terpenos, Monoterpenos,
acido D-glucérico y Flavonoides incluyendo hesperetina Ademas de poseer Naringina la

cual se encuentra en plantas citricas y es abundante en las especies Citrus paradisi. %

6.7 Aplicaciones

La toronja se consume en jugo simple o concentrado; sus frutos son utilizados
principalmente en la elaboracion de zumos y pequefias cantidades para mermeladas, tanto

naturales como concentradas. Es utilizada como ingrediente de cosméticos, jabones y
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detergentes; de la céscara se extrae aceites esenciales muy utilizados en la perfumeria;

ademas de ser considerado un insecticida idéneo. ¢

6.8 Usos medicinales atribuidos

Dentro de las propiedades medicinales se puede mencionar que el zumo de toronja combate
el letargo, la sequedad de la garganta y su olor estimula el hemisferio derecho, agudiza la
memoria y la concentracion. También ha sido utilizada en la prevencion del céncer,
regeneracion celular, desintoxicacion, mantenimiento de la salud del corazén, lupus,

nefritis, artritis reumatoide.®

El consumo habitual de toronja aporta beneficios en la salud, entre ellos, ayuda a perder
peso o reducir el colesterol alto. Asimismo, tiene un fuerte contenido de vitamina C, beta
caroteno y flavonoides. Por esta razén es que tiene propiedades antioxidantes. El consumo
habitual de zumo de toronja ayuda a mejorar la circulacién sanguinea, prevenir
enfermedades cardiovasculares, refuerza los capilares sanguineos y mejora la elasticidad de
las arterias. Ademas, ayuda a metabolizar grasas y limpiar el higado, mejorar la condicion
de la piel, lucha contra el &cido drico. €7

6.9 Usos odontologicos del citrus paradisi

Al citrus paradisi se le atribuye un sin nimero de propiedades debido a que los
componentes que especialmente se los pueden encontrar en la semilla, corteza de la toronja
poseen una conocida actividad antibacteriana, antifingica, antiinflamatoria, antioxidante,

antiviral, y conservante.

Razén por la cual la toronja (Citrus Paradisi) puede ser de gran utilidad en el ambito de
salud oral debido a que sus componentes antimicrobianos podrian llegar a transformarse en
compuestos de gran relevancia, por presentar caracteristicas de amplio espectro, no toxicas
para el consumo humano, etc. La actividad antimicrobiana del aceite esencial de la cascara
de toronja sobre algunos aislamientos clinicos ( Enterococcus faecalis, Escherichia coli, E.
coli ATCC 25292, Klebsellia pneumonia, Pseudococcus sp., Salmonella typhmurium,
Shigella flexneri, Staphylococcus aureus,) y aislados fungicos (Candida albicans), se
demostrd que la mezcla de aceite de etanol inhibi6 las bacterias de ensayo y C. albicans,
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mientras que el extracto de aceite disuelto en solucion de Tween 80 no mostrd actividad

inhibidora sobre los hongos de prueba.©®

Las propiedades antimicrobianas de la combinacion del extracto de Citrus paradisi y Ficus
carica frente a S. aureus, E. coli, K. pneumoniae, B. subtilis, M. luteus y Candida albicans
mediante el método de difusion en pozo dio como resultado que el extracto acuoso de
Citrus paradisi y Ficus carica al 5, 10, 20, 50, 100, 200 y 400 % produjo halos de inhibicién
de 15, 17, 19, 21, 18, 24 y 19 mm respectivamente sobre las cepas de C. albicans.®®

Uysal @ analiz6 la composicion quimica del aceite esencial de la cascara de Citrus, en la
cual se pudo determinar las propiedades antibacterianas del aceite esencial de toronja por el
método de difusion en disco. El aceite demostré amplio espectro antimicrobiano contra
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis, Escherichia
coli, Salmonella typhimurium, Serratia marcescens y Proteus vulgaris, con zonas de

inhibicion que van desde 11 a 53 mm.

6.10 Extracto vegetal

6.10.1 Definicién

Los extractos vegetales se han definido como un concentrado obtenido por tratamientos de
productos vegetales con solventes apropiados tales como agua, etanol o éter de elementos
solubles constituidos por una mezcla de principios activos y sustancias inertes que se

producen de la totalidad o de partes de una planta fresca.("™

6.10. 2 Caracteristicas de los extractos

Para que el producto liquido que se obtiene de diferentes partes de las plantas, se emplean
varios procedimientos fisicos y quimicos al igual que diferentes solventes, asi el agua es el
maés utilizado en la elaboracion de productos fitoterapéuticos, esta mezcla compleja, con
multitud de compuestos quimicos, se obtiene por procesos a partir de una fuente natural

y utilizable en cualquier campo.(?

La extraccion a partir de una planta vegetal proporciona, en primera instancia, un

extracto bruto o bien, un extracto general no tratado. Sin embargo, si este extracto bruto
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se trata adicionalmente mediante pasos de purificacion, es decir mediante la
eliminacion de partes fitoquimicas especificas no deseadas, o bien, mediante
concentracion de principios activos importantes deseados, entonces se obtienen

extractos especiales dptimos, a diferencia del extracto bruto.(®

6.10.3 Consistencia de los extractos

De acuerdo al aspecto que comUnmente se presentan los extractos se clasifican en:

e Extractos blandos: presenta una consistencia menos densa

e Extractos firmes: Caracteristica especial de no adherirse a los dedos

e Extractos secos: el solvente ha sido completamente eliminado, contiene de 5% a 8%
de agua.

e Extractos fluidos: peso del extracto corresponde exactamente al peso de la sustancia

empleada como medicamento.

6.10.4. Métodos de extraccion

La extraccion es la técnica mas empleada para separar un producto organico de una mezcla
o de una fuente natural, permite separar el producto que se desea y dejar en la mezcla los

productos secundarios o bien extrae los productos secundarios y dejar el principal. %

e Extraccion Liquida - Liquida; consiste en la transferencia de una sustancia de una
fase a otra, llevandose a cabo entre dos liquidos inmiscibles.
e Extraccion Solido - Liquido; consiste en la separacion de uno o mas componentes

de una mezcla s6lida mediante un disolvente liquido.

6.10.5 Extracto de Citrus paradisi

El extracto de semilla de toronja es efectivo frente a una amplia variedad de bacterias
patdgenas y hongos. El amplio espectro de su actividad antimicrobiana también refleja una
sinergia entre sus compuestos naturales, El extracto de semilla de pomelo demostro
actividad antimicrobiana en concentraciones disminuidas hasta 100 ppm frente a varias

especies de bacterias y hongos que se aplicaron a diferentes utensilios, tales como tazas de
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acero inoxidable, varillas de vidrio e hisopos de algodon. Todos los microorganismos

testados quedaron eliminados entre 1 y 2 horas a 10.000 ppm.

El extracto de citrus paradisi estd compuesto de semillas de pomelo y partes de la
membrana de la fruta. Basicamente, la extraccion natural de la planta es una manera
particularmente eficaz de reciclado de restos, puesto que las semillas de pomelo y la
membrana de la fruta son productos residuales que no se utilizan para la produccion del
zumo de pomelo. El proceso de produccién de zumo de pomelo implica el pelado mecénico
de los frutos para evitar que los aceites esenciales y principios amargos que contiene la piel

se mezclen con el zumo.

Faleye 751" <investigd la actividad antioxidante y antimicrobiana del extracto de semillas
de Citrus paradisi “toronja” utilizando el método de difusion en agar contra Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis y Pseudomonas aeruginosa. Las estructuras de
los compuestos aislados se establecieron utilizando estudios de espectroscopia y fueron
identificados como obacunona, nomilina, limonina y &cido nomilinico. Ninguno de los
compuestos aislados mostré actividad antimicrobiana pero el acido nomilinico mostr6é una

débil propiedad antioxidante’.

La investigacion determind la composicion fitoquimica, actividad antimicrobiana vy
antioxidante de diferentes concentrados de zumos de citricos. ‘Los frutos de toronja (Citrus
paradisi), mandarina, limon y lima fueron cortados en mitades y extraidos con un extractor
de jugo. Evalu6 la actividad antimicrobiana mediante el método de difusidén en agar con
pozos contra cinco bacterias (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli y Salmonella spp.) y tres hongos (Candida albicans,
Aspergillus niger y Penicillium spp.). EI zumo de toronja a la concentracion de 200 pl/mL
mostrd zonas de inhibicion de 8 mm sobre cepas de Candida albicans, En comparacion con
los otros citricos, la toronja fue menos eficaz como agente antibacteriano y antifangico, sin

embargo tuvo una mejor actividad antioxidante’. Oikeh 77(?)
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CAPITULO III

METODOLOGIA

3.1 Metodologia

3.1.1 Tipo y disefio de la investigacion

De acuerdo a las caracteristicas de esta investigacion se determiné que es un estudio:

Experimental

Ya que se pretende mediante pruebas de laboratorio controladas la utilizacion de discos
embebidos con extracto de toronja (Citrus paradisi) en concentraciones del 50, 25 y 5%, se
variara el tiempo de exposicion (24 y 48 horas) con la finalidad de demostrar el efecto

inhibidor del extracto sobre el cultivo de Streptococcus mutans.

In vitro

Debido a que se llevo a cabo fuera de un ser vivo en un ambiente totalmente controlado
con normas y procedimientos adecuados, dentro del laboratorio de microbiologia de la

Facultad de Odontologia de la Universidad Central del Ecuador.

3.1.2 Poblacion de estudio y muestra

Poblacion: Considerando las caracteristicas del estudio a realizarse, la muestra estard
constituida por cepas de microorganismos liofilizados de Streptococcus mutans
ATCC25175 obtenida del importador MEDIBAC, las cuales seran manipuladas en
condiciones controladas, determinados por personal especializado en el Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Odontologia de la Universidad Central del Ecuador con

ayuda de la Licenciada Yolanda Andrade. (Anexo B).
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Muestra: La muestra del presente estudio ha sido seleccionada de forma no probabilistica,
de acuerdo a la conveniencia de la investigacion y tomando como referencia el estudio
realizado por Churata O. D. “Efecto antifingico de citrus pardisi sobre cepas de candida
albicans aisladas de pacientes con estomatitis subprotesica”, Lima-Peru 2016, la muestra de

estudio serd: 12 cajas Petri inoculadas de Streptococcus mutans ATCC25175

3.2. Criterios de inclusion y exclusion

3.2.1 Criterios de inclusion

» Cepas de Streptococcus mutans ATCC25175 puras sin contaminacion.
» Extracto de toronja almacenado en condiciones controladas en ambientes especificos y

en las concentraciones de 50, 25 y 5%.

3.2.2 Criterios de exclusién

» Cepas de Streptococcus mutans ATCC25175 con contaminacion durante el
procedimiento experimental.

« Cepas que no se lograran activar en medio de cultivo.

» Extracto de toronja que presenten alguna alteracién o alguna concentracion que no sea

la indicada anteriormente para ser usados en el estudio.

3.3 Variables
3.3.1 Conceptualizacion de las variables
Variables independientes

e Extracto de toronja (Citrus paradisi): Extracto de toronja (Citrus paradisi): El
extracto de semilla de pomelo es un compuesto antimicrobiano de amplio espectro
no toxico sintetizado a base de las semillas, pulpa y membranas blancas de la
toronja. Y Extracto de toronja (Citrus paradisi) a concentraciones de 50%, 25% y
5%.

e Tiempo: Parametro para describir y explicar la duracion de la exposicion del

cultivo. ® Tiempo de exposicion (24 y 48 horas).
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e Inhibicion de Streptococcus mutans: Observacion de la actividad antibacteriana del

extracto etanélico de semillas y pulpa de toronja (Citrus paradisi).

Variable interviniente

e Clorhexidina al 0,12%: La clorhexidina es una bisbiguanida cationica. La forma en

base es minimamente soluble en agua, La actividad antimicrobiana es atribuida a su

unién y disrupcion de la membrana citoplasmica, que alteran el equilibrio osmotico

y causan precipitacion de los contenidos celulares. €

e Agua destilada: Es aquella a la que se le han eliminado las impurezas e iones

mediante destilacion. €V

3.4 Operacionalizacion de las variables

Tabla 1. Operacionalizacion de las variables

DEFINICION

CLASIFIC INDICADOR ESCALAS DE
VARIABLE | OPERACIONAL TIPO ACION CATEGORICO MEDICION
El extracto de
semilla de pomelo
EXTRACTO | es un compuesto
DE antimicrobiano de Porcentajes de
TORONJA | amplio espectro no Independi concentracion Nominal
toxico sintetizado ente Cualitativa 50% 1
a base de las 25% 2
semillas, pulpa y 5% 3
membranas
blancas de Ia
toronja. Y
Pardmetro para
describir y Nominal
explicar la Independi | Cualitativa 24 horas 1
TIEMPO duracion de la ente 48 horas 2
exposicion del
cultivo. '®
Ordinal (mm)
Observacion de la Segun Duraffourd:
A actividad Nula () < 8 mm.
INHIBICION ibacteriana  del Sensible (sensible
DEL antibac . . - 5 =+): 9 - 14 mm.
extracto etandlico | Dependie | Cualitativa Diémetro de halo .
CULTIVO de semillas 'y nte de inhibicion en Muy sensible (muy
STREPTOC ulpa de toronja milimetros sensible = ++): 15-
OCCUS ?Cifrus aradisij) 19 mm.
MUTANS (79) P ' Sumamente
sensible (S.S.=

+++): > 20 mm.
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La clorhexidina es
GLUCONAT | una bisbiguanida
O DE cationica,
CLORHEXI actividad es
DINA AL _a’trlbulc_ja asu Intervinie | Cualitativa | Concentracion del Nominal
0.12% union y disrupcion
nte 0,12% 1
de la membrana
citoplasmica, que
alteran el
equilibrio
osmotico. @0
Es aquella a la que
se le han eliminado
AGUA las impurezas e iones | |ntervinie | Cualitativa | Volumen de agua Nominal
DESTILADA | mediante destilacion. nte destilada 1
(81)

Fuente: elaborado por el investigador
3.5 Procedimientos y técnicas

3.5.1 Materiales y métodos

Métodos:

Se realiz6 la siguiente documentacion: Se recibio el permiso del Laboratorio del Centro

Académico de Quimica de la universidad Central del Ecuador y del Laboratorio de

Microbiologia de la Facultad de Odontologia de la Universidad Central del Ecuador.

Materiales:

Se utilizaron los siguientes materiales para la elaboracion de la presente investigacion:

e Soportes universales

e Codo de destilacion

e Cabezal de destilacion

e Dos mangueras

e Embudo de decantacion

e Céamara del extractor Soxhlet
e Pinzas

e Probeta de 50 ml
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e Balon de 500 ml

e Muestra de toronjas

e Muestra bioldgica de cepas de Streptococcus mutans

e Doce cajas Petri con medios de cultivo de Agar sangre

e Pinzas esteriles

e Mechero
e (Guantes
e Hisopos

e Mascarillas

e Incubadora

e Pipetas desechables
e Discos de papel filtro

e Asas bacterioldgicas

Soluciones:

e Gluconato de clorhexidina al 0.12&
e Agua destilada

e Extracto de toronja

e Alcohol al 70%

3.5.1.1 Recoleccion de la muestra de toronja

Las muestras de Citrus paradisi se recolectaron por el investigador, las cuales debian
presentar las caracteristicas adecuadas es decir que no estén lesionados en estado de

madurez y con una coloracion amarilla.
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Figura No. 4 Muestras de toronja
Fuente: Investigador
Posteriormente se procedié a extraer las semillas del fruto para que a continuacion se
realice el pesaje de las mismas, luego se colocaron en un recipiente limpio, seco y ventilado
evitando su deterioro, a continuacion las semillas fueron transportados hasta el centro de
Quimica de la Universidad Central del Ecuador.

Figura No. 5 Pesaje de las semillas de toronja

Fuente: Investigador

3.5.1.2 Obtencion del extracto de toronja (Citrus paradisi)

El extracto se obtuvo en el Centro de Quimica de la Universidad Central del Ecuador, para
lo cual el procedimiento consistio basicamente en la extraccion solido-liquido Basicamente,
la extraccion natural de la planta es una manera particularmente eficaz de reciclado de

restos, puesto que las semillas de toronja son productos residuales que no se utilizan.
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Una vez obtenidas las semillas son colocadas en un sitio para ser secadas, a continuacion se
procedié a pelar cada una de las semillas para que de esta manera el producto obtenido sea

colocado en un recipiente con alcohol y dejarlo reposar por 24 horas.

Figura No. 6 Semillas de toronja Figura No. 7 Semillas de toronjas peladas

Fuente: Investigador Fuente: Investigador

Posteriormente la muestra que se obtuvo que fue de 100 g fue colocada en un cartucho de
material poroso que se sitto en el equipo Soxhlet junto con el alcohol potable que actud
como solvente, para obtener el extracto de toronja en base alcohdlica para un posterior

filtrando, finalmente el extracto es colocado en un recipiente estéril.

Una adecuada estandarizacion garantiza el contenido de vitamina C y el contenido de

bioflavonoides naturales de la toronja obtenidos de las semillas.

Figura No. 8 Equipo Soxhlet ~ Fuente: Investigador
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El extracto obtenido se lo colocé en envases de vidrio &ambar que no permitieron el paso de
la luz solar, fueron cerrados herméticamente y colocados en un lugar fresco a temperatura

ambiente, libre de humedad y con su debida rotulacion.

Figura No. 9 Extracto obtenido
Fuente: Investigador
Dilucion del extracto
Una vez que se obtuvo el extracto se procedid a realizar la dilucién con agua destilada
consiguiendo las tres concentraciones distintas: 50%, 25% y 5%. Para lo cual al
procedimiento a seguir fue, parte del extracto concentrado y se calcula el volumen del

extracto requerido, mediante la siguiente formula:

V1C1 =V2C2

Doénde:

V1 = Volumen de extracto concentrado

C1= Concentracion del extracto = 60%

V2 =Volumen de extracto diluido a preparar

C2 = Concentracion del extracto diluido.
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Figura No. 10 Diluciones del extracto

Fuente: Investigador

3.5.1.3 Ensayo microbioldgico

Se realizd en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Odontologia de la

Universidad Central del Ecuador.

Obtencidn de los microorganismos

La investigacion se realizo con una cepa ATCC 25175 de Streptococcus mutans, la cual se
obtuvo comercialmente una cepa pura de Streptococcus mutans, mediante el laboratorio

MEDIBAC, en estado liofilizado, mantenida en baja temperatura.

Figura No. 11 Cepa del Streptococcus mutans

Fuente: Investigador
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Reactivacion de la cepa bacteriana
La cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 se reactivd en el Laboratorio de

Microbiologia de la Facultad de Odontologia, inoculando una asada de colonias en 2 ml de
caldo BHI (Brain Heart Infusion) en tubos de ensayo estériles e incubando hasta que el

crecimiento en el caldo sea equivalente a una turbidez de 0.5 en la escala de Mc Farland.

Anélisis microbioldgico
Se prepard 12 cajas Petri con agar sangre (Mueller Hinton suplementado al 5% con sangre)

en el cual se inoculd el Streptococcus mutans en las placas Petri debidamente rotuladas.

Figura No.13 Cepa del Streptococcus mutans

Figura No.12 Cajas Petri con agar sangre

Fuente: Investigador Fuente: Investigador

Mediante la utilizacion de un hisopo estéril para la toma de muestra de la cepa activada, el
cual se frotd rotando en posicion de 60° tanto de ida y como de vuelta por tres veces, con la

finalidad de garantizar que exista una inoculacion de distribucion homogénea.
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Figura No. 14 Siembra de S. mutans en las placas  Fuente: Investigador

Posterior a la inoculacién se coloc6 sobre la placa los discos de papel de filtro de
aproximadamente 6 mm. En esta investigacion fueron 5 discos embebidos en las tres
diferentes concentraciones en estudio 5, 25 y 50%, un disco con la clorhexidina al 12%
(control positivo) y otro con agua destilada (control negativo). El procedimiento consistid
en retirar el disco que se encontraba en refrigeracion 2 horas antes del ensayo para que se

equilibren a la temperatura ambiente y evitar la formacion de la humedad.

Figura No. 15 Discos de papel filtro

Fuente: Investigador

Finalmente las placas seran incubaron a una temperatura de 37°C, a un tiempo de

exposicion de 24 y 48 horas.
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Figura No. 16 Colocacion de los discos de papel filtro en placas inoculadas

Fuente: Investigador

Medicion del diametro de los halos de inhibicion

Se midié el halo de inhibicién con un calibrador milimetrado, registrando los valores en la

hoja de reporte de datos prevista para el efecto.

Los valores obtenidos del didmetro del halo de inhibicion del Streptococcus mutans al
cultivo con extracto Citrus paradisi a las 24 y 48 horas de exposicidn se compararon entre si

y con el control positivo segun las referencias establecidas por Duraffourd (1983).

e Nula (-) si fue inferior o igual a 8 mm
e Sensible (Sensible =+) de 9 a 14 mm
e Muy sensible (muy sensible = ++) de 15a 19 mm

e Sumamente sensible (S.S.= +++) si fue igual o superior a 20 mm
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Figura No.17 Formacion de los halos de inhibicién

Fuente: Investigador

Figura No. 18 Medicion de los halos de inhibicion  Fuente: Investigador

3.5.1.4 Eliminacion de desechos

En el proceso el personal encargado del laboratorio cumplié con normas de bioseguridad
como barreras de proteccion: mandil, gorro desechable, guantes desechables, mascarilla,
gafas y zapatones.

Una vez que se concluyo con la lectura de resultados se procede a la recoleccion interna de

desechos, colocando las cajas Petri en el autoclave para esterilizar, para su posterior
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colocacion en fundas para desechos infecciosos sefializando que es un desecho altamente
contaminante, finalmente se procedi6 al almacenamiento temporal para su posterior

desecho.

3.5.2 Medicién de variables y procedimientos

Los datos obtenidos se registraron en una hoja de recoleccion de informacién, donde se anotaron
los valores del didmetro del halo de inhibicién de cada concentracion de la sustancia en
estudio, del control positivo y negativo en relacion con la variacion de las horas de
exposicion.

Estos datos se analizaron en el programa informatico estadistico SPSS, para realizar la
comparacion de las medias entre los grupos de estudio, mediante la prueba de T de student,
con cuyos resultados se verifico el logro de los objetivos de la investigacion y se analizé si

me mantienen o rechazan las hipotesis de la investigacion.

CAPITULO IV

ANALISIS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

4.1 Resultados

Tabla 2 Resultados de halos de inhibicion sobre Streptococcus mutans a las 24 horas.

Halo de inhibicion (mm)
No. Extracto Extracto Extracto Clorhexidina Agua
5% 25% 50% al 0.12 % destilada
1 2 3 6 10 0
2 2 3 5 9 0
3 2 3 6 10 0
4 2 3 5 10 0
5 1 3 5 10 0

38



6 2 4 7 10 0
7 0 4 7 11 0
8 2 5 4 10 0
9 2 3 6 10 0
10 0 3 6 11 0
11 1 2 7 10 0
12 0 2 7 10 0

NUmero de repeticiones y medicion del halo inhibitorio con el extracto de toronja al 5%,
25% y 50% a las 24 horas.

Tabla 3 Resultados de halos de inhibicion sobre Streptococcus mutans a las 48 horas

Halo de inhibicién (mm)

No. Extracto Extracto Extracto Clorhexidina Agua
5% 25% 50% al 0.12 % destilada

1 3 5 9 13 0

2 2 4 8 12 0

3 3 4 9 13 0

4 3 5 9 12 0

5 2 5 9 13 0

6 2 6 10 13 0

7 2 6 10 13 0

8 3 6 9 12 0

9 3 5 9 12 0
10 2 6 10 13 0
11 3 5 10 13 0
12 2 5 9 12 0
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NUmero de repeticiones y medicion del halo inhibitorio con el extracto de toronja al 5%,
25% y 50% a las 48 horas.

4.2 Analisis de resultados

En primera instancia se verificd si las muestras tomadas provienen de una poblacién con
distribucion Normal, esto se realizd con las pruebas de Kolmogorov - Smirnov o con la

prueba de Shapiro - Wilk (menor a 20 datos).

En el caso de que se defina que las muestras provienen de poblaciones con distribucion
normal entonces se realizara pruebas paramétricas: media, desviacion estandar, T student,
ANOVA. Si las muestras NO provienen de poblaciones con distribucion normal entonces
se realizara pruebas no paramétricas (orden, signos): Mann Whitney, Kruskal Wallis,

Wilcoxon

Para cada prueba de Hipdtesis, se compara el valor de significacion con el 0,05 (95% de
confiabilidad), si el nivel de significacion es superior a 0,05 se acepta Ho (las muestras
provienen de poblaciones con distribucién Normal), si es inferior a 0,05 se acepta Ha (las

muestras NO provienen de poblaciones con distribucion Normal).

Prueba de Normalidad
Ho: Las muestras provienen de poblaciones con distribucién Normal
Ha: Las muestras NO provienen de poblaciones con distribucion Normal

Advertencias: Agua destilada, 24 Horas es constante; Agua destilada, 48 Horas es

constante.
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Tabla 4 Pruebas de normalidad

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Extracto 5%, 24 Horas 0,460 12 0,000 0,552 12 0,000
Extracto 25%, 24 Horas 0,198 12 0,200 0,894 12 0,134
Extracto 50%, 24 Horas 0,169 12 0,200 0,940 12 0,495
— 5
Clorhexidina 0,12%, 24 0,209 12 0,153 0,824 12 0,018
Horas
Extracto 5%, 48 Horas 0,331 12 0,001 0,650 12 0,000
Extracto 25%, 48 Horas 0,398 12 0,000 0,699 12 0,001
Extracto 50%, 48 Horas 0,245 12 0,044 0,895 12 0,137
" 5
C'Orhex'ﬂgfag'lz %, 48 0,191 12 0,200 0,035 12 0,440

Como se observa en la tabla, en la prueba de Normalidad de Shapiro-Wilk, algunos valores
del nivel de significacion (Sig) son inferiores a 0,05 (95% de confiabilidad). Por tanto, se
acepta Ha, esto es las muestras NO provienen de poblaciones con distribucién Normal,

entonces para la comparacion de grupos en estos casos se utiliza pruebas no paramétricas:

Kruskal Wallis.

A. Pruebas no paramétricas, Kruskal Wallis: Comparacion a las 24 Horas

Ho: Las muestras proceden de poblaciones con la misma distribucién de probabilidad

(Medias similares)

Ha: Existen diferencias respecto a la tendencia central de las poblaciones.
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Tabla 5 Pruebas no paramétricas, Kruskal Wallis a las 24 Horas

N Media Deswacu’nn E,rror Minimo | Maximo
estandar estandar
Extracto 5% 12 1,33 0,452 0,131 0 2
Extracto 25% 12 3,16 0,965 0,279 2 5
Extracto 50% 12 5,91 1,215 0,351 4 7
Clorhexidina 0,12% 12 10,08 0,793 0,229 9 11
Agua destilada 12 0,00 0,000 0,000 0 0
Total 60 4,09 3,471 0,448 0 11

Fuente: investigacion Elaboracion: estadistico

Comparacion de medias 24 horas

10,08

5,91
3,16
1,33
-

Extracto 5% Extracto 25% Extracto 50% Clorhexidina Agua destilada
0,12%

Grafico No. 1 Comparacion de medias 24 horas

Fuente: investigacion Elaboracion: estadistico

Anadlisis: se puede indicar en este grafico que la clorhexidina sigue siendo la sustancia que
forma un halo de inhibicion mayor equivalente a 10,08 mm siendo una sustancia muy

efectiva contra la cepa que se utilizo para la presente investigacion.

En la grafica se observa que la media del Extracto 5% es de 1,33; del Extracto 25% es de
3,16; del Extracto 50% es de 5,91. La Clorhexidina 0,12% presenta una media de 10,08, es
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decir muy por encima de las sustancias en estudio; y practicamente nula el Agua destilada.

Para verificar si estas diferencias son significativas se realizan las pruebas no paramétricas:

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes

10,00 E

8,00

6,00

4,00
T T

0,00 T T T
Extracto 5%  Extracto 25%  Extracto 50%  Clorhexidina  Agua destilada
0,12%

HALO_24Horas

SUSTANCIAS

N total B0
Estadistico de contraste 47 595
Grados de libertad 4
Significacion asintética (prueba oo
bilateral) !

1. Las estadisticas de prueba se ajustan para empates

Figura No. 19 Pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis, datos de 24 horas

Fuente: investigacion Elaboracion: estadistico

De la Prueba de Kruskal-Wallis, el valor del nivel de significacion (Sig. asintotica (prueba
bilateral)) = 0,000) es inferior a 0,05 (95% de confiabilidad), por lo tanto se acepta Ha, es
decir, existen diferencias respecto a la tendencia central de las poblaciones, por lo tanto, no

todas las medias, medianas de las muestras son similares.

Este resultado orienta a determinar cuales son similares o diferentes mediante la prueba dos

a dos:
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Comparaciones per parejas de SUSTANCIAS

ra ol rang
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Figura No. 20 Comparaciones dos a dos, datos de 24 horas

Fuente: investigacion Elaboracion: estadistico

Los resultados estadisticos manifiestan que al obtener un valor de significancia mayor a
0,05 las medias de halos de inhibicion a las 24 horas son similares en los siguientes pares:

e Agua destilada es similar a Extracto 5%

e Extracto 5% es similar a Extracto 25%.

e Extracto 25% es similar a Extracto 50%.

Asi mismo al obtener un valor de significancia menor a 0,05 las medias de halos de
inhibicion a las 24 horas son significativamente distintas en los siguientes pares:

e Agua destilada No es similar a Extracto 50%

e Agua destilada No es similar a Clorhexidina al 0,12%

e Extracto 5% No es similar a Extracto 50%.

e Extracto 5% No es similar a Clorhexidina al 0,12%

e Extracto 25% No es similar a Clorhexidina al 0,12%

e Extracto 50% No es similar a Clorhexidina al 0,12%
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B. Pruebas no paramétricas, Kruskal Wallis: Comparacion a las 48 Horas

Ho: Las muestras proceden de poblaciones con la misma distribucion de probabilidad

(Medias similares)

Ha: Existen diferencias respecto a la tendencia central de las poblaciones.

Tabla 6 Pruebas no paramétricas, Kruskal Wallis a las 48 Horas

[ I
N Media DeS\{laCIon Elrror Minimo | Maximo
estandar estandar
Extracto 5% 12 2,5 0,522 0,151 2 3
Extracto 25% 12 5,16 0,515 0,149 4 6
Extracto 50% 12 9,25 0,996 0,288 8 10
Clorhexidina 0,12% 12 12,58 1,115 0,322 12 13
Agua destilada 12 0,00 0,000 0,000 0 0
Total 60 5,89 3,646 0,471 2 13

Fuente: investigacion Elaboracion: estadistico

Extracto 5%

Comparacion de medias 48 horas

Extracto 50%

12,58

9,25
5,16
2,5
I °

Extracto 25% Clorhexidina

0,12%

Agua destilada

Grafico No. 2 Comparacion de medias 48 horas

Fuente: investigacion Elaboracion: estadistico

Andlisis: En el grafico se puede observar que existe un mayor efecto inhibitorio dele

extracto de toronja al 50% a las 48 horas de incubacidn contra la cepa del Streptococcus

mutans demostrando asi que al 50% tiene mayor efectividad el extracto.
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En la grafica se observa que la media del Extracto 5% es de 2,50; del Extracto 25% es de
5,16; del Extracto 50% es de 9,25; muy por encima se encuentra la Clorhexidina 0,12% con
una media de 12,58 y practicamente nula el Agua destilada. Para verificar si estas

diferencias son significativas se realizan las pruebas no paramétricas:

Prueba de Kruskal-Wallis para muestras independientes

12,00
el %
! 6,00

- %

HALO_48Horas
@
2
b

s u o
T8t
288

; *

T T T T T
Extracto 5%  Extracto 25% Extracto 50%  Clorhexidina  Agua destilada

012%
SUSTANCIAS

N total 60

Estadistico de contraste 56000

Grados de libertad 4

Significacién asintética (prueba 000

bilateral) b

1. Las estadisticas de prueha se ajustan para empates.

Figura No. 21 Pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis, datos de 48 horas

Fuente: investigacion Elaboracion: estadistico

De la Prueba de Kruskal-Wallis, el valor del nivel de significacion (Sig. asintotica (prueba
bilateral)) = 0,000) es inferior a 0,05 (95% de confiabilidad), entonces se acepta Ha, es
decir, existen diferencias respecto a la tendencia central de las poblaciones, por lo tanto, no
todas las medias o medianas de las muestras son similares. Este resultado orienta a

determinar cuéles son similares o diferentes mediante la prueba dos a dos:
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Comparaciones por parejas de SUSTANCIAS
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Figura No. 22 Comparaciones dos a dos, datos de 48 horas

Fuente: investigacion Elaboracion: estadistico

Asi mismo al obtener un valor de significancia menor a 0,05 las medias de halos de
inhibicidn a las 48 horas, son significativamente distintas en los siguientes pares:

e Agua destilada No es similar a Extracto 25%

e Agua destilada No es similar a Extracto 50%

e Agua destilada No es similar a Clorhexidina al 0,12%

e Extracto 5% No es similar a Extracto 25%.

e Extracto 5% No es similar a Extracto 50%.

e Extracto 5% No es similar a Clorhexidina al 0,12%

e Extracto 25% No es similar a Clorhexidina al 0,12%
En la Prueba de Mann Whitney, el valor del nivel de significacion (Sig. asintética (prueba
bilateral)) = 0,000) es inferior a 0,05 (95% de confiabilidad), se acepta Ha, esto es, existen
diferencias respecto a la tendencia central de las poblaciones. No son similares Extracto
50% vs Clorhexidina 0,12%.

Analisis segun la escala de Duraffourd

e Nula (-) si fue inferior o igual a 8 mm
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e Sensible (Sensible =+) de 9-14 mm
e Muy sensible (muy sensible ++) de 15-19 mm

e Sumamente sensible (S.S = +++) si fue igual o superior a de 20 mm

En el analisis cualitativo segun las pautas de Duraffourd se observa que el grado de
sensibilidad de las sustancias estudiadas en relacion a la escala de referencia manifiesta lo

siguiente:

24 horas de exposicion:

e Extracto al 5% al tener un promedio de efecto inhibitorio de 1,33 mm de halo de
inhibicion se ubica como “Nula” (-).

e Extracto al 25% al tener un promedio de efecto inhibitorio de 3,16 mm de halo de
inhibicion se ubica como “Nula” (-).

e Extracto al 50% al tener un promedio de efecto inhibitorio de 5,91 mm de halo de

inhibicidn se ubica como “Nula” (-).

48 horas de exposicion:

e Extracto al 5% al tener un promedio de efecto inhibitorio de 2,50 mm de halo de
inhibicion se ubica como “Nula” (-).

e Extracto al 25% al tener un promedio de efecto inhibitorio de 5,16 mm de halo de
inhibicion se ubica como “Nula” (-).

e Extracto al 50% al tener un promedio de efecto inhibitorio de 9,25 mm de halo de

inhibicidn se ubica como “Sensible” (+)

A partir de este estudio lo que se comprobd fue la accidn inhibitoria de la concentracion
mayor que en este caso se utilizd para la presente investigacion del extracto de toronja
(Citrus paradisi) sobre cepas de Streptococcus mutans, y que este proyecto de
investigacion servird de estrategia como prevencion contra la caries. Ademas se pudo
observar que existen diferencias significativas entre el extracto de toronja en las

concentraciones de 5% y 25% con respecto a la clorhexidina.
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CAPITULO V

DISCUSION

Seglin Okunowo et al ®% a Citrus paradisi se le atribuye un sin nimero de propiedades
debido a que los componentes que especialmente se los pueden encontrar en la semilla y
corteza de la toronja poseen una conocida actividad antibacteriana, antifingica,
antiinflamatoria, antioxidante, antiviral, y conservante. La actividad antimicrobiana del
aceite esencial de la cascara de toronja sobre algunos aislamientos clinicos de Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, E. coli ATCC 25292, Klebsellia pneumonia, Pseudococcus sp.,
Salmonella typhmurium, Shigella flexneri, Staphylococcus aureus y aislados fingicos de
Candida albicans, demostr6 que la mezcla de aceite de etanol inhibid las bacterias de

ensayo y C. albicans.

Sin embargo, al realizar el ensayo para Streptococcus mutans los resultados de este estudio
evidencian que la clorhexidina al 0,12% presentd un mayor efecto antibacteriano sobre la
cepa de Streptococcus mutans que el extracto de toronja (Citrus paradisi) en sus diferentes
concentraciones, los mayores halos de inhibicion los presenta el extracto de 50%, en

comparacion al de 5% y 25%.

Por otro lado, en el 2016 Oikeh et.al. “ manifiestan que al investigar la composicion
fitoquimica, actividad antimicrobiana y antioxidante de diferentes concentrados de zumos
de citricos, se determin6 que los frutos de toronja (Citrus paradisi), mandarina, limon y
lima fueron evaluados en su actividad antimicrobiana mediante el método de difusion en
agar con pozos contra cinco bacterias: Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Salmonella spp. y tres hongos: Candida
albicans, Aspergillus niger y Penicillium spp.; observando que el zumo de toronja a la
concentracion de 200 pul/mL mostré zonas de inhibicion de 8 mm sobre cepas de Candida
albicans, ademas en comparacién con los otros citricos, la toronja fue menos eficaz como

agente antibacteriano y antifingico, sin embargo tuvo una mejor actividad antioxidante.
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Esta referencia investigativa es consistente con los resultados obtenidos en el presente
estudio en ambos tiempos de anélisis (24 y 48 horas), en el cual se determind
estadisticamente que el efecto antimicrobiano del fruto del Citrus paradisi sobre
Streptococcus mutans es Nulo (-) en las concentracions 5% y 25% utilizando como
referente la escala de sensibilidad de Duraffourd; por el contrario se pudo apreciar que la
concentracion de 50% presento una actividad antibacteriana limite e inclusive se verifica
que las concentraciones de 5%, 25% y 50% son significativamente distintas al efecto

antimicrobiano de la clorhexidina sobre S. mutans.

Por otro lado los resultados obtenidos por Uysal " que evalud la actividad antibacteriana
del aceite esencial de toronja contra Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Serratia
marcescens y Proteus vulgaris, con zonas de inhibicion que van desde 11 a 53 mm, lo cual
indica una actividad antibacteriana limite. Mientras que el extracto de toronja (Citrus
paradisi) que ha sido utilizado en esta investigacion de igual forma mostré que en una sola

de las concentraciones hubo un efecto inhibitorio limite.

Por lo que los resultados de este proyecto de investigacion determinan que el extracto
hidroalcohodlico de Citrus paradisi en concentraciones de 5% y 25% es nulo segln la escala
de Duraffourd sobre cepas de S. mutans ATCC® 25175™, resultado obtenido a través de
un estudio in vitro, se concluyé ademas que estas cepas son ligeramente sensibles a una

concentracion mayor como fue la de 50%.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

« Existe efecto inhibitorio in vitro del extracto de toronja (Citrus paradisi) en la
concentracion de 50% sobre cepas de Streptococcus mutans.

» EIl extracto al 50% con un promedio de efecto inhibitorio de 9,25 mm de halo de
inhibicion a las 48 horas, se ubica como actividad inhibitoria “Sensible” (+), segln las

pautas de Duraffourd.

» El Extracto al 25% con un promedio de efecto inhibitorio de 3,16 mm de halo de
inhibicion a las 24 horas y 5,16 mm a las 48 horas, se ubica como “Nula” (-), segun las

pautas de Duraffourd.

» El Extracto al 5% con un promedio de efecto inhibitorio de 1,33 mm de halo de
inhibicion a las 24 horas y 2,50 mm a las 48 horas, se ubica como “Nula” (-), segun las

pautas de Duraffourd.

« Al comparar la actividad antimicrobiana entre las tres concentraciones se observa
diferencias significativas entre la concentracion del 5% comparado con la de 25% y
50%; los promedios de las concentraciones de 25% con la de 50% son distintas.
Finalmente todas las concentraciones son significativamente distintas en relacion al

efecto inhibitorio de la clorhexidina en ambos tiempos de analisis.
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6.2 Recomendaciones

» Elaborar estudios posteriores enfocandose en la preparacion del extracto de toronja
cuyas concentraciones sean mayores, para observar su efectividad contra las baterias

patogenas orales.

» Seria indispensable la realizacion de nuevos estudios sobre los fitofarmacos a nivel
odontoldgico, de tal manera que se pueda coadyuvar al mejoramiento de las diferentes

patologias orales que se presentes en los diferentes pacientes.
» Se deberia procurar la realizacion de mas investigaciones sobre la toronja (Citrus

paradisi) a diferentes concentraciones sobre otros microorganismo patdgenos de la

como la cavidad oral, comparando resultados con el streptococcus mutans.

« Enfocar investigaciones mucho mas profundas sobre los efectos secundarios de la

toronja (Citrus paradisi) y lo que esto implicaria en un futuro.
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Anexo 1. Solicitud de uso del laboratorio del Centro de Quimica

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
UNIDAD DE GRADUACION, TITULACION E INVESTIGACION

Oficio No. 01045- 2017-CUTGI

Quito, D.M 15 de Junio del 2017

ASUNTO: USO LABORATORIO Y ASESORAMIENTO

Sefior Doctor

FERNANDO NOVILLO

COORDINADOR DEL CENTRO DE QUIMICA
Presente

De mi consideracion:

Solicito a usted de la manera mas comedida permita acudir a la Institucion que tan
acertadamente dirige al(a) sefior(ita) VINICIO RAMIRO MALDONADO GUACHO, egresado(a)
2016-2016 de la Facultad de Odontologia, para realizar la elaboracién del extracto de TORONJA
del proyecto de investigacion cuyo tema es: “Efecto inhibitorio del extracto de toronja
(citrus paradisi) en diferentes concentraciones sobre el ‘streptococcus mutans.
Estudio in vitro”. Para el efecto se requerira del uso de los laboratorios, equipos ademas de
la respectiva asistencia técnica a cargo del Quimico Max Bonilla. Requisito previo para la
obtencién del titulo de Odontdlogo.

Cabe aclarar que los materiales que se utilizaran en dicha investigacién seran suministrados por
el senor egresado de la Facultad.

Por la favorable atencién que se digne dar a la presente, anticipo mis agradecimientos,

Atentamente,

Dra. Karina Farfan

COORDINADORA UTGI
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Ciudad Universitaria — Telefax: 321.50.82 ext. 213 - Casillal7-03-76 - E-mail: isifo@hotmail.es
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Anexo 2. Certificado otorgado por el Quimico en la elaboracion del extracto

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR

CENTRO ACADEMICO DE QUIMICA
Quito 25 de julio de 2017

INFORME

Yo Max Alexander Bonilla Rea con C.I. 1711464535, docente del Centro Académico de
Quimica informo que el Sr. Vinicio Ramiro Maldonado Guacho con C.I. 1720244977,
egresado de la Facultad de Odontologia de la Universidad Central del Ecuador, realizé el
extracto de toronja (Citrus Paradisi) en el Centro de Quimica bajo mi responsabilidad
técnica, controlando los parametros de calidad que este tipo de productos requieren para el
proyecto de investigacién cuyo tema es “EFECTO INHIBITORIO DEL EXTRACTO
DE TORONJA (CITRUS PARADISI) EN DIFERENTES CONCENTRACIONES
SOBRE EL STREPTOCOCCUS MUTANS ESTUDIO IN VITRO” Adjunto el
programa de actividades para la obtencion del mismo.

Es todo lo que puedo certificar en honor a la verdad. El mencionado sefior puede ser uso de
este certificado como bien le parezca.

/4

VY

Quimico Max A. Bonilla Rea Msc.

C.I. 1711464535
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Anexo 3. Solicitud de uso del laboratorio de Microbiologia

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
UNIDAD DE GRADUACION, TITULACION E INVESTIGACION

Oficio 1007-2017- CUITG
Quito, D.M. 7 de junio del 2017
ASUNTO: USO EQUIPOS Y ASESORAMIENTO

Doctor

Juan Viteri

Jefe del Laboratorio de Microbiologia
Presente

De mi consideracion:

Solicito a usted de la manera mas comedida permita acudir al Laboratorio de Microbiologia, y
preste el asesoramiento técnica para el desarrollo del proyecto de investigacion al(a) senor(ita):
VINICIO RAMIRO MALDONADO GUACHO, egresada(o)/estudiante de la Facultad de
Odontologia periodo 2016-2016, para realizar el Proyecto de Investigacion cuyo tema es:
“EFECTO INHIBITORIO DEL EXTRACTO DE TORONJA (CITRUS PARADISE) EN
DIFERENTES CONCENTRACIONES SOBRE EL STREPTOCOCCUS MUTANS. ESTUDIO IN
VITRO”. Para la realizacion de su trabajo requiere utilizar la incubadora y otros equipos para
los analisis correspondientes. Requisito previo para la obtencién del titulo de Odontélogo.

Por la favorable atenciéon que se digne dar a la presente, anticipo mi agradecimiento.

Atentamente,

E ocecerr—— TR
Dra. Karina Farfan
COORDINADORA UTGI

Sb by <> G

Cc: Lic. Yolanda Andrade

Ciudad Universitaria - Telefax: 321.50.82 ext. 213 ~ Casillal17-03-76 - E-mail: isifo@hotmail.es
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Anexo 4. Certificado otorgado por coordinador del Laboratorio de Microbiologia de
la Facultad de Odontologia de la U.C.E.

Quito 15 de septiembre del 2017

INFORME

Yo, Yolanda Andrade con C.I. 1705366480 licenciada del Laboratorio de microbiologia de
la facultad de odontologia informo que el sefior Vinicio Ramiro Maldonado Guacho con
C.l. 1720244977 egresado del periodo 2016-2016 realizo el trabajo experimental de su
tesis cuyo tema es: “EFECTO INHIBITORIO DEL EXTRACTO DE TORONIJA (CITRUS
PARADISI) EN DIFERENTES CONCENTRACIONES SOBRE EL STREPTOCOCCUS MUTANS
ESTUDIO IN VITRO”, bajo mi responsabilidad como encargada del Laboratorio de
Microbiologia.

Es todo cuanto puedo certificar en honor a la verdad. El mencionado sefior puede hacer
uso de este documento como bien le pareciera.

Atentamente

S CEACLLLELELE LY LT PP T

Lic. Yolanda Andrade

Laboratorista
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Anexo 5. Certificado del Subcomité de Etica de la Universidad Central del Ecuador

UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
SUBCOMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES HUMANOS

EL SUBCOMITE DE ETICA DE INVESTIGACION EN SERES
HUMANOS DE LA UNIVERSIDAD CENTRAL DEL ECUADOR
SEISH - UCE

CERTIFICA:

Que conocid la evaluacién realizada por el Comité de Etica de Investigacion de la Facultad
de Odontologia al Protocolo de Investigacion presentado por el (la) senor (ita), Vinicio
Ramiro Maldonado Guacho, egresado (a) de Grado de la Facultad de Odontologia, con
el tema:

“Efecto inhibitorio del extracto de toronja (citrus paradisi) en diferentes
concentraciones sobre el Streptococcus Mutans estudio In - Vitro.”

Una vez analizados los fundamentos metodojégicos, bioéticos y juridicos del mencionado
estudio, el Subcomité certifica la VIABILIDAD ETICA.

Quito, 27 de septiembre del 2017.

,_é;? Fxé/(\fw j

Dr. Fernando Salazar Manosalvas

= ,
Ticic Pazan Leodn

PRESIDENTE & ,/;"';"/SECRETARIG’ e
Germania R
Direccion: Ciudadela Universitaria Teléfono: 2904-211 / 2902-192
Junto a Consejo Universitario E-mail: comite.etica@uce.edu.ec
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Anexo 6. Certificado del informe estadistico

Quito, DM 13 de octubre de 2017

A quien corresponda:

Yo, Ing. Jaime Molina con Cl 170917527-5, por el presente renuncio a todos los derechos de autor
y propiedad intelectual relacionado al trabajo estadistico, andlisis de resultados, matriz o variables
realizado en el trabajo titulado “EFECTO INHIBITORIO DEL EXTRACTO DE TORONIJA (CITRUS
PARADISI) EN DIFERENTES CONCENTRACIONES SOBRE EL STREPTOCOCCUS MUTANS
ESTUDIO IN VITRO” del Sr. Vinicio Ramiro Maldonado Guacho por lo tanto puede hacer uso del
presente como a bien tuviere.

Atentamente:

Cl 170917527-5
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Anexo 7. Abstract Certificado

TOPIC: Inhibitory effect of different concentrations of grapefruit (citrus paradisi)

on the Streptococcus Mutans. In vitro study

Author: Maldonado Guacho Vinicio Ramiro

Tutor: B.F. Maria Fernanda Caicedo Breedy

ABSTRACT

Dental caries is defined as a universal pathology, which results from several
factors and that is characterized by the localized and chemical dissolution of the
hard tissues of the teeth due to organic acids that result from the fermentative
methabolism of the sugar of bacteria. There are countless elements capable of
inhibiting oral microorganisms associated with the formation of dental plaque,
amongst which we can mention antibiotics, chemical agents such as chlorhexidine
and certain vegetable extracts. When the moment medicinal plants were first used,
there were known their healing properties, but it was unknown what active
ingredient they had. This is an experimental study, proposed in order determine
the inhibitory effect of the grapefruit extract through disks submerged in this
substance in concentrations of 5, 25 and 50%, using chlorhexidine at 0.12% as
positive control and distilled water as negative control, over the strain of
Streptococus mutans. The inhibitory halos were measures 24 and 48 hours after.
The results obtained in this study in both time periods (24 and 48 hours)
determined that the Citrus paradisi has no effect over the Streptococcus mutans (-)
at 5% and 25%. However, at 50% there was sensitivity after 48 hours of exposure,
using the Duraffourd scale as guide. It was even verified that concentrations at
5%, 25% and 50% are significantly different to the antimicrobial effect of
chlorhexidine over this microorganism. Based on this results it was possible to
establish that the grapefruit extract (Citrus paradisi) has an inhibitory effect over
the strain of Streptococcus mutans in the in vitro study.

KEY WORDS: STREPTOCOCCUS MUTANS/ GRAPEFRUIT EXTRACT/
BACTERIAL INHIBITION.

I CERTIFY that the above is a true and correct translation of the original

document written in Spanish.

UMACAPACITACION
7 g s CAPACITACION & CONSULTORIA
T Ly Rl Crecbr el u RUC: 0603266024001
cda. Indira Sterwart. v’ G )
E-MAIL: umacapacitacion whotmail fom enter_pymes @hotmail.com
C.C: 1757623044 Quito: Pasaje Indoamerica P80 2 Tolt: 02:5150-706 / 0999794819

Registro Senescyt: 862183198
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Anexo 8. Repositorio Biblioteca universidad Central del Ecuador

FORMATO PARA EXPEDIENTE DEL ESTUDIANTE
AUTORIZACION DE PUBLICACION EN EL REPOSITORIO CODIGO:
INSTITUCIONAL sib-uce.
La de este es para el control del reg: Favor no
| Fecha de entrega: | Dia: 13 | Mes: noviembre | Afo: 2017

INFORMACION DE AUTOR (ES

Nombres y apellidos:

VINICIO RAMIRO MALDONADO GUACHO C.l. o pasaporte: | 1720244977

Email:

vinic1929jm@hotmail.com Afio Nacimiento: | 07-08-1985

Nombres y apellidos:

C.l. o pasaporte:

Email :

Afio Nacimiento

Nombres y apellidos

C.l. o pasaporte:

Email:

Afio Nacimiento

INFORMACION INSTITUCIONAL

Nombre de la Facultad: Odontologia

Carrera: Odontologia =

Titulo a optar: Odontélogo <

Pregrado: x I Especializacion: I [Maestrla: | I Doctorado: [ l Institucional: | [ Otro: I

Tutor (es): B.F. Maria Fernanda Caicedo

INFORMACION Y CATEGORIA DEL DOCUMENTO. Marque con X (uno o varios)

Articulo de Revista

Revista Académica / Cientifica

Capitulo de Libro

Tesis (Maestria y Doctorado)

Libro Trabajo de grado (Pregrado y Especializacion) x
Memoria de Evento Otro
Ponencia Cual?

Produccién Docente

Titulo y subtitulo del documento: Efecto inhibitorio del extracto de toronja (Citrus Paradisi) en diferentes
concentraciones sobre el Streptococcus mutans. Estudio in vitro.

DINAMICA DE INVESTIGACION (Definida por cada Facultad. Consultar con su Tutor)

Grupo de Investigacion:

Biologia estomatolégica

Linea de Investigacion:

Microbiologia oral

Area:

Ciencias Odontologicas basicas

Tema:

Efecto inhibitorio del extracto de toronja (Citrus Paradisi) en diferentes
concentraciones sobre el Streptococcus mutans. Estudio in vitro.
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AUTORIZACION DE PUBLICACION EN EL REPOSITORIO DIGITAL

Por medio de este manifiesto (rr mi (| de autorizar a la U Central del ,la

texto P de manera y por tiempo Indaﬂnido enel Raposnorlo Digital de Ia Unlversldad Central del Ecuador, asl como en lndlces
, redes de iosy Digital su difusion, el objeto de la presente autorizacién, con

fines y en los términos establecidos.

En virtud del reconoci y P a Ios I: de Autor en Ia L_GLG_Q_BERMGHJLIMILELQD_ELW de lo

sefialado en la Decla s i ncias a les, asi como del uso de

a re a Hum: des Licencias
de Creative Cammons. lndlco ml declsion respecto n publlcar mi (nuestro) lrabajo en el Repositorio lnsmuclonal de Acceso Libre Nacional e
Internacional, de la Universidad Central del Ecuador.

Como autor (. ) manifiesto ) que el es original y se realiz6 sin violar o usurpar
derechos de autor de terceros, por lo tanto, la obra es de mi (nueslra) excluslva autoria y poseo (poseemos) la titularidad sobre la misma. La
Universidad de Central del . No sera P utlllzaclén indebida del documento por parte de terceros, sera
ivamente mi ( P I que pueda presentarse a la Universidad. Autorizo
(autor al io i de la L Central del . ir el documento al que el lo
digital, ier otro ido o por ) con fines de preservacion

Esta autorizaciéon no implica mnuncla a la facultad que tengo (tenemos) de publicar posteriormente la obra, en forma total o parcial, por lo cual

podré (mos), dando aviso por escrito a la Biblioteca de la Universidad Centrul dol Ecundor. con no menos de un mes de antelacién, solicitar

que el documento deje de estar disponible para el publico en el i | de la Universidad de Central del Ecuador, asi mismo,
se por legales y/o reglas del editor de una revista.

| AUTORIZACION DE PUBLICACION |

| Firma autor* J}&’ ‘ Cedula: ‘ 172024497-7 |
[ Firma autor* ‘ Cédula: | |
| Firma autor* I ‘ Cédula: l J

ESPACIO EXCLUSIVO PARA EL ASESOR O REPRESENTAN'.I'E COMITE EVALUADOR DE FACULTAD

Entiendo los términos en los que el autor acepta la p en texto P , en en los que asume la autoria del
documento y que excluye a la Universidad Central del o a mip por i o litigio de terceros, haciéndose
responsable de los efectos que ello . He leido el texto completo y evaluado este en su comp

e ivo; utilicé 0s de ylo oI en linea que permiten detectar indicios de
fraude d , segun los imientos en mi area de P un alto nivel de confiabilidad de
autoridad, que cumple con los requisitos de calldad exigidos por la Universidad Centrsl del Ecuador para e'ectos de visibilidad y prestigio
nacional e internacional y por lo tanto avalo la calidad de este trabajo y su en texto P y refi ial en la C ion de Trabajos
de Titulacion

l AVAL DE PUBLICACION EN EL REPOSITORIO DIGITAL l

| Nombre tutor* ] MARIA FERNANDA CAICEDO I Email fcaicedo@uce.edu.ec |
S =
*Se firmas origi ylo tanto para autor(es) como para tutor (es), las cuales son requisitos indispensables para la entrega

en Biblioteca.
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