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RESUMEN

El trabajo tuvo como Objetivo: Determinar el efecto antimicrobiano del
extracto etandlico de cascara de cacao (Theobroma cacao L.) a diferentes
concentraciones en muestras microbiolégicas de piezas dentales con
caries de pacientes que acuden al Centro de Salud Ciudad Nueva de Tacha
en el afio 2018. Metodologia: El disefio de la investigacion es descriptivo,
de corte transversal. En donde se tomaron 12 muestras microbiolégicas de
piezas dentales con caries, en donde se aplico el extracto etandlico de
cascara de cacao (Theobroma cacao L.) a diferentes concentraciones; con
un patrén de crecimiento microbiano de 0,5 de la escala de Mac Farland,
mediante el método de Kirby Bauer y segun la escala de Duraffourd Lapraz
se determino el efecto antimicrobiano. Resultados: Se observo halos de
inhibicion en las siguientes concentraciones: 5mg/ml = 9,4mm; 10mg/ml =
11,4mm; 15mg/ml = 16,6mm; 20mg/ml = 19,6mm; 25mg/ml = 20,2mm,;
30mg/ml = 22,7mm. Conclusién: Se concluye que el extracto etandlico de
cascara de cacao a diferentes concentraciones presenta efecto
antimicrobiano sobre el crecimiento de las bacterias presentes en la caries

dental.

PALABRAS CLAVE: Efecto antimicrobiano, cdscara de cacao, caries

dental, Kirby Bauer, escala de Duraffourd.



ABSTRACT

The Objective of the work was to: Determine the antimicrobial effect of the
ethanolic extract of cocoa husk (Theobroma cacao L.) at different
concentrations in microbiological samples of tooth pieces with caries of
patients who come to the Ciudad Nueva Health Center in Tacnha in 2018
Methodology: The design of the research is descriptive, cross-sectional. In
which 12 microbiological samples of dental pieces with caries were taken,
where the ethanolic extract of cocoa husk (Theobroma cacao L.) was
applied at different concentrations; with a microbial growth pattern of 0.5 on
the Mac Farland scale, the Kirby Bauer method and the Duraffourd Lapraz
scale determined the antimicrobial effect. Results: Inhibition halos were
observed in the following concentrations: 5mg / ml = 9,4mm; 10mg / ml =
11,4mm; 15mg / ml = 16,6mm; 20mg / ml = 19,6mm; 25mg / ml = 20,2mm;
30mg/ ml=22,7mm. Conclusion: Itis concluded that the ethanolic extract
of cocoa peel at different concentrations has an antimicrobial effect on the

growth of bacteria present in dental caries.

KEYWORDS: Antimicrobial effect, Cocoa peel, Dental caries, Kirby Bauer,

Duraffourd scale.



INTRODUCCION

La caries dental sigue siendo la enfermedad bucal mas prevalente en
nuestro pais, se caracteriza por la destruccion localizada de los tejidos
dentarios. La causa principal que influye en la prevalencia de la caries
dental es la presencia de microorganismos cariogénicos en la salivay en la
placa dental. Donde también existes otros factores que actuan frenando o
aumentando la aparicion de la caries, entre los que podemos sefialar: flujo,
composiciéon y capacidad buffer de la saliva, higiene buco-dental y la dieta
rica en carbohidratos. Dentro de las estrategias para disminuir y controlar
la afeccion, se recurre a derivados de productos naturales, usados como
medicina casera, que tienen efectos medicinales gracias a sus compuestos
bioactivos que actian como antioxidantes, antinflamatorios vy

antimicrobianos.

En los dltimos afios la medicina natural ha ganado un lugar relevante en la
terapéutica de multiples enfermedades. En este caso el Theobroma cacao
L., es muy rico en polifenoles y flavonoides que actian como antioxidantes,
mejorando la salud cardiovascular, cerebrovascular asi como en la
prevencion de cancer y otras enfermedades degenerativas e infecciosas; a
su vez se han determinado beneficios en la salud bucal. El posible efecto

antimicrobiano de la cascara de cacao en la caries dental esta recibiendo



cada vez mas atencion, el cual podria radicar en la rica cantidad de

polifenoles.

Segun las consideraciones anteriores, el objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto antimicrobiano del extracto etandlico de cascara de cacao
en muestras microbiologicas obtenidas de piezas dentales con caries de
pacientes que acuden al Centro de Salud Ciudad Nueva de Tacnha.
Mediante el método de Kirby Bauer en 12 muestras. En donde se midi6 el
diametro del halo de inhibicion para verificar el efecto antimicrobiano segun

la escala de Duraffourd.

En el capitulo | plantea la descripcion del problema, los objetivos, asi como
la justificacién para realizar la tesis. En el capitulo Il observaremos los
antecedentes que respaldan la ejecucién de nuestro estudio. En el capitulo
Il se observa lo relacionado con la metodologia aplicada y los
procedimientos para la recoleccién de muestras. Finalmente en el capitulo
IV se presentan los resultados y discusidén seguidos por las conclusiones,

recomendaciones finales y las referencias bibliograficas de la investigacion.



1.1.

CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

FUNDAMENTOS Y FORMULACION DEL PROBLEMA

1.1.1. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

La caries dental constituye la enfermedad bucal mas comudn
del hombre actual, la OMS considera que del 60% al 90%
de los escolares y casi el 100% de los adultos tienen caries
dental en todo el mundo. La manifestacion de la caries
dental estd mediada por mecanismos complejos que son
iniciados por diversos factores, entre los que se incluyen
genéticos, conductuales, ambientales y microbianos. En el
caso de los factores microbianos, la presencia de bacterias
es fundamental para el inicio, desarrollo y progresion de la
lesion cariogeénica, sin bacterias no hay lesion. De hecho se
trata de una enfermedad infecciosa polimicrobiana donde
cada especie bacteriana individual puede contribuir
colectivamente a la cariogenicidad por ello es importante
entender el rol que juegan especies bacterianas especificas

en la progresion de la caries dental.*4



Como parte de los retos de la odontologia en la
actualidad, estd la busqueda de sustancias capaces de
inhibir o disminuir la poblacion microbiana cariogénica
presente en el inicio de esta enfermedad. En esta blsqueda,
aparecen las sustancias de origen natural, obtenidas de
plantas o frutos, cuyo aporte al ambito odontolégico viene

siendo estudiado en los ultimos afnos.

Actualmente el uso de antimicrobianos y antisépticos,
se ha utilizado conjuntamente con las técnicas de cepillado,
a fin de evitar o retrasar la formacion de lesiones cariosas,
sin embargo el elevado precio y reacciones secundarias las
cuales son que tifien los dientes, la lengua, alteran el gusto
y causan reacciones de hipersensibilidad, es lo que
persuade a las personas a no utilizarlos por mucho tiempo.t’
Por lo tanto, hay una necesidad de desarrollar otros

antisépticos y antimicrobianos no costosos y de facil uso.

Siendo la cascara de cacao un residuo de una planta
natural que posee grandes propiedades antimicrobianas,
antioxidantes y antimutagenicas como lo demuestran: Flores

col.!! En su estudio “Efectividad del Theobroma cacao L.



|”

sobre el desarrollo del biofilm dental” demostraron que la
solucion de la cascara de cacao inhibe significativamente la

formacion de biofilm.11

Sucuzhafiay Mora.*? En su estudio in vitro “Efecto
antimicrobiano de extractos acuosos de cascara y semillas
de cacao (Theobroma cacao L.). Demostr6 que los extractos
acuosos de céascara y semillas de cacao presentan igual

efecto antimicrobiano sobre el Streptococcus mutans.*?

Los estudios de la ciscara de cacao como fuente de
medicina natural que evidencian actividad antimicrobiana
sobre los microorganismos presenten en la caries
dental,26:141516,1820 y o] gqumento de la prevalencia de la
caries dental en pacientes jévenes evidenciados en los
reportes epidemiolégicos a nivel nacional en el Per(a del
MINSA, 1% genera mi interés de comprobar los beneficios del
extracto etandlico de la cascara de cacao ante los
microorganismos presentes en muestras microbiol6gicas de

piezas dentales con caries.



1.1.2.

FORMULACION DE PROBLEMA

¢,Cual es el efecto antimicrobiano del extracto etandlico de
cascara de cacao (Theobroma cacao L.) a diferentes
concentraciones en muestras microbiolégicas de piezas
dentales con caries de pacientes que acuden al centro de

salud Ciudad Nueva. Tacnha 20187

1.2. OBJETIVOS

1.2.1.

1.2.2

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antimicrobiano del extracto etandlico de
cascara de cacao (Theobroma cacao L.) a diferentes
concentraciones en muestras microbiolégicas de piezas
dentales con caries de pacientes que acuden al centro de

salud Ciudad Nueva. Tacna 2018.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el efecto antimicrobiano, segun la escala de
Duraffourd del extracto etandlico de cascara de cacao

(Theobroma cacao L.) a una concentracion de 5 mg/ml.



Determinar el efecto antimicrobiano, segun la escala de
Duraffourd del extracto etandlico de cascara de cacao

(Theobroma cacao L.) a una concentracion de 10 mg/ml.

Determinar el efecto antimicrobiano, segun la escala de
Duraffourd del extracto etandlico de cascara de cacao

(Theobroma cacao L.) a una concentracion de 15 mg/ml.

Determinar el efecto antimicrobiano, segun la escala de
Duraffourd del extracto etandlico de cascara de cacao

(Theobroma cacao L.) a una concentracion de 20 mg/ml.

Determinar el efecto antimicrobiano, segun la escala de
Duraffourd del extracto etandlico de cascara de cacao

(Theobroma cacao L.) a una concentracion de 25 mg/ml.

Determinar el efecto antimicrobiano, segun la escala de
Duraffourd del extracto etandlico de cascara de cacao

(Theobroma cacao L.) a una concentracion de 30 mg/ml.



1.3.

JUSTIFICACION

La investigacion es original debido a que existen escasos estudios
relacionados a este tema, la mayoria de investigaciones
encontradas toman en consideracion otros factores relacionados al
inicio de la caries dental; sin embargo, existe un vacio en el
conocimiento cientifico respecto al efecto antimicrobiano del
extracto etandlico de la cascara de cacao (Theobroma cacao L.) en
muestras microbiolégicas de piezas dentales con caries de
pacientes que acuden al Centro de Salud Ciudad Nueva. Tacha

2018.

Al ser éste uno de los paises con mayor produccion de cacao
en américa latina, teniendo una importante diversidad genética de
este fruto, nace mi interés de evaluar su posible aporte al ambito
odontoloégico con esta investigacion, contribuyendo como una

alternativa mas en la prevencion de la caries dental.

Este trabajo es factible de realizarse, porque se cuenta con
los recursos humanos y materiales adecuados, asumiendo el

investigador el costo total de esta.



Nuestro trabajo tiene relevancia cientifica ya que los
resultados obtenidos contribuiran, consolidaran o desvirtuaran los
resultados de las anteriores investigaciones sobre el efecto
antimicrobiano que contiene el extracto etandlico de cascara de

cacao (Theobroma cacao L).

Nuestro trabajo, tendra relevancia académica; porque los
resultados de esta investigacion serviran como base de datos a
hacer utilizados por los estudiantes que se encuentran en

formacion y por la poblacién en general.

Igualmente tendrd relevancia social, porque permitird
implementar mejores medidas de prevencion y promocién de la
salud bucal y minimizar los efectos de la caries dental, y asi como

beneficiar a la poblacién peruana y mejorar su condicién de vida.



1.4. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

(+++) =>20 mm

VARIABLE DEFINICION INDICADORE SUB CATEGORIZACION ESCALA
OPERACION S INDICADORES
AL
Resistente (-)= <8
Efecto Didmetro del mm
antimicrobiano lametro ae Sensible (+) = 8mm a
del extracto _h§|°_ de 14mm
etandlico inhibicion - —
cascara de (Segun la Muy sensible (++) = Razén
cacao al 5 escala de 14 mm a 20 mm
mg/ml Duraffourd) Sumamente sensible
(+++) =>20 mm
Resistente (-)= <8
Efecto Diametro del mm
antimicrobiano halo de Sensible (+) = 8mm a
del extracto S hibiei G
inhibicion 14mm .
etanélico in - Razon
cascara de (Seguin la Muy sensible (++) =
cacao al 10 escala de 14 mm a20 mm
VARIABLE
mg/ml Duraffourd) Sumamente sensible
INDEPENDIENTE (+++) = > 20 mm
] Resistente (-)= <8
EFECTO Conjunto de Efecto Diametro del mm
compuestos antimicrobiano halo de Sensible (+) = 8mm a
ANTIMICROBIAN que tienen la del extracto o
tandli inhibiciéon 14mm Razén
i etandlico . -
O DEL cap.ac!dad de cscara de (Segun la Muy sensible (++) =
EXTRACTO eliminar o cacao al 15 escala de 14 mm a20 mm
ETANOLICO DE prrgl(ijf:fgclizn mg/ml Duraffourd) Sumamente sensible
CASCARA DE de microbios. (+.++) =>20mm
CACAO A Los microbios - Resistente (-) = <8
atacados por Efecto Diametro del mm
DIFERENTES un P agti:nicr:)biatno halo de Sensible (+) = 8mm a
el extracto s
CONCENTRACIO antimicrobiano etandlico |nh|b|f;|c)|n 14mm Razén
NES SOBRE pueden ser cascara de (Seglunda MH senS|bI§0(++) =
bacterias, cacao al 20 escala de mm a 20 mm
MUESTRA’S virus, hongos mg/ml Duraffourd) Sumamente sensible
MICROBIOLOGIC 0 parasitos. (+++)=>20 mm
AS DE PIEZAS Resistente (-)= <8
DENTALES CON . Elfectol Diametro del mm
antimicrobiano halo de Sensible (+) = 8mm a
CARIES del extracto inhibicion 14mm Razé
etandlico ) - azon
cascara de (Segun la Muy sensible (++) =
cacao al 25 escala de 14 mm a 20 mm
mg/ml Duraffourd) Sumamente sensible
(+++) =>20 mm
Resistente (-)= <8
Efecto Diametro del mm
agglmgrggggo halo de Sensible (+) = 8mm a
X L
inhibicién 14 4
etandlico inl r.nm Razon
céascara de (Seginla Muy sensible (++) =
cacao al 30 escala de 14 mm a 20 mm
mg/ml Duraffourd) Sumamente sensible

Fuente: Elaboracion propia
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

2.1.1. ANTECEDENTES INTERNACIONALES

FLORES-TAPIA, MARIA Y COL. Efectividad del Theobroma
cacao L. sobre el desarrollo del biofilm dental. (México —

2016)

La adhesion microbiana se conoce desde hace muchos afios e
incluso se sabe que también, se adhiere a la superficie de los
organos dentales donde se le llama biofilm y como éste se
vuelve patdégeno, es el agente etiologico de dos de las
alteraciones orales mas prevalentes: la caries dental y la
enfermedad periodontal. Uno de los retos de la odontologia
moderna es sintetizar sustancias capaces de inhibir la
aparicion, persistencia y recurrencia de agentes patégenos en
los tejidos dentales. Objetivo: En el presente estudio cuasi-
experimental de tipo comparativo se evalla el efecto inhibitorio

de la cascara de semilla de cacao (Theobroma cacao L.) sobre



el desarrollo del biofilm dental. Materiales y Métodos: se
comparan dos tipos de concentraciones (12,5 % y 13 %), de la
solucion de Theobroma cacao L, extraido de la cascara de
cacao, estas concentraciones son obtenidas destilando 240g
de polvo y agua destilada. La muestra de participantes fue
dividida en tres grupos: un grupo control y dos experimentales,
al grupo |, se aplica una concentracion de 12,5 de Theobroma
cacao L, mientras que, al grupo Il se administra una
concentracion del 13 %, y finalmente el grupo control, que tiene
ausencia de la aplicacion de la solucion de la cascara de cacao;
al término del experimento se evalla las superficies
vestibulares y linguales de toda la denticion, de acuerdo al
indice de Quigley-Hein, que consta de seis niveles de
pigmentacién de biofilm, representados del 0 al 5. Resultados:
la solucion de cascara de Theobroma cacao L. al 12,5 % es la
mas efectiva, con diferencias estadisticamente significativas
entre el grupo control y experimental (t=1,75, gl=28, p<0,05).
Conclusiones: la solucion de la cascara de cacao inhibe
significativamente, la formacion de biofilm. Recomendacién. Se
requiere investigar mas, con muestras mayores para validar los

presentes resultados.!

12



MIRYAN ALEXANDRA SUCUZHANAY MORA. Efecto
antimicrobiano de extractos acuosos de cascaray semillas
de cacao (Theobroma cacao L.) sobre cepa de

Streptococcus mutans. Estudio in vitro. (Ecuador — 2015)

El propdsito de este estudio fue evaluar el efecto antimicrobiano
de extractos acuosos de céscara y semillas de cacao sobre la
cepa de Streptococcus mutans, en un estudio in vitro. La
obtencién de los extractos acuosos se realiz6 por el método de
reflujo, utilizando agua destilada como solvente, los extractos
se concentraron al 12,5% y al 20%, para lo cual se empleo la
férmula de dilucién, la cepa de Streptococcus mutans fue
reactivada por 24 horas a 35 +/- 2°C, tras lo cual se procedi6 a
sembrar un indculo de la bacteria correspondiente a la escala
0,5Mc. Farland en 21 cajas Petri de Agar sangre,
posteriormente se aplicé la técnica Kirby- Bauer en la que se
colocaron los discos de papel filtro embebidos con 20 ul de los
extractos, las cajas Petri fueron incubadas por 24 horas a 35 +/-
2 °C en una atmosfera de CO2 al 5% y se procedio a la medicion
de los halos de inhibicion a las 24 horas, observandose un
efecto antimicrobiano por la presencia de halos de inhibicion de

hasta 10 mm. Los resultados obtenidos fueron analizados con
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la prueba estadistica U de Mann Whitney con la que se concluyé
gue no existieron diferencias significativas entre la media del
halo de inhibicion del extracto acuoso de cascara y de semilla
al 12,5% (p=0,24) y al 20% (p= 0,94), por lo que estos dos
compuestos presentan igual efecto antimicrobiano sobre el

Streptococcus mutans.*?

CUELLAR, O.Y COL. Actividad antibacteriana de la cascara

de cacao, Theobroma cacao L. (Colombia - 2012)

Evaluaron la actividad antibacteriana de diferentes fracciones
de la cascara de cacao, mediante el método de difusion en agar,
empleando cepas autéctonas y de referencia ATCC.
Posteriormente se hizo un andlisis de estas fracciones por
HPLC y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas. Se evalud su efecto frente a Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853; Bacillus cereus ATCC 11778, Streptococcus
agalactiae aislado de un paciente; Escherichia coli “resistente a
amoxicilina” aislada de pollo y Candida albicans ATCC 10231.
La fraccion cloroférmica, en acetato de etilo y butandlica se
solubilizaron en DMSO al 99 % a las concentraciones de 100,

50 y 25 pg/ul. El bioensayo se realizo por el método de difusion
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en agar, una modificacion del método desarrollado por Kirby-
Bauer. Cada bacteria fue replicada en dos tubos de ensayo con
el medio liquido infusion—cerebro—corazon (BHI) y caldo
Sauboraud para Candida albicans ATCC 10231. La fraccion
cloroférmica presenté actividad antibacteriana frente a Bacillus
cereus ATCC 11778 y Streptococcus agalactiae (autdctona),
con porcentajes de inhibicion de 34,90 % (100 ug/upl) y 52,40 %
(100 pg/ul) respectivamente. También se evidencid una
concentracion minima inhibitoria de 512 ug/ml frente a Bacillus
cereus ATCC 11778 y de 128 pg/ml frente a Streptococcus
agalactiae. Los resultados del analisis cuantitativo por HPLC de
la fraccion cloroférmica de la cascara de cacao, indicaron que
el alcaloide mayoritario fue la cafeina. Las fracciones en acetato
de etilo y butandlica no presentaron actividad antibacteriana. Se
concluye que la fraccion cloroférmica resultd promisoria
inhibiendo el crecimiento de Bacillus cereus ATCC 11778 y

Streptococcus agalactiae.®
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MARIANI, M. Y COL. Efecto bacteriostatico del extracto de
semillas de cacao (Theobroma cacao L.) sobre el
crecimiento de Streptococcus mutans in vitro. (Venezuela -

2010)

Se determind el efecto bacteriostatico del extracto de semillas
de Theobroma cacao L., sobre el crecimiento in vitro de cepas
puras de Streptococcus mutans. Se utilizé el método de Kirby
Bauer para este estudio in vitro destinado a la evaluacion de
presencia de inhibicién y el tamafio del halo formado alrededor
de las bacterias, las cuales fueron sometidas a la accion del
cacao en concentraciones comprendidas entre 0%y 17,5 %, de
un extracto acuoso preparado a partir de la dilucion de polvo de
cacao y agua destilada, respetando las proporciones
necesarias para obtener las concentraciones deseadas. Los
resultados arrojaron que el mayor efecto inhibitorio se logré en
concentraciones de 10 % y 12,5 %. Por lo tanto pudo concluirse
que el extracto de semillas de Cacao inhibe significativamente
el crecimiento y desarrollo de una de las principales bacterias

cariogénicas: Streptococcus mutans.?
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SRIKANTH, R.K' Y COL. Efecto del extracto de cascara de
cacao sobre la acumulacion de placa y el recuento de

Streptococcus mutans. (Ecuador - 2008)

Este estudio tuvo como objetivo, evaluar el efecto del extracto
de cascara de cacao sobre la acumulacion de placa y el
recuento de Streptococcus mutans, cuando se utiliza como un
enjuague bucal para nifios. Metodologia: Se les instruy6 para
que se abstengan de sus practicas de higiene oral de rutina
hasta la mafiana del cuarto dia; utilizando un enjuague bucal
placebo. En el cuarto dia, se recogio saliva de cada sujeto para
el andlisis microbiolégico y la placa fue revelada contabilizada
mediante el indice de Quigley y Hein placa modificado; mas
tarde, se limpiaron los dientes. Después de 1 semana, se les
dio el extracto de cascara de cacao como enjuague bucal,
siguiendo el protocolo anterior. Cuando el tratamiento con el
extracto de cascara de cacao se comparo con el tratamiento
con placebo, hubo una reduccion del 20,9 % en los recuentos
de estreptococos mutans y una reduccion de 49,6 % en la
puntuacion de la placa con el anterior, que fue altamente
significativa (P <0,001). Estos hallazgos muestran que el

extracto de cascara de cacao redujo significativamente la
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deposicion de placas y el recuento de S. mutans cuando se

utiliz6 como enjuague bucal.'?

SMULLEN J Y COL. The antibacterial activity of plant
extracts containing polyphenols against Streptococcus

mutans. (Inglaterra - 2007)

El objetivo de esta investigacion fue determinar la medida a la
que una variedad de ingredientes alimenticios, tanto
comercialmente disponible y recién extraido y elegidos por su
contenido de polifenoles, tenia actividad antimicrobiana frente a
S. mutans y otras bacterias orales y no orales. Los efectos sobre
la adhesion de S. mutans al vidrio, también se estudié. Entre los
productos evaluados estaba el té verde, té negro, extracto de
semilla de uva, extracto de menta, canela en polvo, limon
concentrado, concentrado de vino tinto, asi como extracto de
cacao fermentado y sin fermentar. Se evalu6 los extractos en
base a propanona acuosa (P70) al 70 %. La concentracion
minima inhibitoria (MIC) de cacao sin fermentar fue de 4mg/ml,
y del cacao fermentado 8mg/ml, al igual que del licor de cacao.
En conclusion, los extractos de plantas que contienen niveles

altos de polifenoles inhibieron el crecimiento de S. mutans y
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otras bacterias. La inhibicibn de S. mutans se produjo en
presencia tanto de sacarosa y glucosa, la produccion de acido
también se redujo. La adhesién de S. mutans al vidrio también
se inhibid, lo que demuestra que estos extractos pueden tener

un papel en la prevencioén de la caries.*®

PERCIVAL RS. Y COL. The effect of cocoa polyphenols on
the growth, metabolism, and biofilm formation by
Streptococcus mutans and Streptococcus sanguinis. (LOS

ANGELES - 2006)

Evaluaron el efecto de los polifenoles derivados del cacao sobre
el crecimiento, metabolismo y formacion de biofilm por
Streptococus mutans y Streptococcus sanguinis. El objetivo de
este estudio fue determinar si los polifenoles del cacao podrian
interferir con la formacion de biopeliculas por Streptococcus
mutans o Streptococcus sanguinis, y reducir la produccion de
acido a partir de sacarosa por S. mutans. La actividad
antimicrobiana de los polifenoles del cacao se evalué contra
bacterias cariogénicas S. mutans y S. sanguinis asociados a las
especies mediante ensayos de concentracién inhibitoria

minima. Los dimeros, tetramero, pentamero de polifenol del
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cacao, inhibieron el crecimiento de S. sanguinis, mientras que
el crecimiento de S. mutans no se vio afectado. Sin embargo, el
pre-tratamiento de las superficies con pentamero de polifenoles
de cacao (35 Im) redujo la formacion de biofilm por S. mutans a
las 4 y 24 h, mientras que los efectos sobre S. sanguinis fueron
menos consistentes. Los pentameros de polifenoles de cacao
(500 Im) redujeron significativamente ademas el pH terminal, y
se inhibi6 la tasa de produccion de acido por S. mutans a pH
7,0. En conclusidn, los polifenoles de cacao pueden reducir la
formacién de biopeliculas por S. mutans y S. sanguinis, e inhibir

la produccion de acido por S. mutans.*

KYOUNG, K. Y COL. Extraccién y fraccionamiento de
inhibidores de glucosiltransferasa (GTF) a partir de la

cascara del grano de cacao. (2014)

Este proceso de separacion es también capaz de una alta
recuperacion de polifenoles que beneficiarian a la salud. El
objetivo fue comparar la actividad anti — GTF y el contenido de
polifenoles mediante el método de Folin Ciocalteu, cada
extracto obtenido en diversas condiciones a partir de cascara

de grano cacao, con los de otros productos comerciales. Se
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obtuvo como resultados que las condiciones Optimas para la
recuperacion a partir de la cascara del grano de cacao con una
alta actividad anti-GTF y un alto contenido en polifenoles, es
bajo extraccion con solvente acuoso de acetona 50% a 60° C
durante 4 h, seguido de fraccionamiento con solvente acuoso
de etanol al 50 % con base de resina estireno. El extracto de la
cascara del grano de cacao obtenido en estas condiciones
mostré 12 veces mayor actividad inhibitoria contra GTF y un
similar contenido de polifenoles en comparacion a los otros dos

productos disponibles en el mercado.*?

OOSHIMA, T. Y COL. Caries inhibitory activity of cacao
vean husk extract in —vitro and animal experiments. (Japon

- 2000)

Fue examinada la actividad inhibitoria del extracto de cascara
de grano de cacao in vitro, en la induccion de la caries y en el
desarrollo de la misma, en ratas infectadas con S. mutans. El
extracto de cacao redujo la tasa de crecimiento de casi todos
los Streptococcus orales, lo que dio lugar a una reduccién en la
produccion de acidos. Por otra parte la sintesis de glucanos

insolubles por la glucosiltransferasa de Streptococcus mutans y
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Streptococcus sobrinus fue significativamente inhibida por el
extracto de cascara de grano de cacao. Lo cual revela que este
extracto posee gran potencial anticariogénico. Para la
investigacién en animales se utilizé 75 ratas divididas al azar en
5 grupos para su estudio, se les administro una dieta usual y el
aditamento de agua con diversas concentraciones del extracto
de la cascara de la semilla de cacao. Los resultaron mostraron
una inhibicién de caries en aquellos grupos que recibieron una
concentracion del extracto de cascara de semilla de cacao

mayor al 5%.16

2.1.2. ANTECEDENTES NACIONALES

JOSUE BRAISSON ORIHUELA GUTIERREZ. Actividad
inhibitoria del extracto etandlico de Theobroma cacao L.
sobre el crecimiento y adherencia in vitro de Streptococcus

mutans a esmalte dentario. (Lima - 2016)

El objetivo de este estudio, fue determinar la actividad inhibitoria
del extracto etandlico de Theobroma cacao L, sobre el
crecimiento y la adherencia in vitro del Streptococcus mutans al
esmalte dentario. Se evaluo el efecto sobre el crecimiento con el

meétodo de difusion en pocillos con los extractos de semilla, de
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cascaray controles. Los resultados se expresaron con la medida
de halos de inhibicion. Para el test de adherencia, se expuso los
cuerpos de esmalte dental, con 2ml de caldo BHI +10%
sacarosa +respectivo extracto. En el control positivo no se usé
extracto. Se agrego6 0.1ml de la suspension del microorganismo
en cada pozo (incubacion por 48 horas a 37°C). Luego, los
microorganismos adheridos al esmalte fueron desprendidos,
diluidos 1/10, y sembrados en agar Mitis salivaris, para su lectura
a las 48h. Los resultados se expresaron como UFC/ml. Se
observé mayor halo de inhibicién y menor conteo de UFC/ml con
el uso del extracto de cascara, seguido por el extracto de semilla,
con respecto al grupo control. Se puede concluir que el extracto
etandlico de Theobroma cacao L. tiene actividad inhibitoria
sobre el crecimiento y adherencia in vitro del Streptococcus
mutans al esmalte dentario, siendo mayor el efecto del extracto

de cascara de cacao.®
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ROSAS URBINA, MARCO ANTONIO. Efecto in vitro de 04
derivados comerciales del cacao sobre el crecimiento del

Streptococcus mutans. (Trujillo - 2009)

El propdsito de este trabajo fue el analisis del efecto in vitro de
04 derivados comerciales del cacao sobre el crecimiento de
Streptococcus mutans; para ello se evaluaron de manera
independiente, los efectos del polvo de cacao, manteca de
cacao, chocolate no azucarado y el chocolate azucarado. Se
realiz6 el método de Kirby Bauer para el sembrado de
Streptococcus mutans en 27 placas Petri divididas en 3 grupos
de 9 placas cada uno, para diluciones a 5%, 10% y 15%. Se
coloco los discos de difusion preparados con las diluciones
mencionadas, para todos los derivados de cacao, y agua
destilada como grupo control. Se llevaron a incubacion a 37°C
en anaerobiosis por espacio de 18 horas. Al posterior analisis se
obtuvo la generacién de halos de inhibicion de pequefia longitud
para el cacao en polvo, chocolate no azucarado y chocolate
azucarado; y la generacion de halos de inhibicion de gran
longitud para la manteca de cacao, por lo que se concluy6 que
los 04 derivados comerciales de cacao presentan efecto

inhibitorio sobre el crecimiento de Streptococcus mutans.t’
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2.2. BASES TEORICO-CIENTIFICAS

2.2.1. CARIES DENTAL

2.2.1.1. Microbiologia de la caries dental

La caries dental es desde hace muchos afos, la
enfermedad bucal de origen infeccioso que se observa
con mayor frecuencia en nuestro pais. Se caracteriza
por la destruccion localizada de los tejidos duros del
diente. Los factores principales que influyen en la
prevalencia de caries dental son: presencia de
microorganismos cariogenicos en saliva y placa dental,
diente susceptible y sustrato adecuado. Existen otros
factores que actuan frenando o aumentando la apariciéon
de la caries, entre los que podemos sefialar: flujo,
composicién y capacidad buffer de la saliva, higiene
buco-dental, dieta rica en carbohidratos y presencia de

fluoruros.

La etiopatogenia se asocia con la presencia de
ciertos microorganismos. Los que con mayor frecuencia

se relacionan con el inicio y desarrollo de la caries son:
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2.2.1.2.

estreptococos del grupo mutans, Lactobacillus sp. , y
Actinomyces sp. , estos pueden ser aislados a partir de
placa dental supra y subgingival y en saliva. Los
microorganismos cariogénicos se caracterizan porque
son capaces de trasportar hidratos de carbono en
competencia con otros microorganismos, que pudiesen
estar presentes en la placa, la capacidad de
fermentacién rapida de este sustrato conformado por
azucares y por su capacidad acidogénica y acidurica
capaces de realizar diversas funciones en condiciones
de extrema acidez. El marcado descenso de pH,
contribuira con la desmineralizacion del diente,
favoreciendo la aparicién de lesiones cariosas en los

tejidos duros: esmalte, dentina y cemento.*?

Principales microorganismos de la caries dental

El papel esencial de los microorganismos en la
etiologia de la caries fue instituido por Miller en 1890. A
esto se le suma la identificacion de bacterias

clasificadas como principales: los Lactobacillus por
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Kliger (1915) y los Streptococcus mutans por Clarke

(1924).

La cavidad bucal contiene una de las mas variadas
y concentradas poblaciones microbianas del organismo.
Se estima que en ella habitan mas de 1 mil diferentes
especies, cada una de ellas con una gran variedad de
cepas y que en 1 mm? de biofilm dental, que pesa 1 mg

son encontrados 108 microorganismos.

De este gran numero de bacterias que se
encuentran en la cavidad bucal, los microorganismos
pertenecientes al género estreptococo, basicamente las
especies mutans, han sido asociados con la caries,
tanto en animales de experimentacibn como en

humanos.?3

a) Streptococcus mutans: Esta relacionado con la
placa cariogénica y con el inicio de la enfermedad. Al
parecer estan compuestas por un grupo de bacterias de
especies diferentes por lo que en la actualidad se

conocen como Streptococcus del grupo mutans. Las
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especies mas prevalentes es S. mutans (serotipos c, e
y f) que se encuentran en un nivel del 90%. Las especies
de S. sobrinus (serotipos d y g) aparecen con menor

frecuencia, entre 7 y 35%.% 21

b) Lactobacillus: considerados como invasores
secundarios. Son bacterias productoras de acido
lactico, una de las mas acidéfilas capaces de producir
acidos en un pH muy bajo (aciduricos). Tienen poca
afinidad por las superficies dentarias y en consecuencia
no se les implica en la iniciacion de caries de esmalte,
pero si estan relacionados con el avance de la caries de

dentina.

Actlian como invasores secundarios, aprovechando
las condiciones acidas y la retencion existente en la
lesion cariosa, por eso dependen de la accién previa de
los Streptococcus mutans. Lactobacillus casei es

considerada la especie mas numerosa.?!

c) Actinomyces: estan presentes en las placas, en

las caries de dentina, célculos y en la caries de raiz.
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Posee fimbrias que le otorgan capacidad adhesiva en
los fendbmenos de agregacion y coagregacion, para
unirse con grupos de mutans y estreptococos del grupo
oralis (S. sanguis) Tiene la capacidad de producir
levanos (elemento de nutricibn mas que de adherencia)

a partir de la sacarosa.l: %!

Si bien es cierto los Streptococcus mutans, estan
relacionados con el proceso de iniciacion de caries,
estas bacterias se asocian con microorganismos
proteoliticos (degradacién de las proteinas del diente)
llegando hasta la pulpa, produciendo una pulpitis
(reversible o irreversible) hasta desencadenar un

proceso periodontal.?!

Segun Marcantoni, la cavidad bucal constituye un
sistema ecoldgico complejo. Algunos microorganismos
son retenidos por organismos especificos de
adherencia en la superficie de mucosas Yy
particularmente en las piezas dentarias. En contacto
con determinados nutrientes, estos microorganismos se

relacionan con la pelicula adquirida mediante una matriz
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2.2.1.3.

de polisacaridos y se conforma un sistema donde
crecen, maduran, se multiplican y generan acidos como
producto del metabolismo de los hidratos de carbono.
Asi se inicia la caries dental, la cual se define como una
enfermedad infecciosa de distribucion universal, de
naturaleza multifactorial y de caracter crénico que si no
se detiene su avance natural, afecta todos los tejidos

dentarios provocando dafios irreversibles.?

Microorganismos en caries de esmalte

La caries mas frecuente es la que se origina en la corona
dentaria, rodeada totalmente por esmalte, por lo tanto, el
inicio del proceso de la enfermedad se localiza
fundamentalmente en esta tejido dental. La placa
bacteriana no puede considerarse en principio como un
elemento patdégeno que siempre que esté presente

desarrolla caries o enfermedad periodontal.

Todas las personas tienen placa y sin embargo no
todas desarrollan enfermedad. La naturaleza infecciosa

de la caries y concretamente el papel de los
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Streptococcus del grupo mutans, se basa en el resultado
de investigaciones fundamentalmente epidemioldgicas.
Esta claro que, la caries en la corona, al menos en paises
industrializados aparece con los Streptococcus mutans y
la presencia de sacarosa, existen también circunstancias
especificas que pueden hacer que otras especies
bacterianas adquieran papel protagonico en el inicio de la
enfermedad. La localizacion de la lesion es un factor

determinante.#4

Caries de Fosas y Fisuras: La microbiologia de esta
colonizacion no es muy clara por la dificultad de tomar
muestras en el fondo de una fisura, que constituye un
sistema  ecoldgico independiente donde las
caracteristicas anatomicas reducen la importancia de los
mecanismos de adherencia en la colonizacion
microbiana. Los experimentos realizados con animales
han demostrado que son muchos los microorganismos
involucrados en desarrollar lesiones cariosas, en el
hombre fundamentalmente parece que los Streptococcus

del grupo mutans y los Lactobacillus son los aislados en
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gran numero, mientras que los S. sanguis se reportan en
niveles mas bajos cuando la fisura esta cariada, situacion

gue se invierte cuando la fisura esta libre de caries.?? 44

Caries de las Superficies Proximales: Su
localizacion en la superficie proximal hace muy dificil la
toma y el estudio para aislamiento de la microbiota
implicada en la caries de ésta localizacidn. Las especiales
condiciones anatomicas, ocupadas casi totalmente por la
papila interdentaria, dificultan el mecanismo de limpieza
por el cepillado, esto permite creer que se propicia un
ecosistema independiente que favorece la iniciacion de la
lesion en el esmalte. En las superficies proximales esta
presentes una gran variedad de microorganismos y el S.
mutans representan menos del 10% del total de la
microbiota cultivable anterior a la deteccion de la caries y
su relacion con la iniciacion del proceso es menos
evidente. Se ha reportado gran cantidad de Actinomyces
spp en la placa proximal, a menudo dominando a los
streptococos del grupo mutans, parece ser que estas

bacterias pueden aumentar antes de la lesién cariosa,
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2.2.1.4.

pero también se han observado niveles moderados de
mutans asociados a Lactobacillus, especialmente el
Lactobacillus casei. También se han detectado en
proporciones semejantes a Streptococcus mutans,

Lactobacillus casei y Actinomyces odontolyticus.**

Microorganismos en caries de raiz

El cemento de la superficie radicular puede sufrir el
proceso carioso. Aparece cuando se encuentra
expuesto al medio oral. Es importante desde el punto de
vista microbiolégico resaltar que el componente organico
del cemento es mas parecido al de la dentina que al del
esmalte, por lo que en la caries de la raiz podrian estar
implicados no solo microorganismos acidofilos vy
acidégenos, sino también bacterias con actividad
proteolitica como el Capnocytophaga spp y bacilos gram
positivos como Actinomyces viscosus y en menor grado
A. naeslundii. El S. sanguis también ha sido reportado
como aislado en las superficies de lesiones cariosas
radiculares, los lactobacillus no parecen estar

directamente involucrados en el proceso.?% 44
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2.2.1.5. Microorganismos en caries de la dentina

La dentina puede ser invadida por microorganismos,
como resultado de una fractura o un traumatismo, o0 a
través de un conducto lateral o accesorio en una bolsa
periodontal, lo mas frecuente es que la invasion se deba
a profundizacion de una lesién cariosa de esmalte o

cemento.

Cuando las bacterias invaden los tibulos dentinarios,
las circunstancias ambientales cambian, en forma mayor
cuando la lesién en esmalte es pequefia, pues el pH es
menos debido a una mayor concentraciéon de acidos y se
favorece el desarrollo de bacterias anaerobias pero
también, y es un factor muy importante a tener en cuenta,
el tejido dentinal tiene un mayor contenido de tejido
organico que el esmalte, lo que favorece por factor de
sustrato nutricional el crecimiento de bacterias
proteoliticas. Sin embargo debe tenerse en cuenta
factores que dificultan el estudio de la microbiota de la
caries de dentina, tanto en el frente de avance de la lesion

como en su profundidad, porque debe evitarse la
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contaminacion con bacterias orales o con las de la capa

mas superficial de la dentina destruida.

Por otro lado, la consistencia de la dentina cariada es
relativamente dura y se hace necesaria una cucharilla
metalica para recoger la muestra y todo esto dificulta la
obtencion de las bacterias anaerobias estrictas que

pueden estar involucradas en el proceso.

De las muestras obtenidas en dentina cariada, los
bacilos gram positivos son los predominantes en el
avance de la lesién, especialmente el Lactobacillus sp,
pero también se han reportado Propionibacterium
propionicus, Bifidubacterium ssp y Eubacteriu spp. Los
Streptococcus del grupo mutans no se aislan
regularmente. En una caries dentinal que se deja a su
evolucion, el contenido microbiano prolifera a través de
los tubulos dentinarios hacia la pulpa continuando el

proceso con el compromiso del complejo pulpo-dentinal.

La caries de la dentina produce una irritacion del tejido

pulpar, generandose una respuesta inflamatoria de ésta
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ultima que va a depender de la calidad o severidad del
estimulo. Ante la caries de avance lento, se producira en
primer término un proceso de esclerosis de los
canaliculos involucrados, esto como respuesta a una
estimulaciéon leve que induce a las prolongaciones
odontoblasticas a sintetizar una dentina peritubular que
termina por sellar los canaliculos para establecer una
barrera a la progresion de la lesion y la llegada a la pulpa

de los agentes bacterianos y/o sus productos.

En resumen existen tres grandes eventos,
dependientes del microorganismo, que en forma
consecutiva conducen a la formacion de caries: 1.
Adhesion inicial de los microorganismos cariogénicos a la
pelicula  adquirida; 2. Coagregacion de los
microorganismos para iniciar la produccion de acidos
(degradacién de los sustratos), que lleva a la
desmineralizacion del diente; y 3. Progreso de la lesion

cariosa.**
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2.2.1.6. Sistema internacional de valoracién y deteccion de

caries (ICDAS)

En el 2004, un grupo de investigadores, epidemiodlogos y
odontblogos restaurativos se reunieron para encontrar
diversas definiciones clinicas de caries dental. El grupo
selecciond un nuevo sistema basado en el trabajo de
Ekstrand y col. e integrando las mejores caracteristicas de

otros sistemas.

Este nuevo sistema fue nombrado sistema
internacional de valoracion y deteccién de caries (ICDAS) y
nace ante la necesidad de incluir criterios de evaluacion del
proceso de caries por niveles, especialmente, caries

incipientes y no cavitadas.

El ICDAS detecta seis etapas del proceso carioso,
desde cambios clinicos visibles de desmineralizacion hasta
cavitaciones extensas. Se evalta: la caries dental en
oclusal, mesial, distal, palatino o lingual y vestibular; la
pérdida o exodoncia por caries; y las restauraciones

asociadas a caries incluyendo los sellantes.
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Protocolo de examen

Segun ICDAS, los pasos del protocolo son los siguientes:

- Pedirle al paciente que retire cualquier aparato removible.

- Remover la placa de las superficies con un cepillo dental y
una jeringa triple.

- Poner rollos de algoddn en los carillos vestibulares.

- Aplique aire para remover exceso de saliva.

- Hacer examen visual de la superficie dental visto en humedo.
Se comienza desde el cuadrante superior derecho y siguiendo
las manecillas del reloj. También desde cada diente: mesial,
oclusal, distal, vestibular y palatino/lingual.

- Aplique aire en la superficie por 5 segundos.

- Hacer inspeccion visual visto en seco, se puede usar un
explorador de punta redonda pasandolo suavemente a lo
largo de la superficie para confirmar pérdida de la integridad

de la superficie.

Criterios de ICDAS para la deteccién de caries

El proceso de deteccion de caries en las superficies dentales

tiene dos cadigos:
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El primer cédigo se caracteriza el tratamiento
restaurador de la pieza dental como: sin restauracion,
sellantes, restauracion amalgama o resina, corona protésica
o dientes ausentes. Los cédigos se describen en la siguiente

tabla:

Cuadro 1: Codigos de condicion de superficies segun el

Sistema Internacional de Deteccion y Valoracion de Caries

(ICDAS)
Cédigo Condicion de Caracteristicas
superficie
0 No restaurado ni Sellante que no cubre todas las fosas y surcos de
sellado. la superficie del diente.
. Sellante que no cubre todas las fosas y surcos de
1 Sellado, parcial. q . y
la superficie del diente.
Sellante que cubre todas las fosas y surcos de la
2 Sellado, completo. q y

superficie del diente.

Restauracion color

3 ) Restauracion con resina o ionémero restaurador.
diente.
Restauracién en .

4 Restauracién con amalgama.
amalgama.

5 Corona de acero

inoxidable.

Corona o carilla en

6 porcelana o metal — -
porcelana.
7 Restauracion perdida o B
fracturada.
8 Restauracion temporal. | --
9 Diente ausente. Diente extraido por caries, perdido por otra razon.
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El segundo codigo evalia la condicion de caries en una escala

Ordinal:

Cuadro 2: Cddigos de caries segun el Sistema Internacional de

Deteccién y Valoracion de Caries (ICDAS)

Cdédigo Condicién Caracteristicas
0 Sano. No evidencia de caries en himedo o secado con aire por
5 segundos. Las pigmentaciones multiples, por habitos se
consideran como 0. Los defectos de desarrollo del
esmalte también sin signos de caries también se
considera 0.
1 Cambio visible | Primer cambio visible en el esmalte. Observando solo
en esmalte- después de secado con aire por 5 segundos. Restringido
visto seco. a fosa y fisura. Pueden ser caries asociadas a
restauraciones o sellantes.

2 Cambio Lesiones de caries observadas en humedo o seco.

detectable en Opacidad por caries (lesion de mancha blanca) o
esmalte. decoloracion (mancha café) que es mas ancha que la
fisura o fosa natural. La lesién puede estar tocando el
margen gingival o menos 1 mm de este.

3 Ruptura En humedo, lesiones opacas o decoloradas son aparentes
localizada del y mas amplias que las fosas y fisuras. En seco, existe

esmalte sin perdida por caries de la estructura dental, pero no dentina
dentina visible. | visible. Un explorador de punta deslizarle suavemente
para confirmar la micro-cavitacion.

4 Sombra oscura | Sombra de dentina decolorada visible a través del esmalte
subyacente de | intacto. Mas notoria cuando la superficie esta himeda. La

dentina. sombra puede ser gris, azul o café. Puede o no mostrar
signos de ruptura localizada.

5 Cavidad Cavitacion debido a caries en esmalte opaco o decolorado
detectable con | exponiendo la dentina. Se extiende menos de la mitad de
dentina visible. | la superficie dental sin compromiso pulpar. Cuando esta

himeda, se puede observar oscurecimiento de la dentina
visible a través del esmalte y con mas de 5 mm de ancho.
Cuando esta seca se puede observar fosa y fisura perdida
de estructura dental y desmineralizacion.

6 Cavidad Cavidad detectable con dentina visible, involucrando por

detectable lo menos la mitad de la superficie dental o la pulpa,

extensa con
dentina visible.

pueden ser profundo s y amplios. El reborde marginal
puede no estar presente.
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Para la codificacion de dientes ausentes se registra de la

siguiente manera:

Cuadro 3: Cédigos de dientes ausentes segun el Sistema

Internacional de Deteccion y Valoracion de Caries

(ICDAS)
Cdédigo Dientes ausentes
9-7 Extraido por caries
9-8 Perdido por razones
9-9 No erupcionado

Consideraciones especiales

- Ignorar el hecho de que sea vital 0 no vital y registre la
presencia de caries como lo haria para un diente vital.

- En el caso de dientes supernumerarios, registre el diente
gue ocupa el espacio legitimo.

- En el caso de dientes deciduos y permanentes en el mismo
espacio, registre el diente que ocupa de manera legitima el
espacio. Si el diente deciduo y el permanente ocupan el

mismo espacio, registre el codigo del diente permanente.
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- Las superficies restauradas como restauraciones de
cubrimiento total deben ser codificadas como coronas.

- Si una superficie ha sido restaurada con cubrimiento parcial,
las superficies involucradas deben ser registradas

separadamente.*®

2.2.2. THEOBROMA CACAO L.

2.2.2.1. Taxonomia y nomenclatura

La clasificacion del cacao segun Cronquist, es la siguiente

(Chia J. 2009)4
* Reino: Plantae
* Division: Magnoliophyta
* Clase: Magnoliopsida
* Orden: Malvales
* Familia: Sterculiaceae
* Seccion: Theobroma
* Género Theobroma

» Especie: Theobroma cacao L.
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El cientifico Caroulus Linneo bautiza al arbol de cacao
como “Theobroma cacao” que significa “alimento de los
dioses”, el mismo que crecia en zonas tropicales y bosques

himedos.?®

2.2.2.2. Resefia histérica

El cacao (Theobroma cacao L.) es una especie originaria de
los bosques tropicales de América del Sur cuyo centro de
origen esta localizado en la regibn comprendida entre las
cuencas de los rios Caqueta, Putumayo y Napo: tributarios del

rio Amazonas.?’

Se ha sefalado que el centro primario de diversidad del
cacao se encontraria en la region nororiental del Pera (Krug
& Quarter-Papafio, 1964); sin embargo, la existencia de
poblaciones silvestres y nativas dispersas en la region central
y sur de la Amazonia alta, apoyaria la hipotesis de que el lugar
de origen incluiria la region centro y suroriental del Peru, las
cuencas de los rios Huallaga, Ucayali y Urubamba (Garcia,

2000).28
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2.2.2.3. Cultivo del cacao

El arbol del cacao se cultiva en las regiones tropicales. Es
comercialmente cultivada entre 15° al norte y 15° al sur de la
linea ecuatorial. Sin embargo, se puede encontrar hasta las
latitudes subtropicales entre 23°26’ (limite del Tropico de
Cancer) al norte y 23°26’ (limite del Tréopico de Capricornio) al
sur de la linea ecuatorial. El rango de temperatura promedio
anual va de 23° a 30° C, siendo el 6ptimo de 25° C. Se cultiva
desde el nivel del mar hasta los 1 200 msnm, siendo el éptimo
de 500 a 800 msnm. Asimismo, necesita humedad relativa

anual promedio de entre el 70% y 80%.

El cultivo del cacao requiere estar libre de vientos
fuertes persistentes a lo largo del ciclo productivo: es
importante la prevencion con arboles forestales como cortina

rompe viento.

La luminosidad es variable dependiendo del ciclo
productivo en el que se encuentre, siendo del 40% al 50%
para el cultivo en crecimiento (menor de 4 afos) y del 60 al

75% para plantacién en producciéon (mayor de 4 afios).46
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2.2.2.4. Variedades de cacao

Las tres grandes variedades que generan la produccion

mundial de cacao son: El Criollo, el Forastero y El trinitario.

Existe una relacion directa entre la variedad del cacao y el

tiempo requerido para la fermentacion. Para el cacao criollo

el tiempo de fermentado es 3 dias, para otras variedades es

de 7 dias.14

Cacao criollo: Conocido como el cacao genuino,
bautizado asi por los espafioles al llegar a México. Es
reservado para la fabricacion de chocolates finos, por su
aroma y sabor. Sin embargo, son mas susceptibles a
enfermedades e insectos que los ‘Forasteros’ ademas
tienen una alta diversidad morfologica. El fruto es
generalmente alargado, con apice acuminado y de
superficie lisa. Las semillas son generalmente grandes y

gruesas, con cotiledones blancos o rosados.* 4% 27

Se cultiva en Meéxico, Venezuela, Colombia,
Nicaragua, Guatemala, Trinidad, Jamaica y Granada, en
la zona del océano indico y en Indonesia. Representa,

como mucho, el 10% de la producciéon mundial.**
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Fig. 1 Mazorca de cacao, variedad criollo*®

Cacao forastero: Proviene de la cuenca amazoénica, de
cascara gruesa, resistente y son poco aromaticos.
Presenta el tanino mas elevado, lo que le proporciona un
sabor amargo al chocolate, es por eso que se le
considera un cacao “corriente”. Representa la mayor
parte de la produccion mundial. Se cultiva en Africa y

Sudamérica.l4 41

Segun su ubicacion se dividen en “Forastero del Alto
amazonas” cultivados en Perq, Ecuador, Colombia, y
“‘Forastero del Bajo amazonas” domesticado en Brasil,
Surinam, Guyana Francesa y a lo largo del Orinoco

(Venezuela).
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(a) (b)

Fig. 2 Mazorca de cacao, variedad forastero.*®

(a) Del alto amazonas. (b) Del bajo amazonas

En los Forasteros del Alto Amazonas, pueden existir
mazorcas con mayor rugosidad y constriccion basal
acentuada. Los granos son generalmente pequefios y
algunos grandes; aplanados y de cotiledones morados o
violeta, con algunas excepciones en el color, pudiéndose
encontrar cotiledones blancos como en la variedad
Porcelana de Piura (Pert). En los Forasteros del Bajo
Amazonas, las mazorcas generalmente son mas
pequefias, ligeramente rugosas y de forma amelonada,
comparado con los “Criollo”. Las almendras son

generalmente pequefias e intermedias; de color de
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cotiledon morado y excepcionalmente, blanco como la

variedad “Catongo” de Brasil.?’

Cacao trinitario: Se trata de una poblacién hibrida que
surge en Trinidad, como cruce entre el forastero y el
criollo. Posee una alta heterogeneidad variable debido a
su origen hibrido. Fue anteriormente clasificado como un
tipo de Forastero, es de origen reciente y puede ser
reproducido artificialmente. Producen un cacao de
calidad aunque inferior al Criollo. Se cultiva en México,

Trinidad, Colombia, Venezuela. 4

Fig. 3 Mazorca de cacao, variedad trinitario.*®
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2.2.2.5. Distribucion de grupos genéticos en el Peru

En el caso peruano, también existen una serie de cultivares
agrupados en grupos genéticos o germoplasmicos naturales
y/o artificiales al que pertenecen los cultivares de cacao,
estdn de acuerdo a la clasificacion propuesta por
Lachenaud, en 1997: 46

a. Criollo.

b. Forastero del Alto Amazonas o Amazonas.

c. Forastero del Bajo Amazonas o Guyanas.

d. Nacional.

Un quinto grupo genético (artificial), corresponde a los

cultivares Trinitarios.

2.2.2.6. Derivados del cacao

La industria obtiene la semilla de cacao de los
exportadores en dos posibles estados, 1) Semilla de cacao
secas y 2) Semillas de cacao fermentadas y secas, para
luego someterlas a los procesos industriales que
basicamente procuran la calidad organoléptica de los

derivados, entre los cuales tenemos:14
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e Licor de cacao
e Manteca de cacao
e Polvo de cacao

e (Cascara de cacao

2.2.2.7. Cascara de cacao

En el proceso de industrializacion del cacao se producen
diversos residuos, entre los cuales se encuentra la cascara
de la mazorca, el mucilago y la cascara del grano conocida

también como cascatrilla.

La cascara es la corteza, de color oscuro, que cubre
al grano de cacao y en la industria es separada de la
semilla mediante la friccion de las almendras entre dos
superficies o por el impacto contra una superficie. Es
considerada como desecho debido a que no se le da

ninguna aplicacion en la industria chocolatera.
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Fig. 4. Cascara de cacao

Por cada 100 kg de produccién de semillas de cacao
el rendimiento que se tiene es de aproximadamente un
85%, lo cual quiere decir que el porcentaje restante es
considerado como desecho. La cascarilla de cacao
constituye aproximadamente el 12% de los desechos

mencionados anteriormente.

A. Composicién de la cadscara de cacao

La cascara de la semilla de cacao posee algunos
componentes tales como la fibra dietética, proteina y

componentes bioactivos entre los cuales se encuentran los
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polifenoles que tienen funciones Unicas como actividad
antioxidante.*!

Cuadro 4. Composicién de la cascara de cacao (% de

materia seca).*’

Parametro % m/m

Humedad 3.7310.46
Cenizas 5.9610.26
Grasa cruda 6.8710.52
Proteina Cruda 16.93+0.59

Fibra dietética soluble 11.08+0.05
Fibra dietética insoluble | 48.94+1.21
Polifenoles 4.85+0.81

B. Usos de la cadscara de cacao

Entre los usos que se le ha dado convencionalmente a la
cascara de cacao en nuestro pais se encuentra su
aplicacion como abono, es decir como fertilizante para
planta. Ademaés, actualmente han surgido nuevas
propuestas sobre otras formas de uso, tales como la
formulacion de dietas experimentales con diferentes
niveles de cascara de cacao para la alimentacion de

pequefios mamiferos o aprovechando el potencial
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energético de estos residuos como material combustible
para la alimentacion de calderas en la produccion de

energia.*’

2.2.2.8. Polifenoles

Los polifenoles son uno de los grupos de metabolitos
secundarios méas numerosos Yy distribuidos entre las
especies vegetales, con mas de 8 000 estructuras quimicas
reportadas, caracterizados por tener en su estructura
quimica al menos un anillo aromatico unido a uno o mas
grupos hidroxilo y frecuentemente se encuentra como
derivado de ésteres, éteres y glucésidos. Son los
compuestos bioactivos antioxidantes mas abundantes de la
dieta, poseen estructuras con anillos aromaticos y dobles
enlaces conjugados a partir de los cuales ejercen su accion

antioxidante.26 47

Los polifenoles constituyen uno de los grupos mas
comunes y extendidos de sustancias de la floracién de
plantas, que estan presentes en todos los o6rganos

vegetativos, asi como en las flores y frutas.*’

53



Diferentes tipos de compuestos polifenolicos y

efectos en la salud

Los polifenoles se dividen en varias clases segun el
namero de anillos de fenol que contienen y a los
elementos estructurales que se unen estos anillos entre
si. Los principales grupos de polifenoles son: flavonoides,
acidos fendlicos, alcoholes fendlicos, estilbenos y
lignanos. Los flavonoides constituyen la mas grande y
diversa familia de polifenoles. Mas de 4.000 flavonoides
han sido identificados en plantas y la lista estd en

constante crecimiento.2% 47

Los beneficios para la salud de los polifenoles
incluyen efectos antioxidante, anticancerigena, y anti-
inflamatorios. Por otra parte, los estudios experimentales,
apoyan fuertemente un papel de los polifenoles en la

prevencion de enfermedad cardiovascular.

Los efectos antimicrobianos de los polifenoles
también han sido ampliamente informado que tiene su

capacidad para inactivar las toxinas bacterianas, hay un
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creciente interés en este tema porque polifenoles de las
plantas podria representar una fuente nueva contra
agentes patégenos humanos resistentes a los

antibioticos.4’

Mecanismo de accidén

Los polifenoles son agentes naturales antibacterianos y
antioxidantes. En el cuerpo humano una vez ingeridos los
polifenoles (por medio de diversos derivados como el
chocolate) son digeridos, pasan a la sangre aumentando
la capacidad antioxidante en nuestro organismo. Estas
sustancias actdan como potentes secuestradores de
especies reactivas de oxigeno y ademas son capaces de
inhibir a enzimas productoras de radicales libres,
reduciendo el riesgo de contraer diversas enfermedades
neoplasicas, enfermedades cardiovasculares, e incluso
previniendo enfermedades como el alzhéimer vy

parkinson.26: 47

Segun una hipaétesis, la actividad antioxidante de

los polifenoles (PP) contra varias formas de cancer,
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enfermedades proliferativas, la inflamacién y la
neurodegeneracion se ejerce principalmente a traves de
la inhibicién y modulacion de las actividades contra una
amplia gama de receptores, enzimas y moléculas de

transcripcion.

Dentro de sus efectos antibacterianos, los
polifenoles desempefian un papel importante en la
proteccion contra agentes patdgenos, donde pueden
retrasar el crecimiento debido a que cambian las
condiciones del medio y penetran en la membrana celular
de los microorganismos provocando lisis. Algunos
flavonoides tienen su participacion en la inhibicién debido
a gque estos generalmente se relacionan con la inhibicién
de sintesis de ADN y ARN y otras macromoléculas. Los
componentes polifendlicos con mas de 3 grupos hidroxilo
tienen una alta actividad antimicrobiana, debido a que
impiden la captaciéon de iones hierro e hidrégeno vitales

para la sintesis de proteinas en la célula.?’
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CAPITULO Il

METODOLOGIA DE INVESTIGACION

3.1. EL TIPO DE DISENO DE LA INVESTIGACION

3.2.

Esta investigacion segun la finalidad o alcance es un estudio del
tipo descriptivo. Segun la secuencia temporal, se considera un
estudio transversal, porque estudia la variable en un momento

dado.

AMBITO DE ESTUDIO

La toma de muestras microbiolégicas de piezas dentales con
caries, se realizo en el Centro de Salud de Ciudad Nueva; y los
procedimientos microbioldgicos, se realizaron en los ambientes
del laboratorio de la Escuela de Biologia y Microbiologia
perteneciente a la Facultad de Ciencias de la Universidad
Nacional Jorge Basadre Grohmann de Tacna (UNJBG) ubicada

en la Av. Miraflores S/N.



3.3. POBLACION

El universo, estuvo conformado por 12 muestras
microbiolégicas de piezas dentales con caries de pacientes,

que acuden al Centro de Salud Ciudad Nueva.

a) Criterios de inclusion

e Pacientes con piezas dentales con caries dental con cavidad
detectable con dentina visible (cédigo 5 segun ICDAS)

¢ Pacientes lucidos orientados en tiempo y espacio.

e Pacientes con aparente buen estado de salud general.

e Pacientes mayores de 18 afos.

e Acepta participar voluntariamente en la investigacion.

¢ Que asisten a la consulta odontolégica del C.S. Ciudad

Nueva.

b) Criterios de exclusion

e Pacientes que no tengan caries dental.
e Pacientes con piezas dentales con caries (codigo : 1, 2, 3, 4,
6 segun ICDAS)

e Pacientes que no desearon participar en el estudio.
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e Pacientes no colaboradores.

¢ Pacientes con enfermedades sistémicas presentes.

3.4. TECNICA E INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

La técnica de recoleccién de la muestra microbiologica de las
piezas dentarias con caries; se realizd por observacion directa,
el diagnostico de caries, mediante un examen clinico y su
posterior anotacion en una ficha segun el método ICDAS (anexo

2).

Respecto al efecto antimicrobiano, se tomé las pautas de
Duraffourd (1983) y su posterior anotacién, en una ficha de

recoleccion de datos (anexo 3).

Todos los pacientes que participaron en este estudio

firmaron previamente, un consentimiento informado (anexo 1).
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3.5. PROCEDIMIENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Recoleccion de datos:

Consiste en la toma de las muestras microbiolégicas de las
piezas dentales, previo diagndstico de la caries dental utilizando
el protocolo del Sistema Internacional de Valoracion y Deteccién
de Caries, por medio de un hisopo estéril la cual se introdujo en

la cavidad cariosa frotando las paredes y el piso de la lesion.

Ya retirado el hisopo de la caries dental, se coloc6 en un
Medio de cultivo y de transporte Caldo BHI (Infusién Cerebro
Corazon) que mantuvo a los microorganismos en su ambiente
para su posterior cultivo, basandose sobre normas basicas

generales:

e Las muestras debieron venir acompafadas de su
respectiva hoja de pedido donde se lleno todos los
datos solicitados por el laboratorio. En todos los
casos es imprescindible: 1) nombre completo, 2) N°
de Historia Clinica, 3) edad, 4) sexo, 4) tipo de

muestra.
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e Los viales, tubos o frascos donde se colocan las
muestras debieron ser estériles con tapdn

hermético.

En lineas generales en todas las localizaciones es necesario
gue la toma se efectle en el sitio exacto de la lesién con las
maximas condiciones de asepsia, que eviten la contaminacién
con microbios exdgenos, que la muestra nunca se ponga en
contacto con antisépticos, el transporte y la conservacion es el
envio inmediato al laboratorio (no superior a 2 horas). Si no es
posible, se conservd en heladera a 4°C hasta 12 horas dichas
muestras estuvieron suspendida en un tubo de ensayo (18X150
mm) en una proporcion de 10 ml en donde se homogenizé en un
agitador (vortex) por 20 segundos para asi desprender la carga

microbiana en dicho medio de transporte,

Las muestras tomadas se llevaron al laboratorio de
Microbiologia de la Universidad Nacional Jorge Basadre
Grohmann de Tacna, en un cooler con gel de hielo a temperatura
de 4° C para su proceso, una vez recepcionada las muestra en
el laboratorio de microbiologia se homogenizé en un agitador

(vortex) por 20 segundos. Las muestras se sometieron a
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condiciones anaerobias provistos de la campana de Gaspak con

elementos productores de 5% de COa.

Obtenciéon del extracto etandlico de cacao

La obtencién del extracto etandlico de cascara de cacao, se
realiz6 por el método de “maceracion” (convencional) el cual

permite obtener todos sus principios activos.

Las muestras de cacao que fueron utilizadas son de la
variedad “nacional” del Cuzco. Obteniéndose semillas de cacao
debidamente fermentadas y secadas, y posteriormente tostadas;
a las cuales se les retiro las cascarillas, hasta obtener 450 gr. de

cascara de cacao.

Se coloc6 450 gr. de cascara de cacao pulverizado en un
recipiente debidamente rotulado. Agregandole posteriormente
un litro de etanol al 94% respectivamente. Dejandose asi en
maceracion por 10 dias, con agitacién diaria de 15 min en las

mafanas y 15 min por las noches
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Luego de transcurrido ese tiempo se procedio a filtrar el
macerado con papel de filtro semirapido de 90 mm;

obteniéndose 750 ml. de solucién filtrada de la muestra.

Posteriormente, se elimino el solvente, la cual se hizo con
la utilizacion de un deshidratacién de cajones IC106D a una
temperatura de 40 °C, obteniéndose 100 gr. de extracto

etandlico de cascara de cacao.

Una vez obtenido el extracto etandlico de cascara de cacao
se precedié a depositarlo en tubo de ensayo la siguiente
proporcién: 1g de extracto etandlico de cascara de cacao / 1ml
de agua destilada y a partir de esta se obtuvieron los siguientes
concentraciones: 5 mg/ml, 10mg/ml, 15 mg/ml, 20 mg/ml, 25

mg/ml, 30 mg/ml.

Activacion de la muestra microbiologica.

En el laboratorio se procedi6 a incubar los tubos de ensayo con
las muestras microbiolégicas, con caries por un tiempo de 24
horas a 40° C en un medio de anaerobiosis para el crecimiento

bacteriano rapido.
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Después que transcurrido las 24 horas se procedio a observar
microscopicamente las muestras incubadas. Posteriormente con
un asa bacterioldgica, se tomé una asada de cada muestra
incubada y se procedié a resembrarlas las muestras en caldo de
Mueller Hinton por un espacio de 3 a 4 horas a 37 °C, donde
después se comparé con el 0,5 de escala de Mac Farland que

nos indico el grado crecimiento bacteriano adecuado.

Grado de sensibilidad NCCLS (Técnica de Kirby- Bauer)

Segun la NCCLS - Comité Nacional para Estandares de
Laboratorio Clinico (1985) Documento estandar aprobado M-7A,
Villanova, P.A., 1985. Se determina el grado sensibilidad
bacteriana por difusion del disco (Kirby-Bauer), el in6culo
bacteriano se deposité 100uL sobre la superficie del agar a cada
placa correspondientemente, mediante la técnica de
diseminacion hasta que el indculo quedo distribuido de modo
homogéneo. Se dejo secar durante 3 a 5 minutos a temperatura

ambiente.

Luego usando una pinza estéril se procedié a colocar los

discos de sensibilidad esterilizados de papel filtro embebido de
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las diferentes concentraciones, en la superficie de las placas de
Mueller Hinton con las muestras bacterianas de pacientes con
caries dental respectivamente; haciendo una ligera presion para
permitir un contacto homogéneo y en el siguiente orden de

distribucion de los discos de sensibilidad.

e placaN°1

D1 = 5 mg/ml de extracto etandlico de cascara de cacao
D2 = 10 mg/ml de extracto etandlico de cascara de cacao
D3 = 15 mg/ml de extracto etandlico de cascara de cacao

D4 = Control con agua destilada.

e placaN°2

D5 = 20 mg/ml de extracto etandlico de cascara de cacao
D6 = 25 mg/ml de extracto etandlico de cascara de cacao
D7 = 30 mg/ml de extracto etanodlico de cascara de cacao

D8= control con agua destilada.

Posteriormente las placas fueron incubadas a 37°C
durante 24 horas después de la cual se procedera a la lectura

de las placas en orden cualitativo, en referencia a la aparicion
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de halos de inhibicién alrededor de los discos, y en orden
cuantitativo en relacion a las medidas de diametros de los

halos de inhibicién, con la ayuda del vernier.

3.6. PLAN DE PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE DATOS

Los valores del efecto sobre el crecimiento fueron
cuantificados mediante la medicion de los halos de inhibicion,
gue se registraron en una ficha elaborada previamente para

este estudio (ANEXO 2).

Los resultados se presentaron en tablas y gréficos de
barras de los diferentes halos de inhibicion de cada
concentracion, apoyados por medio del programa Microsoft

Excel.
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CAPITULO IV

DE LOS RESULTADOS

4.1. RESULTADOS:

En el presente capitulo, se analizan y discuten los resultados
obtenidos del proceso de recoleccion de informacion, mediante

la estadistica descriptiva, estableciéndose las frecuencias,

porcentajes y relacion estadistica.



TABLA N° 01

EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
CASCARA DE CACAO A UNA CONCENTRACION DE 5 MG/ML
SOBRE MUESTRAS MICROBIOLOGICAS DE PIEZAS
DENTALES CON CARIES.

9,4 0,51 9,35 9,22 9,82 8,6 10,5

Fuente: matriz de datos

En el primer grupo (n=12) el extracto etandlico de cascara de cacao a una
concentracion de 5 mg/ml, obtuvo una media de 9,4 mm, con valores
minimo de 8,6 mm, hasta 10,5 mm como valor maximo en los didmetros de

halo de inhibicién y segun la escala Duraffourd se considera sensible.
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GRAFICO N° 01

EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
CASCARA DE CACAO A UNA CONCENTRACION DE 5 MG/ML
SOBRE MUESTRAS MICROBIOLOGICAS DE PIEZAS
DENTALES CON CARIES.

Halo de inhibicion promedio e intervalo de
confianza del grupo con extracto etandlico
de céscara de cacao (5 mg/ml)

Extracto etandlico de cdscara de cacao B mediz

5 me/mi
12,00

10,00

&,00

g,00

4,00

media 196 DS

2,00

0,00

Fuente: Tabla 01
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TABLA N° 02

EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
CASCARA DE CACAO A UNA CONCENTRACION DE
10 MG/ML SOBRE MUESTRAS MICROBIOLOGICAS
DE PIEZAS DENTALES CON CARIES.

11,4 0,91 11,55 10,75 12 10 13

Fuente: matriz de datos

En el segundo grupo (n=12) donde se sometid0 a prueba el extracto
etandlico de cascara de cacao a una concentracion de 10 mg/ml, se obtuvo
una media de 11,4 mm, con valores minimo de 10 mm, hasta 13 mm como
valor maximo en los diametros de halo de inhibicién y segun la escala

Duraffourd se considera sensible.
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GRAFICO N° 02

EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
CASCARA DE CACAO A UNA CONCENTRACION DE
10 MG/ML SOBRE MUESTRAS MICROBIOLOGICAS
DE PIEZAS DENTALES CON CARIES.

Halo de inhibicion promedio e intervalo de
confianza del grupo con extracto etandlico de
céscara de cacao (10 mg/ml)

14,00
m media
12,00

10,00

&,00

6,00

media + 196 DS

4,00

2,00

10 mg/mi

Extracto etanolico de cascara de cacao

Fuente: Tabla 02

71



TABLA N° 03

EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
CASCARA DE CACAO A UNA CONCENTRACION DE
15 MG/ML SOBRE MUESTRAS MICROBIOLOGICAS
DE PIEZAS DENTALES CON CARIES.

16,6 0,69 16,65 16,3 16,85 15,8 18,3

Fuente: matriz de datos

En el tercer grupo (n=12) donde se sometié a prueba el extracto etandlico
de cascara de cacao a una concentracion de 15 mg/ml, se obtuvo una
media de 16,6 mm, con valores minimo de 15,8 mm, hasta 18,3 mm como
valor maximo en los didmetros de halo de inhibicion y segun la escala

Duraffourd se considera muy sensible.
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GRAFICO N° 03

EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
CASCARA DE CACAO A UNA CONCENTRACION DE
15 MG/ML SOBRE MUESTRAS MICROBIOLOGICAS
DE PIEZAS DENTALES CON CARIES.

Halo de inhibicion promedio e intervalo de
confianza del grupo con extracto etandlico de
cascarade cacao (15 mg/ml)

20,00
18,00
16,00
14,00
12,00
10,00
8,00
g,00
4 00

2,00
0,00

media £+ 196 DS

m media

15 mg/mi

Extracto etandlico de cdscara de cacao

Fuente: Tabla 03
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TABLA N° 04

EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
CASCARA DE CACAO A UNA CONCENTRACION DE
20 MG/ML SOBRE MUESTRAS MICROBIOLOGICAS
DE PIEZAS DENTALES CON CARIES.

19,6 0,61 19,6 19,2 20,0 18,8 20,7

Fuente: matriz de datos

En el cuarto grupo (n=12) donde se sometié a prueba el extracto etandlico
de cascara de cacao a una concentracion de 20 mg/ml, se obtuvo una
media de 19,6 mm, con valores minimo de 18,8 mm, hasta 20.7 mm como
valor maximo en los didmetros de halo de inhibicion y segun la escala

Duraffourd se considera muy sensible.
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GRAFICO N° 04

EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
CASCARA DE CACAO A UNA CONCENTRACION DE
20 MG/ML SOBRE MUESTRAS MICROBIOLOGICAS
DE PIEZAS DENTALES CON CARIES.

Halo de inhibicion promedio e intervalo de
confianza del grupo con extracto etandlico de
cascara de cacao (20 mg/ml)

m media

media £ 196 DS

20 mg/ml

Extracto etandlico de cdscara de cacao

Fuente: Tabla 04
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TABLA N° 05

EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
CASCARA DE CACAO A UNA CONCENTRACION DE
25 MG/ML SOBRE MUESTRAS MICROBIOLOGICAS
DE PIEZAS DENTALES CON CARIES.

20,2 0,87 20,2 19,5 20,9 19 22

Fuente: matriz de datos

En el quinto grupo (n=12) donde se someti6é a prueba el extracto etandlico
de cascara de cacao a una concentracion de 25 mg/ml, se obtuvo una
media de 20,2 mm, con valores minimo de 19 mm, hasta 22 mm como valor
maximo en los diametros de halo de inhibicién y segun la escala Duraffourd

se considera sumamente sensible.
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GRAFICO N° 05

EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
CASCARA DE CACAO A UNA CONCENTRACION DE
25 MG/ML SOBRE MUESTRAS MICROBIOLOGICAS
DE PIEZAS DENTALES CON CARIES.

Halo de inhibicion promedio e intervalo de
confianza del grupo con extracto etandlico de
cascara de cacao (25 mg/ml)
25

20

15

10

B media

media £ 1.96 DS

25 mg/ml

Extracto etanolico de cascara de cacao

Fuente: Tabla 05
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TABLA N° 06

EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
CASCARA DE CACAO A UNA CONCENTRACION DE
30 MG/ML SOBRE MUESTRAS MICROBIOLOGICAS
DE PIEZAS DENTALES CON CARIES

22,7 0,95 22,6 21,9 23,5 21,5 24,5

Fuente: matriz de datos

En el sexto grupo (n=12) donde se sometié a prueba el extracto etandlico
de cascara de cacao a una concentracion de 30 mg/ml, se obtuvo una
media de 22,7 mm, con valores minimo de 21,5 mm, hasta 24,5 mm como
valor maximo en los didametros de halo de inhibiciébn y segun la escala

Duraffourd se considera sumamente sensible.
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GRAFICO N° 06

EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
CASCARA DE CACAO A UNA CONCENTRACION DE
30 MG/ML SOBRE MUESTRAS MICROBIOLOGICAS
DE PIEZAS DENTALES CON CARIES

Halo de inhibicion promedio e intervalo de
confianza del grupo con extracto etandlico de
cascara de cacao (30 mg/ml)
30,00

25,00

=]
=]
=1
1=

B media

media £ 196 DS
in
[
(=]

30 mg/ml

Extracto etandlico de cdscara de cacao

Fuente: Tabla 06
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TABLA N° 07

EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
CASCARA DE CACAO A LAS SIGUIENTES
CONCENTRACIONES AL 5 MG/ML, 10 MG/ML,

15 MG/ML, 20 MG/ML, 25 MG/ML, 30 MG/ML.

EECC

5mgmi 12 94 051 935 922 982 86 10,5
EECC

10mgmi 12 1.4 091 1155 1075 12 10 13
EECC 15 166 069 1665 163 1685 158 18.3

15 mg/ml 0 J 1 ) ; ) ,
EECC

20mgml 12 196 061 196 192 200 188 20,7
EECC

25 mg/ml 12 202 087 20,2 195 20,9 19 22
EECC

30 mg/ml 12 227 095 22,6 219 235 21,5 24,5

Fuente: matriz de datos

A la evaluacion de la actividad inhibitoria de las diferentes concentraciones
de los extractos etandlico de cascara de cacao, en base a los diametros de
halo de inhibicién; se observa una menor media (9,4 mm) de halo de
inhibicién del extracto etandlico de cascara de cacao a una concentracion
de 5 mg/ml, frente a un mayor promedio (22,7 mm) correspondiente a los
halos de inhibicién producidos por el extracto etandlico de cascara de cacao

a una concentracion de 30 mg/ml.
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GRAFICO N° 07

EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
CASCARA DE CACAO A LAS SIGUIENTES
CONCENTRACIONES AL 5 MG/ML, 10 MG/ML,

15 MG/ML, 20 MG/ML, 25 MG/ML, 30 MG/ML.

Halo de inhibicion promedio e intervalo de confianza
entre los grupos
30,00

25,00

20,00

T
: I I

Sme/ml 10mg/ml 15 mg/ml  20me/ml 25 mg/ml 30 meg/mi

Extracto etandlico de cascara de cacao

mmedia

media + 196 DS

Fuente: Tabla 07
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4.2. DISCUSION

Flores tapia, maria y col. En su investigacion: “Efectividad del
Theobroma cacao L. sobre el desarrollo del biofilm dental”,
compararon dos tipos de concentraciones (12,5 % y 13 %), de la
solucién de Theobroma cacao L. obteniendo como resultado que
la solucion al 12,5 % es la mas efectiva, con diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo control y
experimental (t=1,75, gl=28, p<0,05). En conclusion la solucion de
la cascara de cacao inhibe significativamente, la formacion de
biofilm. Nuestro trabajo es diferente porque se utilizé el extracto
etanodlico de céscara de cacao a diferentes concentraciones y
fueron aplicadas en muestras microbiolégicas de piezas dentales
con caries, sin embargo el resultado si es concordante con nuestro
trabajo al evidenciar el efecto antimicrobiano de la cascara de

cacao

Mirian Alexandra Sucuzhafiay Mora. En su investigacion:
“Efecto antimicrobiano de extractos acuosos de cascaray semillas
de cacao (Theobroma cacao L.) Sobre cepa de Streptococcus
mutans”.’?> Dando como resultados que no existieron diferencias

significativas entre la media del halo de inhibicion del extracto
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acuoso de céscara y de semilla al 12,5% (p=0,24) y al 20% (p=
0,94), por lo que estos dos compuestos presentan igual efecto
antimicrobiano sobre el Streptococcus mutans. En nuestro trabajo
de investigacion se realizé la extraccidén etanodlica por el método
de maceracion porque extrae mejor los principios activos de la
cascara de cacao, y en los resultados se obtuvieron diferencias
significativas entre las diferentes concentraciones de nuestro

extracto etanélico de cascara de cacao.

Cuéllar, O. y col. “Actividad antibacteriana de la cascara de
cacao, Theobroma cacao L”.*¥ Evaluaron la actividad
antibacteriana de diferentes fracciones de la cascara de cacao,
mediante el método de difusion en agar, empleando cepas
autéctonas y de referencia ATCC. Se concluye que la fraccion
cloroférmica resultd promisoria inhibiendo el crecimiento de
Bacillus cereus ATCC 11778 y Streptococcus agalactiae. En
comparacién con nuestro trabajo el resultado es concordante a
nuestros resultados que también inhiben las bacterias presentes

en la caries dental
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Mariani, m. y col. “Efecto bacteriostatico del extracto de
semillas de cacao (Theobroma cacao L.) Sobre el crecimiento de
streptococcus mutans in vitro”.? Se traté de un estudio in vitro
destinado a la evaluacién de presencia de inhibicion y el tamafio
del halo formado alrededor de las bacterias. Los resultados
arrojaron que el mayor efecto inhibitorio se logré6 en
concentraciones de 10% y 12,5%. Por lo tanto pudo concluirse
gue el extracto de semillas de Cacao inhibe significativamente el
crecimiento y desarrollo de una de las principales bacterias
cariogénicas: Streptococcus mutans. En nuestro trabajo se utilizé
diferentes concentraciones de extracto etanolico de céscara de
cacao por presentar mayor efecto antimicrobiano segun los
antecedentes, en cuanto a los resultados concuerdan con los
nuestros en donde hay una inhibicion significativa de las bacterias

presentes en las piezas dentales con caries.

Josué Brisasen Orihuela Gutiérrez. “Actividad inhibitoria del
extracto etandlico de Theobroma cacao L. sobre el crecimiento y
adherencia in vitro de streptococcus mutans a esmalte dentario”.®
Se evaluo el efecto sobre el crecimiento con el método de difusion

en pocillos con los extractos de semilla, de cascara y controles.
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Se puede concluir que el extracto etandlico de Theobroma cacao
L. tiene actividad inhibitoria sobre el crecimiento y adherencia in
vitro del Streptococcus mutans al esmalte dentario siendo mayor
el efecto del extracto de cascara de cacao, en comparacion con
nuestro trabajo también se utilizo el extracto etandlico de cascara
de cacao pero a diferentes concentraciones para lograr obtener la
concentracion optima y los resultados fueron concordantes

hallandose actividad antimicrobiana.

Rosas Urbina, Marco Antonio. “Efecto in vitro de 04
derivados comerciales del cacao sobre el crecimiento del
Streptococcus mutans”.t’ El propésito de este trabajo fue el
analisis del efecto in vitro de 04 derivados comerciales del cacao
sobre el crecimiento de Streptococcus mutans, Al posterior
analisis se concluyd que los 04 derivados comerciales de cacao
presentan efecto inhibitorio in vitro sobre el crecimiento de
Streptococcus mutans. Este trabajo de investigacion reafirma que
el cacao presenta propiedades antimicrobianas frente a

microorganismos presentes en la caries dental.
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CONCLUSIONES

PRIMERA.

A la evaluacion del efecto antimicrobiano del extracto etandlico de
cascara de cacao (Theobroma cacao L.) a diferentes
concentraciones en muestras microbiologicas de piezas dentales
con caries, se hall6 que si hay un efecto antimicrobiano en todas

las concentraciones.

SEGUNDA.

Se determiné que si hay un efecto antimicrobiano del extracto
etandlico de cascara de cacao (Theobroma cacao L.) a una
concentracion de 5 mg/ml con un halo de inhibiciébn promedio de

9,4mm y segun la escala de Duraffourd se considera sensible.

TERCERA.

Se determiné que si hay un efecto antimicrobiano del extracto
etandlico de cascara de cacao (Theobroma cacao L.) a una
concentracion de 10 mg/ml con un halo de inhibicion promedio de

11.4mm y segun la escala de Duraffourd se considera sensible.
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CUARTA.

Se determiné que si hay un efecto antimicrobiano del extracto
etandlico de céscara de cacao (Theobroma cacao L.) a una
concentracion de 15 mg/ml con un halo de inhibicion promedio de
16,6 mm y segun la escala de Duraffourd se considera muy

sensible.

QUINTA.

Se determiné que si hay un efecto antimicrobiano del extracto
etandlico de cascara de cacao (Theobroma cacao L.) a una
concentracion de 20 mg/ml con un halo de inhibicibn promedio de
19,6 mm y segun la escala de Duraffourd se considera muy

sensible.

SEXTA.

Se determind que si hay un efecto antimicrobiano del extracto
etandlico de cascara de cacao (Theobroma cacao L.) a una
concentracion de 25 mg/ml con un halo de inhibicion promedio de
20,2 mm y segun la escala de Duraffourd se considera sumamente

sensible.

87



SEPTIMA.

Se determiné que si hay un efecto antimicrobiano del extracto
etandlico de céscara de cacao (Theobroma cacao L.) a una
concentracion de 30 mg/ml con un halo de inhibicién promedio de
22,7 mm y segun la escala de Duraffourd se considera sumamente

sensible.
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RECOMENDACIONES

Ampliar la investigacion hacia formulaciones de enjuagues, pastas y
colutorios dentales a partir del extracto etandlico de cascara de

cacao (Theobroma cacao L.) a una concentracién de 30 mg/ml.

Realizar estudios en personas con caries dental aplicando colutorios
y/o enjuagues hechos a base del extracto etandlico de cascara de
cacao (Theobroma cacao L.) a fin de verificar si existe actividad

antimicrobiana frente a microorganismos cariogenicos.

Realizar estudios del efecto antimicrobiano del extracto etandlico de
cascara de cacao (Theobroma cacao L.) frente a muestras
microbiolégicas identificadas de pacientes con enfermedades

periodontales.
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ANEXO 1

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

anos de edad y con DNI n°..................... , manifiesto que he sido
informado/a sobre los beneficios que podria suponer el examen clinico oral
que me realicen para cubrir los objetivos del Proyecto de Investigacion
titulado “EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
CASCARA DE CACAO (Theobroma cacao L.) A DIFERENTES
CONCENTRACIONES EN MUESTRAS MICROBIOLOGICAS DE PIEZAS
DENTALES CON CARIES DE PACIENTES QUE ACUDEN AL CENTRO
DE SALUD CIUDAD NUEVA. TACNA 2018”

He sido también informado/a de que mis datos personales seran

protegidos. El presente ficha es libre y voluntario
Tomando ello en consideraciéon, OTORGO MI CONSENTIMIENTO a que

este examen tenga lugar y sea utilizada para cubrir los objetivos

especificados en el proyecto.

FECHA:

FIRMA:
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ANEXO N° 2

FICHA DE OBSERVACION CLINICA.

TITULO: EFECTO ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO AL 96
% DE CASCARA DE CACAO (Theobroma cacao L.) EN MUESTRAS
MICROBIOLOGICAS DE PACIENTES CON CARIES DENTAL QUE
ACUDEN AL CENTRO DE SALUD CIUDAD NUEVA, TACNA 2018

Nombre Fecha:

H.CL. EDAD: SEXO:

1. METODO DE ICDAS

Cédigo=0 Sano Odontograma
Cambio visible en T8 Ti7 T4s 15 42 [43 (12 117 (21 T22 |23 24 T25 |26 27 |28
Cadigo= 1 esmalte-visto seco m w
Cambio detectable ° °
Codigo= 2 en esmalte ° °
Ruptura localizada ! ‘
Cédigo=3 del esmalte ; :I
Sombra oscura ° R
Cadigo= 4 subyacente de D )
dentina v v
Cavidad detectable - -
Coédigo=5 con dentina visible B o o A el Bl i
Cavidad detectable
Cédigo= 6 extensa con dentina
visible

Pieza dentaria seleccionada:
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ANEXO N° 3

INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

FICHA DE REGISTRO DE DIAMETRO DE INHIBICION

Muestra: ..........

Medio de cultivo: ......

Fecha de lectura: ..........

Hora de lectura: ............

CONCENTRACIONES

Diametros del
halo de
inhibicién en
mm

Concentracion 5 mg/ml

Concentracién 10 mg/ml

Concentracién 15 mg/ml

Control negativo

Concentraciéon 20 mg/ml

Concentracién 25 mg/ml

Concentracion 30 mg/ml

Control negativo
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MATRIZ DE DATOS

ANEXO

N° 4

EXTRACTO ETANOLICO DE CASCARA DE CACAO

mﬂ;gﬁa MEDIDAS DE HALOS DE INHIBICION

EECC EECC EECC EECC EECC EECC Control

5 mg/ml 10 mg/ml | 15 mg/ml | 20mg/ml | 25mg/ml | 30 mg/ml | negativo
1 10,5 mm 10,6 mm 16,8 mm 19 mm 20,3 mm 23,4 mm -
2 9,9 mm 11,5 mm 16,4 mm 19,1 mm | 20,4 mm 24,5 mm -
3 9 mm 10,8 mm 15,8 mm 19,5mm | 19,5mm 23,4 mm -
4 9,3 mm 11,7 mm 17 mm 19,2 mm | 20,2 mm 22,1 mm -
5 9,8 mm 12 mm 17,3 mm 19,7 mm 19 mm 22,7 mm -
6 9,3 mm 11 mm 16 mm 18,8 mm | 19,4 mm 21,9 mm -
7 8,6 mm 11,6 mm 16,5 mm 20 mm 21 mm 21,9 mm -
8 10 mm 12, 7mm 15,9 mm 19,5mm | 20,9 mm 21,5 mm -
9 9,3 mm 13 mm 16,8 mm 20,1 mm | 19,8 mm 22,5 mm -
10 9,4 mm 12 mm 18,3 mm 20,7 mm 22 mm 21,9 mm -
11 9,5 mm 10,4 mm 16,8 mm 20 mm 19,5 mm 23,8 mm -
12 9 mm 10 mm 16,4 mm 20,6 mm 21 mm 23,6 mm -
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ANEXO N° 5

PRESENCIA DE LAS BACTERIAS A LA OBSERVACION

MICROSCOPICA.

Streptococcus

diplococcus

Bacillus spp

MUESTRA 01

+

MUESTRA 02

+

MUESTRA 03

MUESTRA 04

MUESTRA 05

MUESTRA 06

MUESTRA 07

MUESTRA 08

MUESTRA 09

MUESTRA 10

MUESTRA 11

+

MUESTRA 12

+

+

Interpretacion: (+)= se observé y (-) = no se observo
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ANEXO 6

FOTOGRAFIAS DE INSTRUMENTOS UTILIZADOS Y PROCEDIMIENTO

DE LA TOMA DE MUESTRAS.

Fot. N°1: Toma de muestra.

Fot. N°2: Muestras tomadas y depositadas en caldo BHI.
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Fot. N° 3: Muestras de cascara de cacao retiradas de las semillas.

Fot. N° 4: Cascara de cacao pulverizado
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Fot. N° 5: Extracto etandlico de cascara, luego de la evaporacion en estufa

Fot. N° 6: Aplicacion de extracto etandlico de cascara de cacao a
diferentes concentraciones en los discos de sensibilidad.
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Fot. N°7: Placas listo para la incubacién de a 24 horas.

Fot. N°8: Formacioén de halos de inhibicioén.
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ANEXO 7

CONSTANCIA DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

Universidad Nacional “Jorge Basadre Grohmann” - Tacna

FACULTAD DE CIENCIAS

Escuela Académico Profesional de: Biologfa-Microbiologfa y Fisica Aplicada ~ —eaie=

CONSTANCIA

Mediante el presente se hace constar que el sefior bachiller de la Facultad de
Ciencias de la Salud, Escuela de Odontologia, Eder Cristian Poma Choque,
identificado con documento de identidad N° 47891283 y con codigo de matricula N°
2010-35710, ha realizado su tesis en nuestras instalaciones del laboratorio de
microbiologia  titulada “EFECTO  ANTIMICROBIANO DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE CASCARA DE CACAO (Theobroma cacao L.) A DIFERENTES
CONCENTRACIONES EN MUESTRAS MICROBIOLOGICAS DE PIEZAS
DENTALES CON CARIES DE PACIENTES QUE ACUDEN AL CENTRO DE
SALUD CIUDAD NUEVA. TACNA 2018”, durante los meses de marzo hasta
comienzos del mes de junio del presente afio.

Se extiende la presente constancia para fines relacionados a su presente
tesis.

Atentamente.

de Micrpbiologia

Ciudad Universitaria Av. Miraflores s/n
Apartado 316 Teléfono:052-583000 Anexo: 2102 - Fax: 2101
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ANEXO 8

CONSTANCIA DE IDENTIFICACION DEL THEOBROMA CACAO L.

Tacna,04 de octubre del 2017

UNVERSIDAD NACIORAL JORGE BASADRE “R"*élf“i“
FACULIAD DE CIENCIAS # AGRO o
R =

03 uU 20’"

Sefior:
MSc. MAGNO ROBLES TELLO
Decano de la Facultad de Ciencias Agropecuarias

Presente.-

De mi consideracion:

Tengo el agrado de dirigirme a Ud. para manifestarle con relacién a la solicitud del Sr.
Eder Cristian Poma Choque , estudiante del sexto afio de la Escuela Profesional de
Odontologia, sobre la identificacion de una muestra vegetal que empleard en su Proyecto de
Tesis, informo que se ha procedido a identificar la muestra entregada y debo sefialar que
se trata de Theobroma cacao L. “Cacao”.

Sin mas que informar al respecto, le saludo cordialmente.

Atentamente,

%g { oo &L % vez
e Chavez

Profesora Principal FCAG

FcULinu Dk CIENCIAS AGROPECUARIAS UNJI;%‘
proV. Ne: 2631 reomn.02 00
A . EST. EDER CRSTIAN PoMA CHOQUE
PARA i S Themcls

“ @f—ﬁ“

/\; \@NCIas 4

,/f)sg

Fht=d sl
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