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Resumen

La caries dental es uno de los continuos padecimientos de la poblacién, por lo que
en la busqueda de nuevos recursos, se realizd un estudio experimental, in vitro,
en el que se empled cepas de Streptococcus mutans y aceite esencial de Syzygium
aromaticum. Este estudio se realiz6 con el objetivo de determinar el efecto
antibacteriano, in vitro, del aceite esencial de Syzygium aromaticum (clavo de
olor), en concentraciones de 50%, 70%, 90%. El aceite esencial de Syzygium
aromaticum se obtuvo a través del método de destilacion por arrastre de vapor de
agua. Se utilizé un cultivo liofilizado de la cepa de S. mutans ATCC 25175. La
reactivacion se realizé sembrando el cultivo en un tubo con Caldo Brain Heart
Infusion (BHI), y Agar Tripticasa Soya (TSA), se incub0 bajo condiciones de
microanaerobiosis, y se evaluo a través del método de sensibilidad bacteriana de
Kirby Bauer. Para determinar la efectividad del aceite esencial de Syzygium
aromaticum se utilizo la prueba estadistica ANOVA previo analisis de
normalidad, distribucion de valores y Test de Tukey, con un nivel de significancia
de p<0.05. Se determind la efectividad antibacteriana del aceite esencial de
Syzygium aromaticum en concentraciones que abarcan el 50%, 70%, 90% sobre S.
mutans. La concentracion de 90% mostré mayor efectividad, obteniendo un halo
de inhibicion de 31.8mm, en comparacion del 70% y 50%. Se concluy6 que el
aceite esencial de Syzygium aromaticum al 90% tiene mayor efectividad
antibacteriana al inhibir el crecimiento del S. mutans ATCC 25175.

Palabras clave: Syzygium aromaticum, in vitro, Streptococcus mutans,

sensibilidad, bacteriana.
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Abstract

Dental caries is one of the continuous suffering of the population, so in the search for
new resources, an experimental study was carried out, in vitro, in which strains of
Streptococcus mutans and essential oil of Syzygium aromaticum were used. This
study was carried out with the objective of determining the antibacterial effect, in
vitro; of the essential oil of Syzygium aromaticum (clove), in concentrations of 50%,
70%, 90%. The essential oil of Syzygium aromaticum was obtained through the
method of steam distillation. A freeze-dried culture of the S. mutans strain ATCC
25175 was used. The reactivation was carried out by seeding the culture in a tube
with Brain Heart Infusion Broth (BHI), and Tripticase Soy Agar (TSA), was
incubated under microanaerobiosis conditions, and was evaluated through the
bacterial sensitivity method of Kirby Bauer. To determine the effectiveness of the
essential oil of Syzygium aromaticum, the ANOVA statistical test was used after
analysis of normality, distribution of values and Tukey test, with a level of
significance of p<0.05. The antibacterial effectiveness of the essential oil of
Syzygium aromaticum in concentrations ranging from 50%, 70%, and 90% on S.
mutans was determined. The concentration of 90% showed greater effectiveness,
obtaining an inhibition halo of 31.8mm, compared to 70% and 50%. It was
concluded that the essential oil of 90% Syzygium aromaticum has greater
antibacterial effectiveness when inhibiting the growth of S. mutans ATCC 25175.

Key words: Syzygium, in vitro, Streptococcus mutans, sensitivity, bacterial.
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l. Introduccion

La caries dental es una enfermedad que en la actualidad representa un problema
mundial, por ser una de las enfermedades orales mas comunes sin importar la edad
de quienes la padecen. La caries corresponde a una enfermedad infecciosa,

transmisible, producida por la concurrencia de bacterias especificas en un huésped y

un ambiente, como la cavidad oral.!

En la actualidad se ha implicado al Streptococcus mutans como el principal y mas
virulento microorganismo responsable de la caries dental asi como también existen

otros microorganismos de gran importancia, tales como el Lactobacillus,

Actinomyces y otros tipos de Streptococcus que también participan.®

La Organizacion Mundial de la Salud reconoce la importancia de las plantas
medicinales en el tratamiento y prevencion de mdltiples enfermedades, como
también la relevancia a nivel econdmico al ser una fuente de descubrimiento de
nuevas drogas que en algunos casos tiene un costo muy inferior a la sintesis de
nuevos farmacos. EI regreso del interés cientifico sobre las plantas medicinales,

investigando su riqueza y variabilidad quimica, ha impulsado una revalorizacion de

su empleo en muchas partes del mundo.?

Una de las plantas que presenta propiedades antibacterianas de uso médico es
Syzygium aromaticum (clavo de olor) el cual es una especie perteneciente a la familia
Myrtaceae, la cual se caracteriza por habitar en ambientes principalmente tropicales.
Es originaria de Indonesia, y actualmente se cultiva en Brasil, Haiti, India, Kenia,

Madagascar, Malasia, Mauricio, México, Seychelles, Sri Lanka, Tanzania, entre



muchos otros paises.®

El aceite de clavo de olor ha sido ampliamente investigado debido a su popularidad,
como estimulante contra trastornos digestivos, asi como también, posee muy

variados efectos dentro de las que destacan el antiséptico, analgésico, antibacteriano,

antiflngico, anestésico y antimutagénico.>

En odontologia se usa como preparado de 6xido de zinc y eugenol. Es por ello que el
presente estudio busco determinar la efectividad antibacteriana invitro del aceite
esencial Syzygium aromaticum frente al Streptococcus mutans. Los resultados del
presente estudio serviran de base para la realizacion de futuras investigaciones y la
elaboracion de productos orales alternativos que se encuentren accesibles al alcance
de toda la poblacion, especialmente aquellas de bajos recursos econémicos. * Por lo
tanto éste proyecto se realizd con la finalidad de evaluar el aceite esencial de
Syzygium aromaticum (clavo de olor), en concentraciones de 50%, 70%, 90% sobre
S. mutans ATCC 25175.

El aceite esencial de Syzygium aromaticum se obtuvo a través del método de
destilacion por arrastre de vapor de agua. Se utilizé un cultivo liofilizado de la cepa
de S. mutans ATCC 25175. La reactivacion se realizo sembrando el cultivo en un
tubo con Caldo Brain Heart Infusion (BHI), y Agar Tripticasa Soya (TSA), se incubo
bajo condiciones de microanaerobiosis, y se evalu6 a través del método de
sensibilidad bacteriana de Kirby Bauer. * Se determin6 la efectividad antibacteriana
del aceite esencial de Syzygium aromaticum en concentraciones que abarcan el 50%,
70%, 90% sobre S. mutans. La concentracion de 90% mostré mayor efectividad,

obteniendo un halo de inhibicion de 31.8mm, en comparacién del 70% y 50%. Por



tal motivo se concluyd que el aceite esencial de Syzygium aromaticum al 90% tiene
mayor efectividad antibacteriana al inhibir el crecimiento del S. mutans ATCC

25175.



I1. Revisién de la literatura:

1.1 Antecedentes

Diaz OV ° (Ecuador, 2016)" Efecto inhibidor del aceite esencial de clavo de
olor “Syzygium aromaticum” como agente antimicrobiano, sobre cepas de
Streptococcus mutans. Estudio in vitro” El aceite esencial de S. aromaticum
se obtuvo a través de la técnica de destilacion por arrastre de vapor de agua, en
concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%. Las cepas de S. mutans se
obtuvieron a través del laboratorio en estado inactivo. Se realizo la suspension
del S. mutans y se colocé en un tubo de ensayo. La suspension, posteriormente
fue sembrada en placas con Agar de Muller Hinton. Se utilizaron discos de papel
filtro de 6 mm de diametro los cuales fueron embebidos con 20 ul, de cada
concentracion (25%, 50%, 75%, 100%). Seguidamente se introdujeron en jarra
Gaspack, en anaerobiosis, donde permanecio a una temperatura de 35°C, durante
24 horas. Los resultados demostraron que el aceite esencial de clavo de olor al
25% presento un halo de inhibicién de 20mm, al 50% present6 un mayor halo de
inhibicion de 22mm, al 75% presentd su mayor halo de inhibicién de 21mmy al
100% presenté su mayor halo de inhibicién de 22mm, por lo que se concluye

que la concentracion del 50% es mas efectiva.

Gamboa J et al® (Perti, 2015)" Efecto del aceite esencial de Syzygium
aromaticum sobre la supervivencia de Salmonella typhi, Salmonella
paratyphi A y Bacillus cereus”. En el presente estudio se evalud la efectividad
del aceite esencial de Syzygium aromaticum, para lo cual se utilizd brotes de

clavo de olor a traves del método de destilacion por arrastre con vapor de agua,



luego se prepararon concentraciones de 10%, 20%, 30% y 40% utilizando como
solvente emulsificante, Tween 80. Se emplearon cada uno de los cultivos de S.
typhi, S. paratyphi Ay B. cereus y se estandarizaron a una turbidez equivalente a
1.5x108 células/mL del nefeldémetro de MacFarland, los cuales constituyeron los
indculos. La efectividad del aceite esencial de S. aromaticum sobre los
microorganismos se determind por el método de difusién en agar utilizandose
concentraciones de 10%, 20%, 30% y 40% de aceite; utilizando cloranfenicol
(30ug/disco) como control positivo y Tween 80 como control negativo. El
estudio concluyd que el aceite esencial al 40% presenta un notable efecto

antibacteriano.

Rodriguez O et al.” (México, 2014) “ Obtencion del aceite esencial de
Syzygium aromaticum, identificacion del eugenol y su efecto sobre S.
mutans”. Se determino el efecto de S. aromaticum frente a S. mutans. Las cepas
de S. mutans, fue proporcionada por el laboratorio de biologia molecular. Las
cepas se cultivaron en agar de Muller Hinton durante 24 horas a 37° C. Los
botones de S. aromaticum se obtuvieron en centros de venta reconocidos. El
aceite se preparoé através del método de hidrodestilacion y se evaluo su actividad
antibacteriana contra células plantonicas de S. mutans ATCC 700611,
realizandose diluciones seriadas; desde 15 hasta 1000ug/mL, comparandose con
clorhexidina al 0.12% y dimetilsulfoxido, ademas se determin6 la CMI. Mostrd
mayor actividad antimicrobiana a las concentraciones de 1000, 500 y 250
ug/mL. La CMI y CMB del aceite, resultd6 a 125 y 250 pg/mL

respectivamente. El estudio demostro la capacidad del aceite esencial de clavo



para el crecimiento inhibitorio de S. mutans. Se demostr6 al eugenol como
compuesto de mayor abundancia y con actividad bactericida en un rango de

concentracion de 125-1000 pg / ml, con CIM 125 pg /mL.

Sanchez L et al.® (EI Salvador, 2013) Actividad cariosa y efectividad
antimicrobiana del Aloe Vera y Syzygium aromaticum sobre
Estreptococcus mutans, aislado de la cavidad oral” Se determin6é la
efectividad antimicrobiana del S. aromaticum y Aloe vera frente a S. mutans.
Las muestra bacteriana se tomé de piezas dentales afectadas y se traslado en un
medio de cultivo de transporte Cary Blair, para ser procesadas y se sembro en
un medio de nutritivo, transcurrido 24 horas de incubacion se procedi6é a sembrar
en un medio de cultivo selectivo para aislar a Streptococcus mutans
confirmando la identidad de la especie con una cepa control. El aceite esencial
se obtuvo a través del método de destilacion por arrastre de vapor de agua”. Los
resultados mostraron que el aceite de S. aromaticum, posee efectividad
bacteriostatica frente al S. mutans en concentraciones, desde el 50% hasta el
80%. En concentraciones del 90% al 100% se determind un efecto bactericida
.El estudio concluyo que el Aloe vera no posee ningun efecto inhibitorio o
bactericida sobre S. mutans, a diferencia del S. aromaticum, que posee un efecto

bacteriostatico desde el 20%.

Sethi S et al.® (India, 2013) “Actividad antimicrobiana de especias contra
patogenos aislados transmitidos por los alimentos”. EIl propdsito del estudio
consistio en evaluar la actividad antimicrobiana del S. aromaticum en extracto

metanolico y otras especias contra diversos patdégenos. Se utiliz6 100 gr de



Syzygium aromaticum para la realizacion del extracto, usando el método de
difusion. Las cepas se inocularon en caldo nutriente y se incubaron a 37°C,
durante 24 horas. Los microorganismos se sembraron en respectivos medio por
método de placa de propagacion 10 pl (10 células / ml) por 24 horas en caldo de
crecimiento bacteriano. El extracto metanolico de S. aromaticum formo halos de
inhibicion de hasta 19 mm en bacterias tales como: E.Coli, B. subtilis,
Ps.florescens, S.marscens C.frendii, K.pneumo, S.aureus. Pr.vulgaris. El
estudio concluyé demostrando que el extracto de Syzygium aromaticum posee

una mayor efectividad antibacteriana en comparacion a otras especias.

Rana I et al.*° (India, 2011),"Evaluacion de la actividad antif(ingica en aceite
esencial del Syzygium aromaticum (l.) por extraccion, purificacion y analisis
de su componente principal eugenol”. El presente estudio tenia por finalidad
evaluar la actividad antifangica del aceite esencial y analizar el eugenol. El
aceite esencial, se prepar0 a través del método de destilacion con vapor de
agua. Los cultivos se mantuvieron en agar de patata dextrosa (PDA), medio
inclinado suplementado con extracto de levadura al 0,1% y se almacenaron
como cultivos activos a 4 ° C. Los hongos se cultivaron en Sabouraud Dextrose
Agar (SDA). Se prepararon suspensiones de esporas fungicas que contenia
0,05% de Tween-20. Se observo una considerable variacion de entre 12-22 mm,
en los tamafios de halos de inhibicion entre los hongos aislados. En sus
investigaciones concluyd que el aceite esencial de S. aromaticum posee
actividades antifungicas frente a especies de hongos y levaduras, por lo tanto

concluy6 que el aceite esencial de clavo es altamente antifingico para todas las



especies de hongos probados.

Gupta C et al!' (India, 2008)" Comparacion de las actividades
antimicrobianas del aceite de clavo y su extracto en algunos microbios
transmitidos por los alimentos”. El estudio tenia por finalidad comparar la
actividad del extracto etandlico (50%) y de aceite de clavo olor como agentes
antimicrobianos naturales. La efectividad del aceite de clavo y su extracto (50%
de etanol) se prob6 contra diez bacterias (siete Gram positivas y tres Gram
negativas) y siete hongos mediante ensayos a traves del método de difusion en
agar-pozo. Se demostré la efectividad del aceite con una concentracion
inhibitoria minima (CIM) de 2.5% (v/v) contra Staphylococcus epidermidis Y
Staphylococcus sp. Entre los hongos, Aspergillus niger, es altamente sensible al
aceite. Se concluy6 que el aceite de clavo es méas efectivo en comparacion con el

extracto de clavo.



2.2Bases tedricas de la investigacion:

Caries dental

1. Concepto

La caries es una enfermedad causada por multiples factores, que implican una
relacién entre los dientes, la saliva y la microflora oral; para la formacion de
la caries se requiere de un medio favorable, es decir un huésped susceptible,
que posea una microflora oral cariégena y un sustrato adecuado; estos
componentes deben estar presentes en un periodo de tiempo determinado, para
finalmente provocar la aparicion de ésta enfermedad.'> Uno de los pasos mas
significativos para la produccion de caries dental, es la adhesion inicial de los
microorganimos la superficie del diente. Esta adhesion esta mediada por la
actividad conjunta entre una proteina del microorganismo y algunas de la
saliva que son absorbidas por el esmalte dental.*3

2. Etiologia de la caries dental

La etiologia de la caries dental es multifactorial, por lo que es necesaria la
accion en conjunto de estos factores para el inicio de una destruccion

dentaria.'*
Factores bioldgicos

e Microorganismos: Los microorganismos poseen un papel esencial en
la etiologia de la caries dental, ya que en la cavidad oral encontramos
una de las méas variadas y concentradas poblaciones bacterianas. Entre

los patdgenos presentes en la boca encontramos a tres especies



principalmente relacionadas con la caries dental: Streptococcus,
Lactobacillus y Actinomyces.
En la actualidad la comunidad bacteriana, metab6licamente integrada,
que se une a las superficies, vivas o inertes, blanda o dura, es definida
como biofilm. Esta agrupacion bacteriana se encuentra organizada, por
ende los microorganismos se comunican entre si, llegando a producir
grandientes localizadas que afectan la poblacion en general .4

e Huésped: Los factores ligados directamente al huésped, son la saliva y
los tejidos dentarios.'*

e Dieta: Representa un rol muy importante en el metabolismo
bacteriano, ya que la presencia de hidratos de carbono proveniente de
la dieta se fermentan favoreciendo a la colonizacion bacteriana y a la

adhesividad de la placa.'*

3. Incidencia

En la actualidad la Organizacion Mundial de salud nos indica, que entre el
60% Yy 90% de los nifios en edad escolar y cerca el 100 % de los adultos, en
términos mundiales presentan caries dental, y a menudo es acompafada de
dolor o sensacion de molestia, asi como también menciona que al rededor del
30% de la poblacion mundial con edades comprendidas entre los 65 y 74 afios
no tiene dientes naturales.'®

4. Fisiopatologia de la caries

La colonizacidn bacteriana, requiere del previo establecimiento de una fina

capa salival proteica sobre la superficie dentaria, denominada: pelicula
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adquirida. Al contacto con los dep6sitos microbianos en la estructura dentaria,
y la inestabilidad entre la saliva y la placa dental, resulta un deterioro de los
minerales dentarios, cuyo signo es la destruccién de tejidos duros, por lo tanto
se le clasifica a ésta como una enfermedad irreversible y transmisible.?

En algunas patologias, la capacidad bacteriana para formar una estructura
compleja multidimensional conocida como biopelicula desempefia un papel
muy importante. Dentro de los principales agentes causantes de esta
enfermedad es la bacteria Streptococcus mutans, que posee la capacidad de
colonizar la cavidad oral y también de formar biopeliculas bacterianas. 1°

Las propiedades adicionales que permiten a S. mutans colonizar la cavidad
oral incluyen la capacidad de sobrevivir en un ambiente &cido, por lo tanto,
uno de los muchos factores etiologicos de la caries dental, es éste
microorganismo, es la habilidad de Streptococcus mutans en adquirir nuevas
propiedades que permiten la expresion de determinantes de patogenicidad.®
La bacteria Streptococcus mutans y la ingesta descontrolada de carbohidratos
refinados, como el azlcar y el biofilm dental. Al ser la etiologia de la caries de
naturaleza multifactorial, su tratamiento requiere la implementacion de
estrategias tanto de educacion para la higiene, orientacion nutricional y la
busqueda de nuevas formas de prevencion para la disminucién como
enfermedad.’

Streptococcus mutans

1. Microflora oral

La microflora oral es un ecosistema complicado que posee una extensa

variedad de microorganismos. La boca es colonizada por diversas bacterias
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antes de la erupcién dentaria, no obstante, los recién nacidos son
fundamentalmente libres de microorganismos. La placa dental se desarrolla en
los nifios, con la erupcidon dentaria, sobre las superficies exteriorizadas, las
cuales llegan a estar revestidas por una pelicula invisible que se encuentra
constituida primordialmente por glicoproteinas salivales, por lo tanto de no
realizar las medidas de higiene oral necesarias, las superficies dentarias

almacenan gran cantidad de microorganismos. 8

Las bacterias orales pertenecen a una comunidad compleja de numerosas
especies que participan en la formacion de la placa bacteriana (biofilm o

biopelicula) con todas sus funciones, interacciones y propiedades.'®

En la cavidad oral habitan principalmente (aproximadamente 1010 bacterias,
siendo el 60% cultivables) entre 500 y 700 especies, colonizando mucosa y
dientes formando la placa bacteriana, uno de estos miembros pertenece al
género Streptococcus. En la actualidad se considera a diversos grupos de
microorganismos influyentes en el periodo inicial de la caries dental
(estreptococos del grupo S. mutans, Lactobacillus spp y Actinomyces spp) de
los cuales, Streptococcus mutans es uno de los agentes mas importantes
relacionado a la cavidad oral.8

En diversas patologias infecciosas, es necesaria la colonizacién de un
patdgeno previamente a la aparicion de la infeccion. Existe un rango de
factores de virulencia muy significativa para la instauracion del Streptococcus
mutans en la compleja comunidad microbiana de la biopelicula dental. La

evidencia y diversos estudios demuestran que una forma de transmision de S.

12



mutans durante los primeros afios de vida es la que se produce por el contacto
directo de madre a hijo (transmision vertical), mientras que el contacto con
otros familiares, incluidos: Padre, hermanos y demas posibles cuidadores
constituye una segunda via de transmision (transmision horizontal) que es de
importancia durante edades posteriores.'®

2. Caracteristicas de Streptococcus mutans

Esta bacteria es un coco Gram positivo, organizado en cadena, no movil,
catalasa negativo, generador de &cido latico, con la facultad en modificar el
medio de pH 7 a pH 4.2 en, aproximadamente, 24 horas. Fermentador de
glucosa, lactosa, rafinosa, manitol, inulina y salicina con la elaboracion de
acido, siendo estos el acido lactico, acido propionico, acido acético y acido
formico. Cuando es generada la produccion de carbohidratos fermentables
como la sacarosa, glucosa y fructosa, estos transitan a traves de la placa dental
hacia el esmalte poroso, disocidndose y liberando hidrogeniones, estos se
encargan de disolver velozmente el mineral del esmalte, generando calcio y
fosfato, los cuales, a su vez, difunden fuera del esmalte.*®

3. Caries dental y S. mutans

La caries dental es una patologia infecciosa, transmisible de la cavidad oral,
en la que los Streptococos mutans realizan una labor muy importante. En
diversas infecciones es necesaria la colonizacién bacteriana previamente al
inicio de la infeccion. En la pelicula dental los componentes causantes de
virulencia bacteriana son importantes para la formacion de Streptococcus
mutans en la comunidad bacteriana.l’ Estos factores de virulencia de S.

mutans, poseen una estrecha relacion con las diversas especies, lo cual es
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esencial, ya que juega una importante labor en la colonizacion, debido a los
diferentes genotipos de un mismo individuo y la expresion particular que
puedan o no influenciar su virulencia y su capacidad para mantenerse bajo
diferentes condiciones ambientales. La labor del estreptococo del grupo
mutans, especialmente Streptococcus mutans y Streptococcus sobrinus, en la
etiologia de la caries ha sido ampliamente analizado y justificado.®

El S. mutans es considerado como el microorganismo cariégeno por
excelencia, por su especial capacidad de colonizar superficies duras. Se aisla
en la cavidad oral, sobre todo a partir de placas supragingivales, radiculares y
saliva.

Esta demostrado su importante en las endocarditis sub agudas, representando

19
entre el 7-14% de todas las originadas por los estreptococos.

Para controlar la placa bacteriana, existen agentes quimicos que tienen la
capacidad de reducir o retardar su formacion, uno de estos es el Digluconato
de clorhexidina, que también suele utilizarse para el control quimico como
antiséptico.

Clorhexidina

1. Concepto

La clorhexidina es un antiséptico derivado de una biguanida de carga positiva,
con gran sustantividad y amplio espectro de actividad antibacteriana. %

2. Caracteristicas

El digluconato de clorhexidina posee una molécula bicationica simétrica

consistente en dos anillos: cuatro clorofenil y dos grupos bisguanida

14



conectados por una cadena central de decametileno (clorofenil bisguanida).?
En odontologia se empled originalmente para higiene oral y como material
irrigacion en endodoncia, luego llegdé a demostrarse que un enjuague de 60
segundos, por dos veces al dia con solucion de digluconato de clorhexidina al
0,2% en carencia de cepillado normal, inhibia la produccién de placa y
consecuentemente el desarrollo de enfermedad gingival.?

3. Propiedades

El Digluconato de clorhexidina presenta propiedades muy importantes las

cuales son ideales para su utilizacion. En odontologia destacan las siguientes 2°

e Efecto Bactericida: En altas concentraciones, induce a la muerte
bacteriana.

e Efecto Bacteriostatico: En bajas concentraciones, impide la
reproduccion bacteriana.

e Actividad antibacteriana de amplio espectro: Es efectivo contra un
amplio rango de bacterias gram positivas, gram negativas, levaduras,
hongos.

e Sustantividad: Tiene la capacidad de unirse a distintas localizaciones
de la boca, para liberarse lentamente en forma activa manteniendo
niveles terapéuticos

Syzygium aromaticum
1. Geografia
El Syzygium aromaticum es una especie nativo de Indonesia, en la actualidad

se cultiva en Brasil, Haiti, India, Kenia, Madagascar, México, Seychelles,
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Tanzania, entre otros.>®

2. Altura

El &rbol de clavo de olor es sélido, que posee un desarrollo de hasta una altura
de 10 a 20 metros. Sus hojas son lanceoladas e inflorescencias racimosas
(tirso). Las yemas florales originalmente poseen una coloracion palida, que de
forma progresiva llegan a tornarse de color verde, para finalmente adquirir un
color rojizo brillante, para luego encontrarse listos para ser recolectados.
Generalmente cuando la flor logra alcanzar una longitud de 1,5 a 2 cm, es
cosechada. Se componen de un largo receptaculo que posee al ovario; sobre el

receptaculo se incorporan los verticilios florales: cuatro sepalos cuatro pétalos

y gran cantidad de estambres.8

3. Composicion fitoquimica

El boton de flor posee el aceite esencial, el cual estd constituido por los
siguientes elementos; monoterpenos delta-cadineno, cuminaldehido, fenchona,
geraniol,  6-meti-hept-5-en-2-ona,  beta-pineno y  alfa-tuyeno; los
sesquiterpenos gama- cadineno, delta-cadinol, calame-neno, beta-cariofileno,
alfa-copaeno, alfa-cubeneno, alfa-humuleno, alfa, beta y gamma-muroleno,
palustrol y beta-selineno; los componentes benzilicos acetofenona,
benzaldehido, 3-metoxi-benzaldehido, éster benzilico del &cido benzoico,

esteres metilico etilico y propilico del cido benzoico, éster benzilico del &cido

3,8
salicilico y acetato de eugenol; y la lactona gama- decalactona.

El aceite esencial se encuentra formado en un 15-20% de sesquiterpenos,

esteres en 20%, eugenol, fenoles, Oxidos, entre otros componentes;
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flavonoides, esteroles, &cidos fenoles, triterpenos. Asi como posee é&cido
eugénico o cariofilico, el cual es un liquido oleoso, obtenido de la esencia de
clavos (comprendido en proporciones de 70 a 90%), el cual también presenta,
tanino, aceite esencial volatil, alcohol metilico, cariofileno, furfenol vy
vainillina. El elemento causante del aroma del clavo de olor es el eugenol, el

principal componente del aceite esencial y esta demostrado que posee diversas

3,8
propiedades antisépticas y anestésicas.

4. Clasificacion botanica?®

Nombre cientifico: Eugenia cariophyllus — Syzygium aromaticum
Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Myrtales

Familia: Myrtaceae.

5. Propiedades del S. aromaticum

El Syzygium aromaticum es ampliamente empleado como especie sazonante
gastronomico. El clavo de olor ha sido utilizado como remedio natural para
gran nimero de enfermedades o dolencias.?® El uso tradicional del clavo es
respaldado por sus numerosas propiedades que se han descrito en diversas
investigaciones cientificas, en las que destacan su actividad antioxidante,
hipotensora, analgésica, antibacteriana, antiinflamatoria y antifingica, ademas

de la actividad antimicrobiana del aceite esencial con otras plantas.®
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6. Aceite esencial de Syzygium aromaticum

El destilado del aceite esencial de S. aromaticum presenta una coloracion
transparente, que debido a la accion de la luz y el oxigeno llega adquirir un
color amarillo claro.??

La Food and Drug Administration (FDA) ha aprobado el uso del aceite
esencial de Syzygium aromaticum como aromatizante en alimentacion,
anestésico en cementos dentales, en fragancias y aromaterapia, asi también ha
sido definido por la Enviromental Protection Agency (EE.UU) como pesticida
de minimo riesgo, sin embargo es importante recalcar la citotoxicidad de
compuestos como eugenol, ha sido demostrada en células hepaticas de ratas y
ratones.?® La sustraccion del aceite esencial de la planta consiste en la
destilacion a baja o alta presion a traves de la utilizacion de agua
(hidrodestilacion), corrientes de vapor, o con el uso de diéxido de carbono
liquido. Es relevante tener en cuenta que la calidad del producto final puede
modificarse en calidad, cantidad y composicion, debido a factores como las
caracteristicas de la tierra de lugar de cultivo, edad y estado del ciclo
vegetativo.?*

7. Mecanismo de accion de los aceites esenciales

El efecto antibacteriano de los aceites esenciales han sido extensamente
investigadas, sin embargo el mecanismo a la accion no ha sido estudiado
minuciosamente, por lo que a su efectividad se le ha atribuido a la accion
conjunta de diversos componentes que posee. Una de las caracteristicas mas
importante del aceite, es que penetra a través de las membranas celulares,

produciendo la alteracion de sus estructuras haciéndolas permeables, llegando
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a provocar la muerte celular.?*

Los aceites esenciales han demostrado poseer una alta efectividad
antibacteriana sobre pat6genos resistentes, ya que presentan un elevado
porcentaje de compuestos fendlicos (eugenol), estos causan la alteracién de la

membrana.?*
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I11. Hipotesis

El aceite esencial de Syzygium aromaticum al 90 % tiene mayor efecto
antibacteriano, in vitro, que el 50 % y 70% sobre S. mutans ATCC 25175.
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IV. Metodologia
4.1. Disefio de la investigacion

La presente investigacion es de tipo experimental, porque requiere la
manipulacién de una o mas variables independientes.”® En el estudio se

manipul6 el aceite esencial de Syzygium aromaticum.

Es transversal, porque se realizd la recoleccion de datos en un tiempo
Unico.? En el estudio se realizé la medicion de halos de inhibicion una sola

vez después de 48 horas

Es prospectivo, porque analiza las posibles causas a través del tiempo en una
poblacion hasta la aparicion del efecto 2 En el estudio se evalud las causas

del efecto antibacteriano del S. aromaticum

4.2. Poblacién y Muestra
e Poblacion:

Cepa estandar de S. mutans ATCC 25175 del laboratorio GenLab.

e Criterios de inclusioén:
Placas Petri con cepas de S. mutans ATCC 25175.
e Criterios de exclusién:

Fueron excluidos aquellos halos de inhibicion no muy claros, o placas Petri

con S. mutans con signos de contaminacién microbiana.
e Muestra

Se selecciond el tamafio de la muestra mediante un muestreo probabilistico
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aleatorio simple, seguidamente se realizé una prueba piloto para evaluar el

efecto antibacteriano.

El tamafio de la muestra se determind usando la férmula que corresponde a la

comparacion de medias de Dawson. 2

n=. (Za—zﬁ)zsgz

(u1—p2)?
Donde:

n = Numero de placas Petri por tipo de aplicacion y concentracion
Zo/2 = 1.645  Valor Z al 10% de error tipo |

ZB=  1.645 Valor Z al 5% de error tipo Il

H1= Promedio de halos de inhibicion de Streptococcus mutans con Syzygium
aromaticum en aceite esencial

u2= Promedio de halos de inhibicion de Streptococcus mutans con Syzygium
aromaticum en aceite esencial

0= Desviacion estandar de halos de inhibicion de Streptococcus mutans
con Syzygium aromaticum en aceite esencial

o/(u1-u2)=0.675

Reemplazando se tiene:

n=2x (1645 + 1.645)2 % 0.6752

n = 10 placas Petri/tipo de aplicacion y concentracion.
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4.3 Definicion y operacionalizacion de variables

Variable Definicion Definicion Indicadores Tipo de Escala de Valor
conceptual operacional variable medida final
Variable EL  Syzygium | Aceite esencial | Concentraciones | Cualitativ | Ordinal 50 %
Independiente | aromaticum es | en sus diferentes del aceite a 70 %
una especie | concentraciones esencial. 90%
nativo de | : 50 %, 70 %,
Aceite esencial de :}r;(ri](;r;glsrlnaén);eson 90 %.
Syzygium i
aromaticum utilizados en _eI
arte  culinario.
8Asi como
también ha sido
utilizada en la
medicina
natural,
incluyendo en
enfermedades
dentales. ¥
Variable Bacteria El método de Halos de Cuantitati Razén mm
dependiente esférica Gram | Kirby-Bauer es inhibicion va
positiva  del | un método de
género difusion. Se han
Efecto Streptoccus® | desarrollado
antibacteriano | SE e€ncuentra | estandares para
sobre relacionada ) su
Streptococcus | €On 12 caries | interpretacion y
mutans dental®* se  encuentra

apoyado por
datos
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4.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
4.4.1. Técnica:
La técnica empleada fue la observacion microbioldgica.
4.4.2. Instrumento:
Se utiliz6 como instrumento para medir los halos de inhibicidn, una regla de
precision milimétrica Vogel con DIN/ISO 866/1. El cual se encuentra validado
ya que mide longitud y su calibracion es confiable.
La ejecucion se llevo a cabo con personal capacitado, se firmo una constancia de
asesoramiento al investigador. (Ver anexo 1)
Los resultados fueron colocados en una ficha de recoleccion de datos.
Posteriormente estos datos se colocaron en tablas estadisticas luego de haberse
obtenido los respectivos resultados. (Ver anexo 2)
4.4.3 Para la Obtencion del aceite esencial:
A) Obtencidén de las muestras vegetales:
Los botones florales de clavo de olor, fueron recolectados del distrito de
San Pedro de Lloc, ubicada a 43 m.s.n.m., provincia de Pacasmayo,
region La Libertad, durante el mes de Septiembre. Un ejemplar completo
fue llevado al Herbarium Truxillense de la Universidad Nacional de
Trujillo para su identificacion taxonomica.* (Ver anexo 3)

B)  Extraccion del aceite esencial de Syzygium aromaticum (clavo de olor)

El material vegetal fue transportado al laboratorio de Farmacognosia de
la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de

Trujillo, en donde se elimind las sustancias extrafias presentes en la
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C)

muestra y luego seco a temperatura ambiente.

La obtencion del aceite se realizd por el método de “destilacion por
arrastre de vapor de agua” (convencional) el cual permiti6 un buen

rendimiento.*

El aceite esencial fue extraido a partir de los botones florales desecados,
los cuales se colocaron en un destilador de acero inoxidable y se sometio
a una corriente de vapor de agua sobrecalentada; de esta manera se
arrastro la esencia que posteriormente por accion del refrigerante, fue
condensada. El destilado se separé tomando en cuenta sus propiedades:
Inmiscibilidad y diferencia de densidades entre el agua y el aceite
esencial, utilizando una pera de separacion de vidrio, se deshidratd las
impurezas de agua en el aceite esencial con Na2SO4 anhidro, se filtro,
guardandose en un frasco de vidrio color a&mbar (para evitar la
descomposicion por la luz) y bajo refrigeracion a una temperatura de 4

0c.48

Preparacion de las diferentes concentraciones

Se tomo el aceite esencial puro (100%), volimenes de 0.1, 0.25, 0.5 mL
y, se colocaron en una fiola de 10 mL. Luego se completaron a volumen
de 10 mL con Tween 80, obteniendo las concentraciones de 1, 2.5y 5
% (v/v) respectivamente.” *° A partir del aceite esencial obtenido se

prepararon las concentraciones de 50%, 70%, 90% respectivamente.”
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Posteriormente, se colocaron cada concentracion en frascos de color
ambar, para protegerlas de la luz. Las diluciones se guardaron a 4°C para

el estudio microbioldgico.* 8

4.4.4 Evaluacion del efecto, in vitro, de tres concentraciones del aceite esencial de

Syzygium aromaticum sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

A) Obtencion de la cepa:

B)

Este estudio utiliz6 un cultivo liofilizado de la cepa de Streptococcus
mutans ATCC 25175, el cual se obtuvo del Laboratorio GENLAB. (Ver

anexo 4)
Reactivacion de la cepa de S. mutans ATCC 25175.

La reactivacion se realizd sembrando el cultivo liofilizado en tubo con 5
mL de Caldo Brain Heart Infusion (BHI) o Cerebro Corazon Infusion,
luego se incub6 a 37°C por 24 — 48 horas en condiciones de

microaerofilia.*

Para evaluar pureza se sembro por estria en Agar TSYB e incub6 a 37°C
por 48 horas en condiciones de microaerofilia. Posteriormente se eligio

una colonia compatible con Streptococcus para realizar coloracion gram. 2°

A partir de una colonia se sembro6 en caldo BHI y en Agar Tripticasa Soya

(TSA), y se conservo hasta su posterior empleo.*

4.4.5 Evaluacion del efecto antibacteriano mediante el método de Kirby Bauer.

La evaluacion del efecto antibacteriano, se realiz6 mediante el método Kirby

Bauer, de difusion en agar.3!
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Para lo cual se procedio de la siguiente manera:
1. Estandarizacion del indculo de S. mutans ATCC 25175.

La cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 mantenida en Caldo
BHI se sembr6 en Agar TSA, se incubd bajo condiciones de
microanaerobiosis a 37°C durante 24 horas. Luego de 24 horas de 3 a 4
colonias de Streptococcus mutans ATCC 25175 se diluy6 en caldo BHI
0 solucién salina fisioldgica estéril hasta obtener una turbidez
semejante al tubo nimero 0.5 del Nefelometro de Mac Farland (1.5 x

108 ufc/mL)3
2. Inoculacion de las placas.

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del in6culo
(1.5 x108 ufc/ml), se tomd una alicuota de 100ul y se colocod en cada
una de las placas con Agar Mieller Hinton, con un hisopo esteril
sumergido en la suspension se distribuyo la suspension bacteriana en
tres direcciones para asegurar una distribucion uniforme del indculo en
la placa. Se dejo secar la placa a temperatura ambiente durante 3 a 5
minutos para que cualquier exceso de humedad superficial sea

absorbido.3!

3. Preparacion de los discos con las concentraciones del aceite

esencial de Syzygium aromaticum.

Se prepararon discos de papel filtro whatman numero 3 y se
esterilizaron, luego fueron embebidos con 30 ul de cada una de las

concentraciones de 50%, 70% y 90% del aceite esencial.
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Luego, con una pinza estéril, se colocaron los discos sobre las placas de
Mdeller Hinton (AMHG) inoculadas con la cepa de Streptococcus

mutans ATCC 25175.%1

Se emple6 como control positivo Gluconato de clorhexidina al 0.12%

y como control negativo etanol al 70%.%*
4. Incubacion:

Se incubaron las placas en posicion invertida dentro de los 15 minutos
posteriores a la aplicacion de los discos, a 37°C durante 48 horas en

microanaerobiosis utilizando jarra Gaspak y con el método de la vela.?®
5. Lectura de los resultados

Después del tiempo de incubacién, a 48 horas se examino cada placa
se midieron los halos de inhibicion del crecimiento alrededor de cada

disco para lo cual se utilizé un vernier.3!

Se realizaron 10 repeticiones de cada ensayo.
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4.5. Plan de analisis

Los datos recolectados fueron incorporados en una base de datos en IBM SPSS
Statistics23, para ser procesados y presentados en tablas con medias y
desviaciones estandar para la efectividad del Syzygium aromaticum frente al
Streptococcus mutans.

La efectividad del aceite esencial del Syzygium aromaticum fue comparada
empleando el andlisis de ANOVA previo analisis de la normalidad de
distribucion de los valores y el test de Tukey para comparacion entre ambos

tratamientos en sus distintas concentraciones.

La significancia estadistica fue considerada si p<0.05. (Ver anexo b5)
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4.6 Matriz de consistencia

MATRIZ DE CONSISTENCIA

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS METODOLOGIA POBLACION
Problema general:  Objetivo General: El aceite esencial Tipo de investigacion:  Poblacion:
¢Cual es el efecto Comparar, in vitro el efecto de Syzygium  Cuantitativa. Cepas de Streptococcus
antibacteriano, in antibacteriano de tres aromaticum al 90 Nivel de investigacion:  mutans ATCC 25175
vitro, del aceite concentraciones del aceite esencial % tiene mayor La presente  Muestra:
esencial de Syzygium de Syzygium aromaticum frente a efecto investigacion es de nivel 10 repeticiones.
aromaticum  sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 antibacteriano que explicativo.
Streptococcus Obijetivos Especificos: el 50 % y 70 %. Disefio de la
mutans ATCC e Evaluar, in vitro, el efecto investigacion:
25175? antibacteriano del aceite El disefio del proyecto

esencial de  Syzygium de investigacion  es

aromaticum al 50 % sobre prospectivo, transversal,

Streptococcus mutans analitico y experimental.

ATCC 25175.

Evaluar, in vitro, el efecto
antibacteriano del aceite
esencial de  Syzygium
aromaticum al 70 % sobre
Streptococcus mutans
ATCC 25175.

Evaluar, in vitro, el efecto
antibacteriano del aceite
esencial de  Syzygium
aromaticum al 90 % sobre
Streptococcus mutans
ATCC 25175.

Comparar, in vitro, el
efecto antibacteriano del
aceite esencial de
Syzygium aromaticum al
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50 % vy digluconato de
clorhexidina al 0.12%
sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175.

Comparar, in vitro, el
efecto antibacteriano del
aceite esencial de
Syzygium aromaticum al
70 % vy digluconato de
clorhexidina al 0.12%
sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175.

Comparar, in vitro, el
efecto antibacteriano del
aceite esencial de
Syzygium aromaticum al
90 % vy digluconato de
clorhexidina al 0.12%
sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175.
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4.7. Principios éticos
El presente proyecto de investigacion in vitro, se someti6 a todos los principios
éticos consignados en el codigo de ética de la Universidad Catolica Los Angeles
de Chimbote.
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V. Resultados

5.1 Resultados

Tabla 1. Comparacion del efecto antibacteriano del aceite esencial de Syzygium

aromaticum a las concentraciones de 50%, 70%, y 90%, frente a Streptococcus mutans

ATCC 25175.
Concentracion N Media Desviacion  Intervalo de confianza para la p*
tipica media al 95%
Limite Limite
inferior superior
50% 10 24.20 2.39 22.49 25.91 0.000
70% 10 28.40 2.46 26.64 30.16
90% 10 31.80 4.26 28.75 34.85
C+ 10 21.80 2.20 20.22 23.37
C- 10 .0 .0 .0 .0

Fuente: Datos proporcionados por el autor.

p*: prueba ANOVA

Nivel de significancia estadistica (p<0.05)

Se utilizé la prueba ANOVA y se obtuvo p=0.000 < (0.05), el cual al ser menor que 0.05

indica que existe diferencia estadistica significativa entre los tres tipos de concentracion

de 50%, 70%, y 90% vy los controles positivo y negativo.
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Tabla 2. Comparacion del efecto antibacteriano del aceite esencial de Syzygium
aromaticum a las concentraciones de 50%, 70%, y 90% vy los controles positivo y

negativo, frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

() Porcentaje (J) Porcentaje Sig. Intervalo de confianza al 95%
Limite Limite
inferior superior
HSD de Tukey 50% 70% 0,008* -75,524 -0,8476
90% 0,000* -109,524 -42,476
C+ 0,267 -0,9524 57,524
C- 0,000* 208,476 275,524
70% 50% 0,008* 0,8476 75,524
90% 0,045* -67,524 -0,0476
C+ 0,000* 32,476 99,524
C- 0,000* 250,476 317,524
90% 50% 0,000* 42,476 109,524
70% 0,045* 0,0476 67,524
C+ 0,000* 66,476 133,524
C- 0,000* 284,476 351,524
C+ 50% 0,267 -57,524 0,9524
70% 0,000* -99,524 -32,476
90% 0,000* -133,524 -66,476
C- 0,000* 184,476 251,524
C- 50% 0,000* -275,524 -208,476
70% 0,000* -317,524 -250,476
90% 0,000* -351,524 -284,476
C+ 0,000* -251,524 -184,476

Fuente: Datos proporcionados por el autor.

*. La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

Al comparar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Syzygium aromaticum a las
concentraciones de 50%, 70%, y 90% Y los controles positivo y negativo, frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Para la prueba Post hoc, test de Tukey, se obtuvo p=0.000 < (0.05), el cual al ser menor

que 0.05 indica que si existe diferencia estadistica significativa entre todas las
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comparaciones de las concentracion de 50%, 70%, 90% y los controles positivo y
negativo; a excepcion de la comparacion del 50% con el control positivo (C+) donde se
obtuvo una significacién de p=0.267 > (0.05), el cual nos indica que no existe diferencia

entre dicha comparacion de concentraciones.
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5.2.Anélisis de resultados

El estudio de investigacion demostrd que el aceite esencial en sus concentraciones de
90%, 70% y 50%, posee efecto antibacteriano sobre el Streptococcus mutans, siendo
respaldado por Sanchez et al.® quienes evaluaron la efectividad antibacteriana de
Syzygium aromaticum en forma de aceite esencial tomando muestras de S. mutans de
piezas dentales cariadas.®

El presente estudio encontrd que el aceite esencial de Syzygium aromaticum al 90 %
causd6 mayor sensibilidad a S. mutans a diferencia del 50% y 70 % de aceite
esencial, lo que puede deberse a los distintos componentes de Syzygium aromaticum
entre los cuales tenemos sesquiterpenos, esteres, eugenol, fenoles, 6xidos, entre otros
componentes minoritarios, flavonoides, esteroles, acidos fenoles, triterpenos, acido
eugenico o cariofilico; entre otros, los cuales en su conjunto son los causantes de la
sensibilidad del S. mutans.®8

Al realizar las diversas comparaciones entre las concentraciones de 50%, 70% y
90% de aceite esencial de Syzygium aromaticum logré demostrar que existe
diferencia significativa entre las tres concentraciones sobre S. mutans, sin embargo,
en el estudio realizado por Diaz OV®, las concentraciones de 50%, 75% Yy 100%,
presentan una diferencia minima, lo cual podria deberse a diversos factores, ya que
la composicion quimica y por ende la calidad de los aceites esenciales pueden verse
afectados, por la procedencia, el cuidado, y el tiempo de cosecha, para elaborar el
aceite esencial de Syzygium aromaticum, obteniendo asi diferencias en los

resultados.?
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El presente estudio también demostrd que el aceite esencial de Syzygium aromaticum
posee un mayor efecto antibacteriano en la concentracion del 90%, formando un halo
de inhibicién de hasta 31.8 mm, a diferencia de las concentraciones de 70% y 50%,
que llegaron a formar un halo de inhibicion de 28,4 mm y 24,2 mm respectivamente,
lo cual podria deberse a que el 90% posee una mayor cantidad de compuestos
fendlicos (eugenol) ,a diferencia de las concentraciones de 70% y 50%, ya que estos
elementos fendlicos tienen la capacidad de causar alteraciones bacterianas. Es
importante mencionar que el eugenol se encuentra en representado por en un 70%-
90% de la totalidad del aceite esencial.® 8

Se realizaron comparaciones del efecto antibacteriano del aceite esencial de
Syzygium aromaticum en concentraciones de 50%, 70% y 90% frente a Digluconato
de Clorhexidina al 0.12% y Etanol a 70°, siendo éstos el control positivo y negativo,
respectivamente, observando asi que la concentracion del 50% presentd diferencia
significativa con Etanol 70°, mientras que con Digluconato de Clorhexidina al 0.12%
no se obtuvo diferencia estadistica significativa, lo cual podria deberse a su amplio
espectro de actividad antibacteriana del Digluconato de clorhexidina.?’ Sin embargo
en las concentraciones de 70% y 90% de aceite esencial de Syzygium aromaticum,
presenta diferencia significativa tanto con Digluconato de Clorhexidina al 0.12% y
Etanol a 70°. Romero et al?® nos mencionan a Digluconato de Clorhexidina como un
potente antiséptico con gran sustantividad, amplio espectro de actividad bacteriana,
de uso odontoldgico siendo susceptibles a éste, varios gérmenes de la mucosa bucal:
Streptococos, Stafilococos, Candida albicans, y bacterias anaerdbicas, entre otros.

El aceite esencial de Syzygium aromaticum presenta entre sus componentes:
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sesquiterpenos, esteres, eugenol, entre otros componentes, los cuales en su conjunto
pueden ser los causantes de la superioridad antibacteriana del aceite esencial de

Syzygium aromaticum sobre S. mutans.
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V1. Conclusiones

El aceite esencial de Syzygium aromaticum al 90% presentd un mayor efecto
antibacteriano sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, en comparacion a las
concentraciones de 50% y 70%.

El aceite esencial de Syzygium aromaticum al 50%, 70% y 90% presenta efecto
antibacteriano con halos de inhibicion promedio de 24.20 mm, 28.40 mmy 31.80
mm, respectivamente, sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

El aceite esencial de Syzygium aromaticum al 50% presentd mayor efecto
antibacteriano en comparacion al Etanol 70%, e igual efecto que el Digluconato
de Clorhexidina al 0.012%, sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, a
diferencia del 70% y 90% que presentaron mayor efecto antibacteriano que
Digluconato de Clorhexidina al 0.012%, y Etanol 70% sobre Streptococcus

mutans ATCC 25175.
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Aspectos complementarios

Se recomienda realizar mas estudios de Syzygium aromaticum en diversas
concentraciones, asi como también otros en los que se pueda tomar la CMI y CMB,
finalmente se recomienda elaborar investigaciones en los que se evalle el efecto

sinérgico entre aceites esenciales de diversas plantas.
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Truijillo, 16 de enero del 2017

CONSTANCIA DE ASESORIA

Yo, MARILU ROXANA SOTO VASQUEZ, docente de la Catedra de
Farmacognosia del Departamento Académico de Farmacotecnia de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de
Trujillo, con cédigo UNT 5727 y acreditada como Docente Investigadora
por CONCYTEC con niimero de registro REGINA: N°1582.

Dejo constancia de haber asesorado al alumnaKELLY LISSETTE SANCHEZ

AREVALO en las actividades de recoleccion del material vegetal,
preparacion de la muestra, extraccion de aceite esencial y preparacion
de las concentraciones de ensayo, en el laboratorio de Farmacognosia
de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de La Universidad Nacional de
Trujillo. Asimismo, las concentraciones de ensayo preparadas, seran
utilizadas para el desarrollo de la tesis titulada: “Efecto antibacteriano in
vitro del aceite esencial de syzygium Aromaticum sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175 ",

Atentamente,
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Anexo 2

Ficha de recoleccion de datos

Medidas de halos de inhibicion
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Valores obtenidos en la medicién de halos de inhibicion

Anexo 5

Concentracion Halos de inhibicion mm
Repeticiones 50% 70% 90% C+ C-
1. 24 27 28 18 0
2. 28 30 35 20 0
3. 22 28 30 24 0
4. 25 28 30 22 0
5. 22 27 30 20 0
6. 25 28 31 22 0
7. 24 28 34 20 0
8. 20 24 25 24 0
9. 25 30 40 24 0
10. 27 31 35 24 0
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Prueba de normalidad

Grupos Shapiro-Wilk
Distribucion Normal
Estadistico al Sig.
50% 0,961 10 0,793 Normalidad
70% 0,913 10 0,305 Normalidad
90% 0,957 10 0,749 Normalidad
C+ 0,855 10 0,067 Normalidad

Al tener menos de 50 datos por cada concentracion, es recomendable usar la prueba de
normalidad del Shapiro- Wilk, para evaluar la distribucion normal de los datos, de donde
se puede observar que los valores obtenidos en 50%, 70%, 90% y C+, con una
significancia mayor a 0.05 (Sig. >0.05), Con lo cual podemos concluir que los datos si

presentan un distribucion normal.
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Anexo 6

35 31.80
30 28.40

24.20
25

21.80
20
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Concentraciones

Fuente: Datos proporcionados por el autor.

Grafico 1 Comparacion del efecto antibacteriano del aceite esencial de Syzygium
aromaticum a las concentraciones de 50%, 70%, y 90% y los controles positivo y

negativo, frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.
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Anexos

Collage de Fotos

Recoleccion de Syzygium aromaticum

Secado a temperatura ambiente y seleccion de botones de Syzygium
aromaticum
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Obtencion de Syzygium aromaticum por el método de
destilacion por arrastre de vapor de agua
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Obtencion del aceite esencial de Syzygium
aromaticum en concentraciones 50%, 70% y 90%

Obtencion y reactivacion de la cepa de S. mutans
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Inoculacion de las placas y preparacion de los discos

Placas Petri con concentraciones del 50% 70% y
90%, de Syzygium aromaticum
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