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Resumen

El fruto del totumo (Crescentia cujete) ha sido utilizado ancestralmente para tratar
resfriados y en la elaboracion de artesanias, también, se han realizado estudios para determinar si
sus pigmentos pueden ser utilizados en la industria textil, como alimento animal mediante el
ensilado e incluso se ha elaborado mermelada a partir de su pulpa; de igual manera, se han
analizado algunos principios activos del pericarpio, logrando identificar fenoles y flavonoides.
En el contexto de nuevos conceptos relacionados con la economia circular, la revaloracion de
materias primas disponibles en nuestro entorno y la pertinencia de la territorialidad hacen que el
objetivo del proyecto sea la generacion nuevo conocimiento y uso de este recurso, con el fin de
dar valor agregado al totumo mediante la extraccion, liofilizacion, caracterizacion y adicién de
principios activos en una matriz polimérica de degradacion oral desarrollados a partir de
macromoléculas como gelatina y carboximetil celulosa (CMC) utilizando sorbitol como
plastificante bajo la técnica de Solvent Casting, generando peliculas de facil suministro entre
nifios y personas de la tercera edad que puedan tener problemas de deglucion. La caracterizacion
de los extractos y la matriz biopolimérica se realiz6 en funcion de su actividad antimicrobiana,
presencia de fenoles y flavonoides totales, su capacidad antioxidante, microestructura y
desintegracion. El estudio demostrd un mayor el contenido de fenoles totales en la pulpa verde
sometida a liofilizacion y método de extraccion Soxhlet con niveles de 4,7 £ 0,4 mg GAE /g;
0,14 £ 0,013 mg QE/g en el caso de flavonoides totales y capacidad antioxidante de 188,9 +
0,405 ECso. El extracto Verde-Fresco-Ultrasonido (VFU), present6 halos de inhibicion
antimicrobiana con valores de 8,83 + 1,18 mm frente a S. mutans, mientras que el extracto
Verde-Liofilizado- Soxhlet (VLS) present6 valores de 7,83 + 2,72 y 10,83 + 2,59 frente a S.

mutans y E. coli respectivamente. Todas las peliculas funcionalizadas con extracto VLS en



concentraciones de 4,5,6 y 7% mostraron halos de inhibicion entre 4,6 y 5 cm de diametro
respecto a discos de 2,5 cm de didmetro, siendo la pelicula adicionada con extracto VLS al 6% la
que presentd mayo inhibicion con un halo de 5 cm frente a S. mutans. Las peliculas
funcionalizadas con extracto de totumo VLS no mostraron actividad inhibitoria frente al E. coli.

Palabras clave: biopolimero, fenoles, flavonoides, antimicrobiano, antioxidante.



Abstract

The fruit of the totumo (Cresentia cujete) has been used ancestrally to treat colds and in
the production of handicrafts. Also, studies have been carried out to determine if its pigments can
be used in the textile industry, as animal feed through silage and even jam has been made from
its pulp. Likewise, some active principles of the pericarp have been analyzed, managing to
identify phenols and flavonoids. In the context of new concepts related to the circular economy,
the revaluation of raw materials available in our environment and the relevance of territoriality
make the object of the project the generation of new knowledge and use of this resource, in order
to give added value to the totumo through the extraction, lyophilization, characterization and
addition of active ingredients found in an orally degradable polymeric matrix developed from
macromolecules such as gelatin and carboxymethyl cellulose (CMC) using sorbitol as a
plasticizer under the Solvent Casting technique, generating films that are easy to supply among
children and elderly people who may have swallowing problems. The characterization of the
extracts and the biopolymeric matrix was carried out based on their antimicrobial activity,
presence of total phenols and flavonoids, their antioxidant capacity, microstructure and
disintegration. The study demonstrated a higher content of total phenols in the green pulp
subjected to freeze-drying and Soxhlet extraction method with levels of 4.7 + 0.4 mg GAE /g;
0.14 £ 0.013 mg QE/qg in the case of total flavonoids and antioxidant capacity of 188.9 + 0.405
ECso. The VFU extract showed halos of antimicrobial inhibition with values of 8.83 £ 1.18 mm
against S. mutans, while the Green-Lyophilized-Soxhlet extract presented values of 7.83 + 2.72
and 10.83 + 2.59 against S. mutans and E. coli respectively. All films functionalized with VLS
extract at concentrations of 4,5,6 and 7% showed inhibition zones between 4.6 and 5 cm in

diameter with respect to 2.5 cm diameter discs, with the film added with VLS extract to the 6%



showed greater inhibition with a 5 cm halo against S. mutans. The films functionalized with
totumo VLS extract did not show inhibitory activity against E. coli.

Keywords: biopolymer, phenols, flavonoids, anti-microbial, antioxidant.

10



11

Tabla de Contenido

RESUMEBIN. ...ttt s b et e e R e et e e R e e e bt e e be e et e e nne e e nneennreene e 7
AADSTTACT ...t bbb R bttt bbb n e 9
T i oo [0 olo] o] USSR UPTPP PRI 18
Planteamiento del ProbIEMA ...........ccoviiiiiie e 20
JUSTITICACTON ..ttt bbb bbbttt st b beanes 22
(@ o= YOS 26
ODBJELIVO GENEIAL.......cceii ettt s b e et esbeeteera e s teeteeneeras 26
ODJetiVOS ESPECITICOS. .....uviiieeiisiiecie ettt ettt ae et e e e e teeaeeneenas 26
Marco ConCEPLUAL Y TEOTICO .....ecviieieieeie ettt e e e s e e be e e sneenneereas 27
Descripcion del Totumo (Crescentia cujete L.) y Usos Tradicionales ...........cccccevvveveiveieennnns 27
Principios Activos o Metabolitos Secundarios de INterés...........ccocevvveveiveiiese e 28
Compuestos Quimicos Presentes en el Fruto del Totumo (Crescentia cujete L.).......cccveeneeee. 30
Macromoléculas y Plastificantes Utilizados en Peliculas de Degradacion Oral....................... 32
Carboximetil Celulosa SOAICA (CMC) ........ooviiiiieciece e 34
E310] 1 01 (o] ISR RTTTRPR 37
ELANON ..ttt n bbb reeneas 39
MELOAOS U8 EXLFACCION .....vvevieiieieiesie sttt sttt nbenreereeneeneas 39
Ve 0 o o] [oTo [ - WSRO SRRSO 41
Obtencion de PUlpa y EXIrACTOS ........cccviiieeiieiie ettt 41
LIOTIIIZACION ... ettt ettt sbesrenneeneas 41

EXIraccion por AQItACION .........cecviiieie e 41



EXtraccion por URFaSONIAO ........ccviiieiicic ettt e e sre e 42
EXIracCion POr SOXINEL........ccviiiiieiic et e e sre e 42
CaracterizaCion e EXIIACTOS. ........uiuiiiiriiieisieit ettt 43
Contenido de FENO0IES TOLAIES..........ooveiiiieciie e 43
Contenido de FIavonoides TOaleS..........ccoiiiiiiiiiiiiicesee e 44
Determinacion de la Capacidad Antioxidante por Captura del Radical Libre DPPH" ......... 45
Actividad ANtIMICIODIANG. .........ooviiiiieeie s 45
Analisis en el INfrarr0jo (FTIR) .....cov oot 46
Elaboracion y Caracterizacion de Peliculas de Degradacion Oral............cccccccvvevieiciiicieenns 46
E1aboracion de PElICUIAS ..........coiiiiiiicee e 46
ESPesor de 1aS PEliCUIAS ..........cceiiiiicce e 46
Colory Barreraa la Luz de PElICUIAS .........cccveiveiiiiieiicc et 47
Tiempo de Desintegracion en PeliCulas............cccooveviiieii e 47
Solubilidad de 185 PliCUIAS ...........ccoiiiiiiiici s 47
Humedad de 185 PEliCUIAS ..........ooueiiiiiiiiiiie e 47
Actividad Antimicrobiana en PeliCulas ...........cccoiriiiiiiiciice e 47
Fenoles Totales €N PeliCUIAS .........cc.cviiiiiii e 48
Liberacion in Vitro N PeliCUIAS ...........coviiiiiiiieee s 48
Perfil de Liberacion en PeliCUIas ...........ccooiiiiiiiiie e 49
Analisis en el Infrarrojo (FTIR) de Peliculas...........coooveieiiiiiccicceceseee e 49
ANALISIS ESATISTICO ...ttt 49
RESUItAAOS Y DISCUSION .......evicieeiectiecte ettt sttt te e s ae e ste e e sbaesteeeesaeesteesesneesnaenrens 50

Obtencion de Pulpa y Extractos de Totumo (Crescentia Cujete L) .....ccceevveveeveevieiieceeieceee, 50



LIOTIIZACION ...t bbbttt bbbt nbenne s 50
Contenido de Fenoles y Flavonoides Totales en Extractos de TOtUMO..........cccceevveieeriesieenne. 51
Determinacion de Capacidad Antioxidante por Captura del Radical Libre DPPHe................. 54
Actividad Antimicrobiana de 10s Extractos de TOtUMO........ccoovriiiienininineee e 55
Analisis en el Infrarrojo (FTIR) de 10S EXIFACIOS ........cccvveiueiieiiieie e ee e 59
Caracterizacion de Peliculas de Degradacion Oral.............ccccccvveveiiieieeie i 63

Espesor de las Peliculas de Degradacion Oral.............cccccvveviiiiiieii i 63

Color Yy Barrera @ la LUZ........cceouiiieiecce sttt sre e 64

Tiempo de DeSINtEGIACION ........ccviieeie ettt esreenreenee e 66

Contenido de Humedad y Solubilidad de las Peliculas de Degradacion Oral ...................... 68

Analisis en el Infrarrojo (FTIR) de las Peliculas de Degradacion Oral.............c.cccccevevveenene 70

Actividad ANtIMICIODIANG........ciiiiieie e 74

Contenido de Fenoles Totales de las Peliculas de Degradacion Oral.............ccccceevvveinenne. 77

Liberacion In Vitro de Peliculas de Degradacion Oral...............cccoeiieieeie e 77

Cinética de Liberacion en Peliculas de Degradacion Oral.............c.ccceveiieiieeiesieiee s, 79

(O] Tod S]] 1= LRSS USRS 82
RECOMENUACIONES ...ttt sttt sttt et s e st e s et e besbesbe e bt e beene et e benaeabesbeaneene e 85

Referencias DiDIIOGrAfiCaS. .........cciiiiiic e e 86



14

Lista de Tablas
Tabla 1 Perdida de humedad de pulpa de totumo sometido a liofilizacion.............c..cccccvevuenene. 51
Tabla 2 Relacion e identificacion de extractos ObteNIdOS. ... ....veeeeeeee e 51

Tabla 3 Contenido de fenoles y flavonoides totales en los extractos de totumo segln tratamientos

101 1= Lo [0 OSSR 52
Tabla 4 Resultados capacidad antioxidante frente a radical DPPH"..............ccccceviiieiicveenee, 54
Tabla 5 Resultados halos de inhibicidn de extractos de totumO..........ccccccveveiieiicre e, 57

Tabla 6 Identificacion de las principales sefiales caracteristicas de los espectros de extractos de
totumo VFA; VEL; VFU; VLU; VES; VLS. ..o 62

Tabla 7 Espesor de peliculas con adicion de diferentes porcentajes de extracto de totumo Verde-

LIOfilIZAO00-SOXINEL ...t 63
Tabla 8 Tiempo de desintegracion de peliculas segin formulacion............ccccccvvveveiieiicceenenn, 67
Tabla 9 Tiempo de desintegracion en funcion del grosor de las peliculas............cccccoevveiennne. 68
Tabla 10 Contenido de humedad de las biopeliculas ...........cccoovevveiiiiiicc e, 69
Tabla 11 Porcentaje de solubilidad biopeliculas............c.cccooviiiiiiiiiie e 69

Tabla 12 Principales sefiales de espectros FTIR de peliculas F1 0% VLS; F2 4% VLS; F3 5%
VLS; FA 8% VLS; FS 7Y% VLS ...t 73
Tabla 13 Fenoles totales presentes en biopeliculas adicionadas con extracto de totumo Verde-
Liofilizado-Soxlhet en diferentes CONCENIrACIONES ..........cccovririeiiinieieise s 77

Tabla 14 Cinética de liberacion de fENOIES. ... ...ttt 79



15

Lista de Figuras

Figura 1 Estructura quimica de la carboximetil celulosa.............ccccovvveiiiiieiicin e 34
Figura 2 Representacion estructura quimica de la gelatina...........cccocooevievieii i 36
Figura 3 Estructura molecular del SOrbitol ............ccooiiiiiieiece e 38
Figura 4 Estructura molecular del etanol.............c.ccoovooiii i 39
Figura 5 Proceso de obtenCion de eXtractos.........c.ccveiveieiieiecie e 50
Figura 6 Actividad antimicrobiana de extractos de totUmO...........ccccoveeiieiiecie e 56
Figura 7 Gréfica FTIR de extractos de totumo. Rango 4000-1500 cm™..........ccccvvvvvvvevcvcvennee, 60
Figura 8 Gréfica FTIR de extractos de totumo. Rango 1500-400 cm™..........cccccovvvevveveveveine, 61

Figura 9 Aspecto visual de Peliculas de CMC y Gelatina con diferentes porcentajes de extracto
(o[- (00140 RSOSSN 64
Figura 10 Barrera a la luz UV-visible de peliculas funcionalizadas con extracto de totumo a
AIfErENTES POFCENTAJES ... vveveeiectiecte ettt e et e et e e e e saeesbeennesaeesbeeneesneennas 65
Figura 11 Prueba de deSiNtEgraCiON............cciveiueiiieiieieeeecee st ste et e e steen e e sreene s 67
Figura 12 Espectros FTIR del extracto de totumo VLS y las peliculas funcionalizadas con las
principales sefiales CaraCteriStiCaAS..........cueiiiiiiiiieiice e 71

Figura 13 Espectros FTIR del extracto de totumo VLS y las peliculas funcionalizadas con las

principales sefales caracteristicas en el rango 1500 a 400 CM™ . ........ccooveveveeveieee e, 72
Figura 14 Halos de inhibicién peliculas funcionalizadas frente a E. COli...........cccooveviiiieinennns 74
Figura 15 Halos de inhibicién peliculas funcionalizadas frente a S. mutans..............ccccceevvenes 75

Figura 16 Perfil de liberacion fenoles en peliculas FA Y F5 ... 78



Lista de Simbolos y Abreviaturas

% Porcentaje

+ Maés 0 menos

°C Grado centigrado

ug Microgramo

pL Microlitro

ANOVA Analisis de Varianza

ATCC: American Type Culture Collection

ATR Atenuador de Reflectancia Total

CAS NUmero de registro unico Chemical Abstracts Service
CCAgNP Nanoparticulas de plata y Cesentia cujete

CCAUNP Nanoparticulas de oro y Crescentia cujete

CIM Concentracion Minima Inhibitoria

CMC Carboximetil celulosa

DPPH- Radical (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

DS Desviacion estandar

E.T. Extracto de totumo

EC50 Concentracion efectiva 50%

EIA Escuela de Ingenieria de Antioquia

EUA Extraccion asistida por ultrasonido

F Formulacion 1,2,3,4,5

FOD Peliculas orodegradables

FTIR Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
g Gramo

GAE Equivalentes de &cido galico

GNPS Global Natual Products Social molecular Networking
h Hora

HCN Acido Clorhidrico

INVIMA Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos
K Constante de difusion

L1 Nivel 1 de confirmacién de estructura

L2 Nivel 2 de confirmacion de estructura

L3 Nivel 3 de confirmacién de estructura

LIDA Laboratorio de Investigacion y Desarrollo Agroalimentario
LPS Lipopolisacaridos

MFA Maduro-Fresco-Agitacion

MFS Maduro-Fresco-Soxlhet

MFU Maduro-Fresco-Ultrasonido

Mg Miligramo

Ml Mililitro

MLA Maduro-Liofilizado-Agitacion



MLS
MLU
mM
Mm
Mpa
MTCC:
n

Nm
OMS
PEG
QE
RMN
Rpm
Tg
UNAD
UPLC-MS/MS
UV-vis
VFA
VFES
VFU
VLA
VLS
VLU

Maduro-Liofilizado-Soxlhet
Maduro-Liofilizado-Ultrasonido
Milimolar

Milimetro

Megapascal

Microbial Type Culture Collection, Government of India.

Valor de exponente modelo Korsmeyer-Pepas
Nanometro

Organizacion Mundial para la Salud
Polietilenglicol

Equivalente Quercetina

Resonancia Magnética Nuclear

Revoluciones por minuto

Temperatura de transicion vitrea

Universidad Nacional Abierta a Distancia

Cromatografia liquida de ultra rendimiento y espectrometria de masas

Espectrometria ultravioleta visible
Verde-Fresco-Agitacion
Verde-Fresco-Soxlhet
Verde-Fresco-Ultrasonido
Verde-Liofilizado-Agitacién
Verde-Liofilizado-SoxlIhet
Verde-Liofilizado-Ultrasonido

17



18

Introduccion

Inspirados en el conocimiento ancestral del uso de productos naturales para llevar salud y
bienestar al pueblo y con el &nimo de contribuir al desarrollo de economias territoriales basadas
en el uso y revalorizacion de los recursos disponibles, entre ellos el fruto del totumo (Crescentia
Cujete L.), el presente trabajo de investigacion, tuvo por objetivo el desarrollo y caracterizacion
de peliculas de degradacion oral enriquecidas con extracto de totumo con la intencionalidad de
ser utilizadas en personas con limitaciones para la deglucién como los nifios y personas de la
tercera edad.

Para este estudio, se establecio una investigacion desde un enfoque cuantitativo
descriptivo, las variables independientes consideradas fueron: madurez del fruto,
(maduro/verde); estado de la pulpa (Fresca/liofilizada); método de extraccion (agitacion, Soxhlet
y ultrasonido) y tres replicas por cada experimento, mientras que las variables dependientes
corresponden a los resultados cuantitativos obtenidos. Para el logro del objetivo principal se
propuso el desarrollo en tres fases: primero la obtencion de extractos a partir de pulpa fresca y
liofilizada del totumo y posteriormente sometida a extraccién con etanol al 96% mediante
métodos de agitacion, soxhlet y ultrasonido; en una segunda fase, se realizé la caracterizacién de
los extractos mediante cuantificacion de fenoles y flavonoides totales, capacidad antioxidante
utilizando como marcador el radical DPPH" ; identificacion de principales sefiales de grupos
funcionales mediante FTIR y actividad antimicrobiana frente a cepas Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 y Streptococcus mutans ATCC 25175; finalmente
se formularon las peliculas utilizando gelatina y carboximetil celulosa como macromoléculas y
sorbitol como plastificante, que se funcionalizaron con extractos de fruto de totumo Verde-

Liofilizado-Soxlhet (VLS) gque presentaron mejores resultados en la segunda fase y realizando
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pruebas de caracterizacion como barrera a la luz mediante determinacion en espectrofotometro
UV-Visible, espesor de las peliculas, contenido de humedad, solubilidad, desintegracion, Fenoles
totales y tiempo de liberacion; se analizé en infrarrojo mediante equipo FTIR y actividad
antimicrobiana por difusion en disco.

Los resultados se compararon con los obtenidos por otros estudios publicados en la
literatura, permitiendo establecer similitudes y diferencias adquiriendo nuevo conocimiento que

podra ser utilizado en futuras investigaciones.
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Planteamiento del Problema

Colombia es el tercer pais con mas biodiversidad después de Brasil e Indonesia y el
segundo en relacion a palmas y plantas en general, el totumo (Crescentia cujete L.) es una
especie arbdrea que crece en las tierras calidas y tropicales de sur América y ha sido estudiado y
caracterizada a distintos niveles por académicos encontrando en esta especie potencialidad para
ser utilizada en artesanias y como producto forrajero por su alto contenido proteico (Insuasty-
Santacruz et al, 2013); ha sido utilizado en la medicina tradicional como es el caso de la infusion
de sus hojas para tratar la hipertension, la pulpa del fruto que se utiliza para tratar la diarrea, el
dolor de estdbmago, los resfriados, la bronquitis, la tos, el asma y la uretritis (Trading, 2017); En
Indonesia, los extractos del arbol de Crescentia Cujete L. conocido como Majapahit ha sido
estudiado tanto in vitro como in silico como antibacteriano contra el Vibro harveyi en camarones
vannamei (Rahmaningsih et al, 2019), otros estudios han mencionado actividad antifatiga y
antinociceptiva (alteracion de aspectos sensoriales de la intensidad del dolor) (Gonzalez 2023),
No obstante, esta potencialidad y conocimiento ancestral no ha sido suficientemente estudiado y
explorado de manera cientifica utilizando métodos de extraccion y liofilizacion de los
compuestos activos de la pulpa del fruto, que tienen posibilidad de ser incorporados como
fitoconstituyentes en peliculas de degradacion oral (FODs) susceptibles de gran aceptacion en el
mercado debido a ventajas como la facil administracion ya que no requieren agua para su ingesta
y pueden ser utilizadas por personas con dificultad o limitaciones en la deglucién como es el
caso de infantes o personas de la tercera edad debido a su rapida desintegracion permitiendo una
rapida absorcion de los bioactivos en las membranas bucales.

En virtud de lo anterior, se plantea las siguientes preguntas de investigacion:
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¢De qué manera, la incorporacion del extracto de la pulpa del fruto de totumo (Crescentia
cujete L.) liofilizado, en una matriz polimérica, puede ser una alternativa potencialmente viable
para el desarrollo de peliculas de degradacion oral con actividad bioldgica?

¢Laincorporacion de extracto liofilizado de la pulpa del fruto de totumo (Crescentia
cujete L.) en una matriz polimérica, puede presentarse como una alternativa potencialmente

viable para el desarrollo de peliculas de degradacion oral con actividad bioldgica?
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Justificacion

En el marco de los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS), se hace necesario generar
valor agregado a los recursos naturales disponibles en los territorios propiciando la innovacion y
sostenibilidad a partir de acciones investigativas como la generacién de conocimiento y el
aprovechamiento de recursos naturales mediante el desarrollo de nuevos productos funcionales
que lleven bienestar social, econdémico y sanitario a las comunidades. El fruto de Totumo ha
mostrado potencial en la medicina tradicional, donde su uso en el tratamiento de resfriados y
afectaciones respiratorias tiene larga data. El estudio de sus propiedades fisicoquimicas y
generacion de valor a través de la incorporacion de los extractos en materiales biopoliméricos,
permitiria un avance exploratorio de la formulacion de nuevos productos y un aporte al
desarrollo social y territorial, a la construccion de un pais mas productivo, que mejore la calidad
de vida de los colombianos en el marco de la "Innovacion y Tejido Social para el Desarrollo del
Territorio", eslogan de la convocatoria de proyectos de investigacion de la UNAD para el afio
2022 como propuesta de aporte directo a los Objetivos de Desarrollo Sostenible - numerales 9
(Industria, innovacion e infraestructura), 10 (Reduccion de las desigualdades) y 11 (Ciudades y
comunidades sostenibles).

La incorporacion de extractos de partes habitualmente no utilizadas de frutos en matrices
biopoliméricas, usadas como vehiculo de compuestos activos puede ser una alternativa viable
para el aprovechamiento de sustancias antioxidantes y antimicrobianas, ademas de constituir una
nueva manera de administracion que contribuya al mecanismo de defensa primario de
prevencion de lesiones oxidativas interceptando radicales libres antes que puedan generar dafio

celular (Josiane Gongalves Borges, 2017; Goszcz et al., 2015).
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La administracion de compuestos activos mediante peliculas de degradacién oral,
presenta diversas ventajas como evitar el paso por el tracto intestinal donde son metabolizadas, la
facilidad de manipulacion y transporte, asi como su facil administracion, ya que no necesitan
agua para su solubilizacion y pueden ser usadas por personas con dificultad de deglucion;
ademas, por ser mas delgadas y flexibles comparadas con tabletas y pastillas, presentar mayor
aceptacion por parte de los consumidores (Josiane Gongalves Borges, 2017; Patel, Liu, &
Brown, 2011). Por otra parte, las peliculas al no ser degradadas por el tracto gastrointestinal ni
por el metabolismo hepatico, éstas pueden contener concentraciones menores de compuesto
activo (Dixit & Puthli, 2009).

En el contexto de la medicina tradicional, cabe citar una publicacién de la Organizacion
Mundial para la Salud (OMS, 2023), donde, “Segtn datos de 2012, casi la mitad de la poblacion
en muchos paises industrializados utiliza actualmente alguna forma de medicina tradicional y
complementaria de forma regular (Estados Unidos, 42%; Australia, 48%; Francia, 49%, y
Canada, 70%); y en muchos otros paises también se hace un uso importante de alguna de sus
modalidades (Chile, 71%; Colombia, 40%, y hasta un 80% en algunos paises africanos)”. Esta
organizacion considera que la medicina tradicional integrada adecuadamente a los sistemas de
salud puede ayudar a mejorar la disponibilidad de servicios, sobre todo en atencion primaria. Su
uso debe basarse en pruebas cientificas que soporten y argumentan su validez y seguridad para
evitar dafios a los pacientes y ofrecer una complementariedad que lleve al bienestar de la
poblacién aplicando conocimiento cientifico y tradicional, segun la declaracion de Astana
(2018). Por otro lado, en el contexto nacional, la sala especializada de productos fito-terapéuticos
y suplementos dietarios de la comision revisora del INVIMA ha incluido el fruto del Totumo

(Crescentia Cujete L.) en el listado de plantas medicinales como coadyuvante en el manejo de
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trastornos respiratorios leves. Adicionalmente se trae como complemento justificativo el
concepto de sustancia activa a la luz del decreto 1156 de 2018 que los define como: “los
ingredientes de los productos fitoterapéuticos que tienen actividad terapéutica. En el caso de
productos fitoterapéuticos cuyas sustancias activas hayan sido identificadas, se debe normalizar
su preparacion a través de extractos estandarizados, indicando: solvente, método de extraccion y
marcadores a cuantificar, para lo cual se debe disponer de métodos analiticos adecuados que los
cuantifiquen. En los casos en que no se puedan identificar las sustancias activas, se puede
considerar que todo el material de la planta medicinal, parte de esta o su preparacion constituye
la sustancia activa.”

Con base en esta perspectiva, la incorporacion de extractos vegetales con propiedades
bioldgicas en peliculas de degradacion oral podria ser una forma de fijar dosificaciones
adecuadas y conocidas de estas sustancias, proporcionar una nueva forma de administracién, de
principios activos obtenidos de infusiones y extractos, minimizar el uso de drogas sintéticas y sus
efectos colaterales, asi como la generacidn de valor agregado a los recursos naturales
incentivando la participacion de las comunidades.

El fruto de totumo (Crescentia cujete L.) se encuentra entre los mas utilizados en
medicina tradicional para sintomas de los resfriados, como expectorante y en el tratamiento de
bronquitis, dado sus propiedades antimicrobianas, anti-inflamatorias, también ha sido utilizado
como acaricida, aungue de manera cientifica poco se ha estudiado sus propiedades
fisicoquimicas a profundidad (Espitia-Baena, Duran-Sandoval, Fandifio-Franky, Diaz- Castillo,
& Gomez-Estrada, 201; Espitia-Baena et al., 2011; Pereira, de Araujo, Guilhon, Santos, &

Junior, 2017; De, Ortiz, & Chilpa, 2016).
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En virtud de las posibles ventajas que puede ofrecer el fruto del totumo y las peliculas de
degradacion oral, se plantea como objetivo, el desarrollo de peliculas de degradacion oral

enriquecidas con extracto del fruto de totumo (Crescentia cujete L.) liofilizado.
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Objetivos
Objetivo General

Desarrollar peliculas de degradacion oral enriquecidas con extracto del fruto de totumo
(Crescentia cujete L.) liofilizado con potencial actividad biologica.

Objetivos Especificos

Indicar los extractos del fruto de totumo (Crescentia cujete L.) liofilizados que presenten
mayor contenido fenoles totales, flavonoides totales; capacidad antioxidante frente al radical
DPPH' y actividad antimicrobiana contra las bacterias Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Escherichia coli (ATCC 25922) y Streptococcus mutans (ATCC 25175).

Establecer las formulaciones de peliculas de degradacion oral a base de gelatina 'y
carboximetil celulosa (CMC), enriquecidas con extracto del fruto de totumo (Crescentia cujete
L.) que presenten la mayor capacidad antioxidante y actividad antimicrobiana.

Determinar las caracteristicas fisicas de las peliculas de degradacion oral producidas, asi
como el tiempo de desintegracion oral in vitro y el perfil de liberacion de los compuestos

fendlicos, bajo condiciones simuladas de la cavidad oral.
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Marco Conceptual y Tedrico

El desarrollo de peliculas de degradacion oral enriquecidas con extracto del fruto de
totumo (Crescentia cujete L.) liofilizado con potencial actividad biologica se fundamenta
inicialmente en el conocimiento ancestral sobre los beneficios de este recurso natural para el
tratamiento de afecciones respiratorias, digestivas y de la piel entre otros, dando origen a
diversos estudios cientificos alrededor de principios activos identificados como es el caso de
fenoles y flavonoides que son metabolitos secundarios derivados del acido cinamico y benzoico.
Por otro lado, el uso de macromoléculas para la produccion de peliculas biopoliméricas
bucodispersables y de grado alimenticio elaboradas mediante la técnica Solvent Casting
constituyen el punto de partida del presente estudio de investigacidn cuyo fin es la elaboracién
de peliculas de degradacion oral enriquecidas con los principios activos del fruto del totumo
(Crescentia cujete L.) previamente caracterizados, logrando un producto flexible y de rapida
degradacion en boca sin necesidad de agua para su ingesta permitiendo la rapida liberacion y
absorcion a través de los membranas y capilares sin necesidad de ser asimilados a nivel gastricos,
lo cual supone evitar la transformacion metabdlica en el higado. Este método de liberacion ha
sido utilizado anteriormente para la administracion de farmacos por via oral, en la produccion de
apositos para tratar heridas y en el uso de laminas para refrescar el aliento entre otras
aplicaciones.

Descripcion del Totumo (Crescentia cujete L.) y Usos Tradicionales

De acuerdo con el catalogo virtual de flora del Valle del Aburra de la universidad EIA, el
totumo (Crescentia Cujete L.), etimologicamente, debe su nombre cientifico “Crescentia” por
Pietro de Crescenzi jurista italiano (1230/1320) que escribi6 un tratado agricola que a la postre
se convirtio en el primer texto sobre agricultura moderna debido a la forma en que estructuro su

escrito; “cujete” por su nombre nativo, originaria de América tropical, cuya madera tiene usos
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ornamentales y su fruto para artesanias. Aunque también se ha reportado su presencia en Africa,
Malacia e India. El fruto silvestre puede ser redondo u ovoide, su pulpa se usa como
expectorantes, anti-inflamatorio, laxante, purgante, calmantes de dolores menstruales, jarabes y
su corteza para elaborar artesanias, cantimploras, cucharas, totumas, vasijas (Murgueitio y
Ibrahim 2004).

En Colombia el mayor uso dado a este fruto ha sido el desarrollo de artesanias y como
alimento para bovinos en épocas de sequia (Florez, 2012). Pertenece a la familia de las
bignoniaceas, su altura oscila entre 4 y 6 metros, conocida como calabazo, mate o jicaro entre
otros. Presenta hojas simples, alternas y carentes de peciolo en su unién al tallo, organizadas de
forma helicoidal y curvadas; flores grandes, caulinares (que nacen directamente del tallo) y
pétalos campanulares y color verde y su fruto en baya igualmente de color verde (Cardenas et al.,
2004). En Centroamerica se registran el uso culinario de la semilla que se extrae del fruto para la
preparacion de una bebida llamada horchata 0 morro (Chizmar, 2009).

Otros sindnimos son: Crescentia acuminata, Crescentia arborea Rafinesque, Crescentia
cuneifolia Garder, Crescentia angustifolia (Missouri Botanical Garden, 2007).

Principios Activos o Metabolitos Secundarios de Interés

Son aquellas moléculas o productos del metabolismo vegetal que poseen actividad
bioldgica o de interés farmacéutico con potencialidad terapéutica o fito-terapéutica.

Los fenoles son metabolitos secundarios de las plantas, es decir no intervienen en las
funciones vitales. Quimicamente son estructuras moleculares que tienen uno 0 mas grupos
hidroxilo (-OH) unidos a un anillo aromatico fisiologicamente denominandose en este caso
mono, di o tri-fenoles, pudiendo estar conjugados o unidos a otras moléculas formando esteres o

glucédsidos. En la planta, los fenoles cumplen funciones de proteccién, son responsables de la
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formacion de aromas, color, sabor, amargor y astringencia, ademas tienen propiedades
antiinflamatorias y antioxidantes, estos compuestos fenolicos tienen una actividad bioldgica
importante, como los antibidticos, antiparasitarios y citotoxicos.

Los flavonoides son un tipo particular de los polifenoles presentes en plantas, siendo
responsables del color de las flores y frutas; su estructura quimica consta de tres anillos:
benzopirano 2-fenil, un anillo dihidroxilados fendlicos en las posiciones 5y 7, (denotado A), un
segundo anillo fendlico generalmente mono-hidroxilado, orto-dihidroxilados o vic-
trihidroxilados (que se denota B), que también pueden contener grupos metoxi (O-CHs) como
sustituyentes y el anillo C, que puede ser un anillo heterociclico con oxigeno pirano, pirylium o
de forma pirona (Vermerris y Nicholson, 2008). Los flavonoides retiran oxigeno reactivo
especialmente en forma de aniones superoxidos, radicales hidroxilos, peréxidos lipidicos o
hidroperdxidos. (Martinez-Flérez et al., 2002).

Los terpenos iridoides son un amplio y creciente grupo de productos naturales aislados y
caracterizados de plantas utilizadas en la medicina tradicional para una gran cantidad de
enfermedades, entre las que destacan la tos, fiebre, hipertensién, dolor, inflamacién y desérdenes
de la piel (Rios 2015).

Las saponinas son compuestos organicos naturales que tienen al menos un enlace
glicosidico (enlace CO-azucar) en C-3 entre aglicona y una cadena de azlcar, son empleadas
como detergente, insecticida o fertilizante, a nivel alimenticio, se provechan sus propiedades
emulsionantes y ambientalmente como limpiador de aguas residuales (El Aziz et al., 2019).

Los alcaloides designan sustancias naturales que reaccionan como los alcalis.
Considerando su estructura molecular y ruta biosintética, los alcaloides se dividen en tres grupos:

los alcaloides verdaderos, que derivan de aminoacidos y siempre tienen un nitrégeno intraciclico;
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los proto alcaloides que son aminas simples y su nitrégeno es extraciclico; y los pseudo
alcaloides que, aunque cumplen con las caracteristicas de los alcaloides verdaderos, no derivan
de aminoacidos.

Compuestos Quimicos Presentes en el Fruto del Totumo (Crescentia cujete L.)

La extraccion de compuestos activos de la pulpa del fruto y las hojas, no ha sido
ampliamente explorado, aunque se sabe que contiene iridoides y glucosidos iridoides, fenoles,
taninos, flavonoides, saponinas y alcaloides entre otros compuestos, que han sido utilizados para
tratar infecciones, bactericidas, antimicrobiano, analgésico y se sugiere puede actuar como
antioxidante, antiinflamatorio, pero también como espumante y emulsionante (Ejelonu, Lasisi,
Olaremu, & Ejelonu, 2011; Kaneko, Ohtani, Kasai, Yamasaki, & Nguyen Minh, 1998), los
iridoides mejoran la actividad hepética y promueven la secrecion biliar, (Ma, D., Aleixandre De
Artifiano, A., Carreras, L., Miguel, ;, & Aleixandre, ; (2012); también se han aislado hongos
endofitos que mostraron capacidad antibacteriana y antirradicalaria, adicionalmente los
metabolitos obtenidos exhibieron efectos antiproliferativos contra células del carcinoma
hepatocelular mediado por apoptosis (Prabukumar, Rajkuberan, Ravindran, & Sivaramakrishnan,
2015).

De acuerdo con estudios realizados por Flérez (2012), la pulpa ensilada en estado de
maduracion verde con 4 meses de maduracion fisioldgica sin ensilado, estrujada y sin secado
presentd concentraciones de 11 ppm de Acido cianhidrico (HCN), mientras que la pulpa en
estado maduro con 6 meses de maduracion fisiologica, sin ensilado, estrujada y sin secado
presentd concentraciones de 4 ppm.

Estudios realizados Insuasty-Santacruz (2013) en el valle del Patia, reporta en el fruto del
totumo (Crescentia cujete L.), bajos contenidos de saponinas, moderado contenido de taninos,

abundante contenido de esteroles y ningun contenido de alcaloides.
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Espitia-Baena, et al. (2011), identifico la presencia de tres grupos de metabolitos
secundarios: flavonoides, esteroides y triterpenos en el epicarpio del fruto del totumo, arrojando
gran contenido de estos compuestos, mientras que otros grupos de metabolitos como alcaloides,
glicosidos cardiotonicos, naftoquinonas, iridoides, antroquinonas, saponinas y taninos, no fueron
detectados en el estudio, aunque estos mismos sean biolégicamente activos y comunes en otros
organos de la planta o en otras especies de pertenecientes a las bignoniaceas.

Ejelonu BC, et al., (2011) en el estado de Ondo, Nigeria, separd las semillas y analizo la
pulpa del fruto maduro. Se evalud cualitativamente la presencia de taninos, fenol, cardendlidos
(derivados esteroides) y antraquinona alcaloides, flavonoides y saponinas obteniendo
concentraciones de 0,11 ppm, superando el nivel de cianuro de la OMS para el agua potable
(0,01 mg/L), implicando que el consumo continuo de extracto de pulpa de fruta puede
eventualmente conducir a la toxicidad por cianuro de hidrégeno.

Rivera-Mondragon et al., (2020) hace una descripcién fitoquimica de la pulpa del fruto
del totumo Crescentia cujete L recolectada en Panama mediante el uso de un enfoque
metaboldémico (huellas quimicas Unicas derivadas de los procesos celulares) combinando redes
moleculares basadas en UPLC-MS/MS (cromatografia liquida de ultra rendimiento y
espectrometria de masas) generadas en el sitio web de GNPS, con métodos convencionales,
métodos de aislamiento y Resonancia Magnética Nuclear (RMN), caracterizando la composicién
quimica de Crescentia cujete L. segn los niveles de confirmacion propuestos por Schymanski et
al. (2014), es decir nivel 1 (L1): para estructuras confirmadas por estandar de referencia o
elucidacion de estructura mediante espectroscopia de RMN; nivel 2a (L2a): para estructuras
probables por coincidencia de espectro de biblioteca; y nivel 3 (L3): para candidatos tentativos

basados en datos experimentales de espectrometria de masa. De manera confirmada el estudio
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indica la presencia de n-alquil-glucésidos, glicésidos iridoides como la aucubina, ajugol y
crescentiol A 'y B; derivados feniletanoides como acteosidos; flavonoides como luteolina, que
tienen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antibacteriales, antivirales y antitumorales;
naringenina que tiene potencialidades como antiinflamatorio, antioxidante y vasodilatador entre
otros; derivados de benzoilo e hidroxibenzéilo como el acido 4-hidroxibenzoico y 3,4-
dihidroxibenzoico; derivados cinamoilo e hidroxicinamoilo como el siribioside Ay el &cido
transcinamico.

Macromoléculas y Plastificantes Utilizados en Peliculas de Degradacion Oral

Peliculas y recubrimientos basados en polimeros naturales y biodegradables se han
desarrollado empleando polisacéridos y proteinas debido a que son renovables y capaces de
formar matrices o peliculas, para ello se utilizan mezclas fisicas de diferentes biocompuestos que
permite obtener nuevos materiales con caracteristicas adecuadas y superiores a las que exhiben
los componentes puros al ser utilizados de manera individual. La principal ventaja de las mezclas
es la simplicidad de preparacion y el facil control de propiedades fisicas con concentraciones
cambiantes de componentes (Barbosa y Peruch. 2019)

Por otro lado, las peliculas bucodispersables o de degradacion oral, se caracterizan por
estar elaboradas a partir de biopolimeros que forman estructuras laminares flexibles, que
permiten superar barreras de deglucion asociadas con la dosificacion en tabletas o capsulas
(Tescarollo et al., 2019); para su produccién, se utilizan diferentes macromoléculas como la
carboximetil celulosa (CMC), la gelatina, almidones, polietilenglicol entre otros y plastificantes
como el sorbitol o la glicerina.

Una técnica utilizada para la realizacion de estas peliculas se denomina Solvent Casting,

proceso mediante el cual, los polimeros utilizados en la formulacion se mezclan en un solvente
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para dar orientacion a las moléculas, posteriormente se evapora el solvente, quedando una
pelicula (Resta y Mali, 2019; Deng et al., 2018).

Varias empresas farmacéuticas han desarrollado peliculas de degradacion oral,
empleando biopolimeros de grado alimenticio, como, por ejemplo, la farmacéutica Pfizer que
desarrollo "Listerine® pocket packsTM™ para su uso como refrescante bucal (Bala et al., 2013).
Otras peliculas con diferente funcionalidad han sido desarrolladas con principios activos como
nicotina, caso de Niquitin Strips® parches transdérmicos para personas que sufrian ansiedad a
causa de la nicotina, o el (Setofilm®), que es una pelicula bucodispersable que se utiliza para
tratar y prevenir las nauseas y vomitos causados por la quimio o radioterapia.

Ademas de los desarrollos realizados por las diferentes farmacéuticas, que han utilizado
clorhexidina, fluor o triclosan, en enjuagues bucales medicados, otros investigadores se han
enfocado en la elaboracion de peliculas de degradacién oral con base en macromoléculas como
la gelatina, la CMC con adicion de compuestos activos naturales como aceites esenciales de
menta, clavo, albahaca o extractos etanolicos de propoleo (Reyes, 2017), extractos de limén o
naranja, ayudando a la disminucién mediante la disminucién o eliminacion de la flora bacteriana
de gram (+) como S. aureus o gram (-) como E. coli.

Como se puede observar, estas peliculas se han convertido en una alternativa
potencialmente viable para suministrar medicamentos y compuestos activos naturales en
personas con dificultades de deglucidn, principalmente en nifios y adultos mayores, ya que no
requiere de agua para su ingesta y su desintegracion se produce de manera rapida, logrando de
esta manera hacer una pronta liberacion de los principios activos, con la posibilidad de focalizar

su accion en el aparato bucofaringeo o la rapida absorcién a través de las mucosas y capilares
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presentes en la cavidad bucal y sublingual. A continuacion, se relacionan las macromoléculas y
plastificante utilizados para la elaboracion de las peliculas del presente estudio:

Carboximetil Celulosa Sédica (CMC)

Es un polimero semisintético, soluble en agua, en el cual los grupos CH.COOH
sustituyen a las unidades de glucosa de la cadena celulosa a traves de un enlace de éter (C-O-C).
los intervalos de peso molecular son desde 21.000 hasta 500.000 g/mol. Debido a que la reaccion
de formacion ocurre en medio alcalino, el producto es la sal sédica del &cido carboxilico R-O-
CH2COONa. Resistente a la traccion 550-1050 kg/cm?. Reacciona con sales de metales pesados
para formar peliculas insolubles en agua, transparentes, relativamente duras e inalterables por
materias organicas. La figura 1 muestra la estructura molecular del CMC sddico.

Segun la ficha de datos de seguridad de Merk-Milipore versién 8.1 la CMC sal sddica de
alta viscosidad se identifica con el nimero CAS 9004.32-4, siendo un polvo de color amarillo,
pH neutro a 10g/l a 20°C, densidad aparente de 500 kg/m® y densidad relativa de 1,59.

Figural
Estructura quimica de la carboximetil celulosa
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Nota. Materiales de sellado cementicios autodegradables (2010). Estructura quimica del CMC.

https://www.researchgate.net/publication/255247242 Self-

degradable Cementitious Sealing Materials/figures?lo=1.
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De acuerdo con ficha técnica de Acofarma, se identifica bajo otros sinGnimos como
carmelosa sodica, Caboximetil éter de celulosa sal sddica o glicolato de celulosa sddica, es
practicamente insoluble en acetona, etanol al 96% y tolueno, oscurece a los 227°C y se quema a
los 252°C. Tienen gran adhesividad, por lo que se utiliza en excipientes semisolidos bucales,
solubilizada en agua forma geles anionicos estables a pH 4-10, el incremento de temperatura
disminuye la viscosidad, admite la adicion de alcohol hasta un 15 a 20%. Soporta bien los
electrolitos, aunque los cationes trivalentes provocan un precipitado, incompatible con acidos
fuertes, sales de metales (en especifico hierro, aluminio, mercurio, zinc, y plata), goma xantan.
Gelatina

La gelatina es una mezcla de proteinas obtenidas a partir de la hidrolisis acida o alcalina
del colageno presente en la piel, huesos (oseina) y tendones de animales como el pescado, el
cerdo o bovinos fundamentalmente. Como tal, esta mezcla proteica esta formada por
aminoéacidos, aunque al tener bajos o nulos contenidos de valina, triptéfano o tirosina, se
considera que no tiene valor nutricional. Al igual que con los polisacaridos, el grado de
polimerizacion, la naturaleza de los mondmeros y la secuencia de la cadena proteica determina
sus propiedades reologicas. El colageno estd formado por tres cadenas de polipéptidos enrolladas
en forma de hélice y estabilizada por uniones intramoleculares (entre &tomos) formando puentes
de hidrdégeno entre los grupos carbonilo y aminas permitiendo que forme estructuras de tejido
conectivo en la piel, tendones, cartilagos y huesos. La figura 2, muestra la representacion de la

estructura quimica general de la gelatina.
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Figura 2

Representacion estructura quimica de la gelatina
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Nota. Bacterias exopolissacarideos: caracteristicas y utilizacion (2019). Representacion
estructura quimica de la gelatina.

https://www.researchgate.net/publication/340284688 Exopolissacarideos bacterianos caracteris

ticas e utilizacao/figures?lo=1

Las caracteristicas reologicas de viscosidad y poder gelificante dependen de la materia
prima, de su pretratamiento (alcalino o acido), del método de extraccion e hidrolisis del
colageno, del método de concentracion de la solucion, y del método de secado (Olsen et al.,
2003). La gelatina tipo A producida por hidrolisis acida tiene un punto isoeléctrico entre pH 6,0
y 9,5; es producida a partir de pieles de cerdo y produce gelatinas de baja viscosidad. La gelatina
tipo B obtenida por hidrolisis alcalina tiene un punto isoeléctrico entre 4,7 y 5,6; es producida a
partir de cuero y hueso bovino y da lugar a una gelatina de alta viscosidad.

Reacciones de acomplejamiento entre taninos y gelatina han sido descritos en la
literatura, estas suceden cuando los grupos hidroxilo (-OH) fenolicos del tanino ingresan a las
areas hidrofdbicas de la gelatina, interactuando por enlaces de hidrégeno con los grupos polares
de la proteina, tales como: carbonilo (C=0), péptido (-CO-NH-) y guanidina

(R1R2N)(R3R4N)C=N-Rs y tiene lugar en dos etapas: la primera parte con una interaccion debil


https://www.researchgate.net/publication/340284688_Exopolissacarideos_bacterianos_caracteristicas_e_utilizacao?_tp=eyJjb250ZXh0Ijp7ImZpcnN0UGFnZSI6InB1YmxpY2F0aW9uIiwicGFnZSI6InB1YmxpY2F0aW9uIn19
https://www.researchgate.net/publication/340284688_Exopolissacarideos_bacterianos_caracteristicas_e_utilizacao/figures?lo=1
https://www.researchgate.net/publication/340284688_Exopolissacarideos_bacterianos_caracteristicas_e_utilizacao/figures?lo=1
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en la que el tanino se ubica en la superficie de una gelatina formando el complejo, y la segunda
parte en la que los complejos forman redes hasta que ocurra la precipitacion (Yi, Cheng, & Xing,
2015). Es importante sefialar que dicha interaccion tanino-gelatina tiene la capacidad de
conformar tanto complejos solubles como insolubles, dependiendo de la concentracién y el
tamanfo de las moléculas, dado que, el peso molecular y la estructura de estas contribuyen a la
precipitacion, en el caso de los taninos de gran tamarfio, no logran ingresar entre las moléculas de
la proteina, mientras que, los de bajo tamafio no son capaces de crear o formar redes efectivas
para la precipitacion y finalmente los de tamafio mediano que son los que mejor participan de la
reaccién (Khanittha La-ong, Tanyaporn, & Wilasinee, 2017).
Sorbitol

Es un polialcohol producido por reduccion (hidrogenacién) a presién de la glucosa, con
catalizador de niquel. Es ligeramente soluble en metanol, etanol, &cido acético, fenol y
acetamida. Tambien llamado D-sorbita, D-sorbitol o alcohol hexahidrico; su formula molecular
es CsHs(OH)e. Es un excelente humectante y texturizador, es 40% menos dulce que la sacarosa y
produce 1,68 kcal/g. El sorbitol actia como lubricante, afectando las propiedades mecanicas del
biopolimero (Bergo et al., 2008), incrementando el volumen libre entre las cadenas
intermoleculares permitiendo mayor movilidad e incrementando la flexibilidad del material, de
tal manera que el incremento de la concentracion del plastificante, un material duro y quebradizo
se tornard mas blando (Osswald et al., 2006). La figura 3 muestra la estructura molecular del

sorbitol.
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Figura 3
Estructura molecular del sorbitol
iIZHgDH
HIZ.I‘EIH
HGI:I:H
Hl|3EIH
HCIBlH
CH;0H

Nota. MERK. Estructura molecular del sorbitol.

https://www.merckmillipore.com/CO/es/product/Sorbitol-CAS-50-70-4-Calbiochem,EMD BIO-

56755 (s.f.)

Aunque el glicerol, es el plastificante mas utilizado debido a su mejor estabilidad y
compatibilidad con cadenas biopoliméricas hidrofilicas en comparacion con sorbitol,
polietilenglicol (PEG) y azlcares (Fernandez Cervera et al. 2004) para la aplicacion requerida no
es apto, debido a que incrementa el tiempo de orodegradacion.

Diaz-Calderon et al., (2015), evalu0 el efecto del sorbitol sobre la cinematica de
relajacion estructural de peliculas de gelatina bovina almacenadas a temperatura inferior a la
temperatura de transicion vitrea (Tg) mostrando que éste, tiene un reconocido efecto reductor de
Tg el cual ha sido ampliamente descrito en la literatura al igual que una disminucién en el
contenido de humedad a la vez que expresa comportamientos caracteristicos de relajamiento
estructural debido a su capacidad de disminuir el tamafio de los espacios intermoleculares, con
implicaciones en la transferencia de masa a través de la matriz, fenémeno permitiendo modular
la difusividad y la estabilidad constitutiva del material fundamental en el disefio ideal de matrices
poliméricas vitreas empleadas en sistemas de liberacion controlada y la encapsulacion de

compuestos bioactivos sensibles al oxigeno.


https://www.merckmillipore.com/CO/es/product/Sorbitol-CAS-50-70-4-Calbiochem,EMD_BIO-56755
https://www.merckmillipore.com/CO/es/product/Sorbitol-CAS-50-70-4-Calbiochem,EMD_BIO-56755
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Etanol

También conocido como alcohol etilico, es una sustancia polar ya que contiene un grupo
hidroxilo, miscible en agua, acetona, glicerol, isopropanol y acetato de etilo entre otros. Se
produce de forma natural por procesos fermentativos o haciendo reaccionar el etano con vapor.
La figura 4 presenta la estructura molecular del etanol.

Su funcién como disolvente en la extraccidn de principios activos de la pulpa del fruto
del totumo (Crescentia cujete L.) se debe a su baja toxicidad en comparacion con otros alcoholes
y su capacidad de disolver sustancias polares y no polares, ademas al mezclarse con agua forma
una solucion azeotrdpica con punto de ebullicion de 78,2°C a una presion de 0,1 MPa. El etanol
se ha utilizado para la extraccion de aceites esenciales y compuestos fendlicos.

Figura 4

Estructura molecular del etanol

H3C OH

N

Nota. Fischer Scientific. Estructura molecular del etanol.

https://www.fishersci.es/es/es/browse/80013631/ethanol (s.f.)

Meétodos de Extraccion

La extraccion con solventes se basa en la diferencia de concentracion entre la estructura
gue contiene los solutos y la del solvente que arrastra los solutos. Generalmente grandes
cantidades de disolvente pueden mejorar la eficiencia de la extraccién (Li H. 2005); por el
contrario, pequefias relaciones de disolvente material vegetal pueden propiciar bajos

rendimientos de extraccion debido a que se alcanza el equilibrio (Valachovic, 2001) y al no


https://www.fishersci.es/es/es/browse/80013631/ethanol
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existir diferencia de concentracion entre el metabolito en la fase liquida y el presente en la matriz
vegetal finaliza el proceso de transferencia de masa.

La maceracion se basa en la inmersion de materiales vegetales (gruesos o en polvo) en un
recipiente tapado con un disolvente para luego dejarlos reposar a temperatura ambiente durante
un periodo definido y con agitacion frecuente hasta que se disuelva la materia soluble. Siendo
adecuado en el caso de los extractos termosensible (Swami et al, 2008), la maceracion con
agitacion y calor ha demostrado que disminuye significativamente el tiempo de extraccion y el
aumento de rendimiento de compuestos fendlicos (Gonzalez et al., 2016).

La técnica de extraccién sélido-liquido mediante Soxhlet utiliza un solvente liquido a
temperaturas de ebullicion por tiempo prolongado, al finalizar se obtiene un mayor contenido de
extracto y la recuperacion de cerca del 90% del solvente (Tecnilab, 2024).

La extraccion asistida por ultrasonido EAU es una técnica basada en el uso de ondas
ultrasonicas para la solubilizacion de numerosos compuestos de una diversidad de matrices. Esta
técnica utiliza pulsos de alta frecuencia (20 kHz) para generar puntos calientes locales a escala
macroscopica con alta tension de cizallamiento y temperatura mediante la produccion de
burbujas de cavitacion, en consecuencia, el soluto se difunde rapidamente de la fase sélida a la
liquida, ofreciendo una extraccion limpia, de facil aplicacion, eficaz y econémica

(Roohinejadetal,2017; Louie et al,2020).
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Metodologia
Este proyecto de Investigacion deriva del proyecto PSI1901ECBTI2023 - Desarrollo y
caracterizacion de peliculas de degradacion oral enriquecidas con extracto del fruto de totumo
(Crescentia cujete L.) liofilizado, avalado en convocatoria interna de la UNAD. Es un proyecto
de tipo experimental, cuantitativo — descriptivo.

Obtencion de Pulpa y Extractos

El fruto del totumo se obtuvo en la plaza de mercado del barrio Restrepo en Bogota D.C.
los estados de maduracion fueron verde y maduro, se abrieron los frutos y se extrajeron las
pulpas. En el caso de la pulpa de totumo en estado de maduracion verde, se tomaron 1100
gramos y se agreg6 200 ml de solucién de acido citrico al 1,6%. De pulpa madura, se tomaron
355 gramos y se agregaron 50 ml de solucién de acido ascorbico al 1,6%.

Liofilizacion

Se procedio a congelar las muestras de pulpa fresca en estado verde y maduro con
nitrogeno liquido hasta -34°C, posteriormente se llevaron a liofilizar, donde se alcanzaron
temperaturas de -75,6°C y presiones de trabajo de 0001 Pa durante 19 horas. Se empled el equipo
marca BOYN Freeze Dryer modelo BNFD-L18MT de 1400 W de poder. Para determinar el
rendimiento del proceso de secado por liofilizacion se llevd control de peso de 2 pares de
muestras registrando peso iniciales y finales.

Extraccion por Agitacion

Se pes6 muestras de 20 gramos cada una de pulpa fresca en estado verde y maduro; se les
agreg6 40 ml de etanol al 96% a cada muestra. La extraccion por agitacion se realiz6 a 450 rpm,
45°C por 24 horas. De manera paralela se procedié con una muestra de 10 g de pulpa verde
liofilizada y 10 g de pulpa madura liofilizada; a cada muestra se le adiciond 60 ml de etanol. Se

mantuvieron los mismos parametros de agitacién, tiempo y temperatura para la extraccion.
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Extraccién por Ultrasonido

Se realizd pesando muestras de 20 g de pulpa en estado fresco verde y maduro, luego se
les adicion6 40 ml de etanol a cada una y se llevaron a extraccion por 30 minutos a 40 Hz y 45°C
de temperatura en equipo de ultrasonido ULTRASONIC CLEANER modelo KSL5120-5. De manera
paralela se tomé una muestra de 10 gramos de pulpa verde liofilizada inmersa en 100 ml de
etanol al 96% y otra de 10 gramos de pulpa madura liofilizada inmersa en 80 ml de etanol al
96%. Los pardmetros de extraccion fueron los mismos que para las muestras frescas.

Extraccion por Soxlhet

Se procedio6 a tomar muestras de 10 g de pulpa fresca en estado de maduracion verde y
otra en estado de maduro, a cada una de ellas se les adiciond 70 ml de etanol; paralelamente, se
procedié con dos muestras de pulpa liofilizada, cada una de ellas con peso de 5 gramos, una en
estado verde y otra en estado maduro y se les adiciond 70 ml de etanol al 96%. Se utiliz6 equipo
Velp Scientifica serie 148 y se realiz6 extraccion con la secuencia: inmersion a 110°C por 60
min; lavado a 110°C por 60 min. Enfriamiento por 15 min. 1 solo ciclo.

Una vez obtenidos los extractos se procedio a filtrar con papel filtro Whatman No.1y se
guardaron en frascos ambar en refrigeracion a 4°C hasta su caracterizacion.

A continuacion, la tabla 1 relaciona los extractos obtenidos y las convenciones utilizadas

para identificar cada muestra.



Tabla 1

Relacion e identificacion de extractos obtenidos
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Siglas y convenciones

VVFA= Verde Fresco Agitacion VFU= Verde Fresco Ultrasonido
MFA= Maduro Fresco Agitacion MFU= Maduro Fresco ultrasonido
VLA= Verde Liofilizado Agitacion VLU= Verde Liofilizado Ultrasonido
MLA= Maduro Liofilizado Agitacion MLU= Maduro Liofilizado Ultrasonido
VLS= Verde Fresco Liofilizado Soxlhet VFES= Verde Fresco Soxlhet
MLS= Maduro Fresco Liofilizado Soxlhet MFS= Maduro Fresco Soxlhet
Obtencion de extractos
Método No. ID Muestra Pulpaen g. ml de etanol al 96%
1 MFA 20 40
Agitaci6n 2 VFA 20 40
3 VLA 10 60
4 MLA 10 60
5 MFU 20 40
Ultrasonido 6 VFU 20 40
7 VLU 10 100
8 MLU 10 80
9 VFS 10 70
Soxlhet 10 MFS 10 70
11 VLS 5 70
12 MLS 5 70

Nota. Relacion de métodos de extraccidn y extractos obtenidos junto con la descripcién de las
abreviaturas que los identifican. Fuente: Elaboracion propia

Caracterizacion de Extractos

Contenido de Fenoles Totales

El contenido de fenoles totales del extracto del fruto de totumo (Crescentia cujete L.)
liofilizado se cuantificé siguiendo el método colorimétrico descrito por Singleton & Rossi Jr
(1965) con algunas modificaciones, empleando el reactivo Folin-Ciocalteau (mezcla de
fosfomolibdato y fosfowolframato) de coloracion amarilla, que en presencia fenoles se reducen

formando 6xidos de coloracion azul.
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Se elabor6 una curva estandar de acido galico (100 pg / mL) en concentraciones de 0 a 60
uL a intervalos de 10 pl y la adicion de etanol hasta un volumen final de 100 puL, seguido de la
adicion de 500 pL del reactivo de Folin-Ciocalteau (1/10). Después de 2 min, se adicion6 400 pl
de carbonato de sodio (4%). Las muestras fueron incubadas por 60 minutos a temperatura
ambiente y protegidas de la luz para su posterior lectura en el espectrofotémetro UV-vis Lan
Optics LT 2100 a 760 nm.

Para la cuantificacion del contenido de fenoles totales en las muestras de extracto
liofilizado del fruto de totumo, se tomaron 100 puL de solucion y 900 pL etanol absoluto, con
posterior adicion del reactivo de Folin- Ciocalteau y del carbonato de sodio, como se realizo en
la curva estandar. Los resultados fueron expresados como pg de Acido Galico / mL de extracto.

Contenido de Flavonoides Totales

La determinacion del contenido de flavonoides del extracto del fruto de totumo
liofilizado se realiz6 siguiendo metodologia colorimétrica descrita por Kumazawa, Hamasaka, &
Nakayama (2004); Miliauskas, Venskutonis, & van Beek (2004).

Una curva estandar de quercetina en concentraciones de 0, 0.6, 1.2, 2.4,4.8, 7.2y 9.6 ug /
ml, utilizando como diluyente etanol absoluto y se adicion6 cloruro de aluminio (este cation
induce la formacion de complejos estables de los flavonoides y produce un desplazamiento
batocromico de la absorcion de luz y una intensificacion de la absorcion), después de incubacion
por 40 min a temperatura ambiente protegida de la luz, con lecturas de las absorbancias a 415 nm
en espectrofotometro UV-Vis.

La determinacion de flavonoides totales se realizo de la siguiente manera: a 50 pl de la
muestra diluida en 1150 ml de etanol absoluto se adicionaron 50 pl de solucion de cloruro de
aluminio (2%). El periodo de incubacion y las lecturas de las absorbancias se realizaron como en

la curva estandar. Los resultados se expresados en pug de Quercetina / mL de extracto.
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Determinacion de la Capacidad Antioxidante por Captura del Radical Libre DPPH*

La determinacion de la capacidad antioxidante de los extractos del fruto de totumo
(Crescentia cujete L.) liofilizados se cuantificaron por el grado de descoloracion del radical
DPPH’, siguiendo la metodologia descrita por Brand- Williams, Cuvelier, & Berset (1995).

Para la determinacion de la Concentracion Eficiente de antioxidante para inhibir 50% de
la concentracion inicial de DPPH® (ECsp), se realiz6 una curva con seis concentraciones
diferentes del extracto liofilizado del fruto de totumo en ambiente oscuro; una alicuota de 0,1 mL
fue transferida a una solucion de 3,9 mL del radical DPPH® (0,06mM). Las lecturas fueron
realizadas a 515 nm al tiempo cero en a los 60 minutos. La actividad secuestradora del radical
fue determinada como la disminucion de la absorbancia de DPPH"

Actividad Antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de los extractos del fruto de totumo (Crescentia cujete L.)
liofilizados fueron determinados por el método de difusién en disco frente a las bacterias
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) y Streptococcus mutans
(ATCC 25175).

Inicialmente, las bacterias S. aureus y S. mutans fueron reactivadas en caldo Cerebro
Infusion (BHI) mientras que la E. coli fue reactivada en caldo lactosa. Se llevaron a incubar a
37°C durante 24 horas hasta obtener suspensiones microbianas de turbidez al tubo de 0,5 en la
escala McFarland, lo que corresponde a 108 UFC / mL. La suspension diluida fue sembrada con
hisopos estériles en la superficie de las placas que contenian agar nutritivo en el caso de S.
aureus y S. mutans, y agar lactosa para la E. coli (Reyes et al, 2023, Rosalem, & Ribeiro, 2013).
Se colocaron 20 ul del extracto en discos de papel filtro (Whatman N° 1) de 6 mm de diametro
previamente esterilizados en luz ultravioleta por 30 minutos (Reyes et al, 2023). Los discos se

ubicaron en la superficie de las placas e incubadas a 37°C durante 24 horas. Después de este
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periodo el diametro de inhibicion se midié considerando el diametro de los discos en milimetros
(6 mm).
Analisis en el Infrarrojo (FTIR)

El andlisis de las muestras se realizé con equipo FT/IR 4X marca JASCO con accesorio
ATR de un solo rebote. Para ello se tomaron muestras de los extractos y se analizo el espectro de
los compuestos presentes en un rango de nimero de onda entre 400 a 4000 cm™
Elaboracion y Caracterizacion de Peliculas de Degradacion Oral
Elaboracion de Peliculas

Las peliculas de degradacidon oral fueron producidas a partir de gelatina tipo A (29/100 g
solucién) y carboximetil celulosa (CMC) (1g/100 g solucién) que actuaron como
macromoléculas, mientras que se utiliz6 como plastificante sorbitol (polialcohol) en
concentracion de 20 g/ 100 g de macromoléculas. Inicialmente la gelatina se hidratd en agua a
temperatura ambiente por 30 min, con posterior solubilizacién a 55 °C por 30 min. En paralelo,
la CMC fue disperso en agua sobre agitacion magnética hasta su completa disolucion
(Heinemann, Carvalho, & Favaro-Trindade, 2013). Las soluciones de las macromoléculas se
mezclaron, se adiciond el plastificante y el extracto de totumo identificado como Verde-
Liofilizado-Soxlhet (VLS) en concentraciones de 0, 4, 5, 6 y 7%, se homogeniz6 en un agitador
rotor-estator y la solucion final se dispuso en cajas de Petri de 150 mm de diametro y se secaron
a temperatura ambiente por 48 horas. Posterior al secado, las peliculas se acondicionaron en
desecadores conteniendo bromuro de sodio (NaBr 58% HR) hasta su caracterizacion (Bodini,
2015, Bodini et al., 2019; Reyes, 2023).
Espesor de las Peliculas

El espesor se midio con un Micrémetro digital Mitutoyo 0-12,7 mm de resolucién 0,001

mm para ello se procedi6é a tomar medidas por triplicado de cada una de las peliculas.
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Color y Barrera a la Luz de Peliculas

Se procedio a realizar inspeccion visual de las peliculas de degradacion oral y
posteriormente se cortaron cintas de 2 cm de ancho y se tomaron lecturas en espectrofotometro
UV-visible entre 200 y 700 nm y se reportaron los valores en % de transmitancia.

Tiempo de Desintegracion en Peliculas

El tiempo de desintegracion de las peliculas fue realizada segin la metodologia descrita
por Garsuch & Breitkreutz (2010). Las muestras de peliculas (20 x 30 mm) fueron fijadas en un
soporte y una gota de agua destilada (200uL) fue depositada sobre la pelicula. El tiempo
necesario para formar un agujero en la pelicula fue fijado como el tiempo de desintegracion en
segundos. El anélisis fue realizado en triplicado.

Solubilidad de las Peliculas

Se utiliz6 la metodologia descrita por Reyes et al, (2021). Se cortaron muestras de las
peliculas en circulos de 2,5 cm de diametro y secadas a 100 °C por 24 h para obtener un peso
constante, posteriormente las muestras secas fueron inmersas en 80 mL de agua destilada por 24
horas y finalmente, se extrajereron del agua y llevadas a secado nuevamente bajo condiciones
anteriormente mencionadas. La solubilidad en agua de las peliculas fue determinada como
pérdida porcentual (%) de peso.

Humedad de las Peliculas

La determinacion de humedad de las peliculas se realizé por método termogravimétrico,
se pesaron las muestras que se secaron a medio ambiente por 48 horas (después del proceso
solvent casting), luego se llevaron a secado en horno por 24 horas a 100 °C hasta peso constante.
La humedad porcentual se determiné como: H%= (peso seco final muestra /peso inicial himedo
muestra) *100.

Actividad Antimicrobiana en Peliculas
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Las cepas empleadas en los analisis microbioldgicos del extracto liofilizado y de las
peliculas de degradacion oral fueron Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli
ATCC 25922 y Streptococcus mutans ATCC 25175. La activacion de las bacterias se realizo
siguiendo los mismos parametros descritos para los extractos. Para la andlisis, las peliculas
fueron cortadas en discos de 25 mm y posteriormente colocadas sobre la superficie de las placas,
e incubadas a 26°C por 24 h. El procedimiento para la determinacion del halo de inhibicién se
realizo considerando las medidas de didmetro inicial de 25 mm.

Fenoles Totales en Peliculas

Las muestras de pelicula (0,1 g de muestra/mL de solucién) fueron inmersas en 6 ml agua
por 50 minutos a temperatura de 50°C, luego en se adicionaron 4 ml de alcohol etilico al 96%,
posteriormente se agité a 100 rpm y temperatura constante (25 °C) para la extraccion de los
compuestos fendlicos. Para eliminar la matriz polimérica se procedio a centrifugar a 5000 rpm
por 5 min. La concentracion de compuestos fenolicos fue determinada por el método de Folin-
Ciocalteau (Reyes et al, 2021; Borges, 2017) y el contenido expresado como mg GAE/g de
pelicula.
Liberacion in Vitro en Peliculas

La liberacion in vitro se realizé de acuerdo con previas metodologias, (Borges, 2017;
Perumal, Govender, Lutchman, & Mackraj, 2008; Borges & De Carvalho, 2015). Las muestras
de peliculas de degradacion oral (2,5 x 2,5 cm) se sumergieron en solucion tampén fosfato salino
(pH 6,8) a 37 °C con agitacion constante a 100 rpm (Shaker MA-420). Alicuotas (0,1mL) se
retiraron en diferentes tiempos (0.5, 1, 2, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120 y 140 minutos). Para
mantener el volumen constante durante el analisis, el sistema se realimentd con solucion tampon

(volumen igual al retirado) al mismo tiempo que las alicuotas se retiraron. La concentracion de



49

compuestos fenolicos se determind por el método de Folin-Ciocalteu (Singleton & Rossi Jr,
1965). El analisis se realiz6 en triplicado.

Perfil de Liberacién en Peliculas

La cinética de liberacidn de los compuestos fenolicos de las peliculas de degradacion oral
se evalud utilizando los modelos matematicos: Orden cero, Higuchi, Peppas & Sahlin,
Korsmeyer & Peppas. Las constantes de los modelos se determinaron a través del paquete
estadistico STATISTICA® v.8.0. (Borges, 2017).

Analisis en el Infrarrojo (FTIR) de Peliculas

El andlisis de las muestras se realiz6 con equipo FT/IR 4X marca JASCO con accesorio
ATR de un solo rebote. Para ello se tomaron muestras de las peliculas sin y con adicién de
extracto en concentraciones de 4, 5, 6 y 7% y se analiz0 el espectro de los compuestos presentes
en un rango de nimero de onda entre 400 a 4000 cm-1.

Analisis Estadistico

La evaluacion de los resultados se realizé mediante analisis multivariado (ANOVA),
estableciendo diferencias significativas entre los valores medios observados en cada formulacion

mediante la prueba de Fisher al 95 % de confianza.
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Resultados y Discusion
Obtencion de Pulpa y Extractos de Totumo (Crescentia cujete L)
La figura 5 presenta el proceso de obtencion de pulpa, liofilizacion y obtencion de
extractos por métodos de agitacion, ultrasonido y soxlhet.

Figura 5

Proceso de obtencion de extractos

S ¢ ctanol 95%
0 g o Lioflizado « 240, 10 + etanal 965
Se cbtiene 14 g hofilizado

Congelado con
ntrdgeno
liquida -35°C

Totumo fresco

Se obtiene 60% pulpa m/m

Pulpa +dcdo citrica 1,6%

Nota. Laboratorio LIDA UNAD. (2024) Proceso de obtencidn de extractos. Fuente: elaboracién
propia.
Liofilizacion

El proceso de liofilizacion consiste en la eliminacion de agua por sublimacion, para ello,
la pulpa se congeld inicialmente con nitrogeno liquido, luego se dispuso en la cdmara de vacio
del equipo liofilizador.

Para determinar el rendimiento del proceso de secado por liofilizacion se llevo control de

peso de 2 pares de muestras registrando peso iniciales y finales que se relacionan en la tabla 2.
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Tabla 2

Perdida de humedad de pulpa de totumo sometido a liofilizacion

Pérdida de humedad por liofilizacion

Pulpa de totumo Peso inicial en g % Humedad perdida = DS
Verde 30 81,57 0,91
Madura 28 73,76 £ 0,10

Nota. Datos de perdida de humedad de pulpa de totumo fresca en estado verde y maduro
sometido a liofilizacion. Fuente: elaboracion propia.

La liofilizacion permite retirar hasta el 81,57 = 0,91% de humedad de la pulpa de totumo
con grado de madurez verde y hasta un 73,76 + 0,1% de humedad de la pulpa de totumo maduro.

Contenido de Fenoles y Flavonoides Totales en Extractos de Totumo

Los resultados para fenoles se expresaron como mg GAE/g de extracto, para los
flavonoides totales se expresaron como mg QE/g de muestra. La tabla 3 presenta los contenidos

de fenoles y flavonoides totales presentes en los extractos de totumo.
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Tabla 3

Contenido de fenoles y flavonoides totales en los extractos de totumo segun tratamientos aplicados

Método de extraccion Estado fisico Grado Madurez Muestra mg GAE/g+ DS mg QE/g+ DS

Verde VFA 0,30 +0,03% 0,03 +0,004 abc
L, Maduro MFA 0,46 +0,032 0,01 +0,002 @
Agitacion
Verde VLA 2,69+0,4749 0,09 +0,003 ¢
Maduro MLA 2,12+0,07°¢ 0,05 +0,039 ¢d
Verde VFU 0,60+0,15¢2 0,02 +0,002 abe
. Maduro MFU 0,58+0,052 0,01 +0,004 &b
Ultrasonido
Verde VLU 456+0,38°¢ 0,08 +0,028 de
Maduro MLU 2,09+031°¢ 0,04 +0,032 abcd
Verde VES 0,70+0,182 0,05 +0,015 bed
Maduro MFS 1,51 +0,15° 0,02 +0,037 abc
Soxlhet
Verde VLS 4,70+0,40°¢ 0,14 +0,013F
Maduro MLS 444+0,14°¢ 0,09 £0,053°¢

Nota. Contenidos de fenoles (mg GAE/g £ DS) y flavonoides (mg QE / g = DS) totales presentes
en los extractos de totumo segun tratamientos aplicados. Fuente: Elaboracion propia. Letras
minusculas a, b, ¢, d, e, f indican diferencias significativas para cada tratamiento de extracto de
totumo.

El mayor contenido de fenoles totales corresponde a la muestra VLS con 4,70 + 0,40 mg
GAE/g pulpa de totumo, seguido de 4,56 + 0,38 mg GAE/g pulpa de totumo de la muestra VLU,
mientras que, el menor contenido corresponde a la muestra VFA, con tan solo 0,296 mg GAE/g
de pulpa de totumo.

Respecto al contenido de flavonoides el extracto VLS report6 un valor de 0,14 + 0,013
mg QE/g, y el menor contenido se presento en el extracto MFA con un valor de 0,01 + 0,002 mg

EQ/g muestra.

El anélisis estadistico ANOVA segun prueba de Fischer demuestra como la interaccion

entre factores como el método de extraccion, el estado fisico de la muestra y de madurez del
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fruto pueden influir en los resultados obtenidos, resaltando que el extracto proveniente de frutos
verdes, sometidos a liofilizacion y obtenido por el método soxlhet y utilizando etanol como

solvente presenta mayor rendimiento en la obtencion fenoles y flavonoides totales.

L. Gutiérrez, (2022), reporta contenidos de fenoles 0,107 + 0,008757 mg GAE / g de
muestra siguiendo en principio el mismo procedimiento colorimétrico y como solvente de
extraccién cloroformo, mientras que Narvaez (2010) reporta en torta de semillas de crescentia
cujete L. 1,41 g de GAE/100 g de muestra y Dasgupta y Mehta, (2023) 69,34 + 0,42 mg GAE /g
a partir de fruto en polvo diluidas en metanol como solucion madre con posteriores tratamientos
con hexano y cloroformo para eliminar grasas, acetato de etilo y finalmente n-butanol para
extraccion final. Este mismo autor report6 contenidos de flavonoides totales de 86,72 + 0,15
mg/g QE; mientras que Espitia-Baena et al (2011) report6 abundante contenido de flavonoides a
partir de 800 g de epicarpio logré obtener 15,8 g de extracto etandlico total seco sometido a
pruebas cualitativas de Shinoda y test de leucoantocianinas; por otro lado, Billacura et al (2017)
realizo test reactivo alcalino a extractos de fruta fresca, en decoccidn y en extracto de acetato de
etilo, encontrando valoraciones moderadas en el primer caso y leves en las siguientes muestras y
finalmente Rivera Mondragon et al (2020) reportan presencia de flavonoides como luteolin-7-O-
glucosido a razén de 1,7 ppm- y naringenina en concentraciones de 0,1 ppm confirmadas a partir
de pruebas UPLC-MS/MS y NMR.

Como se puede observar, los contenidos de fenoles y flavonoides reportados difieren
entre unos y otros, esto debe no solo a factores intrinsecos (fenomenoldgicos de la planta) y
extrinsecos (suelo, nutrientes, exposicion solar, temperatura, etc.) que pueden influir en la
expresion de estos compuestos, sino también al procedimiento de determinacion, el tipo de

solvente utilizado y los métodos de extraccion empleados.



Determinacion de Capacidad Antioxidante por Captura del Radical Libre DPPHe

Para determinar la capacidad antioxidante de los extractos de pulpa de totumo

(Crescentia cujete L) se consideraron las muestras en estado de maduracion verde, en estado

liofilizadas obtenidas por extraccion Soxlhet y ultrasonido (VLS; VLU), que manifestaron un
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mayor contenido de fenoles totales para ser correlacionadas con muestras verdes en estado fisico

fresco obtenidas igualmente por extraccion soxlhet y ultrasonido (VFS; VFU). La tabla 4

presenta los resultados de % de inhibicion ECso de los extractos seleccionados.

Tabla 4

Resultados capacidad antioxidante frente a radical DPPH®

Resultados capacidad antioxidante extractos de totumo frente a radical DPPH"

Factores Muestra ECso % inhibicion
ug/ml
Verde-Liofilizada-SoxIhet VLS 188,91 +0,41° 54,60 + 0,19
Verde-Fresca-Soxlhet VFS 444,78 + 1,80 ¢ 24,95+ 0,412
Verde-Liofilizada-Ultrasonido VLU 237,22 +3,52°¢ 51,60+0,93°¢
Verde-Fresca-Ultrasonido VFU 204,62 +1,12° 44,08+0,90°

Nota. Laboratorio LIDA UNAD 2024. Fuente: Elaboracion propia. Letras minusculas a, b, c, d,

e, f indican diferencias significativas para cada tratamiento de extracto de totumo.

El extracto VLS tiene un desempefio en la inhibicién de radical DPPH* con un ECsg =

188,91 £ 0,41 pL de extracto para eliminar el 50% del radical al cabo de 60 minutos, en

comparacion con el trolox estandar ECso=2,95ug/ml. Si bien es evidente la eficiencia

antirradicalaria del trolox en comparacién con los extractos de totumo, también es claro que

estos poseen actividad antioxidante.

De acuerdo con otros estudios realizados, Das et al (2014) en analisis fitoquimico del

extracto crudo de etanol de hojas y corteza del tallo reveld la presencia de esteroides,

flavonoides, saponinas, taninos, glucésidos y terpenoides, mostrando una importante actividad

eliminadora de DPPH", (ICso = 8,78 ug/ml) en comparacion con el acido ascorbico estandar (ICso
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= 7,68 ng/ml). Gutiérrez (2022) recolectd frutos en Davao, Filipinas y utilizando cloroformo para
la extraccion de compuestos activos evalud la capacidad antioxidante de extractos fenol-
terpenoide de pulpa de Crescentia cujete L. frente al radical DPPH", utilizando como patron
acido ascorbico obteniendo un valor para el extracto de % ICso = 36,91 frente a un % ICso =
0,1519 de acido ascorbico a partir de una solucion 0,1 mM de DPPH® en metanol.

Actividad Antimicrobiana de los Extractos de Totumo

La actividad antimicrobiana de los extractos de la pulpa de totumo (Crescentia cujete L.)
se determind por el método de difusion en disco frente a las bacterias Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Streptococcus mutans.

A continuacion, la figura 6 presenta imagenes de los resultados obtenidos durante el
ensayo de inhibicién tomadas en laboratorio de microbiologia de la Universidad Nacional
Abierta y a Distancia - UNAD sede nacional José Celestino Mutis. En ellas se destaca la
presencia de halos de inhibicion en el extracto VLS con relacion a las cepas E. coli y S. mutans.
Posteriormente se presentaran los didmetros de dichos halos para determinar cuantitativamente

su efecto.
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Figura 6

Actividad antimicrobiana de extractos de totumo

Nota. La figura 6 muestra halos de inhibicion a) Extracto de totumo Verde-Liofilizado-SoxIhet.
VLS. Frente a cepa E. coli; b) Extracto de totumo Verde-Liofilizado-Soxlhet. VLS frente a cepa
S. aureus; c¢) Extracto de totumo Verde-Liofilizado-Soxlhet. VLS frente a cepa S. mutans; d)
Extracto de totumo Verde-Fresco-Ultrasonido. VFU frente a cepa E. coli; e) Extracto de totumo
Verde-Liofilizado- Ultrasonido. VLU frente a cepa S. aureus; f) Extracto de totumo Verde-
Fresco-Ultrasonido. VFU frente a cepa S. mutans; g) Extracto de totumo Verde-Fresco-Soxlet.
VFS frente a cepa E. coli; h) Extracto de totumo Verde-Liofilizado-Ultrasonido. VLU frente a
cepa S. aureus i) Extracto de totumo Verde-Fresco-Soxlet. VFS frente a cepa S. mutans. Fuente:

Elaboracion propia



S7

La tabla 5 presenta los resultados antimicrobianos de los extractos de totumo frente a las

cepas E. coli, S. aureus y S. mutans.

Tabla b

Resultados actividad antimicrobiana de extractos de totumo

Resultados halos de inhibicion de extractos de totumo frente a E coli, S. aureus y S. mutans

mGa;ierz Eis;[?:oo exs:cdign Muestra E. coli S. aureus S. mutans

Maduro Fresco Agitacion MFA 0x0°? 0+0¢2 35+4,95%
Maduro Fresco Soxlhet MFS 6,17 + 4,48 &P 0+02 4+566°?

Maduro Fresco Ultrasonido MFU 0x0® 2,5+3542Pb 5,83+4,48°
Maduro Liof. Agitacion MLA 283+4,018b 0+0° 3+4.24°

Maduro Liof. Soxlhet MLS 4+56620 0+02 75+1,65%
Maduro Liof. Ultrasonido MLU 6+57192° 3,67+5,192P 8,67+1,41°
Verde Fresco Agitacion VFA 2,33+33% 0+0¢® 35+4,95°
Verde Fresco Soxlhet VES 0x0® 2,33+3,3%P 7,670,472
Verde Fresco Ultrasonido VFU 3,83+5,4220b 0x0¢® 8,83+1,18%
Verde Liof. Agitacion VFA 15+212¢% 2,5+354ab 75+0,712
Verde Liof. Soxlhet VLS 10,83+ 2,59 ° 7+1,89° 7,83+2,12%
Verde Liof. Ultrasonido VLU 002 25+3542b 8,5+1,652

Nota. La tabla presenta los resultados antimicrobianos de los extractos de totumo frente a las

cepas E. coli, S. aureus y S. mutans. Fuente: Elaboracion propia. Letras minusculas diferentes en

cada columna indican diferencias significativas para cada tratamiento de extracto de totumo.

El extracto de totumo VLS alcanzé en promedio halos de inhibicion de 10,83 + 2,59 mm

frente a la cepa gram negativa E. coli; de 7,0 £ 1,89 mm, en relacién al S. aureus y de 7,83 +

2,12 mm frente al S. mutans, mientras que el extracto VFU presentd mayor actividad frente al S.

mutans con valores de 8,83 + 1,18 mm seguido de los extractos MLU, VLU con valores de 8,67

+ 1,41 mmy 8,50 £1,65 mm respectivamente. En general, todos los extractos tuvieron alguna

respuesta frente al S. mutans, mientras que frente al S. aureus los extractos no mostraron mayor

actividad.
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Prabukumar, et al (2017) demostro actividad antibiotica de nanoparticulas de oro
reducidas a partir de extracto acuoso de hojas de totumo (Crescentia cujete L) en patdgenos
gram negativos E. coli, y patdgenos gram positivos B. subtilis, encontrando que dicha actividad
depende de la dosis, tamafio de la superficie, el tipo de patdgeno (género y especie) debido a
diferencias en el espesor y composicion de la membrana; aungue en las bacterias gram positivas
las capas de peptidoglicano son méas gruesas que las gram negativas, estas ultimas cuentan con
una fina capa de lipopolisacaridos LPS (Shamaila et al., 2016; Malanovic y Lohner, 2016;
Roversi, et al 2014)

Hasanah, Widhiastuti y Syaefudin (2018), realizaron pruebas con extracto etanolico de
pulpa y corteza de berenuk (Crescentia cujete L) para determinar la actividad antibacteriana en
relacion con el crecimiento de Staphylococcus aureus y Escherichia coli; el andlisis fitoquimico
mostrd que la cascara del arbol que contenia alcaloides, saponinas, taninos y flavonoides,
mientras que la pulpa presentaba alcaloides y flavonoides. La importancia de este analisis se basa
en que el mecanismo del alcaloide como agente antibacteriano permeabiliza las células e inhibe
la bomba de eflujo de las ATPasas (Chusnie y Cushnie., 2014). Mientras que la saponina puede
interactuar con la membrana celular a través de enlaces de hidrégeno, sus propiedades similares
a las de un detergente pueden aumentar la permeabilidad de la membrana sin destruir las células
y aumentar la afluencia de nutrientes (Arabski et al., 2012). También se inform6 que los
flavonoides son eficaces como antimicrobianos, interactuando con el grupo de cabeza polar de la
membrana seguido de la penetracidn en regiones hidréfobas (Mengying, et al., 2014). Esta
investigacion demostrd que el extracto etandlico de la cascara y la pulpa del fruto de berenuk
tenia poco potencial como agente antimicrobiano frente a E. coli, ya que la concentracién

minima inhibitoria (CIM) obtenida fue alta.
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El Staphylococcus aureus, estructura en racimos en forma de uvas y pertenece al grupo
ESKAPE, acronimo de un grupo de patdgenos intrahospitalarios, y se refiere a: Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp que son resistentes a antimicrobianos (De Oliveira
et al., 2020).

Esta bacteria forma una capa de fibrina que se deposita sobre la bacteria e inhibe la
fagocitosis y produce biopeliculas mientras crea abscesos, esta sustancia polimérica extracelular
(EPS) consiste principalmente en polisacaridos, proteinas y ADN extracelular (¢eDNA), que
busca proteger a las células de factores ambientales nocivos, incluidos los antibioticos y el
sistema inmunitario del hospedero (Hall-Stoodley et al., 2004).

Cabe resaltar que cuando se plantea el uso de extractos como antimicrobianos, se
pretende que al igual que con el uso de medicamentos de uso clinico, la accion sobre estructuras
o funciones bacterianas ya sea inhibiendo la sintesis de la pared bacteriana, alterando la
integridad de la membrana citoplasmica, impidiendo la sintesis proteica o bloqueando la sintesis
y las funciones de &cidos nucleicos (Calvo y Martinez, 2008).

Analisis en el Infrarrojo (FTIR) de los Extractos

Para efectos de esta investigacion, se presentan graficas FTIR de extracto de totumo
Verde en estados fresco y liofilizado (VFA; VFL; VFU; VLU; VFS; VLS) con variacién en la
técnica de extraccion.

Las sefiales caracteristicas de los grupos funcionales de los extractos fueron analizadas en
el rango de los 400 a los 4000 cm™ para elucidar la presencia de diferentes grupos funcionales de

las moléculas presentes en el extracto.
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A continuacion, la figura 7 presenta una secuencia de graficas FTIR realizadas en el
laboratorio LIDA de la UNAD en los rangos de 4000 a 1500 cm™ y la figura 8 la secuencia de
graficas FTIR en el rango de 1500 a 400 cm'™*

Figura7

Graéfica FTIR de extractos de totumo. Rango 4000-1500 cm™*
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Nota. Grafica FTIR de extractos de totumo verde en estado fresco y liofilizado sometidos a
diferentes métodos de extraccion. Rango 4000-1500 cm™ Laboratorio LIDA UNAD 2024.

Fuente: Elaboracién propia



Figura 8

Graéfica FTIR de extractos de totumo. Rango 1500-400 cm™*
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Nota. Grafica 8 de FTIR de extractos de totumo verde en estado fresco y liofilizado sometidos a

diferentes métodos de extraccion. Rango 1500-400 cm™ Laboratorio LIDA UNAD 2024. Fuente:

Elaboracion propia
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La tabla 6 muestra la identificacion de las principales sefiales caracteristicas de los
espectros de extractos de totumo VFA; VFL; VFU; VLU; VFS; VLS.

Tabla 6

Identificacion de las principales sefiales caracteristicas de los espectros de extractos de totumo
VFA; VFL; VFU; VLU; VFS; VLS.

Numero de_l Tipo de sefial Tipo de enlace Grupos funcionales
onda en cm
32703290 Tensién 0-H Fenoles, acidos carboxil_ico,s y formacion
de puentes de hidrdgeno
2980-2933  Vibraciones de tension C-H Alcanos
1724-1716 Tension Cc=0 Aldehido, acidos carboxilicos
1632-1626 Tension Cc=C Alquenos
1578 Vibracién estructura C=0 Anillos aromaticos
1446 Flexién asimétrica C-H Metilo
1366 Flexion simétrica C-H Metilo
1276 Tension c-0 Acidos carboxilicos
1220 Tension C-0 Fenoles
1150 Tension C-0 Alcoholes terciarios
1100 Tension C-0 Alcoholes secundarios
1030 Tension C-O0 Alcoholes primarios
1017-992 Flexion C-H Alguenos monosustituidos
925-900 Flexion C-O-H Acidos carboxilicos
Vibraciones de Aromaticos monosustituidos, Anillo
742 absorcion =CH bencénico
Vibraciones de Alcanos
705-690 absorcion C-H

Nota. VFA: Verde-Fresco-Agitacion; VFL: Verde-Fresco-Liofilizado; VFU: Verde-Fresco-
Ultrasonindo; VLU: Verde-Liofilizado-Ultrasonido; VFS: Verde-Fresco-Soxlhet; VLS: Verde-
Liofilizado-Soxlhet. Fuente: Elaboracion propia.

Como se puede observar, las sefiales caracteristicas de los enlaces O-H centrados
alrededor de los 3280 cm™ son menos pronunciadas en los extractos liofilizados que en los
frescos, esto se debe probablemente a la relacion entre compuestos de los extractos liofilizados y

solvente es mas reducida, mientras que los extractos frescos contienen més agua. Resultando la



liofilizacion, un proceso que ofrece mayor capacidad de extraccion e identificacion de sefiales
como se aprecia fundamentalmente al comparar las lecturas FTIR entre extractos frescos y
liofilizados. Por otro lado, al comparar los métodos de extraccion, se observa que el Soxlhet

ofrece un mayor grado de extraccion que se aprecia no solo en el nimero de bandas, sino

también en la definicién e intensidad de las mismas.

Caracterizacion de Peliculas de Degradacion Oral

Una vez obtenida la pelicula de control (sin extracto) denominada F1, se procedi6 a
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funcionalizar las peliculas con extracto de totumo Verde-Liofilizado-Soxlhet que exhibié mayor

contenido de fenoles en la caracterizacion de extractos y se identificaron como: F2 4% ET-VLS;

F3 5% ET-VLS; F4 6% ET-VLS; Y F5 7% ET-VLS.

Espesor de las Peliculas de Degradacion Oral

El espesor de las peliculas se medié con un Micrémetro digital Resolucion 0,001 mm.

Los resultados se muestran en la tabla 7.

Tabla 7

Espesor de peliculas con adicion de diferentes porcentajes de extracto de totumo Verde-

Liofilizado-Soxlhet

Formulacion Mediax D.E.
F1- 0% Extracto 0,05+0,012
F2- 4% ET-VLS 0,06 £0,012
F3-5% ET-VLS 0,06 £0,022
F4- 6% ET-VLS 0,06 £0,012
F5- 7% ET-VLS 0,06 +0,012

Nota. ET-VLS: Extracto de totumo Verde-Liofilizado-Soxlhet. Fuente: Elaboracion propia.

Letras minGsculas diferentes en una misma columna indican diferencias significativas para cada

tratamiento de extracto de totumo.
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Aunque el método de evaporacion de solventes y el disposicidn en cajas petri no produce
necesariamente peliculas de espesor o densidad homogeéneo, probablemente debido a desniveles
del plano, de acuerdo con el analisis estadistico, la adicidn de extractos en diferentes
concentraciones no afecta significativamente el espesor de las peliculas.

Color y Barreraa la Luz

Se evaluo el efecto de los extractos sobre las cualidades estéticas de las peliculas de
degradacion oral y su capacidad de ejercer resistencia al paso de la luz.

La figura 9 ilustra el cambio de tonalidad de las peliculas en funcion de una mayor
concentracion de extracto de totumo.

Figura 9

Aspecto visual de Peliculas de CMC y Gelatina con diferentes porcentajes de extracto de totumo

Y

Nota. Peliculas de CMC y Gelatina con diferentes porcentajes de extracto de totumo. a. F1 0%
ET; b. F2 4% ET-VLS; c. F3 5% ET-VLS; d.F4 6% ET-VLS; e. F5 7% ET-VLS. Laboratorio

LIDA 2024. Fuente: Elaboracién propia
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Como se puede observar, estas peliculas presentan superficies lisas y visualmente de
tonalidad homogénea, sin material particulado o granular y su tonalidad se incrementa en la
medida que se adiciona una mayor concentracion de extracto.

La figura 10 ilustra la barrera a la luz UV-visible y FTIR de las diferentes peliculas, los
valores son reportados como % de transmitancia.

Figura 10
Barrera a la luz UV-visible de peliculas funcionalizadas con extracto de totumo a diferentes

porcentajes
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Nota. Imagen de barrera a la luz UV-visible y FTIR de peliculas funcionalizadas con extracto de
totumo a diferentes %. a UV-vis. F1 0% ET; F2 4% ET-VLS; F3 5% ET-VLS; F4 6% ET-VLS;
F5 7% ET-VLS. Fuente: Elaboracion propia

Al verificar el comportamiento de las peliculas en el espectro visible y en el infrarrojo, se
logra identificar primero en el espectro UV-vis que en la medida que se incrementa la
concentracion de extracto en las peliculas, la transmitancia desciende debido a la concentracion
de cromoforos de los compuestos presentes en los extractos que absorben una mayor cantidad de
luz radiante, implicando que la barrera (absorcién) se incrementa a medida que se concentra el

extracto en la pelicula funcionalizada, que pueden ser verificados mateméaticamente si se
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considera que la absorbancia A=-log10 (T) o A=1og10 (1/T), siendo T (transmitancia),
entonces altos valores de transmitancia daran valores de absorbancia bajos y viceversa, dado que
el valor T se ubica en el denominador de la ecuacion, acercandonos de esta manera a una idea
sobre las densidad dptica de las peliculas; por otro lado, al revisar las graficas en el espectro
infrarrojo mediante equipo FTIR que trabaja a mayores longitudes de onda, el cambio en la
concentracion de los extractos se manifiesta en forma de picos de porcentajes de transmitancia
(fraccion de radiacion incidente que pasa a través de la muestra sin ser absorbidos) mas altos a
medida que se incrementa la concentracidn del extracto en la pelicula implicando mayores
absorbancias. Matematicamente, este valor de transmitancia se calcula utilizando la ecuacion T=
I/19, donde | es la intensidad de la luz transmitida por el medio e lo es la intensidad de la luz
incidente y el rango (T%=1/10 *100) varia entre el 0% (no hay transmision) y el 100%
(transmision total); de tal manera que al considerarse en el numerador valores | (intensidad de
luz transmitida por el medio) altos, respecto a los de la luz incidente inicialmente, dara como
resultados valores de absorbancia bajos.

En conclusién, en el espectro ultravioleta las peliculas de degradacion oral
funcionalizadas con extracto de totumo muestran un descenso de la transmitancia a medida que
incrementa la concentracion, implicando incrementos de la absorbancia y la densidad 6ptica,
mientras que en el espectro infrarrojo mayores concentraciones de extracto se expresan mediante
picos de transmitancia altos.

Tiempo de Desintegracién

La desintegracion de las peliculas se determina por el tiempo de falla subita o tiempo que
demora la gota de agua en perforar la matriz biopolimérica.

La figura 11 muestra una gota agua desintegrando la pelicula de desintegracion oral
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Figura 11

Prueba de desintegracion.

Nota. i':o‘to prdeba de desintegracion muestra una gota de agua sobre biopelicula durante test de
desintegracion. Laboratorio LIDA-UNAD 2024. Fuente: Elaboracion propia

La tabla 8 muestra los datos de tiempo de desintegracion de las peliculas en funcién de la
formulacién de las peliculas.
Tabla 8

Tiempo de desintegracion de peliculas segun formulacion

Formulacion Tiempo de Desintegracion en s + D.S.
F10% VLS 28,67+14,22 2
F2 4% VLS 25,97+14,22%2
F3 5% VLS 29,8+18,012
F4 6% VLS 45,8+6,92 b
F5 7% VLS 54,57+9,69 °

Nota. La tabla 8 muestra los datos de tiempo de desintegracién de las peliculas en funcion
de la formulacion de las peliculas. F1 0% adicion de extracto de totumo Verde-Liofilizado-
Soxlhet; F2 4% adicion de extracto de totumo Verde-Liofilizado-Soxlhet; F3 5% adicion de
extracto de totumo Verde-Liofilizado-SoxIhet; F4 6% adicion de extracto de totumo Verde-
Liofilizado-Soxlhet; F5 7% adicion de extracto de totumo Verde-Liofilizado-SoxIhet. Fuente:
Elaboracion propia. Las letras diferentes a, b, indican diferencias significativas para cada
formulacion.

De acuerdo con el andlisis estadistico del test de fischer la adicién de extractos en las

concentraciones estudiadas no presenta diferencias significativas en el tiempo de desintegracion
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para las formulaciones F1, F2 y F3, no obstante, a medida que se aumenta la cantidad de extracto
adicionado a las peliculas al 6 y 7%, el tiempo de desintegracion se incrementa, generando
cambios significativos en el tiempo.
Dado que las peliculas no tienen un grosor estandar, se procedio a verificar de qué
manera el grosor de las peliculas puede influir en el tiempo de desintegracion de las peliculas.
Latabla 9 Presenta la relacion entre el grosor de la pelicula y el tiempo de desintegracion
en segundos.

Tabla 9

Tiempo de desintegracion en funcion del grosor de las peliculas

Formulacion Grosor medioenmm £ DS Tiempo medio de desintegracion en s £ DS
F1-0% 0,05+0,020% 28,67 £14,22%
F2-4% 0,05 + 0,003 2 25,97 + 14,22 2
F3-5% 0,05+0,010% 29,8 +18,01 2P
F4-6% 0,06 +0,010 " 422 +4,24 "
F4-6% 0,07 £ 0,000 P 53+0,00%P
F5-7% 0,08 + 0,010 &P 54,57 + 9,69 °

Nota. Letras minusculas diferentes a, b, indican diferencias significativas para cada formulacion.
Fuente: Elaboracion propia

De acuerdo con el analisis estadistico y la prueba de Fischer, el grosor de la pelicula
influye en el tiempo de desintegracion de la pelicula, por lo tanto, se puede deducir que la
resistencia a la desintegracion es directamente proporcional a la concentracién de extracto
adicionado y el grosor de las peliculas.

Contenido de Humedad y Solubilidad de las Peliculas de Degradacion Oral

La humedad de peliculas se determin6 por secado a 100°C por 24 horas hasta peso
constante; la solubilidad de las peliculas se determiné como pérdida de peso porcentual
considerado en la metodologia y el grosor se determiné utilizando micrémetro digital Mitutoyo

0-12,5 mm.
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La tabla 10 presenta la formulacion, el grosor, porcentaje de humedad y solubilidad de las
peliculas de degradacion oral y las diferencias estadisticas con base en test de Fischer y un valor
p<0,05.

Tabla 10

Porcentaje de solubilidad peliculas

Formulacion Grosor % Solubilidad = D.S. % Humedad
F1 0% ET-VLS 0,05 + 0,008 &P 61,09 + 14,10 15,15 +0,32°
F2 4% ET-VLS 0,06 + 0,007 47,19 £2,27° 11,03+1,122
F3 5% ET-VLS 0,06 + 0,011 >¢ 47,62 +1,23" 12,87 +1,26a,°
F4 6% ET-VLS 0,04 + 0,006 ? 45,42 +6,41° 12,62 + 2,66 P
F5 7% ET-VLS 0,05 + 0,006 ¢ 48,16 +1,62° 135+1,11%°P

Nota. ET-VLS: Extracto de totumo Verde-Liofilizado-Soxlhet. Letras minusculas en cada
columna indican diferencias estadisticas significativas. Fuente. Elaboracién propia

Al analizar el grosor, la solubilidad y el contenido de humedad de las peliculas de
degradacion oral (F1-0% ET-VLS) frente a las funcionalizadas, se deduce que la adicion de
extractos no influye en el grosor de las mismas, aspecto que ya con anterioridad se habia
estudiado de manera estadistica; no obstante, si se aprecian diferencias estadisticas en la
solubilidad y el contenido de humedad. Con respecto a la solubilidad, se debe considerar que los
fenoles son compuestos polares, parecidos a los alcoholes, relativamente solubles en agua y
aunque exhiben puentes de hidrogeno, constituyen un grupo quimico diferente, tienen una
proporcion carbono y grupos funcionales -OH relativamente baja (6:1 en las moléculas mas
simples), no debiendo ser mayor de 3:1 para que la solubilizacion sea completa, razon por la
cual, el proceso de extraccion o solubilizacion de compuestos se realizaron con etanol, mientras

que las peliculas se solubilizaron en agua, adicionalmente, la conformacién de interacciones
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moleculares del extracto con la red polimérica de la matriz (gelatina-CMC-sorbitol) influye en el
proceso. Con relacion al contenido de humedad, también se observan diferencias estadisticas
entre las formulaciones F1-0% y F2-4% aunque no entre las formulaciones F1-0% vy las
formulaciones F5, F6 y F7 que tienen mayor adicidn de extracto, este efecto se puede deber al
contenido de humedad (agua) presente en los extractos, pese al mayor contenido de sélidos que
se presentes en los mismos.

Andlisis en el Infrarrojo (FTIR) de las Peliculas de Degradacion Oral

El andlisis de las bandas de las peliculas permite de manera cualitativa identificar enlaces
y posibles grupos funcionales, la comparacién entre las graficas FTIR de la matriz polimérica sin
y con adicion de extracto, permiten diferenciar el efecto de la funcionalizacion de las peliculas.

A continuacion, la figura 12 presenta las principales sefiales caracteristicas determinadas
a través de espectrofotometria de infrarrojo con transformada de Fourier FTIR/ATR del extracto

de totumo VLS y las peliculas funcionalizadas en el rango de 4000-1500 cm



Figura 12

Espectros FTIR del extracto de totumo VLS y las peliculas funcionalizadas con las principales
sefiales caracteristicas
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La figura 13 presenta las principales sefiales caracteristicas determinadas a través de
espectrofotometria de infrarrojo con transformada de Fourier FTIR/ATR del extracto de totumo
VLS y las peliculas funcionalizadas en el rango de 1500-400 cm™

Figura 13

Espectros FTIR del extracto de totumo VLS y las peliculas funcionalizadas con las principales
sefiales caracteristicas en el rango 1500 a 400 cm™.
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La tabla 12 presenta las principales sefiales presentes en la estructura de las peliculas a
base de gelatina tipo A, CMC y sorbitol, funcionalizadas con diferentes porcentajes de extracto
de totumo.

Tabla 12

Principales sefiales de espectros FTIR de peliculas

Numero di Tipo de sefial Tipo de enlace Grupos funcionales
ondaencm
3980 Tension O-Hy NH Grupos alcohol y ami_da,, formacion de
puentes de hidrégeno
3082 Vibraciones de tensién C-H Alguenos, vibraciones de tensién C-H Sp2
2930-2876 Tension C-H Alcanos C-H Sp3
Amida I, representando los enlaces C=0
1628 Tension C=0 de la gelatina, y al enlace de hidrégeno
relacionados al COOH de la CMC.
Amida Il de la gelatina. De igual forma, la
N N-Hy C-N; amida Il podria estar interactuando con el
1578 Balanceo y estiramiento -COOH grupo —COOH de la CMC (Esteghlal et
al., 2018).
1320 Estiramiento y balanceo C-N; N-H Amida Ill.
1284 Tension C-O0 Acidos carboxilicos
1239- 1204 Flexion C-0 Aminas alifaticas
1154 Flexion C-N Alcoholes terciarios
1054 Tension C-O0 Alcoholes primarios

Nota. La tabla 12 presenta Principales sefiales de espectros FTIR de peliculas F1 0% VLS; F2 4%
VLS; F3 5% VLS; F4 6% VLS; F5 7% VLS. Fuente: Elaboracion propia

Como se puede apreciar, algunos picos se mantienen, aunque variando su intensidad y
otros desaparecen. El incremento en la intensidad de la transmitancia tras la adicién de ET-VLS
se debe probablemente a interacciones con los componentes poliméricos de la pelicula o un
solapamiento de picos con enlaces O-H identificados en la misma region; la adicion de ET-VLS
a las peliculas de Gelatina-CMC-Sorbitol favorecio la interaccion molecular (estiramiento) en la
region de enlaces —OH posiblemente debido a la cantidad de compuestos fendlicos presentes en

el extracto (Tanwar et al., 2021). El incremento de la transmitancia en algunos picos
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identificados en las peliculas adicionadas, podrian indicar que los componentes poliméricos
utilizados podrian estar limitando/reduciendo la actividad de los fenoles y flavonoides presentes
en el extracto de totumo.

Actividad Antimicrobiana

La figura 14 muestra las peliculas funcionalizadas con ET-VLS y su efecto inhibitorio
sobre la cepa E. coli. Como se puede observar, la adicion del extracto en la matriz biopolimérica
no logro inhibir el crecimiento de E.coli, en concordancia con lo evidenciado por Chusnie y
Cushnie, (2014); es probable que se deba adicionar una mayor cantidad de extracto a la matriz,
para lograr actividad antimicrobiana de las peliculas.

Figura 14

Halos de inhibicién peliculas funcionalizadas frente a E. coli.

la\llota. Halos de inhib?ci(’)n peliculas func(itonalizadas con difec:entes porcentajes deé extracto de
totumo frente a E. coli. a. F1 0% ET; b. F2 4% ET-VLS; c. F3 5% ET-VLS; d.F4 6% ET-VLS;
e. F5 7% ET-VLS. Fuente: Elaboracion propia.

Posiblemente la respuesta negativa se deba a reacciones de acomplejamiento entre
taninos y gelatina presente en la matriz biopolimérica y debido al ingreso de grupos hidroxilo
fenolicos a las areas hidrofobicas de la gelatina, pudiendo generar complejos tanto solubles como
insolubles dependiendo del tamafio de los taninos tal como lo ha descrito Yi, Cheng, & Xing,

(2015) y posiblemente limitando que estos estén disponibles para la accion antimicrobiana.
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Con relacion al Streptococcus mutans se presentaron halos de inhibicion de entre 4,6 y 5
cm respecto al didmetro de 2,5 cm de las peliculas utilizadas en el ensayo.

A continuacion, la figura 15 muestra los halos de inhibicidn obtenidos a diferentes
concentraciones.

Figura 15

Halos de inhibicién peliculas funcionalizadas frente a S. mutans

Nota. La figura 17 muestra Halos de inhibicién peliculas funcionalizadas con extracto de totumo
Verde Liofilizado Soxlhet frente a S. mutans. a. F2 4% ET-VLS; b. F3 5% ET-VLS; c.F4 6%
ET-VLS; d. F5 7% ET-VLS. Laboratorio LIDA UNAD 2024. Fuente: Elaboracion propia.

Los estreptococos son bacterias gram positivas con forma de coco, se estructuran en
cadenas o0 en parejas, no manifiestan movimiento, no esporulan y tienden a cambiar su forma de
coco a una mas alargadas como bacilo. Uno de sus factores de virulencia se relaciona con su
capacidad de fermentar azlcares para formar acidos organicos, disminuir el pH atenuando la
influencia de la acidificacién incrementando la actividad de la F-ATPasa, que transporta
protones fuera de la célula en asociacién con la hidrolisis de Adenosina Trifosfato (ATP) para
mantener pH en el medio intracelular mas alcalino que en el medio extracelular (Abreu e
Hidalgo, 2013). Es probable que este factor haya incidido en la degradacién de polisacaridos del

CMC presentes en la red tridimensional de la matriz polimérica permitiendo la liberacién de
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compuestos (saponinas o alcaloides) con capacidad de alterar la membrana celular del
microorganismo y permitiendo la accién inhibitoria del extracto de totumo.

De acuerdo con Hasanah (2018) Las saponinas de origen natural pueden actuar como
detergentes y degradar capa externa de lipopolisacaridos propia de las bacterias facilitando la
posterior actuacion de alcaloides que actlan permeabilizando las células e inhibiendo la bomba
de flujo de las ATPasas. Por otro lado, Dasgupta y Mehta, (2023) reportd presencia de alcaloides
a razén de 57,15 + 0,39 mg/g de muestra y saponinas en un 17,0 £ 0,35 % en el fruto del totumo
y Oluwafemi (2010) reporto la presencia de fenoles, flavonoides, taninos, saponinas y alcaloides
ademas de cianuro de hidrogeno en el fruto de Crescentia cujete L.

Jacome et al., (2020) verificd un efecto antimicrobiano de hojas de Coité (Crescentia
cujete L) similar a la clorhexidina para S. mutans, advirtiendo un campo de investigacién para
verificar su uso como solucion intraoral en personas con alta actividad de caries dental que
requieren el uso de antimicrobianos. La comparacion del efecto del Coité con el digluconato de
clorhexidina es importante, dado que este Gltimo es considerado el estandar como antimicrobiano
para uso odontologico.

Salta a la vista como los factores de virulencia o caracteristicas propias de las bacterias
gram positivas S. aureus y S. mutans, posiblemente pueden influir en el efecto inhibitorio del
extracto de totumo al igual que las posibles interacciones de acomplejamiento entre la gelatina
que forma la matriz y los taninos presentes en el extracto tal como lo describe Yi, Cheng, &
Xing, (2015), limitando posiblemente su efecto sobre bacterias gram negativas como la E. coli.
no obstante, haria falta realizar pruebas para determinar si este fenémeno se reproduce en el caso
de los taninos presentes en el extracto de totumo. Por otro lado, se ha reportado que la adicién de

sorbitol influye en la estabilidad estructural de las matrices poliméricas e interviniendo en la
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difusividad de compuestos encapsulados y disminuyendo la temperatura de transicion vitrea de la
pelicula, Diaz-Calderon et al., (2015), elemento que podria ser objeto de futuros estudios a fin de
establecer las implicaciones de la adicion o disminucion de este plastificante en la estructura de
la matriz y la difusividad de los extractos.

Contenido de Fenoles Totales de las Peliculas de Degradacion Oral

La tabla 13 presenta las concentraciones de fenoles totales en las peliculas
funcionalizadas determinado mediante proceso colorimétrico.

Tabla 1

Fenoles totales presentes en peliculas adicionadas con extracto de totumo Verde-Liofilizado-
Soxlhet en diferentes concentraciones

Fenoles totales en peliculas

Formulacion % E.T.VLS mg GAE/ g pelicula
F1 0% 0,00 + 0,002
F2 4% 0,05+ 0,04 °
F3 5% 0,04 +0,04°
F4 6% 0,44+ 0,04 ¢
F5 7% 0,63 +0,04 ¢

Nota. La tabla 13 presenta las concentraciones de fenoles totales expresados como miligramos
equivalentes de acido galico por cada gramo de pelicula (mg GAE / g pelicula). Letras
minusculas en cada columna indican diferencias estadisticas significativas. Fuente: Elaboracion
propia.

El contenido de fenoles totales aumenta con el incremento de las dosificaciones, no
obstante, son inferiores a los contenidos de los extractos que para la muestra Verde-Liofilizado-
Soxlhet (VLS) fue de 4,7 mg GAE/ g extracto.

Liberacién In Vitro de Peliculas de Degradacion Oral

La figura 16 muestra el porcentaje de extracto liberado por las peliculas F4 y F5 en

funcion del tiempo.



78

Figura 16

Perfil de liberacion fenoles en peliculas F4 y F5
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Nota. La figura 16 presenta el perfil de liberacion de fenoles de las peliculas identificadas como
F4 6% de extracto de totumo Verde-Liofilizado-Soxlhet y F5 7% de extracto de totumo Verde-
Liofilizado-Soxlhet. Laboratorio LIDA UNAD 2024. Fuente: Elaboracién propia.

La grafica del perfil permite observar un mayor porcentaje de liberacion de compuestos
en la medida que incrementa la concentracién de extractos adicionados, durante un lapso de
tiempo definido. Adicionalmente se contempla tres momentos en dicha liberacion; inicialmente
sucede de manera rapida; luego la pendiente cae y posteriormente vuelve a incrementarse de
manera constante; esto se debe probablemente a que en un primer momento, la matriz polimérica
no ha generado una capa de hidrogel y el extracto proximo a la superficie se libera de manera
rapida, posteriormente y en la medida que el agua ingresa en la matriz, genera hinchamiento, el
limite de contacto se mueve y la liberacion se ralentiza, mientras el sistema llega una tercera fase
en la cual el transporte entre las capas internas externas se reorganiza y el gradiente de

concentracion permite una velocidad de difusion constante. Definir los perfiles y velocidades de
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liberacion tienen gran importancia a nivel farmacocinético, ya que se debe hacer coincidir estos
con los requisitos fisioldgicos y crono-terapéuticos necesarios para lograr los efectos deseados.
Cinética de Liberacion en Peliculas de Degradacion Oral

La tabla 14 presenta la cinética de liberacion de acuerdo con diferentes modelos que
explican el proceso.

Tabla 14

Cinética de liberacion de fenoles

Formulacion Modelo cinético R? k N

Orden cero 0,9307 6,0*10-5 Na

Primer orden 0,9314 6,0*10-5 Na

F4 VLS Higuchi 0,9884 0,0009 Na
Korsmeyer-Peppas 0,9861 0,0005 0,5992

Hixon-Crowell 0,9312 2,0%10-5 Na

Orden cero 0,986 0,0001 Na

Primer orden 0,9869 0,0001 Na

F5 VLS Higuchi 0,9684 0,0019 Na
Korsmeyer-Peppas 0,9175 0,0017 0,4849

Hixon-Crowell 0,9866 4,0*10-5 Na

Nota. La tabla 14 presenta los valores de correlacion R?, coeficientes de difusion y valor del
exponente n para el modelo Korsmeyer-Peppas. Fuente: Elaboracion propia.

La cinética de liberacion de compuestos hace referencia a la velocidad con que se entrega
un farmaco en un sistema y se entiende como una transferencia de masa que se produce en la
medida que la matriz polimérica conformada por sustancias supramoleculares anfitrionas
(gelatina-CMC- sorbitol) soluble se humedece, hincha y genera una capa de hidrogel que
controla el ingreso de agua al interior de la matriz y permite la difusion del extracto de totumo
(sustancia huésped) hacia el exterior. Este proceso se lleva a cabo mediante un modelado de
liberacion de principios activos que se dispersan mediante limites méviles. Por lo tanto, la

velocidad de difusion podria ser modulada variando los componentes de la matriz tal y como por
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ejemplo anteriormente lo habia referido Diaz-Calderon et al., (2015) en relacién con el sorbitol
que cumpliria en este caso el papel de surfactante dentro de la estructura polimérica.

Como se puede observar, en el caso de la biopelicula F4, el modelo matemaético que
mejor explica la cinética de liberacion es el de Higuchi, donde la cinética de liberacion del
extracto esta regida por sus propiedades fisicas, en especial por su peso molecular y solubilidad
tanto en la matriz polimérica como en agua; por la cantidad de extracto incorporado en la matriz
y por la geometria de esta, mientras que la velocidad de liberacion cae gradualmente,
dependiendo del gradiente del area superficial y la densidad de la pelicula mientras que si hay
suficiente extracto para mantener el gradiente de concentracion, la velocidad de difusion a través
de la membrana se mantendra constante. En el proceso, el solvente (saliva o solucion) hincha
paulatinamente la pelicula de degradacion, generando una capa limite de hidrogel que presenta
inicialmente resistencia a la transferencia de masa y la difusion a través de la matriz no puede ser
explicada por la ley de Fick dado que, en este caso la velocidad de difusion no solo depende de la
concentracion del extracto. En este sentido, Higuchi propone que la fraccion de extracto liberado
en cada punto de tiempo (Mt/Mwo) es equivalente al producto entre (KH) constante de disolucion
de Higuchi (que reune la solubilidad y el coeficiente de difusion del farmaco en la matriz) y la
raiz cuadrada del tiempo (t*?).

En cuanto a la cinética de liberacion de la pelicula F5 con mayor contenido de extracto,
evidencia como este influye la cinética y, por lo tanto, el modelo matematico de primer orden
explica de mejor manera el proceso de difusion. En virtud de ello, la liberacion es directamente
proporcional a la concentracion de extracto y la velocidad de disolucién disminuye con el
tiempo. Esto se debe posiblemente a que la relacidn entre la concentracion de extracto-

composicién supramolecular de la matriz polimérica genera inestabilidades en los puentes de
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hidrogeno durante el proceso de disolucién. Es probable que los espacios de inclusion de la
matriz estén mas saturados de extracto generando en la arquitectura del sistema condiciones
limite cambiantes que dificultan mantener estables dichas uniones de manera tal que al inicio de
la difusion y en presencia de solvente hay una mayor disponibilidad de principios activos que
debido al gradiente de concentracion se dispersan a mayor velocidad en el medio. En este
sentido, aunque la transferencia a través de la membrana de un espesor (L) esta determinada por
los limites que cambian con el tiempo durante el hinchamiento y el flujo que entra y sale de
estos, siendo mayor el intercambio al inicio del proceso debido al gradiente de concentracion

(Mircio C. et al 2019)
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Conclusiones

El proceso de liofilizacion de la pulpa, permite obtener extractos con mayor contenido de
compuestos en relacion a los obtenidos a partir de pulpa fresca tal y como se evidencia en la
cuantificacion del contenido de fenoles y flavonoides; de igual manera, las lecturas de las
principales sefales caracteristicas de los espectros FTIR en la regién de los enlaces O-H
centrados alrededor de los 3280 cm™ son menos intensas en los extractos liofilizados que en los
frescos, probablemente a una menor cantidad de agua o enlaces (H-OH).

Este mayor contenido de compuestos también fue influenciado por la técnica de
extraccion, siendo el soxlhet la que presentd mas eficiencia frente a técnicas como el ultrasonido
0 agitacion que se realizan a menor temperatura; adicionalmente, al comparar los métodos de
extraccion en las lecturas de sefiales FTIR se observa que el soxhlet ofrece un mayor grado de
extraccion que se aprecia no solo en el nimero de bandas, sino también en la definicion e
intensidad de las mismas.

Aunque los extractos de totumo provenientes de frutos verdes y maduros sometidos a
método de extraccidn soxhlet presentan cantidades similares de fenoles, expresados como
equivalentes de &cido galico por miligramo, el contenido de flavonoides de los extractos verdes
liofilizados es mayor que los provenientes de frutos maduros.

El extracto de totumo identificado como Verde-Liofilizado-Soxhlet present6 capacidad
antioxidante ECso = 188,91 £ 0,41 pg/ml frente al radical DPPH" que puede ser baja si se
compara frente al estdndar trolox que present6 una de ECs0=2,95ug/ml implicando que, aunque
el extracto tiene capacidad antioxidante, su eficiencia no es mayor que el patron de comparacion

utilizado.
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En general, todos los extractos tuvieron actividad antimicrobiana frente a S. mutans,
mientras que frente a S. aureus los extractos no mostraron mayor actividad. Con relacion a E.
coli, el extracto de totumo VLS alcanz6 en promedio halos de inhibicion de 10,83 £ 2,59 y el
extracto VFU presentdé mayor actividad frente al S. mutans con valores de 8,83 £ 1,18 mm
teniendo como referencia difusion en discos de 6 mm de diametro. Aunque en principio se podria
considerar que estos resultados indicarian una baja o nula capacidad antimicrobiana para un
extracto natural, seria importante analizar si el uso de extractos mas concentrados refiere los
mismos u otros resultados.

La adicién de extractos a las peliculas no mostré diferencias estadisticamente
significativas en el espesor y contenido de humedad frente a la pelicula de control; por otro lado,
su opacidad si se presento diferencias apreciables no solo a simple vista sino también al ser
sometidas a analisis espectrofotométrico UV/Visible, presentando mayor barrera a la luz a
medida que se incrementd la concentracion de extracto.

Si bien, la composicion polimérica de la pelicula confiere a la estructura cierta resistencia
a la desintegracion, estadisticamente, este también se ve influenciado por dos variables, el grosor
de la pelicula y el incremento en la concentracion de los extractos, esto implica una interaccion
entre los compuestos del extracto y las macromoléculas empleadas en la fabricacién de las
peliculas y el sorbitol empleado en la plastificacion.

Esta interaccion molecular matriz-extracto, limit6 el efecto antimicrobiano frente a E.
coli, mientras que para el caso de S. mutans present6 halos de inhibicién de hasta 5 cm teniendo
como referencia discos funcionalizados con extracto de totumo VLS entre el 4y el 7%.

El perfil de liberacion de compuestos establece que, a mayor concentracion, mayor

porcentaje de liberacion en un mismo rango de tiempo, mientras que la cinética nos indica que la
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liberacion esta mediada no solo por la concentracion de los extractos adicionados sino por
fendmenos fisicoquimicos que se producen en la medida que la matriz polimérica formada por
supra moléculas con capacidad de organizarse estructuralmente mediante enlaces
intermoleculares se humecta, hincha y genera una capa de hidrogel que controla el ingreso de
agua al interior de la matriz modulando la transferencia del extracto de totumo hacia el exterior,
es decir, ofreciendo cierta resistencia a la difusion, por la relacion superficie-volumeny el
tiempo de exposicion a humedad para que la matriz inicie el proceso de desintegracion,
disgregacion y difusion.

La matriz polimérica es una red formada por una gelatina (proteina) que presenta entre
otros, grupos funcionales carboxilo (COOH), mientras que la CMC es un polisacarido que tiene
grupos hidroxilo (OH) al igual que el sorbitol, generando fuerzas intermoleculares y a la
formacion de puentes de hidrogeno y otras interacciones con capacidad de generar un gel estable
que permite encapsular agua y principios activos presentes en los extractos. Para la formacion de
este gel, se hace necesario proporcionar temperatura al sistema, de tal manera que se rompan las
fuerzas de atraccion entre los componentes puros y se dé lugar a la formacidn de nuevas uniones

intermoleculares que al enfriarse se estabilizan formado la red gelificada.



85

Recomendaciones

El presente trabajo ha mostrado que los extractos de totumo VLS tienen potencialidad
para inhibir S. mutans, esta bacteria con sus c, e y f, sanguis, sobrinus y cricetus esta asociada a
la presencia de caries debido a su capacidad de variacién morfologica de acuerdo al pH del
medio, fermentar polisacaridos, producir &cidos y generar desmineralizacion dental por la
pérdida de calcio entre otros. Adicionalmente el S. mutans ha sido asociado a casos de
endocarditis infecciosa, enfermedad séptica que causa masas bacterianas en las valvulas
cardiacas, causando diversos sintomas debido a la insuficiencia. También puede causar
bacteriemias y se ha relacionado un caso de infeccidn de protesis articular debido probablemente
a su capacidad de migrar desde la cavidad bucal alcanzando el corriente sanguineo cuando se
produce pulpitis. Por lo tanto, se podria considerar realizar mas estudios que permitan identificar
los compuestos que intervienen en la inhibicion de esta cepa y determinar cudl seria la
concentracion minima inhibitoria (CIM) a fin de explorar oportunidades como antibidtico
alternativo a la clorhexidina que es el medicamento utilizado por excelencia en el ambito
odontoldgico y prevenir otras patologias derivadas de la movilidad de este microrganismo a otros
organos Y tejidos.

Con relacion a la matriz polimérica, el estudio demostré interaccion molecular entre esta
y los compuestos del totumo pueden limitar de alguna manera su accion antimicrobiana, por lo
tanto, se hace necesario realizar estudios adicionales que permitan establecer si se puede elaborar

una pelicula que mejore las condiciones actuales de perfil de liberacion.
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