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Resumen

Cocos nucifera, posee amplia actividad antimicrobiana, reconocido en medicina herbaria
como medicamento para tratar enfermedades por sus propiedades medicinales. Streptococcus

mutans es un microorganismo anaerobio facultativo, involucrado en procesos cariosos.

Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Cocos nucifera frente a S.
mutans.

Materiales y métodos: Estudio experimental in vitro. Se extrajo aceite esencial por arrastre de
vapor, utilizando un sistema soxhlet con agua destilada como diluyente, se realizaron diluciones
del 5% al 100% del aceite esencial. Se utilizd cepa de referencia de S. mutans ATCC®25175
sembrada en agar sangre 5%. La sensibilidad se evalud con el método de difusion en agar (Kirby—
Bauer), con formacion de halos de inhibicion >18 mm. Se determind concentraciéon minima
inhibitoria (CMI), concentracion minima bactericida (CMB) y dosis letal 50% (DL50), partiendo
del patron de turbidez 0.5 de la escala de McFarland, equivalente a 1.5 x 108 UFC/ml.
Resultados: Se obtuvieron evaluando el grado de sensibilidad de S. mutans a concentraciones
entre el 5% y el 100% del aceite esencial de C. nucifera. Concentraciones superiores al 50% del
aceite esencial de C. nucifera generaron halos de inhibicion > 18 mm sobre S. mutans, se encontro
una CMB de 145,6 mg/dl y una DL50 de 91,0 mg/dl. A partir de una dilucion del 30% se

observaron halos de inhibicion > 15 mm.

Conclusidén: El aceite esencial de Cocos nucifera tiene efecto antibacteriano sobre el S. mutans.
Palabras clave: Streptococcus mutans, Cocos nucifera, concentracion minima inhibitoria,

concentracion minima bactericida, dosis letal 50.



Abstract

Cocos nucifera has broad antimicrobial activity, recognized in herbal medicine as a
medicine to treat diseases due to its medicinal properties. Streptococcus mutans is a facultative
anaerobic microorganism, involved in carious processes.

Objective: Determine the antibacterial effect of Cocos nucifera essential oil against S. mutans.
Materials and methods: In vitro experimental study. Essential oil was extracted by steam drag,
using a Soxhlet system with distilled water as diluent, dilutions from 5% to 100% of the essential
oil were made. Reference strain of S. mutans ATCC®25175 seeded on 5% blood agar was used.
Sensitivity was evaluated with the agar diffusion method (Kirby-Bauer), with the formation of
inhibition zones >18 mm. Minimum inhibitory concentration (MIC), minimum bactericidal
concentration (MBC) and 50% lethal dose (LD50) were determined, based on the 0.5 turbidity
pattern of the McFarland scale, equivalent to 1.5 x 108 UFC/ml.

Results: They were obtained by evaluating the degree of sensitivity of S. mutans to concentrations
between 5% and 100% of the essential oil of C. nucifera. Concentrations greater than 50% of the
essential oil of C. nucifera generated inhibition zones > 18 mm on S. mutans, a MBC of 145.6
mg/dl and an LD50 of 91.0 mg/dl were found. From a 30% dilution, inhibition zones > 15 mm
were observed.

Conclusion: Cocos nucifera essential oil has an antibacterial effect on S. mutans.

Keywords: Streptococcus mutans, Cocos nucifera, minimum inhibitory concentration, minimum

bactericidal concentration, lethal dose 50.
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Introduccion

Cocos nucifera pertenece a la familia Arecaceae, se originé en el sureste de Asia'y también
en las islas del indico y el Pacifico. Esta planta se ha utilizado durante mucho tiempo para tratar
una amplia gama de dolencias humanas en Ayurveda, ha sido reconocido en la medicina herbaria
como un medicamento para tratar enfermedades debido a su rico contenido de fibra, minerales y
vitaminas con alto valor nutricional, asi como también por sus excelentes propiedades

antifangicas, antivirales, antibacterianas y antiinflamatorias. (Bukhari et al., 2019).

Estudios evidencian el potencial antibacteriano del aceite de coco contra varias cepas del
género Streptococcus especialmente S. mutans, siendo una de las especies involucradas en el
proceso carioso. El potencial cariogénico de S. mutans radica en tres propiedades principales, la
capacidad de sintetizar grandes cantidades de polimeros de glucano extracelulares a partir de
sacarosa, la capacidad de transportar y convertir una variedad de carbohidratos en acidos organicos

y la capacidad de crecer bajo estrés ambiental, especialmente a pH bajo. (Lemos et al., 2019)

Debido a la importancia que tiene la accion antibacteriana del aceite esencial de Cocos
nucifera frente a S. mutans, sustentados en estudios previos y teniendo en cuenta la amplia variedad
de propiedades curativas que presenta este aceite esencial, se propone la presente investigacion,
con el fin de determinar el efecto antibacteriano de Cocos nucifera frente a Streptococcus mutans,
contribuyendo de esta manera en la prevencion de la caries dental, ya que es un problema de salud
publica y buscando asi nuevas alternativas en la utilizacion de productos de origen natural que

puedan servir como una opcién para el manejo de esta patologia oral.
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Problema
Planteamiento del problema

La fitoterapia es el estudio de la utilizacion de hierbas que tienen potencial terapéutico,
cuyo conocimiento se transmite de generacion en generacion, y se considera una alternativa para
el cuidado de la salud en odontologia y medicina. El aloe vera, la caléndula, la copaiba, la papaina,
el propoleo, la granada, se utilizan terapéuticamente, asi también como analgésicos la manzanilla
y la malva que han demostrado tener potentes propiedades antiinflamatorias; en relacion a las
caracteristicas anteriormente mencionadas, estos agentes a base de hierbas deben considerarse
como una alternativa en el tratamiento de enfermedades bucodentales ya que tienen las
caracteristicas que se necesitan para mejorar la salud oral durante el proceso patoldgico, con facil

acceso. (Bohneberger et al., 2019)

La caries dental es una de las causas mas prevalentes de pérdida de dientes en nifios y
adultos. La cavidad oral forma un entorno de nicho Unico para los microorganismos, muchos de
los cuales se acumulan en la superficie para formar el biofilm dental, un agente causal que puede
fermentar los carbohidratos para producir acido y dafiar el esmalte, es una de las principales causas
de la caries dental. Streptococcus mutans, Lactobacilos, Actinomyces spp. y algunas otras bacterias
anaerobias se consideran los principales agentes cariogénicos. (Qiu et al., 2019). Streptococcus
mutans es una bacteria anaerobia facultativa Gram positiva que habita en la cavidad oral y puede

fermentar una variedad de azucares. (Djais et al., 2019).

El descuido de la salud oral resulta costoso y no esta al alcance de todas las comunidades.

Si bien, la caries dental es una enfermedad que se produce por una combinacion de factores, en
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primer lugar, el factor econdémico, y en segundo, la presencia de Streptococcus mutans, siendo el

mas importante, por lo que se requieren opciones terapéuticas de origen natural. (Sin et al.,2021)

Los aceites esenciales (EO) son una clase de productos naturales con propiedades
medicinales, que incluyen actividades antimicrobianas, antisépticas, antiinflamatorias y
antioxidantes. Estos compuestos se describen como una mezcla de productos volatiles producidos
como metabolitos secundarios a partir de plantas aromaticas. El aceite esencial puede afectar la
biosintesis celular de los microorganismos, inhibiendo la sintesis de proteinas o la division, y
estimulando la sensibilidad de las especies a distintas concentraciones de oxigeno, lo que provoca
un retraso en el crecimiento o la muerte celular. (Ferreira et al., 2021). La aplicacion de aceite es
un tratamiento Ayurvédico tradicional practicado primero en la antigua India para mejorar la salud
oral, trata mas de treinta enfermedades diferentes, ademas de aportar muchos beneficios para la
salud bucal, como promover la salud de las encias, asi como reducir la inflamacién, el sangrado,
corregir los sintomas de xerostomia y labios agrietados, reduccion de la halitosis, mejoramiento

de la higiene bucal y fortalecimiento de los musculos de la cavidad oral. (Woolley et al., 2020).

Muchas plantas se encuentran en el entorno y son utilizadas para la salud humana, la
nutricion y la medicina. El coco (Cocos nucifera), también conocido como el arbol de la vida, se
considera fundamental debido a propiedades medicinales. (Kaned et al., 2021). El aceite de coco
contiene &cidos grasos de cadena media, vitaminas y antioxidantes, por lo tanto, es Unico en
comparacion con la mayoria de otros aceites, que se componen principalmente de &cidos grasos
de cadena larga. (Ahmed et al., 2020). Woolley habla sobre los &cidos grasos de cadena media de
los cuales el 50% son acido laurico, conocido por sus propiedades antibacterianas y
antiinflamatorias, siendo eficaz contra muchas afecciones y procesos orales. (Seher et al., 2018)

(Woolley et al., 2020). Estudios in vitro previos usando modelos de biopelicula han demostrado
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propiedades antimicrobianas del aceite de coco contra Streptococcus mutans y Candida albicans.
Se ha evidenciado que la extraccion y aplicacion del aceite ayuda a prevenir infecciones orales y
trata problemas sistémicos al eliminar toxinas y bacterias del torrente sanguineo a traves de las

membranas mucosas. (Matangkasombut et al., 2022).

Dado que Streptococcus mutans es uno de los microorganismos mas virulentos y
determinantes que contribuyen a la formacién de caries dental, se ha demostrado que el aceite de
coco en el &mbito de la salud oral tiene propiedades antibacterianas, antimicrobianas y antifingicas
que ayudan a inhibir este patdgeno. Por lo tanto, se busca sustentar la evidencia cientifica que
compruebe que el aceite esencial de Cocos nucifera tiene efectos antibacterianos contra

Streptococcus mutans.

Formulacion del problema

La patologia oral mas prevalente a nivel mundial es la caries dental, la cual sigue siendo
un problema de salud publica que esta asociada con diversos microorganismos, pero en especial
con la presencia de Streptococcus mutans, siendo el principal motivo de consultas odontoldgicas.
Los tratamientos tradicionales no son la Unica opcion, para su tratamiento existe una gran variedad
de plantas medicinales que han demostrado ser efectivas, por lo cual se busca emplear compuestos
naturales y de esta manera lograr reducir la incidencia de caries dental mediante sustancias poco
utilizadas en el ambito de la salud. Teniendo en cuenta de que existen pocas investigaciones que
sustenten la efectividad del aceite esencial de Cocos nucifera y sus excelentes propiedades frente
a dicho microorganismo, lleva a plantear el siguiente interrogante: ¢ Tiene efecto antibacteriano el

aceite esencial de Cocos nucifera frente a Streptococcus mutans?
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Objetivos

Objetivo General

Determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Cocos nucifera frente a

Streptococcus mutans.

Objetivos Especificos

Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de Cocos

nucifera frente a Streptococcus mutans in vitro.

Identificar la dosis letal media (DL50) del aceite esencial de Cocos nucifera frente a

Streptoccocus mutans in vitro.

Encontrar la concentracion bactericida minima (CBM) del aceite esencial de Cocos

nucifera frente a Streptococcus mutans in vitro.
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Marco teorico y referencial

Los aceites vegetales se obtienen principalmente de semillas de plantas y sus productos
incluyen glicéridos de &cidos grasos de especies vegetales. Pueden contener pequefias cantidades
de otros lipidos como fosfolipidos, sustancias insaponificables y &cidos grasos libres que se

encuentran naturalmente en aceites o grasas. (Furtado et al., 2020)

Cocos nucifera pertenece a la familia de las palmeras Arecaceae, el habitat original de esta
planta es el sudeste asiatico (Filipinas, Indonesia, Malasia y las islas de los océanos Indico y
Pacifico). (Bukhari et al., 2019). Entre las propiedades fisicas del aceite de coco, este se presenta
como un liquido incoloro a 30 °C 0 més, se endurece a 25°C, es de color blanco. Sin refinar tiene
un punto de humeo de 170 °C, mientras que refinado tiene un punto de humeo de 232 °C. El aceite
de coco, cuando se mezcla con agua y se agita, crea una mezcla blanca y homogénea, sin mezclar,
el aceite de coco no se disolvera en agua. (Ng et al., 2021). Se destaca también por sus importantes
propiedades antibacterianas, antioxidantes, antifungicas, antivirales y antiinflamatorias. Es 0til en
el tratamiento de trastornos fisioldgicos por la presencia de compuestos como alcaloides,
flavonoides, compuestos fendlicos y taninos, que ayudan como antidepresivos, antiparasitarios,
antidiabéticos, protectores renales, protectores cardiovasculares, antipaludico, hepatoprotector,

antiséptico, antisensibilizante, antitumoral y analgesico. (Bukhari et al., 2019).

El arbol de coco (Cocos nucifera) se considera una planta multifuncional por la alta
variedad de productos que se pueden explorar, lo que lleva al reconocimiento en todo el mundo
como un importante recurso vegetal para toda la humanidad. Se cultiva en 90 paises, utilizando la
fruta principalmente para la produccion de aceites vegetales, los principales derivados del coco
son comercializados internacionalmente. El aceite de coco es un producto de alto valor agregado

y se destaca entre sus diversas aplicaciones en la industria jabonera y alimenticia, por tener larga
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vida util y se utiliza en productos de panaderia y alimentos procesados, productos farmacéuticos y
cosméticos. Este aceite destaca en el mercado como posible complemento en el tratamiento de la

obesidad. (Furtado et al., 2020)

El aceite de coco se compone principalmente de &cido laurico y monolaurina que son grasas
saturadas, ambos acidos grasos son efectivos contra bacterias Gram positivas, virus y hongos.
Segun Kaned et al. afirman que los compuestos como la vitamina E, la provitamina A, los
polifenoles y los fitoesteroles, son los encargados de sus propiedades anticonvulsivas,

anticancerigenas, antihistaminicas y antidiabéticas. (Kaned et al., 2021)

El aceite de coco es rico en &cidos grasos saturados (SFA), especialmente &cidos grasos de
cadena media (MCFA), consta de SFA con 6 a 12 cadenas de carbono. Los principales acidos
grasos de cadena media (AGCM) del aceite de coco son el &cido laurico (47,0-50,0 %), el &cido
caprilico (8,00-9,00 %), acido céprico (5,00-7,0 %) y &cido caproico (0,80-0,95 %). Los MCFA
también se absorben répidamente y se convierten en energia porque cruzan facilmente la
membrana mitocondrial sin moléculas transportadoras, por lo que se metabolizan rapidamente en
el higado. La monolaurina, un derivado del &cido laurico, es el principal responsable de los efectos
funcionales y terapéuticos del coco. Ademas, el VCO es ampliamente preferido por su potencial
fendlico y antioxidante. Gracias a todos estos compuestos funcionales, el aceite de coco tiene
efectos inmunomoduladores, antihiperlipidémicos, protectores bucales, neuroprotectores,
cardioprotectores y antiulcerosos. El coco contiene carbohidratos (10-20 %), grasas (27-35 %) y
proteinas (3-4 %), y ha sido conocido por sus propiedades curativas en la medicina Ayurvédicay
otras medicinas tradicionales durante mas de 4000 afios, el nucleo o endospermo es la parte del

fruto mas relevante. (Beegum et al., 2022)
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Contiene principios activos, en las hojas se encuentra acetato de lupeol, en el aceite a -
tocoferol y acido laurico, en la raiz saponina, en la fibra catequina y la inflorescencia de fibra de
coco tiene tanino. Por lo tanto, puede usarse en la dieta humana para mejorar la inmunidad, reducir
el dafio hepatico y estabilizar los lipidos del cuerpo, asi como también reduce la carga viral del

VIH. (Bukhari et al., 2019).

El &cido laurico copia la estructura del peptidoglicano presente en la pared celular de las
bacterias. Cuando el VCO entra en contacto con las células bacterianas, el &cido laurico presente
en el aceite recubre toda la superficie celular, penetrando lentamente en su interior. Este proceso
cambia la fluidez de la membrana celular, lo que conduce a una alteracion de la permeabilidad y
finalmente, a la ruptura de la pared celular, lo que afecta el metabolismo y provoca la muerte

celular. (Beegum et al., 2022)

El mecanismo de accion del aceite de coco actla cuando el &cido laurico se combina
quimicamente con el hidroxido de sodio y el bicarbonato presente en saliva que impiden la
agregacion y adhesion del biofilm dental en la superficie de los dientes, conocido como proceso
de saponificacién. La alta viscosidad del aceite de coco impide la agregacion de placay la adhesion
bacteriana en la superficie del diente. Asi mismo, los acidos monolaurico y monocaprico presentes
en el aceite tienden a penetrar las membranas celulares y eventualmente suprimen a los agentes
patogenos al inhibir las enzimas utilizadas en la produccidn de energia y la transferencia de

nutrientes. (Seher et al., 2018)

Técnicas de extraccién del aceite de coco

La extraccion de aceite es un tratamiento ayurvédico tradicional, se utilizd por primera vez

en la antigua India y se menciona en los libros de texto escritos por Charaka y Sushruta, brindando
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multiples beneficios en cuanto a enfermedades como la gingivitis, xerostomia, caries dental y
halitosis, asi como también contribuye en el fortalecimiento de la higiene bucal. (Woolley et al.,

2020; Seher et al.,2018)

El endospermo de coco se procesa humedo (VCO: aceite de coco virgen) o seco (aceite de
copra/aceite de coco) para la extraccion de aceite. Se seca hasta un contenido de humedad inferior
al 6 % para conseguir la copra, que luego se muele, se evapora y se expulsa mediante una prensa
de cufia, una prensa de tornillo o una prensa hidraulica para extraer el aceite de coco. (Beegum et

al., 2022)

Extraccion himeda

También conocida como método domeéstico, consiste en la separacion del agua de la leche
de coco. El proceso de ruptura de la emulsion implica los pasos de formacion de crema, floculacion
0 agrupacion y coalescencia (aglomeracion de particulas en una suspension coloidal para formar
particulas o gotas mas grandes). La etapa de formacion de crema inicia por la accion de la fuerza
gravitacional que da como resultado dos fases, donde la fase de gravedad especifica mas alta se
mueve hacia abajo y la mas baja se mueve hacia arriba. Continda con la floculacion o
agrupamiento, donde la fase oleosa se agrega sin romper la pelicula interfacial que rodea cada
glébulo de aceite. El proceso de extraccion humeda de VCO es mejor que el procesamiento seco
y los métodos de extraccién con solventes organicos debido a su capacidad para conservar las
composiciones naturales y la fragancia del aceite, ademas de estar libre de cualquier forma de
quimicos y/o solventes organicos. Por lo tanto, este proceso es mas respetuoso con el medio
ambiente. Sin embargo, este método de extraccion tiene algunos inconvenientes ya que requiere
de 24 a 48 h y el rendimiento de aceite es menor, que es aproximadamente del 40%.

(Sundrasegaran & Mah, 2020)



21

Meétodo de procesamiento en seco

Se utiliza comercialmente para producir VCO por fuerza mecénica, ya que una vez extraido
tiene un bajo contenido de humedad, lo que evita la contaminacién microbiana y permite la
ampliacion del proceso de extraccion para satisfacer la demanda del mercado. La carne de copra
rallada fresca se seca al sol o al horno a 40-50 °C hasta que la humedad se reduce de
aproximadamente el 50 % al rango de 2-5%. El rendimiento de VCO corresponde al contenido de
humedad, donde el coco rallado deshidratado con menor contenido producira un mayor
rendimiento de VVCO. Posteriormente al secar el coco rallado, el aceite se recolecta mediante
prensado en frio, lo que da un rendimiento de aproximadamente 46 a 49 %. (Sundrasegaran &

Mah, 2020)

Proceso de extraccion en caliente

Requiere calor para poder romper la emulsién entre las moléculas de agua y aceite, su

objetivo es desequilibrar la emulsion desnaturalizando las proteinas. (Ng et al., 2021)

Se obtiene hirviendo la leche de coco para evaporar el agua, dejando atras el aceite. Para
extraer leche de coco, los procesos duran una hora o hasta que se separan todos los aceites de la
leche. El rendimiento del método es del 33 %, que es inferior en comparacién con otros métodos
de extraccidn, como la extraccidn en seco, la fermentacion y la extraccidn con fluidos supercriticos

(SFE). (Sundrasegaran & Mah, 2020)

Refrigeracion, congelacion y descongelacion

Es utilizado para romper la emulsion de agua y aceite, donde la leche de coco se centrifuga
a 3220 g durante 10 minutos y la capa superior de la crema, se debe eliminar el sobrenadante antes

de enfriar y congelar. Por lo general, las temperaturas utilizadas para el enfriamiento y la
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congelacién son de 10 y —4°C, durante 6 horas en total. Posteriormente, se realiza el proceso de
descongelacion en bafio maria a 40°C hasta que la crema centrifugada alcanza la temperatura
ambiente de 25°C. A continuacion, la nata se centrifuga dos veces a 4000 g durante 30 min para
obtener el VCO. Durante el proceso de descongelacion, las gotas de aceite se fusionan y forman
gotas grandes de varios tamafios, o que a su vez dio un rendimiento total de extraccion de aceite

del 69 %. (Ng et al., 2021)

Fermentacion

Implica la utilizacion de cultivos puros de bacterias tales como Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus delbrueckii y Lactobacillus casei. Entre las cepas, L. plantarum toma mayor
relevancia debido a su rapida tasa de crecimiento en la leche de coco en el rango de temperatura
de 40-50°C, con una produccion considerable de acido lactico que muestra una rapida ruptura de
la emulsion y liberacion del aceite. Con base en un estudio previo realizado por Sundrasegaran &
Mah, la separacion mas eficiente de la crema de coco se obtiene mediante la incorporacion de 5%.
L. plantarum con un tiempo de sedimentacion de 10 horas y la recuperacion total de aceite obtenida
es de hasta el 95%. Asi mismo, la emulsién de leche de coco se puede separar ajustando el pH

entre 3,0 y 5,6 con la inoculacion de cultivos bacterianos. (Sundrasegaran & Mah, 2020)

Necesita una cantidad minima de calor, conservando asi todos sus nutrientes, como cuando
se utiliza el método de extraccion en frio. El aceite de coco producido con este método también
mantiene su sabor natural a coco siempre que no se fermente durante un periodo prolongado. (Ng

etal., 2021)
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Centrifugacion

Es una técnica que consiste en disociar particulas en funcion de su respectivo tamafio,
forma, densidad, viscosidad del medio y la velocidad del rotor. Se analizan diversos parametros
para la extraccion de aceite de coco mediante el método de centrifugacion, incluido el tiempo, la
velocidad y la temperatura. Al aumentar la velocidad del centrifugado, el rendimiento de aceite de
coco también aumenta, alcanzando un 9,27 % cuando se centrifuga durante 15 min a 12.000 rpm.
En cuanto al tiempo de centrifugado, cuanto mas se centrifuga la muestra, mayor es el rendimiento
de aceite de coco. Cuando la temperatura de centrifugado se reduce de 40 a 20°C, el resultado
muestra una tendencia a la baja. A 20°C, el rendimiento del aceite de coco fue de 3.1% cuando se

centrifuga a 12000 rpm. (Ng et al., 2021)

Proceso de extraccion en frio

Consiste en que el aceite de coco se extrae de la leche de coco sin comprometer procesos
de calentamiento para romper la emulsion. La cascara externa de los cocos maduros se elimina
para conseguir la pulpa blanca dentro de la fruta. EI motivo por el cual se eligen cocos maduros en

lugar de cocos jovenes es porque el contenido de aceite en la fruta se incrementa. (Ng et al., 2021)

Extraccion enzimética

El aceite de coco se puede extraer agregando una mezcla de varios tipos de enzimas a la
leche de coco. (Ng et al., 2021). Se realiza un estudio previo que incluye el uso de enzimas de
celulasa, a -amilasa, poligalacturonasa y proteasa, ya sea individualmente o en una mezcla, para
degradar los componentes estructurales de la pared celular, incluidos manano, galactomanano,
arabinoxilogactano y celulosa. Se utilizan enzimas individuales y combinaciones de enzimas. El

coco rallado y el agua se mezclan en una proporcion de 1:4 y se incuban durante 30 minutos con
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diferentes combinaciones de enzimas. El rendimiento del aceite extraido usando proteasa y
poligalacturonasa es 32% y 36%, seguido de celulasa y a-amilasa con el mismo rendimiento al
28%. Evidenciaron que los rendimientos de la extraccion de aceite utilizando una combinacion de
enzimas eran mas altos que los de las enzimas individuales. El rendimiento de la combinacion de
celulasa y a -amilasa es del 36%, celulasa, a -amilasa y poligalacturonasa es del 37% y celulasa,
a -amilasa, poligalacturonasa y proteasa es del 42%, mientras que los del aceite extraido con
enzimas son superiores a los de la extraccion sin enzima, con solo un 19%. La extraccién de aceite
utilizando una combinacion de cuatro enzimas da un mayor rendimiento debido a la alta tasa de

hidrolisis de los componentes de la pared celular. (Sundrasegaran & Mah, 2020)
Dioxido de carbono supercritico

Es una molécula que es sometida a una presion y temperatura superior a su punto critico.
Exhibe propiedades particulares y tiene un comportamiento intermedio entre un liquido y un gas.
El diéxido de carbono es el fluido supercritico mas utilizado, ya que tiene un costo bajo y tiene

propiedades quimicas constantes, es inerte, no inflamable y no toxico. (Ng et al., 2021).

El diéxido de carbono supercitrico (SC-CO2) se selecciona en la extraccion de VCO debido
a su temperatura y presién critica mas baja, que pueden evitar la degradacion de componentes
menores y sensibles al calor. La naturaleza no polarizada de SC-CO2 es capaz de solvatar las gotas
de aceite y posteriormente mejorar el proceso de extraccion. Durante la extraccion del aceite
vegetal, la solubilidad de los triglicéridos en el SC-CO2 va a depender del namero de carbonos de
los acidos grasos en los triglicéridos, cuanto mas corta es la cadena, mas soluble es en el SC-CO2.
El VCO es rico en MCFA, que se compone de cadenas de acidos grasos con 16 carbonos o menos,

lo que aumenta la solubilidad en SC-CO2 en comparacion con otros aceites vegetales como el
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aceite de canola, el aceite de colza y el aceite de maiz. Ademas, la solubilidad de VCO en el SC-

CO2 aumenta con el aumento de la presion y la temperatura. (Sundrasegaran & Mah, 2020)

La temperatura y presion optimas obtenidas son 80°C y 345 bar con un rendimiento de
extraccion VCO del 99%. El VCO extraido se puede usar directamente sin ningln otro proceso de
refinacion. Aunque este método puede obtener un mayor rendimiento de VCO en comparacion
con otros métodos de extraccion convencionales, esta tecnologia de extraccion emergente no es
tan popular como otros métodos de extraccion mencionados anteriormente debido a la costosa

configuracion del sistema de extraccion. (Sundrasegaran & Mah, 2020)

Extraccion por arrastre de vapor

Este sistema no alcanza grandes temperaturas, correspondiendo a la destilacién con vapor
de baja presion y a la vez se produce muy poca descomposicién de la materia prima (cocos
nucifera) como se observa en la figura 1. El proceso de destilacion por arrastre por vapor de agua
favorece los costos de operacion que son relativamente bajos, presenta mayor capacidad de
produccién y alto rendimiento, siendo asi el método mas empleado en la industria de los aceites

esenciales. (Condori & Palomino, 2022)
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Figura 1.

Montaje de destilacion por arrastre de vapor.

==

Nota: La figura muestra el montaje de destilacion por arrastre de vapor. Fuente: Science Direct,

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0959652604000654

Streptococcus mutans

En 1924, J. Clark aisl6 el principal microorganismo desencadenante de la caries dental y
lo llamé Streptococcus mutans porque creia que las células ovales observadas eran formas
mutantes de Streptococcus. Sin embargo, no fue hasta finales de la década de 1950 que S. mutans
recibié una atencion cientifica generalizada y, a mediados de la década de 1960, los estudios
clinicos y de laboratorio con animales identificaron a S. mutans como un importante factor
etiologico de la caries dental. El habitat natural de S. mutans es la cavidad oral, en especial, el
biofilm dental, una biopelicula multiespecie que se forma en la superficie dura de los dientes. El
potencial cariogénico de S. mutans radica en tres propiedades principales, la capacidad de sintetizar
grandes cantidades de polimeros de glucano extracelulares a partir de sacarosa, lo que contribuye
a la formacidn de superficies duras, continuidad y crecimiento de polimeros in situ, la capacidad
de transportar y convertir una variedad de carbohidratos en acidos organicos (acidez) y la

capacidad de crecer bajo estrés ambiental, especialmente a pH bajo. (Lemos et al., 2019)


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0959652604000654
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Streptococcus mutans es catalasa negativo, no movil y produce acido lactico rapidamente.
Esta bacteria metaboliza una variedad de carbohidratos y genera acidos como productos de
desecho que producen factores de virulencia como acidogenicidad, aciduricidad y acidofilicidad.
El pangenoma de S. mutans es abierto, vinculado a un genoma central, que consiste en genes
involucrados en actividades como metabolizar, almacenar o procesar la transmision de

informacidn genética. (Sdenz Rivera et al., 2021).

Como bacteria &cido lactica, S. mutans utiliza Unicamente la glucolisis para la produccion
de energia. Una caracteristica distintiva de este microorganismo es la capacidad de metabolizar
una variedad de carbohidratos. EI genoma de la cepa UA159 codifica 14 azucares dependientes de
fosfoenolpiruvato: PTS es especifico para varios monosacaridos y disacaridos, y dos
transportadores de cassette de unidén a ATP estan principalmente involucrados en la formacién de

oligosacaridos. (Lemos et al., 2019)

Factores de virulencia del Streptococcus mutans

La virulencia de un microorganismo, hace referencia a su capacidad de causar dafio, es
decir, de producir enfermedad. Entre los factores de virulencia asociados en la formacién de caries

dental, S. mutans posee:

Acidogenicidad: S. mutans fermenta una variedad de azlcares y produce acidos organicos,
especialmente acido lactico, asi como también productos metabdlicos finales a través de la
glucdlisis. La acumulacion de acido reduce el pH de la placa dental en la cavidad bucal y provoca

la desmineralizacion del esmalte. (Machado y Reyes, 2021).

Aciduricidad: Capacidad de producir acido y de sobrevivir en un medio con pH bajo.

(Machado y Reyes, 2021).
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Acidofilicidad: Habilidad para lograr la fermentacion de varios carbohidratos de la dieta,
reduce rapidamente el pH de la boca. Por lo tanto, esto hace que el biofilm dental sea desfavorable

para otras especies y provoca caries debido a la desmineralizacion. (Machado y Reyes, 2021).

Este microorganismo utiliza varios factores de virulencia que contribuyen a la formacion
de biopeliculas cariogénicas y al desarrollo de caries. Las glucosiltransferasas (Gtfs) son
importantes factores de virulencia de Streptococcus mutans. Codificadas por tres genes (gtfB, gtfC
y gtfD), estas enzimas usan azUcares para sintetizar glucanos que facilitan la union de células

bacterianas y la formacion de biopeliculas. (Zhang et al., 2022)

Los genes GTFB y GTFC, que sintetizan principalmente glucanos insolubles en agua ricos
en enlaces glucosidicos a-1,3, se encuentran en la superficie celular y estan codificados por los
genes gtfB y gtfC, respectivamente. Por otro lado, GTFD, que sintetiza glucanos solubles en agua
ricos en enlaces glucosidicos a-1,6, se encuentra en el fluido de cultivo y esta codificado por el
gen gtfD que produce principalmente glucanos solubles (a menudo Ilamados dextrano). Cada
enzima consta de dos dominios funcionales, un dominio catalitico amino-terminal (CAT) que se
une e hidroliza sustratos de sacarosa, y un dominio de union a glucano (GBD) carboxi-terminal
que actlla como un aceptor para la union de glucano. Papel importante en la determinacion de las
propiedades de las cadenas de azucar sintetizadas por GTF. Se requiere la sintesis simultanea de
glucanos de GTFB y GTFC para generar una matriz que mejore la integridad y adhesion de las
células bacterianas a la superficie del diente, lo que permite la formacion de biopeliculas de alta

densidad. (Matsumoto-Nakano, 2018)

S. mutans es considerado el principal creador de sustancias poliméricas extracelulares,

siendo una de las bacterias formadoras de biopelicula mas conocidas en la cavidad oral. Se report6



29

como el microorganismo mas asociado en la transicion de la flora oral de una sana a una

cariogénica. (Sun et al., 2021)

Sintesis de glucano: Esta bacteria Gram-positiva sintetiza glucano para la adhesion e
interactla con otras especies bacterianas, dando como resultado la formacion de biopeliculas
dentales complejas que contribuyen a la caries dental. Las biopeliculas son comunidades de células
bacterianas adheridas firmemente a las superficies y encapsuladas en una matriz extracelular auto
secretada que puede proteger eficazmente a las células bacterianas de los entornos dificiles. En
comparacion con las células planctdnicas, las bacterias del biofilm son muy resistentes a los
agentes antimicrobianos y albergan mecanismos de defensa inmunitaria, lo que dificulta la

prevencion y el tratamiento de las infecciones asociadas al biofilm. (Zhang et al., 2022)

Proteinas de union a glucanos: S. mutans también produce varias proteinas de unién a
glucanos (proteinas Gbp) que promueven la adhesion. También el antigeno ¢ de proteina de
superficie celular (PAc), esta asociado con el desarrollo de caries, lo que reduce su virulencia y
susceptibilidad al desarrollo de la misma en la superficie del diente, al interactuar con la capa
salival. Juntas, las proteinas de la superficie de estas bacterias forman la placa que causa la caries.
La formacion de biopeliculas se da por la interaccion de las bacterias plancténicas con la superficie
oral en respuesta a sefiales ambientales apropiadas. S. mutans es capaz de transformar los
carbohidratos para adherirse a las superficies de los dientes y formar biopeliculas, lo que permite
que los patdgenos toleren fluctuaciones ambientales rapidas y frecuentes, como la disponibilidad

de nutrientes, que varia de aerébico a anaerobico y cambia el pH. (Matsumoto-Nakano, 2018)

El antigeno de proteina de superficie ¢ (PAc): Es una de las principales proteinas de
superficie de S. mutans y se conoce por muchos otros nombres, incluidos SpaP, antigeno I/11'y

antigeno B, P1 y MSL-1. El PAc se correlaciona con la virulencia del organismo involucrado en
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el desarrollo de caries y en la adhesion de bacterias a los dientes al interactuar con la membrana
salival, denominada adhesion, independiente de la sacarosa. EI gen PAc Streptococcus mutans
serotipo C mutans fue clonado, secuenciado, evidenciando que contenia la secuencia sefial N-
terminal, una region con una secuencia de tres repeticiones de 82 terminales rica en alanina (la
region A) en un tercio del extremo N-terminal de la molécula, asi como un area con una cadena de
tres repeticiones ricas en prolina de los 39 radicales (region P) en el centro de la molécula. Ademas,
se describen secuencias especificas del dominio C-terminal que penetra en las paredes y
membranas de las proteinas de superficie de los Estreptococos. Ademas, la region A esta
estrechamente relacionada con la adhesion a la superficie del diente, mientras que la region P tiene
una alta afinidad por las PAc. En algunos estudios reportaron la asociacion de PAc con la

virulencia de S. mutans para desarrollar endocarditis infecciosa (El). (Matsumoto-Nakano, 2018)

Los carbohidratos fermentables consumidos por el huésped son sustratos para S. mutans y
otras bacterias acido lacticas, lo que en ultima instancia conduce a la formacion de productos
finales acidos que se acumulan dentro de la biopelicula. Para crecer a un pH bajo, S. mutans induce
la Ilamada respuesta de tolerancia a los &cidos, un poderoso mecanismo de adaptaciones
fisioldgicas y transcripcionales involucradas en la induccidon de vias citoplasmaticas y cambios en
la composicion de la membrana de acidos grasos, protegiendo a la célula de mecanismos nocivos

de los &cidos y promueve la supervivencia bacteriana en tiempos de estrés.

S. mutans también tiene muchas adhesinas de alta afinidad que permiten la colonizacion
incluso en ausencia de sacarosa. Una de las adhesinas méas estudiadas es el antigeno dual I/11,
también conocido como P1, SpaP o PAc. Esta adhesina multifuncional estructuralmente compleja
participa en la union bacteriana a la membrana salival del diente al interactuar con la glicoproteina

del receptor de eliminacion del huésped GP340 o DMBT-1. (Lemos et al., 2019)
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Streptococcus mutans presenta diversos factores de virulencia que contribuyen al

desarrollo de la caries. En la figura 2. se resumen algunos de ellos.
Figura 2.

Factores de virulencia de Streptococcus mutans
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Nota. La figura muestra los factores de virulencia de Streptococcus mutans. Fuente: Autoria

propia.

Caries dental

La microbiota asociada con un estado saludable se considera en equilibrio, mientras que la
microbiota asociada a la enfermedad esta influenciada por microorganismos patoldgicos, que
tienen funciones metabolicas y un potencial de virulencia alto que estan ausentes en la salud. Una
vez que una comunidad ha hecho la transicion a un estado disbiotico, la estabilidad estructural de
los componentes patdgenos permitira que la condicion persista durante un periodo duradero y la
enfermedad oral como la caries dental a menudo puede volverse cronica y progresar lentamente.
El alto consumo de carbohidratos fermentables promueve la transicion a una comunidad de

biopelicula patdgena. Si la ingesta de azucar es baja y poco usual, las comunidades microbianas



32

en los dientes se mantienen estables y, a pesar de producir acidos que desmineralizan el esmalte,
la reduccion del pH puede ser sencillamente neutralizada por la saliva, que restablece y mantiene

la mineralizacion del esmalte. (Lamont et al., 2018)

Con una dieta sana y equilibrada con bajos niveles de azlcar, los mecanismos fisioldgicos
de la cavidad oral como la saliva, evita que se produzcan cambios en el tejido dental a través de
los cristales de hidroxiapatita antes de la ruptura del esmalte, al restaurar el pH 'y remineralizar. El
consumo excesivo de alimentos ricos en azlcar provoca un desequilibrio en el microbioma oral
(disbiosis), lo que fomenta la competitividad bacteriana de la biopelicula dental. Los fructanos y
los glucanos son polimeros derivados de la sacarosa que promueven la cohesién y la adhesion del
microorganismo. Entre las funciones protectoras de la saliva se encuentran la dilucion y limpieza
de la cavidad oral, lo que amortigua y permite el intercambio i6nico. El funcionamiento de esta

depende de la consistencia y velocidad del flujo. (Lima et al., 2022)

Distintos procesos subyacen al cambio de una comunidad microbiana a un estado de
disbiosis. Las variaciones en la competencia inmune o la dieta del huésped pueden alterar la
composicion de la comunidad y el panorama meta transcripcional, con aumentos en la produccion
de factores de virulencia. En la medida en que se establece una comunidad, el metabolismo
microbiano y los subproductos de la respuesta inmunitaria del huésped pueden inducir a cambios
en el entorno local que favorecen el crecimiento o la representacion excesiva de microorganismos

asociados con un estado disbidtico. (Lamont et al., 2018)

Los microorganismos orales causan enfermedades principalmente de manera sinérgica o
cooperativa e interactian entre especies en el microbioma debido a las caracteristicas del
ecosistema oral primario, especialmente la variabilidad, heterogeneidad y abundancia de la misma.

En la cavidad oral, habitan cantidad de microorganismos, los pertenecientes al género
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Streptococcus, principalmente especies mutans, son los que estdn mas implicados en el proceso

carioso. (Machado y Reyes, 2021).

La caries dental es una enfermedad infecciosa de origen bacteriano, inicia en la superficie
de los dientes, se origina a partir de la desmineralizacion del esmalte por &cidos orgénicos
producidos por determinados microorganismos en cavidad oral que participan en la transformacion

de los carbohidratos. (Marqués et al., 2021).

Es causada por niveles prolongados de pH bajo en la boca y se desarrolla con el tiempo en
una interaccion compleja entre bacterias, se han encontrado méas de 700 bacterias diferentes en la
cavidad bucal humana, teniendo mayor relevancia Streptococcus mutans. Una caracteristica clave
importante que contribuye a la patogenicidad de este microorganismo es su capacidad para
transportar y convertir diversos nutrientes de la dieta y la saliva del huésped en acidos orgéanicos.
S. mutans puede sobrevivir en ambientes de pH bajo y metabolizar una variedad de azUcares,

incluidas la glucosa, la fructosa y la sacarosa. (Agawi et al., 2021)

El dolor, infeccion, deterioro funcional y reduccion de la calidad de vida, asi como altos
costos en el tratamiento son consecuencias de la caries dental. Esta patologia es una enfermedad
dependiente del acido que producen las bacterias involucradas en el proceso cariogénico, lo que
provoca la desmineralizacion del esmalte. La sacarosa es el carbohidrato mas cariogénico porque
promueve el crecimiento de Streptococcus principalmente de las especies mutans y otras especies
acidogeénicas, y sirve como sustrato para la sintesis de polisacaridos extracelulares e intracelulares.

(Romero Gonzales, 2019)

La estructura del biofilm esta compuesta por moléculas organicas y microorganismos, la

mayoria de las bacterias cariogénicas poseen la capacidad de adherirse a las superficies y formar
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una biopelicula. Las principales bacterias que se adhieren inicialmente son el Streptococcus
mutans y Lactobacillus usando las proteinas de adhesion PAc y glucosiltransferasa. (Moron

Araujo, 2021)

El éxito de un microorganismo para producir biofilm radica en la colonizacion de nuevos
habitats, por lo que se propaga por la boca. Entre las principales caracteristicas de las biopeliculas
bacterianas se encuentran: adherencia a las superficies, infeccién localizada, tolerancia al
tratamiento antibacteriano, lo que genera una respuesta inmune. Inicialmente la biopelicula se va
a situar en zonas rugosas, zonas interdentales y oclusales del diente, luego a los cambios y
condiciones del nicho como lo son el pH, iones y temperatura. Con el tiempo se extiende hacia el
surco y alli, dadas las modificaciones en las condiciones del nicho, en cuanto a la disposicion de
oxigeno y caracteristicas de los tejidos blandos se coloniza con microorganismos anaerobios,
especialmente prevotellas y porphyromonas que cambian la patogenicidad del biofilm oral y que

van a iniciar las variaciones clinicas propias de las periodontopatias. (Morén Araujo, 2021)

No solo el Streptoccocus mutans es el microorganismo implicado en el proceso carioso,
existen otros patdgenos que también contribuyen al desarrollo de esta, como se describen a

continuacion:

Lactobacillus acidophilus

Son bacterias anaerobias Gram positivas, catalasa negativa, acidogénicas y formadoras de
acido, con capacidad de realizar un metabolismo tanto oxidativo como fermentativo. Desempefia
un papel importante en el desarrollo de lesiones cariosas, este microorganismo es capaz de
metabolizar rapidamente la glucosa de los alimentos en acidos organicos, aumentando asi la acidez

dentro de la cavidad oral y acelerando el proceso de caries. (Kania Tri Putri et al., 2020)
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Actinomyces

Las especies de Actinomyces (que se originan de las palabras griegas aktinos (rayo) y mykes
(hongo), correspondientes a la disposicion radial de los filamentos bacterianos son miembros de
bacilos Gram positivos anaerobios que no forman esporas. Taxondmicamente, el género
Actinomyces es parte del orden Actinomycetales del filo Actinobacteria (caracterizado por un alto
contenido de guanina-citosina (G+C) en su genoma, 55-68% en el caso del género Actinomyces).
Poseen una morfologia pleomérfica que va desde varillas ramificadas hasta cocobacilos, varios

niveles de aerotolerancia y tincion no acido-resistente. (Gajdacs et al., 2019)

Estos microorganismos se encuentran predominantemente en la cavidad oral y estan
abundantemente presentes en el surco gingival, las bolsas periodontales, las criptas amigdalinas,

asi como en los dientes cariados y en el biofilm dental. (Gajdacs et al., 2019)

Capacidad inhibitoria del aceite de cocos nucifera frente a Streptococcus mutans

El aceite esencial de Cocos nucifera ha demostrado tener multiples beneficios en la salud,
destacandose por sus importantes propiedades bactericidas, antifingicas, antiinflamatorias,
antivirales, entre otras. Diversos estudios han evidenciado la eficiencia que puede tener este aceite
esencial en cavidad oral, inhibiendo al Streptoccocus mutans, que es el principal patdgeno que da

inicio al proceso carioso. (Bukhari et al., 2019)

Segun Vasquez & Guardia (2021), a traves de un estudio transversal y experimental
determinaron el efecto antibacteriano del aceite de Coco (Cocos nucifera) sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175, el efecto se determind mediante el halo de inhibicidn y la concentracion
minima inhibitoria, utilizando penicilina G procainica como control positivo y suspension estandar

de Streptococcus mutans como control negativo. Se realizaron doce réplicas por concentracion de
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aceite de coco (25%, 50% y 75%). La concentracion de aceite de coco al 25% gener6 una media
inhibitoria de 17 mm y 2,23 x 102 UFC, al 50 % una media de 21,75 mmy 0,17 x 10? UFC, al 75
% una media de 22 mm y 0 UFC, la penicilina G procaina una media de 14,25 mmy 0 UFC, el
control negativo dio una media de 2,8 x 10 > UFC. Obtenidos estos resultados se concluye que
todas las concentraciones de aceite de coco mostraron accion inhibitoria sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175. La concentracion del 75 % mostro la media inhibitoria mas alta y fue la

concentracion inhibitoria minima que eliminé completamente las UFC.

Kaushik et al., (2016) realizaron un estudio controlado aleatorizado y seleccionaron 60
sujetos. Los sujetos los dividieron en tres grupos, Grupo A: Grupo de estudio: Extraccion de aceite,
Grupo B: Grupo de estudio: Clorhexidina y Grupo C: Grupo de control: Agua destilada. Los
sujetos del grupo A se enjuagaron la boca con 10 ml de aceite de coco durante 1 minutos. Los
sujetos del grupo B se enjuagaron la boca con 5 ml de enjuague bucal de clorhexidina durante 1
minuto y los del grupo C con 5 ml de agua destilada durante 1 minuto por la mafiana antes del
cepillado. Recogieron y cultivaron muestras de saliva el primer dia y después de 2 semanas de
todos los sujetos. Contaron las colonias para comparar la eficacia del aceite de coco y la
clorhexidina con agua destilada. Los resultados evidenciaron una reduccion estadistica

significativa sobre S. mutans, tanto en el grupo que utiliz6 aceite de coco como el de clorhexidina.

Sari et al., (2019) comprobaron mediante un estudio que consistio en una muestra de
microorganismos de cepas clinicas y de laboratorio la efectividad antibacteriana del VCO frente a
S. mutans, fue evaluado mediante una prueba de cristal violeta y recuento de colonias (unidades
formadoras de colonias[UFC]/mL). Los sujetos fueron seleccionados por examen de higiene bucal
y caries infantil. Los criterios de inclusion fueron nifios de 0 a 72 meses de edad, denticién

temporal, puntuacion del indice de dientes cariados, extraidos, obturados y sin enfermedad
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sistémica. La espuma de VCO redujo significativamente el nimero de S. mutans, VCO demostro
funcionar como un agente antibacteriano y antifungico. El efecto antibacteriano proviene del
contenido de acido laurico en el aceite de coco, que también tiene actividad antimicrobiana,

especialmente contra Streptococcus.

Bager Lamyaa (2020) sefiala que las especies bacterianas de Streptococcus mutans y
Lactobacillus fueron obtenidas de pacientes con caries dental que consultaron en la clinica dental
de la Facultad de Odontologia de Basora. Las cepas bacterianas fueron aisladas en el laboratorio
del departamento de microbiologia del mismo colegio mediante el cultivo del material de hisopado
en los medios selectivos apropiados y su identificacibn mediante las pruebas bioquimicas
pertinentes. El Streptococcus mutans fue expuesto a concentraciones del 25%, 50%, 75% y 100%,
fueron analizadas por separado mediante un estudio in vitro de las bacterias aisladas. Como
resultado se obtuvieron los siguientes valores: 25% - 4mm, 50% - 10mm, 75% - 14mm, 100% -
18mm, correspondiendo el porcentaje a la concentracion de aceite de coco y el siguiente valor al

microorganismo Streptococcus mutans.

Ahmed et al., (2020) realizaron un estudio cuya poblacién fue de 60 nifios egipcios, con
edades que oscilaban entre (5 y 10) afios. Los nifios (60) fueron divididos en dos grupos; cada
grupo consta de 30 nifios (Grupo A, Grupo B). Grupo A (grupo de estudio): Cada participante
recibid instrucciones de enjuagarse con 10 ml de aceite de coco 3 veces al dia durante dos semanas
con un promedio (1 minuto / enjuague), Grupo B (Grupo de control): El enjuague bucal con
clorohexidina (0,2%) consistio en treinta nifios, cada participante recibid instrucciones de
enjuagarse con 10 ml de enjuague bucal con clorohexidina, 3 veces al dia durante dos semanas con
un promedio (1 minuto/enjuague). Observaron una reduccion estadisticamente significativa en el

recuento de Streptococcus mutans en los grupos de extraccion de aceite y clorhexidina, pero se
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encontrd que la reduccion fue mayor en el grupo que utilizé enjuague de aceite de coco que en el

grupo de clorhexidina.

Peedikayil et al., (2016) utilizaron dos aceites herbales (Cocos nucifera y Nigella sativa) y
gluconato de clorhexidina al 0,2% como control positivo. Streptococcus mutans, Lactobacillus, y
Candida albicans fueron aislados e incubados. El efecto inhibidor del crecimiento de los
materiales probados fueron evaluados mediante el método de contacto directo para cada
microorganismo por separado mediante la adicion de 0,5 ml del material ensayado a cada
organismo en un tubo estéril e incubado a 37°C en aerobiosis para Streptococcus mutans y Candida
albicans y en anaerobiosis para Lactobacillus, luego los microorganismos ensayados los
esparcieron en medios especificos. El recuento de microorganismos se expres6 como UFC/placa
y se registré a las 2 'y 24 horas. El aceite de coco mostré un marcado porcentaje de reduccion tanto
en Sreptococcus mutans como en Candida albicans (89,3% y 87,3%) después de un periodo de
contacto de 24 horas. El aceite de Nigella Sativa mostré una marcada reduccién en S. mutans
después de solo 2 horas (68,33%) sin efecto en Candida albicans. Ambos aceites no tuvieron
efecto sobre Lactobacillus. EI mayor porcentaje de reduccion de todos los microorganismos

probados se registro con clorhexidina.

Pruebas de sensibilidad microbiana

Las pruebas de sensibilidad microbiana determinan la susceptibilidad de los
microorganismos a los agentes antimicrobianos, a partir de la exposicion a una concentracion
estandarizada del germen a estos farmacos. Para descifrar la lectura de las pruebas de sensibilidad,
es necesario conocer el espectro del agente antimicrobiano, algunas propiedades farmacocinéticas
y farmacodinamicas, asi como los principales mecanismos de resistencia a ellos. Drummond et al.,

(2022). Algunas de ellas son:
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Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

La CMLI, o concentracion inhibitoria minima, es la concentracion mas baja (en ug/ml) de
un antibidtico que inhibe el crecimiento de una determinada cepa de bacterias. Las pruebas de
susceptibilidad cuantitativa proporcionan valores de MIC que ayudan a determinar qué antibidtico
es mas efectivo. Esta informacion puede conducir a la correcta seleccion de antibidticos que
aumentaran la posibilidad de un tratamiento exitoso y ayudan a combatir la resistencia a los
antibioticos. Este método se usa para determinar la menor concentracion de cada uno de los

extractos que inhibe el crecimiento bacteriano. (Sanchez et al., 2020)
Concentracion Minima Bactericida (CMB)

Es la que mide la concentracion minima de antimicrobiano que elimina a mas del 99,9 %

de los microorganismos viables después de 24 horas de incubacion. (Sanchez et al., 2020)
Dosis letal 50

Fue creada por Trevan, J.W. en 1927. Es la dosis de una sustancia o radiacion que puede
ser letal para la mitad de un grupo. Existe la posibilidad de fracaso en los experimentos si la dosis

es incorrecta, una menor DL50 indica mayor toxicidad. (Garofalo et al., 2020)

Es de gran importancia contribuir en la observacién, andlisis e investigacion de la salud,
enfocados en la prevencion de la enfermedad, esto con el fin de adquirir nuevos conocimientos,
poder brindar soluciones de manera eficiente, no solo a partir de procesos invasivos y productos
farmacoldgicos, sino también a partir de productos medicinales de facil acceso que han demostrado
tener excelentes propiedades y cumplir con altos estandares de calidad. En el mercado se
encuentran productos farmacoldgicos que en diversos casos producen efectos secundarios y con el

paso del tiempo pueden afectar la salud del paciente, asi como también generar resistencia
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bacteriana. Es fundamental concientizar a la sociedad de otras alternativas de tratamiento como lo
es la medicina alternativa, que resulta ser efectiva, de bajo costo y sobre todo que no presenta

efectos colaterales.
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Disefio Metodoldgico

Tipo de investigacion

Se realiz6 un estudio de tipo experimental in vitro, en el que se evaluo el efecto de una o
maés variables, donde se manipulé el objeto de estudio bajo influencia de variables controladas y

conocidas.

La investigacion experimental se basa en exponer a un objeto o grupo de individuos a
ciertas condiciones, estimulos o tratamientos (variable independiente) para observar los efectos
que se producen (variable dependiente). Esto se considerara exitoso solo cuando el investigador
afirma que el cambio de la variable dependiente es el resultado de la manipulacion de la variable

independiente. (Alban et al., 2020)

Poblacion y muestra

La poblacion y muestra estuvo constituida por la cepa certificada ATCC® 25175TM de

Streptococcus mutans y el aceite esencial de Cocos nucifera.

Criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusion: Cepa certificada de Streptococcus mutans ATCC® 25175TM y
aceite esencial de Cocos nucifera obtenido mediante destilacion por arrastre de vapor en el

laboratorio de ciencias bésicas de la Universidad Antonio Narifio sede Cucuta.

Criterios de exclusion: Otros microorganismos causantes de caries dental diferentes a S.

mutans como Lactobacillus acidophilus o Actinomyces.

Aceites esenciales obtenidos de plantas de canela (Cinnamomun zeylanicum), menta

(Mentha piperita) o caléndula (Calendula officinalis).
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Variables

Variables dependientes. Efecto antibacteriano del aceite esencial de Cocos nucifera.

Variables independientes. Aceite esencial de Cocos nucifera.

Hipotesis

Hipotesis nula. EIl aceite esencial obtenido de Cocos nucifera no presenta efecto

antibacteriano in vitro sobre Streptococcus mutans.

Hipdtesis alterna. El aceite esencial de Cocos nucifera presenta efecto antibacteriano in

vitro, frente a Streptococcus mutans.

Materiales y métodos

El desarrollo de la investigacion se realizo en el Laboratorio de Ciencias Bésicas de la
Universidad Antonio Narifio Sede Cucuta. Esta se inicio con la recoleccion de la materia prima
(Cocos nucifera) y la adquisicion de los elementos necesarios para su ejecucion (soportes
universales, matraces con desprendimiento lateral, serpentin, condensador de reflujo refrigerado
por agua, cartucho Soxhlet, columna de extraccion donde se inserta el cartucho Soxhlet con el
solido a extraer y que presenta un sifon por donde cae el disolvente después de la extraccion hasta
el matraz). Se utiliz6 como microorganismo patégeno cepa de S. mutans certificadas ATCC®
25175TM que se evalud como el agente causal, y aceite esencial de Cocos nucifera como el agente

antibacteriano que se extrajo mediante destilacidn por arrastre de vapor.

El equipo de destilacion constd de un sistema doble de matraces con desprendimiento

lateral, uno de los cuales contuvo agua destilada (1000 ml), que se calentd directamente mediante
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un mechero colocado sobre una parrilla con el fin de llevar el agua destilada a su punto de

ebullicién. (Cedefio et al., 2019)

Al segundo matraz (capacidad de 500 ml) se le afadieron 250 g de materia prima (copra
de Cocos nucifera), los cocos se adquirieron en plantaciones ubicadas en el municipio del Zulia,
Norte de Santander, se procedio a desprender manualmente la copra, la cual fue dividida en trozos

pequefios para su extraccion. (Cedefio et al., 2019)

Los dos matraces estuvieron unidos por medio de una manguera y pipeta. Se usd vapor
saturado a una presion superior a la atmosférica suficiente para vencer la resistencia hidraulica del
lecho, conforme el vapor entrd en contacto con el lecho, la materia prima se calentd y fue liberando
el aceite esencial contenido, el cual, a su vez, debido a su alta volatilidad, se fue evaporando. Al
ser soluble en el vapor generado del primer matraz, este fue “arrastrado” corriente arriba hacia el
tope del segundo baldn. La mezcla de vapor saturado y aceite esencial fluy6 desde la salida lateral
del segundo matraz a través de otra manguera y pipeta hacia un refrigerante de vidrio o
condensador. En el condensador, la mezcla se condensé y se enfrié a temperatura ambiente. El
producto destilado obtenido se conservo en un depdsito estéril, manteniendo un estado biféasico
entre agua y aceite esencial, debido a la diferencia de densidades, el aceite esencial se separd
utilizando las pipetas Pasteur, luego se almacend en un tubo de vidrio con tapon tipo rosca cerrado
herméticamente para obtener aproximadamente 50 ml del aceite esencial. El aceite esencial se

almacen0 a temperatura ambiente y en la oscuridad hasta su uso. (Cedefio et al., 2019)

El potencial antibacteriano del aceite esencial de Cocos nucifera fue evaluado
cuantitativamente utilizando el método de Kirby Bauer (difusion en disco), para lo cual se
fabricaron sensidiscos en cartdn paja de 6 mm de didametro, que fueron esterilizados en autoclave.

(Fernandez y de Rebisso, 2019)
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Posteriormente se colocd un sensidisco en el centro de cada una de las 66 caja de Petri
utilizando una pinza estéril, marcadas simultdneamente con el aceite y la dilucién correspondiente,
se procedio a cargar los sensidiscos utilizando una micropipeta con 25ul de cada una de las
diluciones del aceite esencial, (100%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10% y 5%),
se midi6 mediante halos de inhibicion (mm) con la ayuda de un calibrador de sensibilidad
microbioldgica para determinar la concentracion minima inhibitoria. Se prepard un control de
crecimiento negativo (agua destilada) y un control positivo (Penicilina). (Fernandez y de Rebisso,

2019)

Con el aceite esencial de Cocos nucifera se realizaron diluciones empleando como
diluyente aceite de oliva virgen, se trabajaron concentraciones descendentes desde el 100%, hasta
una dilucion del 5%, con seis repeticiones, con lo cual se determind cuél punto de concentracion

logré inhibir el crecimiento de S. mutans.

Para la preparacion de los medios de cultivo, se utilizd agar sangre, de acuerdo a las
indicaciones del laboratorio fabricante, se suspendieron 40 gramos en un litro de agua destilada,
se hirvio durante un minuto hasta que se disolvié completamente. Se esterilizd en autoclave a
121°C durante 15 minutos. Se dejo enfriar a 45-50 °C y se afiadi6 asépticamente 5-10% de sangre
desfibrinada esterilizada, se homogenizo y se vertid en placas de Petri. Se tuvo cuidado para evitar
la formacion de burbujas cuando se afiadio la sangre de cordero al medio, se giré el frasco o botella

suavemente para crear una solucion homogénea. (Anexo A)

Para el caldo tioglicolato se procedié a suspender 29,75 gramos en 100 ml de agua
purificada/destilada. Se calent6 hasta producir la ebullicién para disolver completamente en el

medio. Posteriormente se dispensd en tubos o matraces, luego se esterilizé en autoclave a una
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presion de 15 libras (121°C) durante 15 minutos. Se dej6 enfriar a 25°C y se guardd en un lugar

fresco y oscuro, a una temperatura por debajo de 25°C. (Anexo B)

La cepa liofilizada ATCC® 25175TM de S. mutans (Microbiologics®), se mantuvo
almacenada a una temperatura de 2 a 8 °C, para activarla, se debié atemperar al medio ambiente.
La activacion de la cepa de S. mutans, se realizd por medio de un proceso de hidratacion. Se
presiono (solo una vez) la ampolla en la parte superior del empaque justo debajo del menisco para
liberar el hidratante y se forz6 el precipitado en el liquido hasta que la suspension quedara
homogénea. Acto seguido, se saturo el hisopo adjunto con los materiales hidratados y se transfirio
a un caldo tioglicolato. (Cayo et al., 2021), siguiendo las instrucciones de la casa fabricante se
colocé durante 48 h a 37 °C en la incubadora, para luego ser sembrada en cajas de Petri con agar
sangre de cordero. Se realizo el control de calidad del patrén de turbidez de 0.5 de McFarland lo
que equivale a 1,5 x108 UFC/mL. Para ello se agit6 vigorosamente el patron y se comprobd la

densidad de este. (Chambilla y Sanchez, 2021) (Anexo C).

Para la determinacién de la densidad se utilizé un picnémetro de 5 ml el cual se peso vacio
en una balanza electronicay luego con el aceite esencial de Cocos nucifera. Al peso del picnémetro

con aceite se le restd el peso del picnOmetro vacio para obtener asi la masa. (Chavez et al., 2022)

Posterior a esto se hallé la densidad del aceite esencial de Cocos nucifera aplicando la

férmula D = m/v. (Chavez et al., 2022)
Donde:
D = densidad (g/ml)

m = masa (9)
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v = volumen (ml)

Una vez obtenida la muestra se procedié a realizar una siembra en estrias con la ayuda de
asas estériles, empezando por el limite superior de la caja Petri y diseminando por todo el agar en

“zig-zag”. (Pinos et al., 2020)

Para el cultivo microbiano se esterilizé a 121°C durante 15 minutos, pipetas, tubos de
ensayo de 13 x 100 mm con tapon de rosca. Las cepas de S. mutans se hidrataron en caldo
tioglicolato, se sembraron en cajas de Petri y en agar sangre de cordero se incubaron a 37°C durante
24 horas. Luego de 24 horas de incubacion se realizé la prueba de tincion de Gram y pruebas de

catalasa negativa para S. mutans. (Fernandez y de Rebisso, 2019)

La prueba de tincion de Gram se compone de cuatro pasos, se inicio cubriendo el extendido
a colorear con el cristal violeta como colorante primario, para que el colorante en solucion acuosa
se disocio en iones CV+y CV-, los cuales penetraron en la pared celular de las bacterias debido a
su alta afinidad por el peptidoglicano. Luego, se retir6 el cristal violeta con un chorro suave de
agua y se escurrio, se afiadio una solucion de lugol, solucion de yodo en yoduro de potasio, que
actuo como fijador del cristal violeta. Este interactudé con los iones CV+ formando un complejo
cristal violeta-yoduro que saturo los espacios del peptidoglicano de la pared bacteriana. Despues,
se agregd una mezcla de alcohol-acetona que destruyo la capa lipidica de las bacterias Gram
negativas las cuales al perder su membrana externa y tener mucho menor cantidad de
peptidoglicano, no pudieron retener el complejo cristal violeta-yoduro y lo pierden. Por el
contrario, el alcohol acetona deshidrato la pared celular de las bacterias Gram positivas las cuales

sufrieron una deshidratacion, lo que cerro sus poros permitiendo la retencion del complejo cristal
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violeta yoduro. Finalmente, se colocé safranina o fucsina como colorante de contratincion para
tefiir las bacterias Gram negativas que no retuvieron el complejo cristal violeta-yoduro luego de la

decoloracion. (Casasola Bado, 2022)

La prueba de catalasa se realizé en una ldmina portaobjetosy en este caso se colocaron
una o dos gotas de H20> (perdxido de hidrdgeno) al 3% en la ldmina, se emulsiond una colonia
del microorganismo con un asa estéril no metalica y se mezcl6 suavemente; para ello se cont6 con
la siembra del microorganismo en un agar nutritivo, en este caso, agar sangre de cordero, una vez
obtenidas las colonias se le agregaron dos o tres gotas de H>O al 3% y en ambos casos se observd
en un lapso de un minuto la produccién de burbujas para determinar si la prueba es positiva, o por

el contrario, negativa. (Corrales et al., 2022)

Para determinar la concentraciéon minima bactericida y dosis L50 se utilizaron cajas de
Petri con agar sangre, se procedio a preparar en un tubo de ensayo con caldo tioglicolato una
concentracion equivalente al patron de turbidez 0.5 de la escala de McFarland, la cual equivale
aproximadamente a una concentracion de 1,5 x108 UFC/ml, para esto, se tomd una muestra de S.
mutans y se inoculé en un tubo con solucién salina, homogenizando y con ayuda de un
turbidimetro leer la turbidez hasta obtener la lectura equivalente a 0,5 del estandar de turbidez de
McFarland. En once tubos de ensayo se prepararon diluciones del aceite esencial de Cocos nucifera
en concentraciones de 100%, 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10% y 5%. a cada
tubo de ensayo, que contuvo 2 ml de cada concentracion, se le agregd 25 ul del concentrado de S.
mutans, y se sometio a un periodo de incubacion de 18 a 24 horas a 37°C, una vez finalizada la
incubacion, se tomo de cada tubo de ensayo 500 ul y con un asa de Drigalsky esteéril se extendid
en cada caja de agar sangre en toda la superficie de agar, se incubaron las cajas de Petri de 18 a 24

horas a una temperatura de 37°C. Se realizaron 6 repeticiones por cada concentracion. Luego del
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periodo de incubacion se sacaron las cajas de Petri y se realizd un conteo de la cantidad de

Unidades Formadoras de Colonias (UFC). (Recalde et al., 2018)
Andlisis estadistico

En el presente estudio se utilizé el método de difusion en disco de Kirby-Bauer para evaluar
la capacidad del aceite esencial de Cocos nucifera para inhibir el crecimiento bacteriano de
Streptococcus mutans, asi como también se hallé la Concentracion minima bactericida y la Dosis
letal 50, teniendo en cuenta el patron de turbidez 0.5 de la escala de McFarland. Una vez obtenidos
los resultados de la medicion de halos y Unidades formadoras de colonias (UFC), estos fueron

organizados mediante tablas de frecuencia y procesados por medio del programa de Excel 2016.
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Resultados

Para determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Cocos nucifera frente a
Streptococcus mutans, se utilizo aceite esencial extraido mediante destilacion por arrastre de vapor
de agua en concentraciones descendentes desde el 100% hasta 5% y la cepa certificada de S.

mutans ATCC® 25175TM.

Concentracion minima inhibitoria del aceite esencial de Cocos nucifera frente a

Streptococcus mutans

Basado en el halo de inhibicién (mm) y las Normas del Instituto de Estandares Clinicos y
de Laboratorios (CLSI) de los Estados Unidos, se determind que S. mutans es sensible (S) a partir
de un halo > 18 mm y resistentes (R) desde un halo < 17 mm. La concentracion relacionada con la

formacion de un halo > 18 mm determino la concentracion minima inhibitoria (CMI).

Del aceite esencial de Cocos nucifera se prepararon diluciones de 100%, 90%, 80%, 70%,
60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10%, 5%y se realizaron 6 repeticiones por cada una, se determind
por medio de halos de inhibicidn y sensidiscos impregnados en cada una de las concentraciones,
CMI frente al S. mutans En la figura 3. se presentan los resultados obtenidos, en la cual se observa
gue concentraciones iguales o mayores de 50% son sensibles a S. mutans y menores a esta
concentracion son resistentes, y existe una relacion directa entre la concentracién y el halo de

inhibicion.



Tabla 1.

Halos de inhibicién de la concentracidon minima inhibitoria.

CONCENTRACION MiNIMA
INHIBITORIA
DILUCION R-1 R-2 R-3 R-4 R-5 R-6

Control negativo 0 0 0 0 0 0 Prom.
5% 0 0 0 0 0 0 0
10% 0 0 0 0 0 0 0
20% 0 0 0 0 0 0 0
30% 18 16 14 16 14 13 15,2 15
40% 14 14 18 18 15 16 15,8 16
50% 18 18 18 17 20 19 18,3 18
60% 21 19 21 21 20 19 20,2 20
70% 21 20 21 21 19 22 20,7 21
80% 21 22 23 21 22 21 21,7 22
90% 24 21 23 23 22 22 22,5 23
100% 25 25 24 24 25 25 24,7 25

Control positivo 48mm 48 mm | 48 mm 48mm 48 mm | 48 mm

Figura 3.

Presencia de halo de inhibicion de S. mutans en solucion concentrada de aceite esencial de Cocos

nucifera.
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Nota. La figura muestra el halo de inhibicidn a una dilucién del 50%, siendo esta la CMI. Fuente:

Autoria propia.




Concentracion minima bactericida y dosis letal 50
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Para determinar la CMB y DL50, se realizaron diluciones del aceite esencial de Cocos

nucifera en concentraciones de 100% hasta 5% teniendo en cuenta el patron de turbidez 0,5 de la

escala de McFarland, la cual equivale aproximadamente a una concentracion de 1,5 x108 UFC/ml.

Se sembr0 en agar sangre y se sometieron a incubacion de 18-24 horas a 37°C, para posteriormente

observar el crecimiento bacteriano representado en UFC.

Se observé que la concentracién minima bactericida (con una inhibicién de 99.9%) fue de

145.6 mg/dl y la dosis letal 50 de 91,0 mg/dl.

Tabla 2.

UFC de S. mutans en soluciones de Cocos nucifera (CMB).

CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA

PENICILINA

R-1 R-2 R-3 R-4 R-5 R-6
Diluciéon % Concentracion | UFC/ml UFC/mlI UFC/ml UFC/ml UFC/mlI UFC/mlI PROMEDIO
mg/d|
Control n n n n n n n n
negativo
5% 45,5 148000000 | 149000000 | 144000000 | 141000000 | 145000000 | 149000000 146000000
10% 91,0 111000000 | 119000000 | 122000000 | 113000000 | 134000000 | 122000000 120166667
20% 36,4 95000000 | 102000000 | 97000000 | 98000000 | 102000000 | 90000000 97333333
30% 54,6 83000000 | 87000000 | 90000000 | 86000000 | 89000000 | 86000000 86833333
40% 56,8 80990000 | 83720000 | 77350000 | 78260000 | 76440000 | 82810000 79928333
50% 91,0 77000000 | 77000000 | 83000000 | 77000000 | 80000000 | 76000000 78333333
60% 109,2 59000000 | 65000000 | 55000000 | 59000000 | 62000000 | 58000000 59666667
70% 127,4 28000000 | 31000000 | 27000000 | 28000000 | 29000000 | 30000000 28833333
80% 145,6 157000 159000 161000 159000 160000 175000 161833
90% 163,8 0 0 0 0 0 0 0
100% 182,0 0 0 0 0 0 0 0
Control 20 Ul 0 0 0 0 0 0 0
positivo




Tabla 3.

UFC de S. mutans en soluciones de Cocos nucifera (DL50).
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DOSIS LETAL 50

R-1 R-2 R-3 R-4 R-5 R-6
Dilucién % Concentracién | UFC/ml UFC/ml UFC/ml UFC/ml UFC/ml UFC/ml PROMEDIO
mg/dl
Control n n n n n n n n
negativo
5% 455 148000000 | 149000000 | 144000000 | 141000000 | 145000000 | 149000000 146000000
10% 91,0 111000000 | 119000000 | 122000000 | 113000000 | 134000000 | 122000000 120166667
20% 36,4 95000000 | 102000000 | 97000000 | 98000000 | 102000000 | 90000000 97333333
30% 54,6 83000000 | 87000000 | 90000000 | 86000000 | 89000000 | 86000000 86833333
40% 56,8 80990000 | 83720000 | 77350000 | 78260000 | 76440000 | 82810000 79928333
50% 91,0 77000000 | 77000000 | 83000000 | 77000000 | 80000000 | 76000000 78333333
60% 109,2 59000000 | 65000000 | 55000000 | 59000000 | 62000000 | 58000000 59666667
70% 127,4 28000000 | 31000000 | 27000000 | 28000000 | 29000000 | 30000000 28833333
80% 145,6 157000 159000 161000 159000 160000 175000 161833
90% 163,8 0 0 0 0 0 0 0
100% 182,0 0 0 0 0 0 0 0
Control 20 Ul 0 0 0 0 0 0 0
positivo
PENICILINA

Se determind que el aceite esencial de Cocos nucifera presenta efecto antibacteriano

frente a Streptococcus mutans a partir de la dilucion del 50%, mostrando un halo de inhibicion

> 18 mm, siendo sensible. Ademas, la concentracion minima bactericida se obtuvo en una

concentracion de 145.6 mg/dl, que equivale a una dilucion del 80% vy la dosis letal 50 en 91,0

mg/dl, que equivale al 50%. Lo que lleva a concluir que si existe efecto antibacteriano del aceite

esencial de C. nucifera sobre S. mutans.
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Discusion
La fitoterapia ha ganado un lugar importante en el &mbito odontolégico al incluir productos
naturales con alta actividad terapéutica, menor toxicidad y mejor biocompatibilidad desde el punto
de vista cientifico, en comparacion con farmacos convencionales. Estas caracteristicas hacen de
esta terapia una buena alternativa para el tratamiento de patologias bucales como la caries dental,

potenciando el uso de esta terapia y brindando apoyo a los profesionales odontol6gicos y sus

pacientes. (Gomes et al., 2020)

La caries dental es una de las enfermedades méas prevalentes a nivel mundial, sus
consecuencias clinicas afectan directamente la calidad de vida de las personas. Asi mismo, la
atencion odontoldgica requiere un alto costo y muchas veces esté fuera del alcance de determinadas
comunidades. Si bien esta enfermedad se produce por la interaccion de diferentes factores, uno de
ellos es el econémico, por lo que se busca una alternativa medicinal de bajo costo, y el abordaje a
su vez de otro factor, quizéas el mas importante, que implica el desarrollo y multiplicacion del

microorganismo iniciador de esta enfermedad que es Streptococcus mutans. (Sin et al.,2021)

En el estudio realizado por VVasquez & Guardia, realizaron doce réplicas por concentracion
de aceite de coco (25%, 50% y 75%). Obtuvieron un halo de inhibicion de 17 mm a una
concentracion del 25% de aceite esencial, 21.75 mm al 50% y 22 mm al 75%. La concentracion
del 75 % mostro6 la media inhibidora mas alta frente a Streptococcus mutans y fue la concentracion
inhibidora minima que eliminé completamente las UFC. En el presente trabajo se determiné que
el aceite esencial de Cocos nucifera tiene efecto antibacteriano frente al S. mutans y la sensibilidad
bacteriana se present6 a partir de una dilucién del 50% con un halo de inhibicion de 18 mm, y al

70% 21 mm, lo cual es similar a los resultados obtenidos por Vasquez & Guardia.
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Bager Lamyaa en 2020, realiz6 un estudio en donde S. mutans fue expuesto a
concentraciones del 25%, 50%, 75% y 100%. Como resultado obtuvo los siguientes valores: 25%
- 4mm, 50% - 10mm, 75% - 14mm, 100% - 18mm, correspondiendo el porcentaje a la
concentracion de aceite de coco y el siguiente valor al microorganismo. En esta investigacion se
presentaron halos de inhibicion de mayor diametro, obteniendo halos de 15 mm a una
concentracion del 30%, 18 mm al 50%, 21 mm al 70% y 25 mm al 100%, lo cual coincide en el
efecto antibacteriano del aceite de coco frente a S. mutans, y difiere en el didmetro de los halos de
inhibicion.

Estudios in vitro realizados por Rajan et al., determinaron la actividad antimicrobiana del
agua de coco y aceite de coco en 50 especies de Candida. Los resultados de los halos de inhibicién
fueron: al 100% del aceite de coco sin diluir se obtuvieron halos entre 12 - 16mm mientras que el
agua de coco al 100% mostraron inhibicion menos de 5mmy al 50% y al 25% de la concentracion
de agua de coco no hubo una zona de inhibicion de las especies de Candida. En este estudio se ha
demostrado una actividad inhibitoria por parte del aceite de coco contra las especies de Candida.
En comparacion con la presente investigacion se observa que efectivamente el aceite de coco
presenta propiedades antimicrobianas, resaltando que a diferencia del estudio de Rajan et al.,
trabajo con microorganismos pertenecientes a especies de Candida, en el estudio actual fue con S.
mutans, microorganismo anaerobio facultativo, lo cual aporta ampliando las investigaciones sobre

el efecto inhibitorio del aceite de coco frente a diversas bacterias.

Peedikayil et al., realizaron un estudio con una poblacién de 50 nifios entre edades
comprendidas de 8 a 12 afos, a los participantes se les dieron de 5 a 10 ml de aceite de
coco/clorhexidinay se les pidi6 que lo agitaran por toda la cavidad bucal. Los resultados mostraron

que el aceite de coco es tan eficaz como la clorhexidina para reducir a S. mutans. En comparacion
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con la presente investigacion, se observa que efectivamente el aceite esencial de coco presente
propiedades antibacterianas frente a S. mutans, microorganismo anaerobio facultativo y de
principal importancia en la etiopatogenia de la caries dental, lo cual aporta ampliando las

investigaciones sobre las propiedades bactericidas de esta planta medicinal.

Kaushik et al., (2016) realizaron un estudio controlado aleatorizado y seleccionaron 60
sujetos, los cuales se dividieron en tres grupos, el primer grupo realiz6 enjuagues con aceite de
coco, el segundo con clorhexidinay el tercero con agua destilada. Los resultados evidenciaron una
reduccion estadistica significativa sobre S. mutans, tanto en el grupo que utiliz6 aceite de coco
como el de clorhexidina. Los resultados de este estudio son consistentes con esta investigacion, en
donde se encontro que el aceite esencial de Cocos nucifera tiene actividad antibacteriana frente a

S. mutans.

Sari et al., (2019) comprobaron mediante un estudio que consistié en una muestra de
microorganismos de cepas clinicas y de laboratorio la efectividad antibacteriana del aceite de coco
virgen frente a S. mutans. La espuma del aceite de coco virgen (VCO) redujo significativamente
el nimero de S. mutans, VCO demostrd funcionar como un agente antibacteriano y antifingico.
Corroborando con los resultados obtenidos que este aceite si presenta actividad antibacteriana,
debido a sus componentes, principalmente el acido laurico, y que a diferentes diluciones mejora

su potencial antibacteriano.
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Conclusiones

El aceite esencial de Cocos nucifera tiene efecto antibacteriano frente a Streptococcus
mutans, lo cual se determind mediante pruebas de sensibilidad microbiana y un estudio
experimental in vitro, en el que se demostrd que a partir de una dilucion del 50% el aceite esencial
de C. nucifera muestra efecto antibacteriano sobre S. mutans cepa ATCC® 25175TM, dilucion
que determina la concentracion minima inhibitoria (CMI), la cual presenta un halo de inhibicion
de 18 mm. Asi mismo, se concluyé que la concentracién minima bactericida (CMB) es de 145,6
mg/dl, lo que equivale a una dilucidn del 80%, para eliminar el 99,9% de S. mutans, también se

evidencio que la dosis letal 50 (DL50) fue de 91,0 mg/dl, para inhibir el 50% de UFC de S. mutans.



57

Recomendaciones

Se recomienda continuar realizando estudios con plantas medicinales que puedan
contribuir en el cuidado de la salud oral, asi como también, realizar estudios in vitro del aceite de
Cocos nucifera frente a otros microorganismos que puedan ser patdgenos en cavidad oral como
Staphylococcus aureus, Streptococcus piogenes, Porphyromonas gingivalis, Prevotella oralis,

Enterococcus faecalis, Candida albicans, Aggregatibacter Actinomycetemcomitans.

Se recomienda obtener aceite esencial de Cocos nucifera mediante diferentes métodos de
extraccion, con el fin de determinar el efecto antibacteriano y que su proceso de obtencidn sea mas
rapido. También seguir realizando investigaciones del efecto antibacteriano de otros aceites
esenciales como eucalipto, tomillo, romero frente a S. mutans. Se sugiere realizar estudios sobre
las propiedades antifingicas y antivirales del aceite esencial de Cocos nucifera. Asi mismo se
recomienda continuar con la investigacion hasta obtener un producto a base de aceite esencial de

Cocos nucifera como un enjuague bucal, y de esta manera, llevarlo a la practica clinica.
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Anexo A. Ficha técnica base de agar sangre

% Condalab

Base de Agar Sangre Cat. 1108

Para el aislamientn, cultivo y delecodn de la actividad hemaol tica de microorganismos sogenies

Informacion practica

Aplicaciones Calegorias

Ausiarmemo seleciva Mcroomganismos fasbdiosos

Delecoon [Reacoones hemol iticas:

Inchusiria: Clinica § Test de suscephinlidad anSmicrobiancs c E

Principios y usos
La Base de Agar Sangre ss utiiza para el aislamiento, cultivo y detecodn de las reacciones hemalibicas de microorganismos fastidiosos.

Es adecuada para &l sislmento y oo de una amplia vanedad o8 MICOrgRnsmos oo dificlies caracterisboas de orecimismio. Al afadic s Sangre,
S pueihs amplear para delerminar reacciones hemolibcas.

La infusidn de comzon y la peptona de came son fuentes ncas de nindgeno, vitaminas, minerales y aminodoidos esenciales para o crecimiento. £
cloruro de sodio proporciona electroliios esenciales para el ransporie ¥ el balance osmosco. El agar bacterioitgioo es el agente sobdificante.

La sdcioen e sangne proporciona factores e crecimiento extra para MIECOEgan Smo faestidinsos ¥ &5 |3 base para oetErmEnar las neaCoiones
hemolibicas. Los patrones: emoliboss pueden varar oon & fipo oe sangne o la bass de medo ubkzado. Par Ep=mpia, la sangre desfibnnada o oveEla da
mejones resullados para esireplocooos ol gropo A

Formula en gfL
Agar bactenalagco 15 Pepiona de came 1]
Cloruno sadicn §  Imfusion de commmn 1]

Férmrula bipica g / L * Ajustada ylo suplementada segin sea necesario para cumplic con los oitenos de rendimiento.

Preparacion

Suspender 40 gramos de medio en un kino de agua destlada. Mezclar bien y disover con calor y agitacidn frecuente. Hersir durante un minuio hasta
disoiver complstamente. Estenlzar en awfodase a 121 *C durante 16 minatos. Enfriar a 48-80 “C y afadir asépticamsenie 810 % de sangre desbrinada
esienlzada, homogenizar y verler en placas de Petrl. Hay que tener cudado para evitar la formadcion de burbujas cuando s= anade la sangre al media,
el frasco o botella suavemente para crear una sokkion homogénea. Si se desea, se puede afadir el Suplemento d= Polermiquecimianio (Cat.

11} para inoremesiar & crecmiento.

Instrucciones de uso

Para diagnastion clinica, el tipo de muesta es secreciones del racto respiralono.
= Usar procedimesnios estandar para cbisner colonias aidadas a pardr de las muesiras.
« Inculbar a 36+2 *C durante 24-48 horas.

« Dado que mudhos patdgenos reqgueren didudo de carbono en e aislamiento primario, las placas peeden incubarse &n una atmbsiera gue confenga
aproxdmadaments 5:10% de CO2.

Resullados:
1. Alfa-hemalisis: decolomcion verdosa del medio.
2. Beta-hemdlisis: zona clara akededor de la colonia
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1. Gamma-hemolisis: na hay cambios.

Control de calidad

Loluiilidad Aparencia Colar del medio deshidratado Color del medio preparado Final pH (28°C}
Liniresios Prodvo fina Tostado Fiojo cerera opalescents 73402
Test microbiologico

Condiciones de incubacion: (35+2 “C, atmosiera de CO2 2448 h).

Mirorganismas Espexificacion Fieacoon caracteristica
Staphylocoocus epdermidis ATCC 12228 Buen crecimienio

Meisseria meningitidis ATCE 12060 Buen crecimienio

Streptocooous pyogenes ATCC 19615 Buen orecimienio Bata hemdlisis
Staphyioooooes aweus ATCC 25423 Busen orecimienio Bata hemdlisis
Strepfococous preumcniae ATCC 5308 Buen crecimisnio Aifa hemolisis
Almacenamiento

Temp. Min.:2 %G

Temnp. Maox: 25 %C

Bibliografia

Snavely and Brahierd. J. Clin. Path. 33:511. 1 960.Hosty, Freeman and Irwin, Public, Health. Lab, 1583,
Schubert, Edwards and Ramsey J. Bact. 77-648, 1685, APHA Diagnostc Procedures and Reagenis La edition, 18281, Tharshis and Frish AM. L Clin.
Pathe 21:101. 1951,
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Anexo B. Ficha técnica caldo tioglicolato

Technical Data

Fluid Thioglycollate medium MOD9B

Imtended wse
Flaid Thisglyeollne Medies s wsed for swerility wsing of biological: and G culivetion of sefohes, ssssrobes
ol st ioaesopliiles a5 per Brosk Plonm seoposi

Composition ™™

Ingredicnts Gams | Litre
Teypcnss 15,000
Wiensl eunrecy 5000
Cilbsinese ol drae 5,500
Sowlasin chlomide 2500
L-Cyszime 0500
Sadem thiglyeallis 0500
Fesamrin sodaim ool
Age 0750
pH afler stewilizatesn | ar 25°0) T2

**Fommula sdjusied, slanderdized 1o suil perymen: uremnEes

£ - Fquivelsst o Panensatie digea of cassin

Directions

Suspend 2925 grams (Se aquivalenl weight of detidrate) medioss per ire) in 1000 sl Weter B/puifed disnillad waer
Heal o Bailing o dssolve the sedium smplasly. Senilioe by mnoclaving o 15 Bs jessswe (12170 Tor 15 minstes. Cosl
B 2570 and slore i 6 cool desk place prefersbly helow 15°C

Mt 7 e Dhan B wpper ofse-iind oF e stedium e sajuined o pink-purple colour, e medum oy be regonsd onee
By Bealifeg, i o wales hath of in lee Mowesg steam wnlil e pink- pople cobsur disappears

Principle And Interpretatioen
Brewes (1] femubnsd Fleid Theglveolkis Madium G rapad cubivation of ssobss o well a5 ansches mchading
micrasrophiles by aldmg a reduciag agent and small amoum of agar, The British Phamsscoposia {25 LISF {10), EF (3)
sl AT { 1T} have reconmssesded the meda or siemiliny iesting of antlsolics, biokegicals sd fods asd S desermining
e phieniol coefliciaml and sponicadsl ffect of disinfectants. Howesver, 8 & imiended Tor the examination of clear lajuid of
waler- soale matesials.
Trypioaes snd yeisl clrael Serves &5 4 sowrce of nisogen, carbon, bong chas amins scels vilesins and ofher essential
grewds pemens. Glucose sonchydrale is Se fameniahle cabolydrae and sergy sounce. L-cysiine b Sie amins acad
fior bacierial mulglezinion. Sodivs thioghoollae and L-cyaling acl & 8 neduging agent kewenng The axidation-
eeduction posertal by removal of oxygen. This condition heljs o prevesl e sccamulation of peroviles which & waie =
maure. The SH group of cystme alss neurelizes the antibaciznal effect of mercsnal preservanives. md other heavy metal
compounds which cxerl & hacteriomatic effad in the maenish wder exsminalion. Any increase @ die oxygen comenl is
mdicatad by & cobsur change of redox indisanor, resazurnin 1o s=d (7,3, 9% The small amosnt of agar helps @ maimaining low
peubiin poteatia] for 2sbilizing the madius (&)
In sterility checking, when the sanple comaing preseralives, @ is recomsmended o dilule the samgle with this broth w
eeduce The Reaiciny and eshance the growth of comlsssinants, if any.

Type ol spascimien
Pranmaceutsssl sargles for senloy Lsing
Specimen Caollection and Handlimg:

For plurmacsstical samphes, Follow appropriste iechnigues 0 sample collaction, processing as per paidelings ( 2) Afier use,
comannmssed maboiak musl be sienlzed by auocliying helne discarding,

Warnimg and Precaotions

Reid the labed befire openmg ihe conaine. Wes prolective glovesprotective elothsgisye  proeciion’iee prolosion.
Fullire gosdl macmbaclogacal ol practices while hasdling specimens and cullure. Suandand precaulions & por csahlshed

pualelaes should b Followed while handling specimens Safety paidelines may be relemed in sdividual safery daw sheets

Pl refar dsclaimar Overa et



Hilled i Laborslon Technical Data

Limitations :
L. I ks stemdad Tor the exarmnating of elear lquid o water-ssluble saenalk

Performance and Evalusiion
Perfurstance of e medius 5 siperied when used ai per the direction on 1he kbl within the expiry poriod whes flosad o
recnsatend sl rerngeELnIre

Uuality Contral

Apjearanos

Cream o yellow Bomoegensoe Bee lowing powds

Colowr sl Clariny of prepancd mmedium

Liggh spsasw osloasend, elea 1o slightly opalésedal sobaion with upps 10%% of les medsim pek-paeple of sandsg.
Reaction

Al sleTiliatesn Feaction of 297% wiv gt selulios pH 7. 1+02

pH
£50-730

Coruwih Promolios Te

A per Broch Pharmsosposis

Ceruwh prodisling prajerlic

Cleagly wisible gowih of Sicsorgasism cossparable 1o thal previewsly oblasal wilh previously 12sied and sppioved bol of
misdaim dssgiire il the specifial Essperaie o Sol Son: e he Some period ol lime speciad inecukiing <= 00 ch (@
B 3570 fior ==3 s

Sbiliny cest
Ligght yellira cobsiinnd dear solsiasn Wil any prozifulalion sali mental on & sesmn tempaeiene fe T davs

Culiural Besponse
Culniral charssteriane ohservad afisr o5 inculaton 6 30035 Tor nol Sore than 3 days.

[hrganisim Trigiulum aruirh
{CFLR

s eioms §porapenes ATOC 50 -100 luiiriant

D (W * i

Clinricliorme ipavcsions 50 -100 lusurean

ATCC 10427

it asiormn gerringhens 50 -100 luiirisant

ATCC 13124 (MMETY)

Bocnraike fragilis ATCC 50 -100 lusuire

23745

Bocnraikes vedgatus ATOC 50 1040 [T ST

34E2

Srapdinlinidvrac sarvect 50 -100 luiineant

ailesg, sars AT

25923 (0G4

Srapdlinacras sarvec 50 -100 luiirsant

aibeg. sariud ATOC

&5 15 32Ty

Priudamuoing sdragginao 50 1040 [ITLT ST

ATCC ITREY {MMI2EY)

Pamdirednad aimugimss 50 1040 [TETT ST

ATOC 27T {H026")

Mrrococrus st ATOC 50 - 100 [ITL T ST

341

B idtus ek &0 - [ L

ATOC A%

Esvhenvhia eall ATOC L]  TLRT TS

I591T (MHIL3")

Plmias g relur disclaimer Cheariaal.
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Hilled i Lab oo Technical Data

Eqekeriohio coli ATCC ET39

| AN 2% 5 -1 luniirgns
Excherichia coli NUTC S002 51 Taumi el
ATCC :|4u1;5::nu3|-; - St
Saivsinidla Alony

WETE G017 (| HO29=) 5 -1 Tannant
Bacittus sabiilis g, S -1 [

spizezenn ATOC 6a33 (3" )
Ky © *® Comespondsg WM nusihers

Storage and Sshell Lk

Snore Between 10-30C in & tighdy clicad contuns and the prepasad sedium ar 15-25°C. Use before expiny date on the
kel O openumg, product shiold be progesly stored dey, afisr sghily cappeg the Buitle & order w prevest lumg Sl
dise e the bygroscopic namre ol the prodiuet Impeoper saorage of the pooduel may lead o emp Formation. Sioee in dry
wenill laad area pEotsdiad Bom cuwemes of Emperanine and souees of igainon. Seal the camliines tghtly aner use Paoducr
perlonmanse is besl i wsed wiliin sialed sxpery period

Despasal
Uer miiiel ercaane il doposal by aueckivisg and'or inciesetoen of ussd of wisable prepassions of the prodoect. Follsw
amaliledied procediEes in dispoding of iBSeiow maemils and maenie hil comss S0 conel with wangle

laboastiny
Ehii e devonmamingisd and deposed of & accosdance with cument leboratony echaigques (4.5
Heleremce

1. Brewer, 19400 1 Ass Blsd Assoe, 11559E

I Hrnch Phamsscoposis, 000, The Swuiiosery office British Fharmoeoposia

1 Ewopeas Plunsscoposis, 2000, Ewropsan Depl fod the gualiny of Medicses

4 Benberg, HID Clinieal Microhiolegy Prossduses Hesdbook 2nd Edizen.

5 Jorgessen, JH., Plala, MLA. Camell, E.C., Fusle, (G, Landry, ML, Richizr, 55 and Wsmsck., DV, (20015) Masial
of Clinezal Mezrobeslogy, 11th Ediion. Vel 1

b MacFaddin 1F | 19835, Media for lsolstion-Cublivatos-1deni loaios-Masresanee of Medical Bacieria, Wol. 1, Willisses
and Wilking, Hahssone

T. Mlarshall, Gunsison ssd Lusen, 1940, Proe. Soc. Exp. Biol Med | 43672

E Mungemer, Hool ssd Wamen, 19943, Proe. Soc. Exp Biol Mead  SIJET

9 Pormaad, 1944, 1. Bari, 48255,

T T Usitesd Stah=: Fharmaeoposia, 2009, The Linnad Staies Pharsessposial Cosvention, Rockoville, MO

T8, Willewes H., (Ed_j, 2005, OiTieis] Methods of Analvas of se Associaton of CiTicisl Analyticsl Chemees, 15t Ed,
ADALC, Wishingion, DT

Wi - ESZI20

Drrwrciumrear :

Uit rrwcel ercan salabalty of L prosucis] n e appkcalion prd 1o e Produdts oonfiors solely o 1he nileesatien contares s
e and oler relited HileSE ™ publcalions. Tha mlormabon oontarsd s Thi publcalnn b Baeed on o nosanch @nd davalopmant
wirk and o b B bkl ol o kncwledon o and sourals. Hiledn ™ Labosalones Pel Lid ricsarvics Ba ighl o make changin o
apecicalicm and nfoimilon nekaled Io B peoducts &l iy . Products e ol mlendied lod Bumien of @nsel of herape: we bul
e bty dug b, s o ufthar manlechuning uss only, unkoes clerewse speciied. Statermnts conlsined benen showld nol
i vl e i @ wearranly el vy e, eepneesed or mphed, ane e bty i seespied o inkisgeren of @y eeeni.

Hibscis Lasorsioian Pyl Lid. Rag.offios @ 53 Visdhoni edfe, LES Meeg. Munbs-0008E., i, Tusioresr coes Koo 003019 9707 Coporsis
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Anexo C. Ficha técnica de la activacion de Streptococcus mutans

KWlKSTlK Microbiclogics

4 “ ”a 5 i N " Le wn S K decs ] Decaum 11s
™ MVe MG T . | abi twch " " c =] - .
< 5 A1N% & Quidiiative lyoot | -T 3l B " “ . { o - »
. swal ! you need e sie . furw a0 : r -
2 - Ava [ wekx of 2 roan e Q0 KWK . a wd for a ws ol
) a4

Simple, Reliable, Qualitative QC Microorganisms

o Dxtwriwws, hvenam colscuon oF syars svalallie

o Adn-orm S rckicms e Tk of corsamreson

® Baaciy 20-uae 1OTTE S8ven YOI trTe and matey

* Ondre Cartticate of Acsian prosries Cetmied sran ricmanon
e Tracoatudty 20 reference CUOSIWE smTams suhersory

o Technce! Suneort ety sealalie for Qudancs

microbiclogics.com



72

HOW TO USE |

sTEE o e |
IR STH s Sabow e
fud manincs of B

aTpEsiE | Fxend in B cEp o
Ty

Aoy B urssanad EWVIE-STE, prach Toas off Pall-Tab podion =n tha mbe
o apaibeaie T oom SETeer s, Tea red miiachi o e primary caiuos

o ponich ol rolch s semosre b oo . (D ral ciameris
A E-STIE i

Hipkd vticadly and L o srourg ’,ﬁ"

g i hard maface sciion aa the
o Enciliimin o of B sodom porson of ..‘J

moparmion i by ol uwirsim tha wesh
RTHIArI with tha Frpdoate modmesd nd e e
SN O AT O L

scrceding o dha isborsiory'n S0P

Uning props
Ssohacard dispms
dimard e
DME-STIE

[l Fo g
ST pAETa
1, W LS TLTE

rccubsie s oy cullure plsa by
=ilirg tha samb o cae-dhind of Umirg a nierda kocg. wirsad ic fuciisis o e o .
- Dsiony isaladion ST g B

s
mb:r.:_mdng'-r.um ; " Microbickogics



73

Anexo D. Evidencia Fotografica

Foto 1. Activacion de la Cepa Foto 2. Siembra de S. mutans en
ATCC® 25175TM Agar sangre de cordero.

Foto 3. Desprendimiento de la Foto 4. Trituracion de los trozos

copra del Cocos nucifera. de Cocos nucifera.



Foto 5. Destilacion por arrastre de Foto 6. Obtencién de aceite esencial
vapor de agua mediante de Cocos nucifera.
sistema Soxhlet.

Foto 7. Preparacion de medios de Foto 8. Agregacion de Agar sangre
cultivo. de cordero a las cajas de
Petri.
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Foto 9. Siembra del microorganismo Foto 10. Halos de inhibicién.

para hallar CMI.

|
q

|

1 |
= |

Foto 11. Medicion de halos de inhibicion Foto 12. Patrén de turbidez de 0.5
(CMI) de McFarland



Foto 13. Diluciones del aceite de
Cocos nucifera a diferentes
concentraciones, para hallar
DL50y CMB.

Foto 14. Unidades Formadoras de
Colonias (UFC).
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