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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo determinar la eficacia antimicrobiana del
aceite esencial de Minthostachys Mollis (mufia) sobre Enterococcus Faecalis
(ATCC 29212). Se realizé un estudio de tipo experimental in vitro, prospectivo ,
transversal y comparativo, se utilizé una muestra de 68 discos embebidos en
diferentes concentraciones de 25%, 50%, 75%, 100% del Aceite esencial de
(Mufa) utilizando el método de difusion de discos, utilizando controles: positivo
de Clorhexidina al 0.12% y control negativo de agua destilada. En los resultados
se observo que el aceite esencial de Minthostachys Mollis (Muia) en 24 horas
produjo una media maxima de 10,0 mm al 50 % y al 10,9 mm al 75% y 11,8 mm
al 100% comprobando su efectividad. A las 48 horas produjo una media maxima
de 10,3 mm al 50 % y 11,4mm al 75 % y 11,6 mm al 100%; finalmente , se
concluyd que el aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) presenta un
eficacia antimicrobiana sobre Enterococcus faecales (ATCC 29212) en las
concentraciones de 50%,75% y 100% pudiendo su uso ser recomendado como

agente antimicrobiano frente a esta bacteria gram positiva.

Palabras clave: Efecto antimicrobiano, Enterococcus Faecalis, Minthostachys

Mollis (Muia)
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ABSTRACT

The present study aimed to determine the antimicrobial efficacy of the essential
oil of Minthostachys Mollis (mufia) in Faecalis Enterococcus strain (ATCC
29212). An experimental, cross-sectional and comparative study was conducted,
a sample of 60 disks embedded in different concentrations of 25%, 50%, 75%,
100% of the Essential Oil of Minthostachys Mollis (Mufa) was used using the
diffusion method of discs, using controls: 0.12% Chlorhexidine positive and
distilled water negative control. In the results it was observed that the essential
oil of Minthostachys Mollis (Mufa) in 24 hours produced a maximum average of
10.0 mm at 50% and 10.9 mm at 75% and 11.8 mm at 100% checking its
effectiveness. At 48 hours it produced a maximum average of 10.3 mm at 50%
and 114 mm at 75% and 11.6 mm at 100%, checking its antibacterial
effectiveness at these concentrations; therefore it is concluded that its use is

recommended as an antimicrobial agent against this gram positive bacterium.

Keywords: Antimicrobial effect, Enterocucus Feacalis, Minthostachys Mollis

(MufRa)
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INTRODUCCION

En la actualidad y desde tiempos ancestrales se investiga nuevas alternativas
para utilizar plantas medicinales, ya que de estas se obtienen aceites esenciales
para diversas enfermedades y dolencias de la poblacién, siendo una practica
cada vez mas frecuente por la riqueza en sus propiedades tanto microbianas
Ccomo quimicas, y por su precio que es accesible. Por el cual su incremento en

su en su uso explica la alta demanda del consumo de productos naturales.

La muia es una planta arbustiva lefiosa de la sierra del Peru gracias a sus
multiples y sus propiedades antioxidante, antifungicas, antimicrobiana y usos
como para proteger cosechas, aliviar malestares gastrointestinales, tratar

tumores, inflamaciones , asma, halitosis.

El presente estudio se investiga la eficacia antimicrobiana del aceite esencial de
Minthostachys mollis “mufia” sobre una bacteria predominante en periodontitis
periapical cronica, para lo cual las ciencias basicas colaboran para recolectar

informacion de las propiedades curativas de las plantas y sus beneficios ..
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CAPITULOI

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcion de la realidad problematica

Desde tiempos muy remotos las plantas han cumplido un papel de gran
importancia en el area terapéutica, debido a las multiples propiedades que
poseen. Es por ello, que en las ultimas décadas han tomado un papel
protagdnico en las diferentes lineas de investigacion, con el fin de determinar e

identificar sus principios activos.™4

En la actualidad, el Peru se encuentra en la lista de los 12 paises con mayor
diversidad de plantas medicinales nativas, siendo asi un pilar de la
etnofarmacologia y de la medicina tradicional desde épocas remotas.
Aproximadamente 5000 plantas peruanas estan siendo utilizadas por la

poblacién para varios propdsitos o aplicaciones diferentes.'2

La Minthostachys mollis, conocida popularmente como muia, crece entre los
2500 a 3500 m.s.n.m. A pesar de crecer en un plano altitunal moderado, es
posible encontrar dicha planta en abundancia en toda la serrania peruana.
Debido a tener bajos requerimientos de agua, se puede encontrar en lugares
cercanos a acequias; ademas de habitar entre los diversos pisos ecoldgicos en

forma difusa y muy ramificada.*

El enterococus faecalis, un coco gran positivo que se encuentra en un 90% en

dientes con retratamiento endoddntico, siendo una bacteria multirresistente.*
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En varios estudios de cultivos y biologia se a demostrado que el Enterococcus
faecales es la especie mas frecuente en conducto radicular y dientes tratados

endoddnticamente.

Por otra parte, la clorhexidina es considerada un antimicrobiano de amplio
espectro, la cual posee excelentes efectos bacteriostaticos y bactericidas. Su
gran uso en la odontologia, desde desinfecciones bucales como irrigantes de
conductos, la han colocado como Gold estandar en los diferentes estudios; sin
embargo, su uso prolongado puede generar coloraciones, asi como alteracion

en el gusto.'?13

Es por ello que el proposito de esta investigacion. es evaluar la eficacia
antimicrobiana del aceite esencial de Minthostachys Mollis (Mufia) en diferentes

concentraciones sobre el Enterococcus faecales ATCC (29212) estudio in vitro.

1.2. Formulacioén del problema.

1.2.1. Problema Principal

¢ Cual sera la eficacia antimicrobiana del aceite esencial de Minthostachys
Mollis (Mufia) en diferentes concentraciones sobre el Enterococcus faecalis

(ATCC 29212) estudio in vitro?

1.2.2. Problemas Secundarios

¢, Cual sera la eficacia antimicrobiana del aceite esencial de Minthostachys
Mollis (muna) al 25% sobre el Enterococcus faecalis (ATCC 29212) estudio

in vitro?
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¢, Cual sera la eficacia antimicrobiana del aceite esencial de Minthostachys
mollis (mufia) al 50% sobre el Enterococcus faecalis (ATCC 29212) estudio

in vitro?

Cual sera la eficacia antimicrobiana del aceite esencial de Minthostachys
mollis “muna” al 75% sobre el Enterococcus faecalis (ATCC 29212) estudio

in vitro?

Cual sera la eficacia antimicrobiana del aceite esencial de Minthostachys
mollis “mufia” al 100% sobre el Enterococcus faecalis (ATCC 29212) estudio

in vitro?

1.3. Objetivos de la Investigacion.

1.3.1. Objetivo Principal

Determinar la eficacia antimicrobiana del aceite esencial de Minthostachys
Mollis (mufia) en diferentes concentraciones sobre el Enterococcus faecalis

(ATCC 29212) estudio in vitro .

1.3.2. Objetivos Secundarios

Determinar la eficacia antimicrobiana del aceite esencial de Minthostachys
Mollis (muna) al 25% sobre el Enterococcus faecalis (ATCC 29212) estudio

in vitro .

Determinar la eficacia antimicrobiana del aceite esencial de Minthostachys
Mollis (muia) al 50% sobre el Enterococcus faecalis (ATCC 29212) estudio

in vitro .
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Determinar la eficacia antimicrobiana del aceite esencial de Minthostachys
Mollis (muna) al 75% sobre el Enterococcus faecalis (ATCC 29212) estudio

in vitro .

Determinar la eficacia antimicrobiana del aceite esencial de Minthostachys
Mollis */(mufia) al 100% sobre el Enterococcus faecalis (ATCC 29212)

estudio in vitro .

1.4. Justificacion de la Investigacion.

En necesidad de encontrar alternativas terapéuticas para tratamientos de
diferentes enfermedades y el costo excesivo de los medicamentos en la
actualidad a los que a veces dificil acceder; y los efectos adversos que se
presentan por el uso indebido o incumplimiento de tratamiento o la
automedicaciéncion de los pacientes por eso el presente estudio aportara
conocimiento de su efectividad antimicrobiana, del aceite esencial de
Minthostachys mollis en diferentes concentraciones para ser usado en el campo

Dental .

1.4.1. Importancia de la Investigacion.

Importancia te6rica va a generar nuevo conocimiento tanto para los
profesionales de la salud como para la sociedad sobre el efecto antimicrobiano
Minthostachys mollis, en sus diferentes concentraciones para poder ser

empleado como agente antimicrobiano.

Importancia social ya que gracias a los resultados obtenidos de Minthostachys
mollis, esta puede ser considerada como una alternativa para su uso en distintos

productos como pastas dentales, enjuagatorios bucales, irrigantes conductos
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etc., gracias a su facil acceso, ademas del costo bajo, asi como los menores
efectos adversos que representa para los pacientes.

Importancia clinica los productos ya que se extraen de plantas llamados aceites
esenciales tienen en su mayoria propiedades probadas antibacterianas vy
antimicrobianas en la medicina, lo cual hace viable su utilizaciéon en todas las

ramas de la salud.

1.4.2 Viabilidad de la Investigacion.

Para presente trabajo de investigacion se contd con el apoyo y supervision de

diferentes especialistas para la capacitacion y ejecucion proyecto.

La investigacion se realizé dentro del plazo de tiempo planeado para su etapa

de la ejecucion.

Los gastos e inversion de la investigacion; es autofinanciado.

El tiempo que se considera 6ptimo para la culminacion de la investigacion
dependera de las coordinaciones y autorizaciones con el laboratorio en el cual

se ejecutara el trabajo.

1.5 Limitaciones del Estudio.

La adquisicion de las cepas patrones de la American Type Culture Collection
(ATCC), es de cierta manera restringida, y por ello los laboratorios de

referencia solicitan varios requisitos previos que sustenten su utilizacion.

Disponibilidad de los horarios para hacer uso del laboratorio central de la

Facultad de Medicina Humana y ciencias de la salud de la UAP sede Lima.

Generar Optimas condiciones para el crecimiento y mantenimiento bacteriano

18



CAPITULO II

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la Investigacion.

2.1.1. Antecedentes Internacionales

Aigaje-Sierra y Zurita-Solis (2017) Ecuador. con el propésito de evaluar la
actividad antimicrobiana del aceite esencial del Minthostachys mollis, realizaron
un estudio de enfoque cuantitativo, experimental, in vitro en la Universidad
Central de Quito, se realizo la técnica de destilacion por arrastre de vapor frente
al Porphyromonas gingivalis. Las concentraciones empleadas fueron de 25%,
50% y 100%, las cuales se compararon con dos controles positivos y uno
negativo, la Clorhexidina al 0,12%, la Ampicilina de 10ug y el agua destilada,
respectivamente. En los resultados obtuvieron como efectividad antimicrobiana
un halo promedio de 11,2mm en la concentracién del 25%, un promedio de
9,6mm en la concentracién del 50% y se alcanzé un halo promedio de 13,6mm
en la concentracién del 100%, siendo la mas efectiva. Por otra parte, obtuvieron
rangos muy sensibles y sumamente sensibles para los controles positivos, a
diferencia del control negativo que no se encontré efectividad. Como resultado
se obtuvo que el aceite esencial muna no logro la efectividad alcanzada por los
controles positivos empleados en el estudio (la Clorhexidina al 0,12% vy la

Ampicilina de 10ug).'?

Farinango (2017) Ecuador. Eevalud la inhibicién bacteriana del aceite esencial
de muna en bacterias de Streptococcus mutans ATCC® 35668™ en
Universidad Central Quito, para lo cual realizé un estudio experimental in vitro

utilizando diferentes concentraciones del aceite esencial de muia , y
19



empleando como control positivo el Gluconato de Clorhexidina al 0,12% vy
control negativo el agua destilada. Los halos inhibitorios obtenidos en
concentraciones de 25%, 50% y 100% sobre las bacterias de Streptococcus
mutans cultivadas en agar sangre mostraron la inhibicion del desarrollo
bacteriano, a diferencia por lo obtenido en la concentracion del 25% la cual no
se obtuvo efecto alguno; por otra parte, a la comparacién de todos los halos
obtenidos por los diversos grupos evaluados, el grupo con mayor efecto
inhibitorio fue el de la Clorhexidina al 0,12%, concluyendo el autor que el aceite
esencial de mufia mostro eficacia inhibitorio bacteriano en las concentraciones
del 50% y 100%; sin embargo, no mayor ni comparable con lo obtenido por la

Clorhexidina.™®

Torrenegra-Alarcéon y cols en el (2016) Colombia. determinaron el nivel de
actividad antibacteriana del aceite esencial Minthostachys mollis frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
y Escherichia coli ATCC 25922 ; para lo cual hicierén un estudio experimental in
vitro, aplicando el método de arrastre de vapor con el cual obtuvieron el aceite
esencial a partir de las hojas de la planta en el departamento de Norte de
Santander, evaluandose con cromatografia de gases/espectrometro de masa su
composicidon quimica, posteriormente, la sensibilidad antibacteriana vy
concentracion inhibitoria minima se obtuvieron diferentes concentraciones entre
los 1000-50pg/mL, diluyéndose el aceite esencial con el método de micro
dilucién en caldo, cuantificando el crecimiento bacteriano por medio del lector de
micro placas, con un rendimiento del 0,6%. Es con ello, que se procedio a realizar

la prueba de sensibilidad obteniéndose resultados favorables para el aceite
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esencial Minthostachys Mollis demostrandose la sensibilidad de las bacterias

frente a las concentraciones del este aceite esencial®.

2.1.2. Antecedentes Nacionales

Huari (2014) Peru. Realizé un estudio experimental in vitro en el que evalud el
efecto antibacteriano del aceite esencial de Mufa sobre Streptococcus mutans,
para lo cual en placas Petri se coloco Agar tripticase (TSA), utilizado para el
desarrollo y el aislamiento del Streptococcus mutans y someterlo a las pruebas
de susceptibilidad realizado en UNMSM en Lima, Peru . Para realizar dichas
pruebas, se requirid de papel de filtro estéril inmerso con el aceite esencial en
las concentraciones del 100 %, del 50 % y el 25 %; asimismo, se utilizo el
Dimetilsulfoxido (DMSQO) control negativo, y la amoxicilina como control positivo.
Los discos embebidos se colocaron en el medio de cultivo, para posteriormente
comenzar con la incubacién en anaerobiosis con método de la vela en extincion.
El promedio de las concentraciones de la mufia al 100%, 50% y 25% fue de
10.79 mm, 7.6 mm y 5 mm respectivamente, similar al resultado obtenido en el
control negativo (DMSO), pero difiriendo con el resultado del control positivo
(amoxicilina) con un promedio de 49.3 mm. Finalmente en la estadistica
inferencial se obtuvo un p (0.000) < 0.005; con lo que concluyeron que el aceite
esencial de Minthostachys mollis al 100 % presentd poco susceptibilidad
bacteriana comparado con la amoxicilina, la cual obtuvo un halo promedio de

hasta 4 veces mayor, frente al Streptococcus mutans.

Azaina (2010) Peru. Realiz6 un estudio en UNMSM en Lima, en el que se
determind la efectividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de

Minthostachys mollis Griseb “Mufa” basandose en una forma cuantitativa como
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cualitativa, utilizando el método de difusién en agar con disco de papel, sobre la
cepas de bacterias mas prevalentes en la patologia periapical cronica, tales
como el Fusobacterium nucleatum, la Prevotella melaninogénica , realizado en
Lima. Realizaron método de arrastre por vapor de las hojas secas, talluelos y
flores para obtener el aceite esencial; para posteriormente diluir la concentracion
pura con alcohol etilico al 70° y con ello obtener las concentraciones al 25% y
al 50%. Todas las concentraciones fueron comparadas a la par, teniendo como
control positivo al Paramonoclorofenol alcanforado y al alcohol etilico al 70° como
el control negativo. Como resultados obtuvo que el aceite esencial de “mufia”
puro o diluido, presenté una mayor efectividad al compararlo con el alcohol
etilico al 70°; sin embargo, obtuvo una menor efectividad al ser comparado con
el Paramonoclorofenol alcanforado frente a las muestras bacterianas en el

estudio.*

2.2. Bases teodricas

2.2.1. Enterococcus Faecalis

Enterococcus faecalis (E. faecalis) es un coco Gram positivo, facultativo
anaerobio, inmovil y no esporulado. El tamafio de cada célula oscila entre 0,5 y
0.8 micrometros se encuentra formando parejas o en cadenas cortas, es
encontrado en el tracto gastrointestinal, el tracto hepatobiliar y heridas de tejidos

blandos.%8

La temperatura optima de crecimiento in vitro de este microorganismo es de
35°C, . En su factor virulencia encontramos lipoproteinas,enzimas proteoliticas

como gelatinasas y serina.*3
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E. faecalis es una de las bacterias mas comunes asociadas con diferentes
formas de enfermedades perirradiculares.**4° Los diversos estudios de cultivo
encontraron que es la especie mas frecuente en el conducto radicular de piezas
tratadas endodonticamente , este sobrevive y se multiplica en los
microambientes que llegan a ser nocivos a otros microorganismos , como en el
hidréxido de calcio, un agente antimicrobiano se utiliza como medicamento en
conductos radiculares , con una prevalencia que alcanza hasta el 90% de los
casos, resiste instrumentacidn mecanica y quimica, invade los tubulos

dentinarios y reinfecta los conductos después de obturados.4446

2.2.2. Patogenicidad y virulencia

El Enterococcus faecales cuenta con moléculas superficiales que actuan como
adhesinas, lo que significa que hay receptores para ellas, generalmente de

naturaleza proteica, glicoproteica, lipoproteina.-®°3°

Realizado el proceso de adherencia, el microorganismo invade otras regiones
anatomicas e ingresar al sistema linfatico o a la circulacién sanguinea, lo que

provoca diversas alteraciones patologicas.?831:40

2.2.3. Enteroccoccus faecalis en patologias pulpares

El Enterococcus faecalis se encuentra en mayor porcentaje en pacientes que
estan en tratamiento o retratamiento endodontico. Esta bacteria se asocia mas
a periodontitis apicales cronicas asintomaticas que a periodontitis apicales
agudas,’® tiene mayor insidencia en dientes con fracasos endodonticos puede
sobrevivir  condiciones ambientales dificiles y compite con otros

microoorganismos que penetran los tubulos dentinarios para su nutricion utiliza
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suero que procede del hueso alveolar y ligamento periodontal . es el unico

microorganismo presente en conductos obturados con lesiones periapicales.?®
2.2.4 Aceite Eesencial

Los aceites esenciales (esencias volatiles extraidos de hojas, tallos o flores,
semillas o cascara de algun fruto) son las fracciones liquidas volatiles, que
poseen un quimica compleja de un grupo heterogéneo de sustancias organicas:
hidrocarburos, alcoholes, aldehidos, cetonas, esteres; generalmente destilables
por arrastre con vapor de agua, que contienen las sustancias responsables del

aroma de las plantas.*®

a) Composicion quimica de los aceites esenciales.

Los Principios activos que hacen parte de los aceites esenciales, pertenecen a
sustancias quimicas complejas de hidrocarburos llamadas “Terpenos o
Terpenoides” constituidos por la unién de unidades de un hidrocarburo de 5
atomos de carbono, llamado isopreno responsables de las caracteristicas fisicas
que presentan, todo lo que es el aroma, sabor, textura, color, y temperatura de

las plantas. 4°

Respecto a la formacion y evolucion de los aceites esenciales es necesario tener
en cuenta algunos aspectos externos que pueden llegar afectar su composicién
quimica como son: Clima, altitud, el tipo de suelo, fertilizantes, abonos, modo de
almacenamiento y manejo del material vegetal, modo obtencion del aceite

esencial.
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2.2.5. Planta Minthostachys mollis (muia)

A través del tiempo se han realizado diversos estudios buscando alternativas
para combatir las diferentes bacterias. Debido a las multiples propiedades que
brindan las plantas, han tomado protagonismo en diferentes lineas de

investigacion con el fin de determinar e identificar sus principios activos.'*

El nivel de pH se encuentre entre el rango de 5 a 8 y exige para su desarrollo un

clima con elevadas dosis de luminosidad.%2

El Peru es un pais mega diverso de plantas medicinales nativas, con un 30%
aproximadamente de plantas endémicas; considerandose uno de los pilares de
la etnofarmacologia. La mufa, planta mas usadas por los pobladores
empiricamente para el tratamiento de malestares gastrointestinales, tumores,

inflamaciones, asma, halitosis.-2

Principales moléculas con accién Antimicrobianas presente en aceite esencial

de Minthostachys mollis (mufia).*®

Pulegona

Agente antimicrobiano que retarda el crecimiento y causa muerte de bacterias,
parasitos y plagas, por su alta toxicidad, es un componente importante del aceite

esencial de Mufa, se le conoce como pulegium poleo (Menta).4*:

Carvacrol

inhibe crecimiento bacteriano dafhando la menmbrana celular y evitando su

proliferacion.®.
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Timol
Se caracteriza por su poder desinfectante y fungicida y bactericida. Actua como

antiséptico.3".

a) Propiedades y aplicaciones de la muhia.

Desde épocas muy remotas la mufia ha sido tradicionalmente reconocida por
sus grandes propiedades antibacterianas y diversas aplicaciones; dentro de las
mas conocidas por los pobladores tenemos sus propiedades digestivas contra el
malestar estomacal, flatulencias, nauseas y vomitos, y diarreas. Asimismo, es
muy utilizado como antitusigeno, antiasmatico y expectorante,>3°* como
antiséptico, analgésico y antiinflamatorio; ademas es utilizado para tratamiento

de tumores, fracturas e incluso excelente contra la halitosis.?%:%

b) Taxonomia

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA .

CLASE: MAGNOLIOPSIDA.

SUBCLASE: ASTERIADE.

ORDEN: LAMIALES.

FAMILIA: LAMIACEAE .

GENERO: MINTHOSTACHYS .

ESPECIE: MINTHOSTACHYS MOLLIS GRISEB.
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¢) Marcha fitoquimica

METABOLITO MARCHA FITOQUIMICA
ENSAYO METODOS RESULTADOS
ACEITES Reaccion Dinitrofenilhidrazina Cualitativo +++
GRASAS Reaccion Sudanll Cualitativo -
LACTONAS Reaccidn al Baljet Cualitativo +
ALCALOIDE Reaccién Dragendorff Cualitativo ++
TRITERPENOS Reaccién de Lieberman — Cualitativo -
Burchard
ESTEROIDES Reaccion de Lieberman — Cualitativo -
Burchard
CAROTENOS Reaccion de Lieberman — Cualitativo -
Burchard
FLAVONOIDES Reaccién de Shinoa Cualitativo -
FENOLES Reaccion de cloruro férrico + ++

Fuente de UNMSM - 2019

Leyenda:

+++: Reaccidn muy evidente

++: Reaccion evidente

+: Reaccién poco evidente

-: No hubo reaccion

2.3. Definicion de términos basicos.

Terpenos: compuestos organicos aromaticos y volatiles que estan
constituidos por la union de unidades de un hidrocarburo de 5 atomos de

carbono, llamado isopreno.®?
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Eficacia antimicrobiana: Capacidad de algun tipo de sustancia de actuar

sobre alguin microorganismo, inhibiendo su crecimiento y/o destruyéndolos.*>

Estudio In Vitro: Tipo de nivel de investigacibn base de un tipo
experimental, generalmente se realiza en un area controlada fuera de un

organismo vivo. Conjunto de fendémenos observados en el laboratorio.38

Etnofarmacologia: Rama que estudia los efectos, mecanismo de accién y
propiedades de todos los medicamentos, en su mayoria, aquellos obtenidos

de derivados, autoctonos para poblaciones o grupos étnicos.>’

Bacteria: Son los microorganismos unicelulares de tipo procariético, que
estan constituidos por una sola célula autbnoma, que ademas no presenta

una membrana nuclear.3?

Apoptosis: Mecanismo de la muerte celular (distinguir de necrosis y auto
fagocitosis), también es considerada como el mecanismo responsable de la
eliminacion fisiolégica de las células y ademas de estar intrinsecamente

programada.

Bactericida: Produce la muerte de una bacteria.*?

Bacteriostatico: es aquello que bloquea el crecimiento de las bacterias.*

Enterococcus faecalis: Microorganismo anaerobio facultativo oral, cocos
Gram positivos, inmoviles y catalasa (-), que persiste en la patogénesis de la

periodontitis apical crénica.>®
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CAPITULO Il

HIPOTESIS Y VARIABLES DE LA INVESTIGACION

3.1. Formulacion de hipétesis principal y derivadas

3.1.1. Hipétesis Principal

El aceite esencial de Minthostachys mollis en diferentes concentraciones
tiene una mayor o igual eficacia antimicrobiana in vitro sobre el
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) que el gluconato de Clorhexidina al

0,12%.

3.1.2. Hipétesis Secundaria

El aceite esencial de Minthostachys mollis al 25% tiene una mayor eficacia o
no tiene eficacia antimicrobiana in vitro sobre el Enterococcus faecalis (ATCC

29212) que el gluconato de Clorhexidina al 0,12%.

El aceite esencial de Minthostachys mollis al 50% tiene una mayor eficacia o
no tiene eficacia antimicrobiana in vitro sobre el Enterococcus faecalis (ATCC

29212) que el gluconato de Clorhexidina al 0,12%.

El aceite esencial de Minthostachys mollis al 75% tiene una mayor eficacia o
no tiene eficacia antimicrobiana in vitro sobre el Enterococcus faecalis (ATCC

29212) que el gluconato de Clorhexidina al 0,12%.

El aceite esencial de Minthostachys mollis al 100% tiene una mayor eficacia
0 no tiene eficacia antimicrobiana in vitro sobre el Enterococcus faecalis

(ATCC 29212) que el gluconato de Clorhexidina al 0,12%.
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3.2 Variables; definicion conceptual y operacional

3.2.1 Variable Independiente

Concentracion sustancia antimicrobiana,

3.2.2 Variable Dependiente

Eficacia antimicrobiana del aceite esencial de Minthostachys Mollis (m

30



3.2.3. Operacionalizacion de variables

VARIABLE | DIMENSIONES | INDICADOR TIPO ESCALA VALOR
Nula () < 8
mm.
Sensibilidad
limite (+) de
Eficacia 9a 14 mm.
antimicrobiana Halo Medi
; itati edia (++
del age|te Crecimiento inhibicion Cuantitativa Razén ()
esencial de bacteriano crecimiento de 15 a 19
Minthostachys bacteriano
mollis mm.
Sumamente
sensible
(+++) 2
20mm.
., . Solucién al
Concentracion | Concentracion | 70 "700 | o ntitativa | Razén
sustancia de la sustancia 500, | %
antimicrobiana | antimicrobiana 2&%"; a
0
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CAPITULO IV
METODOLOGIA

4.1. Disefio metodoldégico

El Presente estudio fue tipo experimental In vitro, prospectivo, transversal y

comparativo.

Experimental porque segun Hernandez Sampieri, ’° porque se control6 y
manipuld6 de manera intensional las variables para verificar la eficacia
antimicrobiana del aceite esencial de Minthostachys Mollis (mufa) al 100%, 75%,
50% y 25%, y del gluconato de Clorhexidina al 0,12% como control positivo y el

agua destilada como control negativo.

In vitro porque seguin Hernandez Sampieri, ° el estudio se realizé en unos
medios de cultivo que sirvieron para el desarrollo de las bacterias, y se manejo

en el laboratorio.

Prospectivo porque segun Hernandez Sampieri’®, los resultados que se
obtuvieron a partir de la fecha de la ejecucion del estudio de investigacion hasta

el analisis de los resultados.

Transversal porque segun Hernandez Sampieri, ° el estudio se realizé en un

solo corte de tiempo.

Comparativo porque segun Hernandez Sampieri,’® se verifico la eficacia
antimicrobiana del aceite esencial de Minthostachys mollis en sus diferentes
concentraciones frente al Gold estandar como es el gluconato de Clorhexidina al

0,12% sobre enterococcus faecalis.
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4.2 Diseino muestral

En funcion de las condiciones de la investigacion (experimental in vitro) la

poblacion se considera indeterminada.
Para la determinacion de la muestra se empled la siguiente formula:

P(1-p)Z*?
Ne D=P)

e 2

N = Tamafo de muestra
Z = Nivel de confianza al 94% es 1.881
e = Error de estimacion se admito un margen de (e = 5%)

p = Probabilidad esperada (en este caso 5% = 0,05)

0.05(1—0.05)1.8812
N=
0.057

N= 68

Se requerira a menos de 68 muestras in vitro para tener una seguridad al 94%.

4.2.1 Criterios de inclusion:

Cepa pura de Enterococcus faecalis, sin ningun contacto con diferentes

tipos de medicamentos o solucién antimicrobiana.

Aceite esencial de Minthostachys mollis (Mufia) a las concentraciones

como 100%, 75%, 50% y 25%.

Placas Petri que evidenciaron crecimiento unico de cepas de
Enterococcus faecalis.

Gluconato de Clorexidina 0,12%
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4.2.2. Criterios de exclusion:

Cajas Petri con enterococcus faecalis contaminadas durante el estudio.
Hojas en mal estado de la planta Muna con signos de enfermedad o de

mala manipulacion.

4.3. Técnica e instrumentos de recoleccion de datos

4.3.1. Solicitud y carta para la ejecucién del proyecto de tesis

Se presentdé una solicitud de autorizacion para el uso del Laboratorio de
Microbiologia y levantamiento de informacién, dirigida a la directora de la Escuela
Académica Profesional de la UAP, con el objetivo de realizar estudio para
comprobar la eficacia antibacteriana del aceite esencial Minthostachys mollis en
diferentes concentraciones sobre enterococcus faecales ATCC 29212. estudio

in vitro.

4.3.2. Reactivacion de las cepas

El Enterococcus faecales se adquirido en el laboratorio Gen Lab en estado
liofilizado y almacenado a bajas temperaturas en el laboratorio central de la UAP
la activacién de la cepa fue realizado siguiendo el protocolo recomendado por el
fabricante y con el uso de las normas de bioseguridad del laboratorio central de

la UAP.

Esta cepa viene en estado liofilizado, (un depésito de liquido hidratante y un

hisopo de inoculacién).

Para la activar la cepa se abrié el empaque donde se encontraba el dispositivo,

se presiono la parte superior del dispositivo donde se encuentra el depdsito del
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liquido hidratante (para obtener la cepa diluida ) Siguiendo las normas de
susceptibilidad antimicrobiana abrimos el tubo y con el hisopo de inoculacién
procedimos a trasferir el contenido a 10 ml de agar sangre (se le adiciono sangre
de carnero) para formar agar base sangre para el sembrado de la bacteria
Enterococcus faecales y fue vertido en la mitad inferior de las placas Petri, que
fueron previamente esterilizadas, se esperd de 30 minutos hasta que el agar se
endurecio y se colocaron boca abajo, para evitar que cualquier condensacién
de agua en la tapa gotee sobre el agar. Con la muestra lista, se realiz6 el
sembrado de las bacterias en las placas Petri con el agar nutritivo previamente
elaborado, se espero a que alcancen temperatura ambiente, para que luego con
ayuda de un hisopo estéril, que se embebié en el cultivo de la bacteria, se
realizara la siembra sobre toda la superficie del agar y esto se hizo en presencia

de un mechero para evitar que el agar se contamine.

Una vez realizada la siembra, se colocé nuevamente la tapa de la placa Petri.
Finalmente, se colocé las placas Petri en recipiente oscuro y célido el cual se
colocd en una incubadora (la temperatura ideal para el crecimiento de las
bacterias a 37°C, donde las bacterias crecieron durante 48 horas y se colocaron
boca abajo, para evitar que las gotas de agua interrumpan el crecimiento de las

bacterias. Interrumpa la superficie en crecimiento.

El aceite esencial se preparo en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos,
en la Facultad de Farmacia Y Bioquimica, para realizar el aceite se realiz6 el

método de Arraste de Vapor.

Se recolecto 10 kg de hojas de Minthostachys mollis; una vez recolectadas, las

hojas se lavaron bajo el agua corriente del grifo, seguido de agua destilada para
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eliminar el polvo y otras particulas extrafias y se secé a temperatura ambiente,
por 5 horas extendida en papel Kraft; seguidamente pesamos en una balanza
analitica y colocamos las hojas de mufa en un balén de fondo plano para la

destilacion.

Se arma el sistema de destilacion que consta de un matraz en donde se agrega
el agua destilada, un balén de fondo plano donde van las hojas de mufa, y el
condensador y las mangueras de conexidon y un matraz donde se recibira el

aceite mas agua.

Para separar el aceite del agua obtenida en el matraz se utiliza una pera de
decantacion adicionando éter de petréleo, el éter separarara el aceite del agua
destilada por diferencia de densidades, extraido el aceite del agua, se evapora

el éter y como resultado final se obtiene el aceite esencial de mufia.

Se repitid el ciclo 20 veces, teniendo un tiempo de 4 horas por ciclo en donde se

uso un total de 10 kilos de hojas de mufa.

Se obtuvo 10.5 mL, de aceite esencial de mufa, de los cuales se hicieron

diluciones de 25%, 50%, y 75%, usando como solvente Dimetil Sulfoxido.

4.3.4. Realizacion y lectura del antibiograma.

Con la siembra de las bacterias y el aceite esencial Minthostahysmollis listos, se
procedié a realizar el antibiograma; para ello se empezo6 con la preparacion del
agar Mueller Hinton y para esto se prepardé el medio a partir de la base
deshidratada de acuerdo a las indicaciones del fabricante y se autoclavé y dejé
enfriar hasta que alcanzo los 45-50°C. El medio se repartié en placas Petri, con
un grosor del agar de 4 mm
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En un tubo de ensayo estéril con suero fisiolégico (cloruro de sodio al 0.9%)
aproximadamente 5 ml se llevo al espectrofotdmetro se dio lectura de longitud
de 625 nanémetros (nm) una vez analizado en otro tubo de ensayo estéril con
suero fisiolégico se le agregé un inéculo de la cepa de Enterococcus feacalis

(29212)

Previamente activada, luego de homogenizarlo, se llevo al espectrofotometro.
Procediendo a su lectura en absorbencia de 0.08 que es la concentracién minima
inhibitoria (CMI) y comparamos con la escala de Mac Farland a una turbidez al
0.5. en condiciones estériles luego sembramos con un hisopo el inéculo
bacteriano en placas que contenian Agar Mueller Hinton por agotamiento en

estriado.

Se coloco en cada placa 4 disco de papel de filtro embebido con Minthostachys
mollis al 100% (10ul), 4 disco de papel de filtro embebido con Minthostachys
mollis al 75 % (10 ul), 4 disco de papel de filtro embebido con Minthostachys
mollis al 50% (10 ul), 4 disco de papel de filtro embebido con Minthostachys

mollis al 25% (10 ul),

Colocando 4 disco embebido de clorhexidina 0.12% para el control positivo y 4

discos con agua destilada para el control negativo.

Las placas se sometieron a anaerobiosis bajo microaerofilia con el método de la
vela en extincion (coloca en el interior un recipiente con una vela encendida que
al ser cerrada va a consumir en oxigeno) se incubo a 37 °C en un periodo de
24, 48, horas. Seguidamente se realiza a lectura de las medidas de los halos de

inhibicién con la ayuda del vernier previamente calibrado a 36.
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4.3.5. Evaluacion del efecto antibacteriana

La evaluacion se realizé tanto cuantitativamente por medicion numérica de los
halos de inhibicién, siguiendo las pautas por Duraffourd.3” Diferentes
microorganismos desarrollan resistentcia algunas sustancias con actividad
antimicrobiana , lo que, con el paso del tiempo provoca efectos colaterales; lo
que no sucede con el uso de productos fitoterapeuticos*°. Duraffourd trabajo en
fitoterapia clinica, aplico tratamientos en base de principios activos
fitoterapeuticos comparandolos con la actividad de antibioticos, el resultado que
se obtuvo fue que el uso de principios activos fitoterapeuticos usado en
humanos no mostré efectos secundarios. Para demostrar la susceptibilidad que
tienen los microorganismos a diversos extractos Duraffourd y col. Realizaron
estudios estadisticos determinando tablas de actividad antimicrobiana basada
en porcentajes. Estos consideran la actividad de los extractos en funcion al

diametro del halo de inhibicion de crecimiento bacteriano (HICB) son:

Nula (-), para un didmetro inferior a 8 mm.

Sensibilidad limite (sensible = +) para un diametro comprendido entre 8 a 14 mm.

Medio (muy sensible =++) para un diametro entre 14 y 20 mm.

Finalmente, para un diametro superior a 20 mm el microorganismo es

sumamente sensible (+++).

los datos que se obtuvieron se recolentaron en una ficha elaborada estos datos
de se obtuvo de forma visual y manual. Para la medicion de los halos de

inhibicion se utilizé un vernier previamente calibrado.
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La lectura se realizé6 midiendo los halos de inhibicién sobre el crecimiento del

organismo alrededor del disco.

4.4. Técnicas estadisticas para el procesamiento de la informacién

La informacién se analizo construyendo tablas de frecuencia de una sola entrada
con valores absolutos y relativos se calcularon el promedio y se disefiaron tablas

y graficos para mostrar las variaciones de los promedios de los valores.qp

Se utilizo la prueba estadistica de prueba paramétrica de Anova que compara el
rango medio de dos muestras especificas y determinar si existen diferencias

entre ellas.

4.5. Aspectos éticos

La presente investigacidn se realizaro en el Laboratorio de Microbiologia, ya que
al ser un estudio experimental in vitro no se necesitara la presencia de individuos,
unicamente se utilizaran la cepa bioldgica que creci6 en un ambiente de
anaerobiosis estricto. Se desecharon las sustancias quimicas, asi como las
muestras de siguiendo técnica de bioseguridad del laboratorio de la universidad
Alas Peruanas, para evitar dafar el medio ambiente, asi como las instalaciones

y el personal que en el laboran.

Finalmente, el presente proyecto de investigacion se presentara al comité de
ética institucional de la Universidad para previamente ser analizado y aprobado

0 exonerado.
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CAPITULO V

ANALISIS Y DISCUSION

5.1. Anadlisis descriptivo, tablas de frecuencia, graficos, dibujos, fotos,

tablas, etc.

Tabla N.°1
Distribucion de resultados para halo de inhibicion de eficacia
antimicrobiana del aceite esencial de Minthostachys Mollis (mufia) sobre la

cepa de Enterococcus faecalis, en 24 horas

Aceite esencial de Minthostachys Mollis (mufa)

24 horas
Placas  25%(mm) 50%(mm) 75%(mm) 100%(mm) C'glrg‘f;‘é?%“a o
1 8 mm 9 mm 12 mm 14 mm 13 mm 6 mm
2 7 mm 9 mm 11 mm 15 mm 14 mm 6 mm
3 7 mm 9 mm 15 mm 10 mm 13 mm 6 mm
4 9 mm 9 mm 12 mm 12 mm 14 mm 6 mm
5 8 mm 8 mm 12 mm 12 mm 13 mm 6 mm
6 8 mm 12 mm 12 mm 11 mm 14 mm 6 mm
7 8 mm 12 mm 10 mm 9 mm 13 mm 6 mm
8 9 mm 10 mm 9 mm 12 mm 14 mm 6 mm
9 9 mm 14 mm 10 mm 10 mm 13 mm 6 mm
10 8 mm 10 mm 14 mm 11 mm 14 mm 6 mm
11 9 mm 13 mm 14 mm 14 mm 13 mm 6 mm
12 8 mm 9 mm 8 mm 14 mm 14 mm 6 mm
13 9 mm 9 mm 9 mm 12 mm 13 mm 6 mm
14 8 mm 9 mm 12 mm 9 mm 14 mm 6 mm
15 8 mm 8 mm 7 mm 12 mm 13 mm 6 mm

Fuente: propia del investigador
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Se observa en las muestras de estudio realizado in vitro de la eficacia
antimicrobiana del Aceite esencial de Minthostachys Mollis (mufia) en 24 horas
tenemos un promedio o media del total con un valor de 8,2(mm) y un valor en la
desviaciéon estandar es 0,68(mm) con un minimo valor de 7(mm) y un maximo
valor de 9(mm) en concentraciones al 25% sobre cepas de Enterococcus faecalis

(ATCC 29212).

Las muestras de estudio realizado in vitro de la eficacia antimicrobiana del Aceite
esencial de Minthostachys Mollis (mufia) en 24 horas tenemos un promedio o
media del total con un valor de 10,0(mm) y un valor en la desviacién estandar es
1,85(mm) con un minimo valor de 8(mm) y un maximo valor de 14(mm) en

concentraciones al 50% sobre cepas de Enterococcus faecalis (ATCC 29212).

Las muestras de estudio realizado in vitro de la eficacia antimicrobiana del Aceite
esencial de Minthostachys Mollis (mufia) en 24 horas tenemos un promedio o
media del total con un valor de 10,9(mm) y un valor en la desviacidn estandar es
2,17(mm) con un minimo valor de 7(mm) y un maximo valor de 14(mm) en

concentraciones al 75% sobre cepas de Enterococcus faecalis (ATCC 29212).

Seguidamente las muestras de estudio realizado in vitro de la eficacia
antimicrobiana del Aceite esencial de Minthostachys Mollis (mufia) en 24 horas
tenemos un promedio o media del total con un valor de 11,8(mm) y un valor en
la desviacidn estandar es 1,86(mm) con un minimo valor de 9(mm) y un maximo
valor de 15(mm) en concentraciones al 100% sobre cepas de Enterococcus

faecalis (ATCC 29212).
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Grafico N° 1
Distribuciéon de resultados para halo de inhibiciéon por grupo sobre eficacia
antimicrobiana del aceite esencial de Minthostachys Mollis (mufa) al 25%,

50%, 75 % y 100% sobre la cepa de Enterococcus faecalis, en 24 horas

Fuente: propia del investigador

42



Tabla N° 2
Distribucion de resultados para halo de inhibicion de eficacia
antimicrobiana del Aceite esencial de Minthostachys Mollis (muina) sobre

la cepa de Enterococcus faecalis, en 48 horas

Aceite esencial de Minthostachys Mollis (mufa)

48 horas

Clorhexidina  Agua

Placa petri  25%(mm) 50%(mm) 75%(mm) 100%(mm) 210.12%  destilada

1 8 mm 10 mm 12 mm 14 mm 13 mm 6 mm
2 8 mm 9 mm 12 mm 12 mm 14 mm 6 mm
3 8 mm 10 mm 15 mm 10 mm 13 mm 6 mm
4 9 mm 9 mm 12 mm 12 mm 14 mm 6 mm
5 8 mm 9 mm 12 mm 12 mm 13 mm 6 mm
6 8 mm 12 mm 12 mm 11 mm 14 mm 6 mm
7 8 mm 12 mm 10 mm 10 mm 13 mm 6 mm
8 9 mm 12 mm 11 mm 12 mm 14 mm 6 mm
9 9 mm 14 mm 11 mm 10 mm 13 mm 6 mm
10 8 mm 10 mm 14 mm 11 mm 14 mm 6 mm
11 9 mm 13 mm 14 mm 14 mm 13 mm 6 mm
12 8 mm 9 mm 8 mm 14 mm 14 mm 6 mm
13 9 mm 9 mm 9 mm 12 mm 13 mm 6 mm
14 8 mm 9 mm 12 mm 10 mm 14 mm 6 mm
15 8 mm 8 mm 7 mm 12 mm 13 mm 6 mm

Fuente: propia del investigador

Se observa en las muestra de estudio realizado in vitro de la eficacia
antimicrobiana del Aceite esencial de Minthostachys Mollis (muna) en 48 horas
tenemos un promedio o media del total con un valor de 8,3(mm) y un valor en la

desviacion estandar es 0,49(mm) con un minimo valor de 8(mm) y un maximo
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valor de 9(mm) en concentraciones al 25% sobre cepas de Enterococcus faecalis

(ATCC 29212).

Se observa en las muestra de estudio realizado in vitro de la eficacia
antimicrobiana del Aceite esencial de Minthostachys Mollis (mufa) en 48 horas
tenemos un promedio o media del total con un valor de 10,3(mm) y un valor en
la desviacién estandar es 1,80(mm) con un minimo valor de 8(mm) y un maximo
valor de 14(mm) en concentraciones al 50% sobre cepas de Enterococcus

faecalis (ATCC 29212).

Se observa en las muestra de estudio realizado in vitro de la eficacia
antimicrobiana del Aceite esencial de Minthostachys Mollis (mufia) en 48 horas
tenemos un promedio o media del total con un valor de 11,4(mm) y un valor en
la desviacion estandar es 2,20(mm) con un minimo valor de 7(mm) y un maximo
valor de 15(mm) en concentraciones al 75% sobre cepas de Enterococcus

faecalis (ATCC 29212).

Seguidamente Se observa en las muestra de estudio realizado in vitro de la
eficacia antimicrobiana del Aceite esencial de Minthostachys Mollis (mufia) en 48
horas tenemos un promedio o media del total con un valor de 11,6(mm) y un
valor en la desviacion estandar es 1,30(mm) con un minimo valor de 13(mm) y
un maximo valor de 14(mm) en concentraciones al 100% sobre cepas de

Enterococcus faecalis (ATCC 29212).
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Grafico N° 2
Distribuciéon de resultados para halo de inhibiciéon por grupo sobre eficacia
antimicrobiana del Aceite esencial de Minthostachys Mollis (mufa) al

25%,50%,75 % y 100% sobre la cepa de Enterococcus faecalis, en 48 horas

Fuente: propia del investigador
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TablaN° 3
Distribucion de resultados para halo de inhibicién por grupo sobre eficacia
antimicrobiana del aceite esencial de Minthostachys Mollis (mufa) al 25%,

50%, 75 % y 100% sobre la cepa de Enterococcus faecalis, en 24 horas

Aceite esencial de Minthostachys Mollis (mufia)

24 horas
N Media ~ Desviacion i Maximo
estandar

Concentracion al
25%(mm) 15 8,2 0,68 7 9
Concentracion al
50%(mm) 15 10,0 1,85 8 14
Concentracion al
75%(mm) 15 10,9 2,17 7 14
Concentracion al
100%(mm) 15 11,8 1,86 9 15

Fuente: propia del investigador

Se observa en las muestra de estudio realizado in vitro de la eficacia
antimicrobiana del aceite esencial de Minthostachys Mollis (mufia) en el control
positivo durante las 24 horas y 48 horas tenemos un promedio o media del total
con un valor de 13,47(mm) y un valor en la desviacion estandar es 0,52(mm) con
un minimo valor de 13(mm) y un maximo valor de 14(mm) en concentraciones

sobre cepas de Enterococcus faecalis (ATCC 29212).
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Grafico N° 3
Distribuciéon de resultados para halo de inhibiciéon por grupo sobre eficacia
antimicrobiana de Clorhexidina 0,12% sobre la cepa de Enterococcus

faecalis, en 24 y 48 horas

Fuente: propia del investigador
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Tabla N° 4
Distribuciéon de resultados para Halo de inhibicidn por grupo sobre eficacia
antimicrobiana del Aceite esencial de Minthostachys Mollis (mufa) al

25%,50%,75 % y 100% sobre la cepa de Enterococcus faecalis, en 48 horas.

Aceite esencial de Minthostachys Mollis (muna)

48 horas
N Media  DSSViacion yruoivo Méximo
estandar

Concentracion al
25%(mm) 15 8,3 0,49 8 9
Concentracion al
50%(mm) 15 10,3 1,80 8 14
Concentracion al
75%(mm) 15 11,4 2,20 7 15
Concentracion al
100%(mm) 15 11,6 1,30 13 14

Fuente: propia del investigador

Se observa en las muestra de estudio realizado in vitro de la eficacia
antimicrobiana del Aceite esencial de Minthostachys Mollis (muna) en 48 horas
tenemos un promedio o media del total con un valor de 8,3(mm) y un valor en la
desviacion estandar es 0,49(mm) con un minimo valor de 8(mm) y un maximo
valor de 9(mm) en concentraciones al 25% sobre cepas de Enterococcus faecalis

(ATCC 29212).

Se observa en las muestra de estudio realizado in vitro de la eficacia
antimicrobiana del Aceite esencial de Minthostachys Mollis (mufia) en 48 horas
tenemos un promedio o media del total con un valor de 10,3(mm) y un valor en
la desviacion estandar es 1,80(mm) con un minimo valor de 8(mm) y un maximo
valor de 14(mm) en concentraciones al 50% sobre cepas de Enterococcus

faecalis (ATCC 29212).

Se observa en las muestra de estudio realizado in vitro de la eficacia

antimicrobiana del Aceite esencial de Minthostachys Mollis (mufia) en 48 horas
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tenemos un promedio o media del total con un valor de 11,4(mm) y un valor en
la desviacién estandar es 2,20(mm) con un minimo valor de 7(mm) y un maximo
valor de 15(mm) en concentraciones al 75% sobre cepas de Enterococcus

faecalis (ATCC 29212).

Seguidamente Se observa en las muestra de estudio realizado in vitro de la
eficacia antimicrobiana del Aceite esencial de Minthostachys Mollis (mufa) en 48
horas tenemos un promedio o media del total con un valor de 11,6(mm) y un
valor en la desviacion estandar es 1,30(mm) con un minimo valor de 13(mm) y
un maximo valor de 14(mm) en concentraciones al 100% sobre cepas de

Enterococcus faecalis (ATCC 29212).

Grafico N° 4
Cuadro comparativo de Halo de inhibicion por grupo sobre eficacia
antimicrobiana in vitro del Aceite esencial de Minthostachys Mollis (mufa)

en concentraciones de 25%,50% ,75% y 100% y la Clorhexidina 0,12% sobre

la cepa de Enterococcus faecalis, en 24 y 48 horas.

Fuente: propia del investigador
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En el cuadro comparativo de halo de inhibicién de eficacia antimicrobiana in vitro
del Aceite esencial de Minthostachys Mollis (mufia) en 25%,50%,75% y 100%
en concentraciones en 24 y 48 horas de acuerdo a la prueba Anova se registré
una significancia (p<0,05). En la concentracién al 75%; P=0,026 en el Aceite
esencial de Minthostachys Mollis (mufa) en la exposicién de 48 horas con lo
que se pudo concluir que hay una mayor efectividad en esta concentracién
experimental para inhibir en las 15 muestras realizadas en el laboratorio.
Seguidamente en el cuadro comparativo de Halo de inhibicion de eficacia
antimicrobiana in vitro de la Clorhexidina 0,12% en 25%,50%,75% y 100% en
concentraciones en 24 y 48 horas de acuerdo a la prueba Anova se registré una
significancia (p<0,05). En la concentracion al 75%; P=0,019 en el Aceite esencial
de Minthostachys Mollis (mufia) en la exposicién de 48 horas con lo que se
pudo concluir que hay una mayor efectividad en esta concentracién experimental

para inhibir en las 15 muestras realizadas en el laboratorio.
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Tabla N° 5
Distribuciéon de resultados para halo de inhibiciéon por grupo sobre eficacia
antimicrobiana de Clorhexidina 0,12% sobre la cepa de Enterococcus

faecalis, en 24 y 48 horas

Clorhexidina 0,12%
control positivo

N Media ~ DESVIACION yyining  Maximo
estandar
gg;,c(enq:f;dén ael 15 13,47 0,52 13 14
gg;,c(emn:;a)dén del 15 13,47 0,52 13 14
?g(;)c(er::;a)cién del 15 13.47 0.52 i3 o
Concentracion del 15 13,47 052 i »

100% (mm)

Fuente: propia del investigador
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Tabla N° 6
Comprobacion de halo de inhibicion por grupo sobre eficacia
antimicrobiana in vitro del aceite esencial de Minthostachys Mollis (muia)
en concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% sobre la cepa de

Enterococcus faecalis, en 24 horas

ANOVA

Halo de inhibicion

Aceite esencial de Minthostachys Mollis (muia)

Suma de | Media S
cuadrados 9 cuadratica 9.
Entre 1,200 2 0,600 1,385 0,145
grupos
Concentracion Dentro
al 25% (mm) de 5,200 12 0,433
grupos
Total 6,400 14
Entre 20,800 2 10,400 4,588 0,046
grupos
Concentracion Dentro
al 50% (mm) de 27,200 12 2.267
grupos
Total 48,000 14
Entre 25733 2 12,286 3,860 0,022
grupos
Concentracion Dentro
al 75% (mm) de 40,000 12 3,333
grupos
Total 65,733 14
Entre 11,200 2 5.600 1806 0,052
grupos
Concentracion Dentro
al 100% (mm)  de 37,200 12 3,100
grupos
Total 48,400 14

Fuente: propia del investigador

De acuerdo a la prueba Anova se registré una significancia (p<0,05). En la concentracion
al 75%; P=0,022 en el Aceite esencial de Minthostachys Mollis (mufa) en la exposicion
de 24 horas con lo que se pudo concluir que si existe diferencias en la efectividad de
esta concentracion experimental para inhibir en las 15 muestras realizadas en el

laboratorio.
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Tabla N° 7
Comprobacion de halo de inhibicion por grupo sobre eficacia
antimicrobiana in vitro del aceite esencial de Minthostachys Mollis (muia)
en concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% sobre la cepa de

Enterococcus faecalis, en 48 horas

ANOVA
Halo de inhibicién
Aceite esencial de Minthostachys Mollis (muia)
Suma de Media

cuadrados gl cuadratica Sig.
Entre 0,133 2 0,670 0,385 0,211
grupos
Concentracion Dentro
al 25% (mm) de 3,200 12 0,267
grupos
Total 3,300 14
Entre 20,933 2 10,467 5148 0,043
grupos
Concentracion Dentro
al 50% (mm)  de 24,400 12 2,033
grupos
Total 45,333 14
Entre 17,200 2 8600 2048 0,015
grupos
Concentracion Dentro
al 75% (mm)  de 50,400 12 4,200
grupos
Total 67,600 14
Entre 4,800 2 2,400 1532 0,022
grupos
Concentracion Dentro
al 100% (mm)  de 18,800 12 1,567
grupos
Total 23,600 14

Fuente: propia del investigador

De acuerdo a la prueba Anova se registré una significancia (p<0,05). En la

concentracion al 75%; P=0,015 en el Aceite esencial de Minthostachys Mollis
(mufa) en la exposicion de 48 horas concluimos que si existe diferencias en la
efectividad de esta concentracion experimental para inhibir en las 15 muestras

realizadas en el laboratorio.
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5.2 Anadlisis inferencial, pruebas estadisticas paramétricas, no

paramétricas, de correlacion, de regresion u otras

Tabla N° 8
Prueba de normalidad del aceite esencial de Minthostachys Mollis (muia)
en concentraciones de 25%,50% ,75% y 100% y la Clorhexidina 0,12% sobre

la cepa de Enterococcus faecalis, en 24 horas.

Fuente: propia del investigador

Pruebas de normalidad 24 horas

Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
Concentracion al 25% (mm) 0,801 15 0,055
Concentracion al 50% (mm) 0,821 15 0,112
Concentracion al 75% (mm) 0,398 15 0,082
Concentracion al 100% (mm) 0,932 15 0,290
Clorhexidina 0,12% (mm) 0,643 15 0,065

Se realiz la prueba de normalidad en este caso usaremos a Shapiro-Wilk ya
que las nuestras son menores de 50; para halo de inhibicion por grupo sobre la
eficacia antimicrobiana in vitro del Aceite esencial de Minthostachys Mollis
(mufia) y la Clorhexidina 0,12% sobre la cepa de Enterococcus faecalis, en 24
horas de cada concentracion con la finalidad de demostrar que estos tienen una
distribucion normal (P = 0,05) al 95 % de nivel de confianza. Se encontré que la
eficacia antimicrobiana in vitro del Aceite esencial de Minthostachys Mollis
(mufia) en las concentraciones sobre la cepa de Enterococcus faecalis,
presentan distribucién normal (P = 0,05), mientras que la concentracion de la
Clorhexidina 0,12% en las concentraciones sobre la cepa de Enterococcus

faecalis, también presentan distribucion normal (P=0,05)

54



TablaN°9
Distribuciéon de resultados para Halo de inhibicidn por grupo sobre eficacia
antimicrobiana in vitro del Aceite esencial de Minthostachys Mollis (muia)
en concentraciones de 25%,50% ,75% y 100% y la Clorhexidina 0,12% sobre

la cepa de Enterococcus faecalis, en 48 horas

Pruebas de normalidad 48 horas

Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
Concentracién al 25% (mm) 0,603 15 0,075
Concentracion al 50% (mm) 0,865 15 0,136
Concentracion al 75% (mm) 0,935 15 0,322
Concentracion al 100% (mm) 0,851 15 0,180
Clorhexidina 0,12% (mm) 0,643 15 0,065

Fuente: propia del investigador

Se realizé la prueba de normalidad en este caso usaremos a Shapiro-Wilk ya
que las nuestras son menores de 50; para halo de inhibicion por grupo sobre el
eficacia antimicrobiana in vitro del Aceite esencial de Minthostachys Mollis
(mufa) y la Clorhexidina 0,12% sobre la cepa de Enterococcus faecalis, en 48
horas de cada concentracién con la finalidad de demostrar que estos tienen una
distribucién normal (P = 0,05) al 95 % de nivel de confianza. Se encontré que la
eficacia antimicrobiana in vitro del Aceite esencial de Minthostachys Mollis
(mufa) en las concentraciones sobre la cepa de Enterococcus faecalis,
presentan distribuciéon normal (P = 0,05), mientras que la concentracion de la
Clorhexidina 0,12% en las concentraciones sobre la cepa de Enterococcus

faecalis, también presentan distribucion normal (P = 0,05).
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5.3 Comprobacion de hipoétesis, técnicas estadisticas empleadas

Tabla N° 10

Cuadro comparativo de Halo de inhibicién por grupo sobre eficacia

antimicrobiana in vitro del Aceite esencial de Minthostachys Mollis (muia)

y la Clorhexidina 0,12% en concentraciones de 25%,50% ,75% y 100%sobre

la cepa de Enterococcus faecalis, en 24 y 48 horas

Halo de inhibicion

Aceite esencial de Minthostachys Mollis (mufia)

24 horas

48 horas

Clorexidina  Agua Clorexidina  Agua
Placa petri 25%(mm) 50%(mm) 75%(mm) 100%(mm) 40.12% de':fila N 25%(mm) 50%(rmm) 75%(mm) 100% (mm) 4012% de?t;ila &
1 gmm  9mm  12mm  ¥mm Bom  6mm | &mm  0mm  122mm  dmm  Bmm  6mm
2 mm  9mm  1llmm  5Smm YUmm  6mm | 8mm  9mm  L2mm  L2mm  4mm  6mm
3 Jmm  9mm  15mm  10mm 13mm bmm [ 8mm  1W0mm 15mm  10mm  13mm 6 mm
4 9mm  9mm  12mm  12mm Bmom  6mm | 9mm  9mm  L2mm  L2mm  M4mm  6mm
5 gmm gmm  12mm  12mm Bom  6mm | &mm  9mm  12mm  2mm  Bmm  6mm
i gmm  12mm  12mm  1llmm Umm  6mm | 8mm  2mm  122mm  Lmm  4mm 6mm
7 gmm 12mm  10mm  9mm 13mm bmm [ 8mm  2mm  10mm 10mm  13mm 6 mm
8 9mm  10mm  9mm  12mm Bmm  6mm | 9mm  2mm  mm  2mm  4mm 6mm
9 9mm  4mm  10mm  10mm Bmom  6mm | 9mm  Ymm  1dmm  10mm  Bmm 6mm
10 gmm  10mm 14mm  11mm 14mm bmm [ 8mm  1W0mm 14mm LUmm  14mm 6 mm
1 Gmm  13mm  dmm  ¥mm Bom  6mm | 9Imm  Bmm  4mm dmm  Bmm 6mm
12 gmm  9mm  &mm  4mm YUmom  6mm | &mm  9mm  &mm  4mm  Umm  6mm
13 9mm  9mm  9mm  LZmm Bmom  6mm | 9mm  9mm  9mm  L2mm  Bmm  6mm
14 gmm  9mm  12mm  9mm 14mm bmm [ 8mm  9mm  1Z2mm 10mm  14mm 6 mm
15 gmm  8mm  Tmm  1Zmm Bom  6mm | &mm  &mm  Tmm  L2mm  Bmm  6mm
Concentractn del 0145 0867 0211 0563
extracto al 25% (sig.)
Concentradn del 0,046 063 0043 0721
ANOVA extractodl ?0% (sig.)
Concentracién del 0022 0026 0,015 0,019
extractoal 75% (sig.)
Concentractn del 0,052 0,047 0,022 0,030

extracto al 100%

Fuente: propia del investigador
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5.4 Discusion

El presente estudio de investigacion es experimental in vitro, prospectivo,
transversal y comparativo determino el efecto antimicrobiano de Minthostachys
Mollis (mufia) en 50%,75%,100% fueron eficaces sobre Enterococcus faecalis

(29212).

En otros estudios como el de Aigaje-Sierra y Zurita-Solis (2017) donde
obtuvieron en sus resultados efectividad antibacteriana del Minthostachys mollis
con un halos de 11,2 mm en la concentracion del 25%, de 9,6mm en la
concentracion del 50% y se alcanzé un promedio de 13,6mm en la concentracion
del 100%, siendo la mas efectiva, estos resultados no tienen proximidad con
nuestro estudio donde se obtuvieron halos de 8,2 mm en la concentracion del
25%, de 10 mm en la concentracion del 50% de 10,9 mm en la concentracion

de 75% y un halo de 11,8 mm en la concentracién del 100% respectivamente.

Segun los resultados de Farinango (2017) obtuvo con Minthostachys Mollis en
las concentraciones del 100% un halo de inhibicién del 11,8mm , del 50% un
halo de inhibiciéon de 9,75mm y del 25% un halo de inhibicion de 6,88mm y la
clorhexidina un halo de inhibicién del 17 mm y de agua destilada un promedio
de 0 mm, este estudio no tiene semejanza con nuestros resultados donde se
obtuvieron halos promedios de 8,2 mm en la concentracién del 25%, de 10 mm
en la concentracion del 50% , de 10,9 mm en la concentracion de 75% y de 11,8
mm en la concentraciéon del 100% y la Clorhexidina halo de 13,47 mm y agua

destilada un halo de 6 mm.

En otros estudios Torrenegra-Alarcon y cols en el (2016) en otras bacterias

orales el aceite esencial Minthostachys mollis se obtuvo una concentracidn
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inhibitoria minima se obtuvieron diferentes concentraciones entre los 1000-
50ug/mL, diluyéndose el aceite esencial con el método de micro dilucién en
caldo, cuantificando el crecimiento bacteriano por medio del lector de micro
placas, con un rendimiento del 0,6%, donde tuvo semejanza con nuestro estudio
en los resultados de efectividad antibacteriana con una significancia de P= 0,022

respectivamente.

En los resultados de Huari (2014) obtuvo un promedio de las concentraciones
de la muna al 100%, 50% y 25% fue de 10.79 mm, 7.6 mm y 5 mm estos
resultados no tienen proximidad con nuestro estudio donde se obtuvieron un
halos promedio de 11,8 mm en la concentraciéon del 100%, de 10 mm en la

concentracion del 50% y 8,2 mm en la concentracion del 25%, respectivamente.

En los resultados de Azana (2010) donde el aceite esencial de Minthostachys
mollis “muna” puro y en su dilucion del 50% presenta efectividad antibacteriana
cuantitativamente frente al Enterococcus faecalis con de halos de inhibicion de
9.0mm y 7.0mm no tienen proximidad con nuestro estudio donde se obtuvo un
halo promedio de 11,8 mm en la concentraciéon del 100%, un promedio de 10
mm en la concentracion del 50% y 8,2 mm en la concentracion del 25%,

respectivamente.
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CONCLUSIONES

El aceite esencial de Minthostachys Mollis (Mufia) presenté eficacia
antimicrobiana en sus diferentes concentraciones deseable sobre el

Enterococcus faecalis (ATCC 29212).

El aceite esencial de Minthostachys Mollis “mufia” al 25% presenté menor

eficacia antimicrobiana sobre el Enterococcus faecalis (ATCC 29212).

El aceite esencial de Minthostachys mollis “mufia” al 50% presenté6 mayor

eficacia antimicrobiana sobre el Enterococcus faecalis (ATCC 29212).

El aceite esencial de Minthostachys mollis “mufia” al 75% present6 mayor

eficacia antimicrobiana sobre el Enterococcus faecalis (ATCC 29212).

El aceite esencial de Minthostachys mollis “muna” al 100% presentd una
eficacia antimicrobiana deseable sobre el Enterococcus faecalis (ATCC

29212).

59



RECOMENDACIONES

Realizar otras investigaciones para comparar con diferentes sustancias el

efecto antimicrobiano de Minthostachys Mollis (Mufia).

Realizar charlas acerca de los beneficios de Minthostachys Mollis en la salud

oral.

Investigar sobre el efecto antibacteriano de Minthostachys Mollis sobre otras

cepas bacterianas pudiendo ser considerada una alternativa de prevencion.

Realizar mas estudios fitoterapéuticos para tener mas alternativas de
tratamiento en cavidad oral, sobre el control y manejo de inhibicion

bacteriana.
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ANEXO N° 1: carta uso de laboratorio

? |UNI\I‘EBBIDA

L G ALAS PERUANAS CARGO
FACULTAD DE MEDICINA HUMANAYY CIENCIAS DELASALU[|__SEDE PUESLO LisRe

ESCUELA PROFESIONAL DE ESTOMATOLOGIA

Pueblo Libre, 16 de abril del 2019

Mg Blga AQUIJE DAPOZZO, CARMEN LUISA
Jefa del Laboratorio Central de la Universidad Aia_s Peruanas

De mi consideracion:

Tengo el agrado de dirigirme a usted para expresarle mi respetuoso saludo y al
mismo tiempo presentarle a la egresada GONZALES SALVAGNO, GIOVANNA,
con cédigo 2007200345, de la Escuela Profesional de Estomatologia - Facultad
de Medicina Humana y Ciencias de |la Salud -Universidad Alas Peruanas, quien
necesita recabar informacién en la el area que usted dirige para el desarrcllo
del trabajo de investigacion (tesis).

TITULO: “EFICACIA ANTIMICROBIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE
MINTHOSTACHYS ~ MOLLIS  (MUNA) SOBRE DOS  BACTERIAS
PREDOMINANTEMENTE EN PERIODONTITIS APICAL CRONICA, ESTUDIO IN
VITRO"”

A efectos de que tenga usted a bien brindarle las facilidades del case.

Anticipo a usted mi profundo agradecimiento por la generosa atencion
que brinde a la presente.

Atentamente,

i UNIVERSINAT
3 | ALAS PEALANAS

FACULTAD DEMEDICINA HEMANA ¥ CIENC RS (F LA SN

ESCUELA PAOFESIONAL DE ESTCHAATOLDGIA




ANEXO N° 2: Técnica Analitica

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Peris, DECANA DE AMERICA)
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

CENPROFARMA - CCA

TECNICA ANALITICA

EXTRACCION DELAACEITE ESENCIAL DE MUNA

APROBADO POR:

ELABO ﬁo R:

ANALISTA RESPONSABLE DE AREA RESPONSABLE DE AREA

1. OBJETIVO:

Extraccién del aceite esencial de las hojas de muiia.

2

MATERIALES Y EQUIPOS:

*  Beackers.

s Pipeta Pasteur.

* Baguetas.

* Pipetas graduadas de 5y 10mL.
. * Balanza analitica.

*  Destilador

s Refrigerante

e Embudo de decantacion

3. PROCEDIMIENTO:

* Lavar la mufia y secar a temperatura ambiente.




UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA)
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA - CCA

TECNICA ANALITICA

CCA
EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL DE MUNA
ELABORADO POR: REVISADO POR: APROBADO POR:
ANALISTA RESPONSABLE DE AREA RESPONSABLE DE AREA




UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA)
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA - CCA

TECNICA ANALITICA

CCA
Ly i L aitue
EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL DE MUNA
ELABORADO POR: REVISADO POR; APROBADO POR:
ANALISTA RESPONSABLE DE AREA RESPONSABLE DE AREA




UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA)
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA - CCA

TECNICA ANALITICA

EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL DE MUNA

ELABORADO POR:

REVISADO POR:

APROBADO POR:

ANALISTA

RESPONSABLE DE AREA

RESPONSABLE DE AREA

®  Pesar las hojas de mufia.




UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Perii, DECANA DE AMERICA)
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA - CCA

. c A TECNICA ANALITICA

Tary Lt s

EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL DE MUNA

ELABORADO POR: REVISADO POR:

APROBADO POR:

ANALISTA RESPONSABLE DE AREA

RESPONSABLE DE AREA

Armar ¢l sistema de destilacion que consta de un matraz en donde se agrega el agua
destilada, un balén de fondo plano donde va las hojas de mufia, un refrigerante, las
mangueras de conexion ¥ un matraz en donde se recibird el aceite mds agua.

Se separa el aceite del agua obtenida en el matraz utilizando la pera de decantacion,
adicionando éter de petroleo, el éter nos ayudara a separar ¢l acetite del agua por diferencia
de densidades, y una vez extraido el aceite del agua, se evapora el éter y como resultado

final obtenemos el aceite de mufia,




UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Peria, DECANA DE AMERICA)
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA - CCA

CCA TECNICA ANALITICA
Larmrs de Dot Sesiins
EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL DE MUNA
ELABORADO POR: REVISADO POR: APROBADO POR:
ANALISTA RESPONSABLE DE AREA RESPONSABLE DE AREA

\

e Serepitié el ciclo 20 veces, teniendo un tiempo de 4 horas por ciclo en donde se usé un
total de 10 kilos de hojas de mufia.




UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Perii, DECANA DE Al\-‘[l:]RICA)
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA - CCA

TECNICA ANALITICA

EXTRACCION DEL ACEITE ESENCIAL DE MUNA

ELABORADO POR: REVISADO POR: APROBADO POR:

ANALISTA RESPONSABLE DE AREA RESPONSABLE DE AREA

*  Scobtuvo 10.5mL de aceite esencial de muiia, de los cuales se hicieron diluciones a 25%.
50% y 75%, usando como solvente el Dimetil Sulfoxido




ANEXO N° 3: Certificado Genlab

Q Mlcroblologlcs

Explr:tlon Dain 2020/8/31

Release Information:

Quality Control Technologist: Kieshia L Negen
Release Date: 2018/10/1

M Name: Ent, ecus faecalls
Catalog ‘Number: 0355

Lot Number; 366-326°

Reference Number: ATCCE 29212™*
Purity: Pure

Passage from Reference: 3

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Small to medium, grayiwhite, translucent, smooth, circular with entire edge  SBAP
Microscopic Features: Method:
Gram positive ovaid cells, mostly in pairs or short chains Gram Stain (1)
1D Sy MALDI-TOF (1) Other F | Challenges: Resul
See altached 1D System resulls document. (1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): negative

(1) Bile Esculin Agar; positive
Ep Streptomycin (300 meg - Disk Susceptibility): 14 -
mm

{IznGent,amlcln (120 mcyg - Disk Susceptibility): 16 - 23
mi

(1) SXT (1.25/23.75 mog - Disk Susceplibility). >/= 20
mm

BHIA wiVar yein (6 meg/ml): S

QLW&-»L—/‘L/-LW-W

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

“*Disclaimar: The last digitis) of the lol number appesring on the product label and padking sfip ate merely a packaging event number. The kot number displayed on this
cartificate is the actual base kol numbar.
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results B R

Meaning of Score Values
Range Interpretation Symbols Color
2.00-3.00 {+++) green
1.70 - 1.99 {+) vellow
0.00 - 1.69 (-} red
Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Interpretation
| High consistency: The best match 1s a high-confidence identification. The second-best matchis (1) a
(A) high-confidence identification i which the species is identical to the best match. (2) a low-confidence
wentification m which the species or genus 15 identical to the best match, or (3) a non-dentification,
Low consistency: The requirements for high consistency are nof met. The best match is a high- or low-
(B) confidence identification. The second-best match 1s (1) a lugh- or low-confidence identification in
which the genus 1s identical to the best match or (2) a non-identification.
(8] No consi y: The req uts for high or low consistency are not met

Sample Name:

Enterococcus faecalls

Sample Description: 0366
Sample ID: 366-328
Sample Creation Date/Time:  2018-08-20T12:53:46 214KLN
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycabacteria Library (bead mathod), Filamentous Fungl Library 1.0, Listeria
Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
o 366-328 Enterococcus faecalis
(+++) (A)
Comments:

N/A




ANEXO N° 4: Protocolo de Analisis

{Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00313-CPF-2019

ORDEN DE ANALISIS
SOLICITADO POR

1 0054312019

. GIOVANNA MIRELLA GONZALES SALVAGNO

MUESTRA ! ACEITE ESENCIAL DE Minthostaclhysmolfin (Muiia)
NUMERO DE LOTE p—

CANTIDAD 101 bolsax 10 Kg

FECHA DE RECEPCION

i + Junio del 2019
FECHA DE FABRICACION %
FECHA DE VENCIMIENTO

PRUEBAS ESPRECIRICACIONER | “weérehos RESULTADOS
ELABORACION DE ACEITE e Arrastre de Conforme
ESCENCIAL | vapor

Lima, 16 de Agosto del 2019

.'; "
! =

i

|
Q.F. G'u{’!x(r'o huerra Brizuela
Director del Centro de Control Analitico

7 MEDICAMENTO, DEL ALIMENTO ¥ DEL TOXICO™

BUREAL VERITAS
Cartitication

i<



CENPROFARMA

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
{Universidad del Perii, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00290-CPF-2019

ORDEN DE ANALISIS :05431/2019
SOLICITADO POR : GIOVANNA MIRELLA GONZALES SALVAGNO
M!JESTRA . ACEITE ESENCIAL DE Minthestachysmeollin (Muiia)
NUMERODELOTE -
CANTIDAD 201 bolsax 10 Kg
FECHA DE RECEPCIQN' : Junio del 2019
FECHA DE FABRICACION -
FECHA DE VENCIMIENTO = :-—----
MARCHA FITOQUIMICA
METABOLITO ENSAYO 'METODOS | RESULTADOS
ACEITES Reaccion Dinitrofenilhidrazina | Cualitativo 4+
GRASAS Reaccion Sudan I11 Cualitativo -
LACTONAS Reaccion de Baljet Cualitativo +
ALCALOIDE Reaccion de Dragendorff Cualitativo ++
o F Reaccion de Licbermann — B
TRITERPENOS Birchard Cualitativo =
Reaccion de Liebermann — T
ESTEROIDES Butchird Cualitativo =
Reaccion de Liebermann — e
CAROTENOS Biockacd Cualitativo =
FLAVONOIDES Reaccion de Shinoda Cualitativo =
FENOLES Reaccién con cloruro férrico | Cualitativo —
Leyenda:
-+ : Reaccion muy evidente
o : Reaccion evidente
+ : Reaccion poco evidente

- :No hubo reaccion

Lima, 17 de Julio del 2019

(Y

1
\

\§

Q.F.

] i »
o Guerra Brizuela 2
Director del Centro de Control Analitico

MEDICAMENTO, DEL ALIMENTO ¥ DEL TOXICO”

150 9001

BUREAU VERITAS
Certification

¥ BRI




ANEXO N° 5: Constancia del Museo de Historia Natural

jLi _‘ UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS oo,
A 4 iladd del Perl, DECANA DE AMERICA B e e

VESTIGACION ¥ POSGRAD

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

-

]
'\.%
A

“Aito de la lucha contra la corrupcién y la impunidad™

CONSTANCIA N°169-USM-2019

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEQ DE HISTORIA
NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA

CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (rama fértil) recibida de Gi G "
estudiante de la Universidad Alas Peruanas; ha sido estudiada y clasificada como:
Minthostachys mollis Griseb. y tiene la siguiente posicion taxonomica, segin el
Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988).

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUBCLASE: ASTERIDAE
ORDEN: LAMIALES
FAMILIA: LAMIACEAE
GENERO: Minthostachys
ESPECIE: Minthostachys mollis Griseb.
Nombre vulgar: "Mufia”

Determinado por Mag. Asuncién A. Cano Echevarria v Huber Trinidad

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que
estime conveniente.

Lima, 24 de mayo de 2019

- SUNC;% ANO"ECHEVARRIA
Il HERBARIO SAN MARCOS (USM)

ACE/ddb




ANEXO N° 6: Constancia de participacion en el proceso de analisis

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Perii, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

EL DIRECTOR DEL CENTRO DE CONTROL ANALITICO DE LA
FACULTAD DE FARMACIA ¥ BIOQUIMICA DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA:

CONSTANCIA DE PARTICIPACION EN
PROCESO DE ANALISIS

A la Srta. GIOVANNA MIRELLA GONZALES SALVAGNO quien fue
participante de la realizacion de su ACEITE ESENCIAL DE
Minthestachysmolfin (Muiia), mediante la Metodologia de Arrastre de
Vapor en la muestra “Minthostachysmollin (Mufia)” ., para la
implementacion de su Tesis titulada “EFICACIA ANTIMICROBIANA
DEL ACEITE ESENCIAL DE Minthostachysmoliin (Mufia), SOBRE
LAS BACTERIAS PREDOMINANTES EN PERIODONTITIS
PERIAPICAL CRONICA. ESTUDIO IN VITRO™ en nuestro
Laboratorio del Centro de Control Analitico - CENPROFARMA

Se expide el presente documento a solicitud de los interesados, para los

fines que estimen por conveniente.

Lima, 03 de Julio del 2019

y
0Q.F. Gustavo Guerra Brizuela \
Director del Centro de Control Analitico -

150 §001
BUREAL VERITAS
Certilicalica

Y DEL MEDICAMENTO, DEL ALIMENTO ¥ DEL TOXIC0”




Anexo 7: Instrumento de recoleccion de datos

FICHA RECOLECCION DE DATOS

Medicidn del halo de inhibicion

Cuadro: Aplicacién de aceite esencial de Minthostachys Mollis al 100 %, 75%, 50 % y 25 %

Placa

Extracto de
Minthostac
hys Mollisal
100% (mm)

Extracto de
Minthostachys
Mollisal  75%
(mm)

Extracto de
Minthostachys
Mollisal 50%
(mm)

Extracto de
Minthostachys
Mollisal 25%
(mm)

Agua
destilada)
(mm)

Clorhexidina
(mm)

10

11

12

13

14

15




Anexo 8: Matriz de consistencia

PROBLEMAS DE LA INVESTIGACION

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

VARIABLES DE ESTUDIO

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

Problema Principal:

,Cudl sera la eficacia antimicrobiana del
aceite esencial de Minthostachys Mollis
(mufia) en diferentes concentraciones sobre
el enterococcus faecales (ATCC 29212) .
Estudio in vitro?

Problemas Especificos:

-¢Cudl serad la eficacia antimicrobiana del
aceite esencial de Minthostachys Mollis
“mufia” al 25% sobre el Enterococcus faecalis
(ATCC 29212).Estudio in vitro?

¢,Cudl sera la eficacia antimicrobiana del
aceite esencial de Minthostachys mollis
“mufa” al 50% sobre el Enterococcus faecalis
(ATCC 29212) Estudio in vitro?

¢,Cudl sera la eficacia antimicrobiana del
aceite esencial de Minthostachys mollis
“mufia” al 75% sobre el Enterococcus faecalis
(ATCC 29212). Estudio in vitro?

¢,Cudl sera la eficacia antimicrobiana del
aceite esencial de Minthostachys mollis
“‘mufia” al 100% sobre el Enterococcus
faecalis (ATCC 29212).Estudio in vitro?

¢ Cual sera la eficacia antimicrobiana de las
diferentes concentraciones
(25%50%,75%,100%) del aceite esencial de
Minthostachys Mollis (mufia), el gluconato de
Clorhexidina al 0,12% y de agua destilada
sobre el Enterococcus faecalis (ATCC 29212)
Estudio in vitro?

Objetivos Principal

Determinar la eficacia antimicrobiana del aceite
esencial de Minthostachys Mollis (mufia) en
diferentes concentraciones sobre el enterococcus
faecales (ATCC29212).Estudio in vitro

Objetivos Secundario

Determinar la eficacia antimicrobiana del aceite
esencial de Minthostachys Mollis (mufa) al 25%
sobre el Enterococcus  faecalis (ATCC
29212).Estudio in vitro.

Determinar la eficacia antimicrobiana del aceite
esencial de Minthostachys Mollis (mufia) al 50%
sobre el Enterococcus  faecalis (ATCC
29212).Estudio in vitro.

Determinar la eficacia antimicrobiana in vitro del
aceite esencial de Minthostachys Mollis (mufia) al
75% sobre el Enterococcus faecalis (ATCC 29212).
Estudio in vitro

Determinar la eficacia antimicrobiana del aceite
esencial de Minthostachys Mollis (mufia) al 100%
sobre el Enterococcus faecalis (ATCC 29212).
Estudio in vitro .

Compararla eficacia antimicrobiana de las diferentes
concentraciones(25%50%,75%,100%) del aceite
esencial de Minthostachys Mollis (mufa), el
gluconato de Clorhexidina al 0,12% y de agua
destilada sobre el Enterococcus faecalis (ATCC
29212).Estudio in vitro .

V. Independiente:

--concentracion sustancia antimicrobiana

V. Dependiente:

Eficacia antimicrobiana del extracto de
Minthostachys Mollis (mufa)

Disefio de la Investigacion

-Experimental, in vitro
transversal y comparativo

prospectivo,

Poblacion

- Cepas de
29212)

Enterococcus faecalis (ATCC




Anexo 9: Fotos

.  PREPARACION DEL ACEITE ESENCIAL

METODOLOGIA ARRASTRE DE VAPOR

Imagen N° 1: Lavado de Material vegetal de Minthostachys mollis , en
corriente de grifo, seguido se seca a temperatura ambiente
extendiéndose en papel Kraft y luego se desoja.



Imagen N° 3: Colocar las hojas de muifa en un balén de fondo plano

para destilacion.



Imagen N° 4: Se arma sistema de destilacion que consta de un matraz
en donde se agrega agua destilada, un balén de fondo plano donde
van las hojas de mufa, un condensador y las mangueras de
conexion y un matraz en donde se recibira mas agua.

Imagen N° 5: Se separa el aceite del agua obtenida en el matraz
utilizando la pera de decantacion adicionando éter de petréleo, el éter
separara el aceite del agua por diferencia de densidade, luego que se
extrae el aceite del agua, se evapora el éter y como resultado final
obtenemos el aceite de muna. Se repitio este ciclo 20 veces.



Imagen N° 6: Se obtuvo 10.5 ml, de aceite esencial de muia, los cuales
se hicieron diluciones de 25%,50%,75%,100%, usando como solvente
Dimetil Sulfoxido.



Agar Base — Sangre

Pesado del agar, mezcla y centrifugado

Imagen N° 7: Se observa los materiales que seran utilizados para el
inicio del estudio.

Imagen N° 8: Se pesa el agar base deshidratado en balanza analitica
siguiendo las pautas del fabricante.



Imagen N° 9: Agar base deshidratado y agua destilada para realizar la
mezcla del agar.

Imagen N° 10: Agar con agua destilada hasta que todo este
homogeneamente mezclado.

Imagen N° 11: Después de mezclado el agar base se coloca en el
Autoclavado por 45 minutos.



Agar Base — Sangre

Imagen N° 12: Después de obtenido el agar se mezcla con sangre
de carnero para empezar el plaqueo.

Imagen N° 13: Plaqueo del agar base - sangre en las placas petri



Activacion y sembrado de las bacterias

Imagen N° 14: Cepa Enteroccus faecales ATCC 29212 inactivas.

Imagen N° 15: Placas sembradas con cepa Enterococcus faecales
29212.



Agar Miller Hinton

Imagen N° 16: Pesado y preparacion del agar Miiller Hinton de acuerdo
a las indicaciones del fabricante.

Imagen N° 17: Pesado en balanza analitica , del agar Muller Hinton
deshidratado

Imagen N° 18: Autoclavado del agar Miller Hinton por 45 minutos.



Elaboraciéon del antibiograma

Material e instrumental previamente esterilizado para realizar el
antibiograma

Imagen N° 19: Escala de MacFarland

Imagen N° 20: Inoculacién de las cepas Enterococcus faecales 29212
en placas con agar Miiller Hinton



Imagen N° 21: Material a utilizar para realizar embebido de los discos
con aceite esencial muna

Imagen N° 22: Discos previamente embebidos con el aceite esencial
en diferentes consentraciones.



Imagen N° 23: Inoculacion de las placas con agar Muller Hinton

Lectura de placas en 24 y 48 horas.

Imagen N° 24: 100% después de 24 horas



Imagen N° 26: Muia al 50% después de 24 horas.

Imagen N° 27: Muia al 25% después de 24 horas.



Imagen N° 28: Control negativo: agua destilada

Imagen N° 29: Control positivo Clorhexidina 0.12%

Imagen N° 30: Placas a las 48 horas ,con diferentes concentraciones






	ANEXO N  6: Constancia de participacion en el proceso de análisis
	Anexo  7: Instrumento de recolección de datos
	FICHA RECOLECCIÓN DE DATOS
	Medición del halo de inhibición
	Cuadro: Aplicación de aceite esencial de Minthostachys Mollis al 100 %, 75%, 50 % y 25 %
	Clorhexidina (mm)
	Agua destilada) (mm)
	Extracto de Minthostachys Mollisal 25% (mm)
	Extracto de Minthostachys Mollisal 50% (mm)
	Extracto de Minthostachys Mollisal 75% (mm)
	Extracto de Minthostachys Mollisal 100% (mm)
	Placa
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15

