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RESUMEN

La presente investigacion evalud el efecto antiséptico “in vitro” del enjuague
bucal elaborado a base del aceite esencial obtenido de las hojas frescas de
Minthostachys mollis “Mufia@” frente al Streptococcus mutans, se empled
concentraciones al 25%, 50% y 100% del aceite esencial obtenido de las hojas

frescas de Minthostachys mollis “Mufa”.

Se us6 una cepa patron de Streptococcus mutans la cual se obtuvo del
Instituto Nacional de Salud, se reactivd y sembrd en placas con medio de
cultivo Agar Tripticasa Soya (TSA).

Para la prueba de efectividad bacteriana se usé discos de papel de filtro
estériles que fueron embebidos con enjuague bucal elaborado a base del
aceite esencial de mufia al 0.003%, 0.0015% y 0.00075%, se usG como
control negativo DMSO (dimetilsulfoxido). Cada disco se coloc6 de manera
ordenada Yy equidistante en el medio de cultivo; se incub6 a 37 ° C por 48
horas; transcurrido el tiempo se realizd las mediciones de los halos de
inhibicion utilizando un vernier. El enjuague bucal del aceite esencial de
Minthostachys mollis al 0.003% obtuvo un promedio de 11.328 milimetros , el
enjuague bucal del aceite esencial de Minthostachys mollis al 0.0015%
obtuvo un promedio de 7.349 milimetros, el enjuague bucal del aceite
esencial de Minthostachys mollis al 0.00075% obtuvo un promedio de 5
milimetros igual que el control negativo (Dimetilsulféxido). Se aplicé
pruebas estadisticas inferenciales como ANNOVA one way y prueba post hoc
de Tukey concluyendo que el enjuague bucal elaborado a base del aceite
esencial de mufia al 0.003% presenta el mayor efecto antiséptico comparado
con los otros enjuagues elaborados a base del aceite esencial del
Minthostachys mollis “Muna” de 0.0015% y 0.00075%.

Palabras claves: Minthostachys mollis, aceite esencial, enjuague bucal,

Streptococcus mutans.



ABSTRACT

This present investigation evaluates the antiseptic effect “n vitro” of the oral
rinse formulate base on the oil from the fresh leaves of Minthostachys mollis
“‘Muna” on Streptococcus mutans; one used concentrations of the oil obtained
from the fresh leave of Minthostachys mollis at 25%, 50 % and 100 %.

The pattern of Streptococcus mutans strain was obtained from Instituto
Nacional de Salud, it was revived and plated in culture medium with
trypticase Soy Agar (TSA).

For the effectiveness bacterium test was use paper discs of sterile filters, and
they were soaked with the oral rinse formulated with the essential oil of the
muna at 0.003%, 0.0015% and 0.00075%. As a negative control, it was used
the DMSO (DimethylSulfoxide). Each disc was placed in an orderly and
equidistantly in the culture medium; incubated at 37 ° C for 48 hours. After
certain period of time, measurements of the halos of inhibition were performed
using vernier. The oral rinse formulated with the essential oil of Minthostachys
mollis at 0.003% scored average of 11.328 millimeters, the oral rinse formulated
with the essential oil of Minthostachys mollis at 0.0015% scored average of
7.349 millimeters, the essential oil Minthostachys mollis at 0.00075% scored
average of 5 millimeters (size disks) as the negative control (dimethyl sulfoxide).
It was applied inferential statistical methods such as ANNOVA one way and the
Tukey’s Post Hoc to conclude that the oral rinse formulated with the essential oil
of the muna at 0.003% shows a major antiseptic effect in comparison with the
oral rinse formulated with the essential oil of Minthostachys mollis at 0.0015%
and 0.00075%.

KEY WORDS: Minthostachys mollis, essential oil, oral rinse, Streptococcus

mutans.



INDICE

CARATULA

DEDIC AT ORIA oo e e I
AGRADECIMIENTOS. ... e e e e I
RESUMEN .o e e e s 1
AB ST R A CT e e v
INDICE ...ttt V
INTRODUCCION ..ottt enenas VI
CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1. Descripcidn de la realidad problematica ...........ccceeeeveeeeniiiiiiiiiieenen. 1
1.2. Delimitacion de la investigacion ..., 2
1.3. Formulacion del Problema ............ooouviiiiiiiiiiieecee e 3
1.4. Objetivos de 1a INVestigacion ... 3
1.5. Hipotesis de la investigacion ... 4
1.6. Justificacion de la investigacion ............cccoovveeevieeeeiiiiiee e e 5
CAPITULO Il: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la INVestigacion ............ccovvveeiviiiiiie e 6
2.2. BASES TEONICAS. .....ciiiiiiiieiiiiie et 13
CAPITULO Ill: METODOLOGIA

3.1. Tipo de |a iINVeStgaCiON............uuviiiiee e e e 36
3.2 Disefio de 1a inVeStigacioN...........ccoiieeeiieeeiiiiiii e ee e eeeeeeaeens 36
3.3. Poblacion y muestra de la investigacion .............cccceevvvvvieiiieeeeeeennnns 36
3.4. Variables, dimensiones e indicadores..............cueuvvveeieiieeeeeeieieeeeeenne. 36
3.5. Técnicas e instrumentos de la recoleccion de datos...............cceee..... 37
3.6. ProCEAIMIENTOS ...eevviiiiiiiiiiiiiiiiiieieeieeeeeeeeeeee et e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeees 47
CAPITULO IV: RESULTADOS

T =TT 7= T [0 1 48
4.2. Discusion de 10S reSultados..........uuuuuueuiiiiiiiiiiiiiiiaaes 57
CONCLUSIONES ....coitiieieiiiieeee ettt aa e e e e e e 62
RECOMENDACIONES .....ottiiiiiiieeii ittt 63
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........cceiiieeeeeceeeee e 64

ANEXOS ..o e 71



INTRODUCCION

El interés por el uso de productos naturales para el tratamiento de
enfermedades de importancia publica ha incrementado en la actualidad, lo
gue en gran medida se sustenta en la tendencia al desarrollo de
tratamientos no convencionales, justificAndose en muchos casos por
razones econémicas, en residualidad o de disminucion de los efectos
toxicos crénicos muy frecuentes en sustancias quimicas puras, con una
tendencia en los paises desarrollados al retorno del empleo de productos
naturales en el tratamiento de diversas afecciones en lo que destaca un papel

indispensable la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)."”°

El 90% de la poblacién segun MINSA padece de caries dental, patologia que
destruye el diente por descalcificacion de las estructuras calcificadas de los
dientes y un 50% de halitosis, o también llamada mal aliento, que se define
como el conjunto de olores desagradables u ofensivos que emanan de la

cavidad bucal.®®

La cavidad oral es habitada por una microflora mixta e inespecifica que
encuentra condiciones ideales para su sobrevivencia. Esta se caracteriza por
ser extraordinariamente compleja en género y especie. Siendo los
estreptococos el grupo mas numeroso de bacterias, se presentan con mayor
frecuencia en las infecciones bucales. El Streptococcus mutans, ha sido
sefialado como el agente etiolégico de la caries dental. Entre los factores de
patogenicidad en el Streptococcus mutans destaca: poder acidogénico,
aciddfilo y acidurico; sintesis de polisacaridos extracelulares de tipo
glucanos insoluble y solubles, fructanos; sintesis de polisacaridos
intracelulares; capacidad adhesiva por la proteinas salivales; produccion de

bacteriocinas con actividad sobre otros microorganismos.**

Vi



Actualmente para la disminucion de la carga microbiana de la cavidad oral se
usan medios mecanicos y quimicos. Dentro de los medios mecéanicos el
cepillado de los dientes es uno de los métodos mas confiables para la
disminucion de esta, también es importante el uso de agentes quimicos que
actiien como coadyuvantes y como reemplazo de los sistemas de la formacion

de la placa bacteriana.**

Los enjuagatorios bucales son de gran importancia para la disminucion de la

carga microbiana.*

Por ello teniendo en cuenta la diversidad vegetal de nuestro pais y el empleo
de plantas medicinales para combatir ciertas enfermedades, se hace
necesario rescatar estos recursos en beneficio de la poblacion, como es el uso
de la “mufia” Minthostachys mollis, planta oriunda de la sierra del Perd, su uso
ampliamente difundido en diversas regiones del pais, se debe por sus
propiedades curativas, las cuales atribuyen a sus componentes, entre los
cuales destaca el aceite esencial ya que actia dependiendo del tipo de
microorganismo y esta principalmente relacionado con la estructura de la
pared celular y la membrana externa de los mismos, ademas que interferirian
en la fase de metabolismo intermedio de los microorganismos inactivando

enzimas de reaccion.'® 38

Esta investigacion pretende evaluar el efecto antiséptico in vitro del aceite

esencial a base de hojas frescas de mufia formulado en enjuague bucal frente

al Streptococcus mutans.

Vii



1.1

CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

DESCRIPCION DE LA REALIDAD PROBLEMATICA

La caries dental es una de las enfermedades de etiologia
bacteriana mas comin entre los seres humanos,® siendo el
Streptococcus mutans, el microorganismo mas importante ligado a
tal patologia, considerado como la especie mas frecuentemente
aislada en la placa dentobacteriana.®

Los escasos estudios epidemioldgicos han sefialado que afecta hasta el
90% de la poblacion pero con diferentes grados de intensidad o
severidad, por otro lado solo el 20% de la poblacion lo considera como
un problema serio. El mal olor de la boca es un factor negativo para las
relaciones interpersonales, pudiendo llegar a producir alteraciones en la
conducta de los individuos, tales como aislamiento social, alteraciones
psicologicas y aun psiquiatricas, o que conduce a problemas en el

trabajo, en el hogar y en el ambiente amical.

En el afio 2012, el porcentaje de atenciones por consultorio externo de la
poblacién de la provincia de Huaura fue el 15.21% del total de las
atenciones de la DIRESA Lima y siendo la segunda causa de consulta
externa en esta provincia las enfermedades de la cavidad bucal, de las

glandulas salivales y de los maxilares con 12.78%.% (ANEXO 04)

En la actualidad existe una gran variedad de agentes antimicrobianos,
llamados enjuagues bucales, entre estos estd la Clorhexidina al
0,12%, como el agente mas utilizado en el medio, dada su eficacia

en la eliminacibn de microorganismos cariogénicos. Sin embargo,



1.2.

presenta efectos secundarios adversos, como disgeusia Yy tincion

dental, razones que limitan su utilizacion.®

En consecuencia, existe la necesidad inmediata de trabajar en la
prevencion y tratamiento de la caries dental y la halitosis a base de
productos naturales de facil implementacion y de amplio espectro
presentes en extractos de plantas naturales; los cuales podran estar al
alcance de toda la comunidad por su facil acceso, bajo costo y sobre
todo por pocos efectos colaterales indeseables.”*

Por todo lo expuesto, el propdsito de la presente investigacion fue la
preparacion de un enjuague bucal de mufia, cuyo aceite esencial es un
excelente antiséptico frente a las cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175.

DELIMITACION DE LA INVESTIGACION
1.2.1. Delimitacion Temporal

El tiempo de estudio corresponde a los meses de Noviembre 2013 a
Diciembre del 2014.

1.2.2. Delimitacion Geogréfica

La recoleccion de la muestra fue en Tarma - Departamento de Junin
(3080 m.s.n.m.) en el mes de Marzo, los ensayos se realizaron en los
laboratorios de la Universidad Alas Peruanas y Universidad Nacional
Mayor de San Marcos.

1.2.3. Delimitacion Social

Se busca presentar un enjuague bucal que signifique una alternativa de

tratamiento, efectivo y econémico en la caries dental.



1.3. FORMULACION DEL PROBLEMA

1.3.1. Problema Principal

¢ Tendré efecto antiséptico in vitro el enjuague bucal elaborado a base
del aceite esencial obtenido de las hojas frescas de mufia frente a la
bacteria Streptococcus mutans?

1.3.2. Problemas Secundarios

1.3.2.1. ¢Tendra efecto antiséptico in vitro el enjuague bucal
elaborado a base del aceite esencial obtenido de las hojas frescas
de mufia al 0.003% frente a la bacteria Streptococcus mutans?

1.3.2.2. ¢Tendra efecto antiséptico in vitro el enjuague bucal
elaborado a base del aceite esencial obtenido de las hojas frescas

de mufia al 0.0015% frente a la bacteria Streptococcus mutans?

1.3.2.3. ¢Tendra efecto antiséptico in vitro el enjuague bucal
elaborado a base del aceite esencial obtenido de las hojas frescas

de mufia al 0.00075% frente a la bacteria Streptococcus mutans?

1.4. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.4.1. Objetivo General

Determinar el efecto antiséptico in vitro del enjuague bucal
elaborado a base del aceite esencial obtenido de las hojas frescas

de mufa frente a la bacteria Streptococcus mutans.



1.4.2. Objetivo Especifico

1.4.2.1. Determinar el efecto antiséptico in vitro del enjuague bucal

elaborado a base del aceite esencial obtenido de las hojas frescas

de mufia al 0.003% frente a la bacteria Streptococcus mutans.

1.4.2.2. Determinar el efecto antiséptico in vitro del enjuague bucal

elaborado a base del aceite esencial obtenido de las hojas frescas

de mufia al 0.0015% frente a la bacteria Streptococcus mutans.

1.4.2.3. Determinar el efecto antiséptico in vitro del enjuague bucal

elaborado a base del aceite esencial obtenido de las hojas frescas

de mufia al 0.00075% frente a la bacteria Streptococcus mutans..

1.5. HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION

1.5.1.

1.5.2.

Hipotesis Principal o Central

El enjuague bucal elaborado a base del aceite esencial
obtenido de las hojas frescas de mufia presenta efecto

antiséptico in vitro frente a la bacteria Streptococcus mutans.

Hipotesis Secundarias

1.5.2.1. El enjuague bucal elaborado a base del aceite esencial
obtenido de las hojas frescas de mufia al 0.003% presenta
efecto antiséptico in vitro frente a la bacteria Streptococcus

mutans.

1.5.2.2. El enjuague bucal elaborado a base del aceite esencial
obtenido de las hojas frescas de mufia al 0.0015% presenta
efecto antiséptico in vitro frente a la bacteria Streptococcus

mutans.



1.5.2.3. El enjuague bucal elaborado a base del aceite esencial
obtenido de las hojas frescas de mufia al 0.00075% presenta
efecto antiséptico in vitro frente a la bacteria Streptococcus

mutans.

1.6. JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

La caries dental segun reportes del MINSA es considerada la
patologia bucal con mas alta prevalencia en la poblacion peruana, es
por ello que con la presente investigacion, se busco evaluar el efecto
antiséptico in vitro del aceite esencial obtenido de las hojas frescas
de Minthostachys mollis “Mufia” frente a Streptococcus mutans. El
producto natural de esta investigacion es la Mufia, planta que
cada vez es mas difundida y conocida, ya que las poblaciones
andinas la utilizan como planta curativa para problemas
gastrointestinales, ademas se consume como bebidas e

insumos para preparacion de comidas.®

En este trabajo se busca innovar nuevas alternativas de enjuagues
bucales con principios activos naturales y asi permitir posteriormente
hacer investigaciones para su uso masivo y que estén al alcance

de la poblacion.



2.1

CAPITULO II: MARCO TEORICO

ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Antecedentes Internacionales

Bravo M. y col (2004) ' en la Universidad Nacional de Catamarca
realizd una investigacion para estudiar la presencia de Flavonoides en
Minthostachys mollis “mufia” y Lepechinia meyenii (Walp) Epling y la
actividad antimicrobiana de sus extractos frente a cepas de E. coliy S.
aureus. Concluyeron que Minthostachys mollis si contiene flavonoides y
gue presenta actividad antibacteriana como consecuencia de la

presencia de aquellos.

Giiiza D. y Rincén L. (2007) * en la Pontificia Universidad Javeriana
evaluaron el efecto antibacteriano del aceite esencial de Minthostachys
mollis “mufa” en combinacion con inactivacion térmica sobre cepas de
Bacillus cereus y Listeria monocytogenes. No encontrando efecto
antibacteriano sobre dichas cepas, atribuyendo esto ultimo a la ausencia

de ciertos componentes en la estructura quimica del aceite.

Mora y col. (2009) “® en la Universidad de los Andes, Mérida -
Venezuela examinaron y analizaron los componentes quimicos del
aceite esencial de las hojas de Minthostachys mollis (Kunth) Griseb var

Vaught. Recogidos en enero de 2008 en la localidad de Tufiame, estado



de Trujillo, Venezuela, fueron separados e identificados por el andlisis de
cromatografia de gases y espectrometria de masas. El aceite esencial se
obtiene por hidrodestilacién y trece componentes (98,5% de la muestra)
fueron identificados por comparacion. Los dos componentes principales
son pulegona (55,2%) y trans-mentona (31,5%). El aceite esencial
mostré un efecto inhibidor significativo contra bacterias Gram (+) y Gram
(-), especialmente Bacillus subtilis y Salmonella typhi (4 pg/ml).

Salazar L. y col. (2009) ®* en la Universidad de La Frontera, Temuco,
Chile se realiz6 un estudio con el objetivo determinar la actividad
antimicrobiana in vitro de la miel de abejas sobre los microorganismos
cariogénicos estreptococos del grupo mutans. Teniendo como resultado
gue las concentraciones de miel investigadas (5, 15, 30 y 35%)
produjeron inhibicién del crecimiento de estreptococos del grupo mutans,
en diferentes magnitudes (p< 0.0001). Las concentraciones de miel que
ocasionaron una mayor reduccion del nimero de unidades formadoras
de colonias de estreptococos del grupo mutans fueron 30 y 35% v/v, no
existiendo diferencias significativas entre estas dos concentraciones,

segun el método estadistico de comparaciones multiples de Duncan.

Antecedentes Nacionales

Fuertes C.y Munguia Y. (2001) ?® en la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos se realizé un estudio comparativo del aceite esencial de M.
mollis (Kunth) Griseb “mufa” de tres regiones peruanas: Tarma, Huaraz
y Huancavelica (utilizando ensayos fisicos, espectro ultravioleta,
espectro infrarrojo y composicién quimica), concluyendo que el aceite
esencial proveniente de Tarma contenia en su composicion 1-
Tetradeceno, 2s-Transmetona, Pulegona como componentes principales
y un porcentaje importante de Timol, demostrando asi que el aceite
extraido de ese lugar tiene mejores condiciones que el aceite de los

otros dos lugares.



Diaz K. y Moromi H. (2005) %, en la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos realiz6 un estudio con el objetivo de determinar la accion
antimicrobiana del aceite esencial de Minthostachys mollis “mufia”
enfrentando cepas estandares ATCC de Streptococcus mutans,
Lactobacillus sp. Fusobacterium nucleatum, Actinobacillus
actinomicentecomitans y Actinomyces sp. a: Amoxicilina, aceite esencial
de Minthostachys mollis y agua destilada para medir los halos de accién
antimicrobiana encontrdndose que Minthostachys mollis tiene efectos
antimicrobianos sobre las bacterias orales con una media de 16,75 mm

de diametro del halo.

Cano (2007) *2 en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos realizé
un estudio para demostrar la actividad antimicotica in vitro del aceite
esencial de Minthostachys mollis “mufia”, proveniente del distrito de
Huacrapuquio, provincia de Tarma. Se observO un alto efecto
antimicotico frente a cepas de Candida albicans a las concentraciones
de 50 y 100 por ciento y dermatofitos Trichophyton tonsurans,
Trichophyton mentagrophytes, Microsporum canis sensibles en los
volumenes de 5 y 50mL; encontrandose en el aceite esencial los

siguientes componentes quimicos: Pulegona, mentona y limoneno.

Castro A. (2008) *° en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos se
realizo un estudio con el objetivo de conocer la composicion quimica del
aceite esencial de las hojas de Erythroxylum novogranatense (Morris)
"coca", actividad antioxidante y determinacion antibacteriana frente a
Streptococcus mutans donde se identificaron los siguientes
componentes quimicos: Nona-3,5-dien-2-one, salicilato de metilo, acido
nonanoico, a-longipineno, acido decanoico, 2-Propenal,3-(2,6,6-trimetil-
1-ciclohexen-1-yl),  a-ciclocitrildeneacetona, trans-B-ionona, olivetol,
apiol, acido hexadecanoico, pitol, acido linolénico, acido esteérico. El
aceite esencial de coca tiene capacidad antioxidante como donador de
electrones o hidrogeno al radical DPPH y como secuestrante del radical

superéxido, y presenta actividad prooxidante incrementando la



degradacion de la deoxirribosa mediante la adicion de iones ferrosos; y
también se determin6 que el aceite esencial de Erythroxylum
novogranatense  (Morris) var. Truxillense presenta actividad

antibacteriana significativa frente a Streptococcus mutans.

Carhuapoma y Col. (2009) ** en la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos se determiné la actividad antibacteriana del aceite esencial de
Minthostachys mollis “ruyaq mufa” frente a Helicobacter pylori, Shigella
dysenteriae, Salmonella typhi y Pseudomonas aeruginosa. El aceite
esencial se obtuvo por destilacién con arrastre de vapor de agua. La
actividad antibacteriana se determiné por el método de excavacién placa
cultivo; resultando en orden de sensibilidad, Shigella dysenteriae es la
gue presenta mas sensibilidad al aceite esencial con un promedio de
21,41 mm, seguido de Helicobacter pylori con 17,07 mm, Salmonella
typhi con 14,25 mm y la que menos sensibilidad presentd fue
Pseudomonas aeruginosa con 11,45 mm. La concentracion minima
inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB) para
Helicobacter pylori se determiné por el meétodo de dilucion en
microplacas, resultando 2 pg/mL. Para las demas bacterias se determind
por el método de dilucion, siendo para Salmonella dysenteriae 4 ug/mL,
Salmonella typhi 4 pg/mL, y P. aeruginosa 9 ug/mL de CMIl y 10 pg/mL
de CMB. Observandose que a mayor concentracion es mayor el efecto
inhibitorio; es asi que la concentracion 450 ug/mL produjo en promedio
22,48 mm de halo de inhibicion, mientras que para una concentracion de
4,5 pg/mL fue de 11,99 mm en la prueba de Duncan. Los porcentajes de
inhibicion comparados con ciprofloxacino, fueron: H. pylori 177,27; S.
dysenteriae 126,11; S. typhi 63,44 y P. aeruginosa 42,29 lo que estaria
demostrando que el aceite tiene mayor actividad que el ciprofloxacino;
esto posiblemente se deba a que los constituyentes del aceite esencial
de Minthostachys mollis, como el timol, acetato de timol, metileugenol,
pulegona, mentona, limoneno, linalol, entre otros, actian en sinergismo;

y comparado con cloranfenicol: P. aeruginosa de 225,56; S. dysenteriae



171,97; S. typhi 135,95 y H. pylori 92,86 a una concentracion de 450

Mg/mL del aceite esencial.

Fernandez K. y Col. (2009) #’ en la Universidad Inca Garcilaso de la
Vega realiz6 un estudio con el objetivo de determinar la efectividad
antibacteriana in vitro de una solucion a base de Camelia sinensis
“t€”al15% y Minthostachys mollis “mufia” al 30% frente a flora salival
mixta en pacientes ortodonticos del Instituto de Salud del Nifo,
obteniéndose los siguientes resultados: Las soluciones a base de
Camelia sinensis y Minthostachys mollis, a base de aceite esencial de
Minthostachys mollis, y la infusibn a base de Camelia sinensis
presentaron todas efectividad antibacteriana con diferencia
estadisticamente significativa entre ellas; siendo la primera solucion
mencionada la que obtuvo mayor efectividad; la segunda, la de mediana
efectividad; y la Ultima, la que presentaba menor efectividad entre las

tres soluciones.

Malpartida F. (2009) ** en la Universidad Alas Peruanas realizé6 un
estudio de efecto inhibidor del aceite esencial de Minthostachys mollis
(mufia) en comparacion al paramonoclorofenol alcanforado y gluconato
de clorhexidina al 2% frente a cepas de Enterococcus faecalis, el estudio
fue in vitro. Se concluyé que el gluconato de clorhexidina al 2% posee
significativamente mayor efecto inhibidor que el aceite esencial de
Minthostachys mollis “mufa” (P<0,05) y el paramonoclorofenol
alcanforado (P<0,05). Ademas el paramonoclorofenol alcanforado posee
significativamente mayor efecto inhibidor que el aceite esencial de
Minthostachys mollis “mufia” (P<0,05). Se concluye que el efecto
inhibidor del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) es menor
gue paramonoclorofenol alcanforado y gluconato de clorhexidina al 2%

en el cultivo bacteriano de Enterococcus faecalis a las 24 y 72 horas.

Paredes N. (2009) *° en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos

realiz6 un estudio de determinar la efectividad antibacteriana in vitro de
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una infusién a base de Camelia sinensis y Minthostachys mollis sobre
flora salival mixta, recolectando saliva no estimulada de 30 estudiantes
universitarios. Utiliz6 el método de difusion por discos para las
soluciones de té verde, mufa, clorhexidina y agua destilada. De los
resultados obtenidos, concluye que se ha evidenciado la efectividad
antibacteriana de una infusién a base de té verde y mufia sobre la flora
salival mixta, sin embargo, se observé una efectividad antibacteriana
menor con respecto a la infusion a base de té verde (por separado), y
también menor con respecto a la clorhexidina. Asi mismo, también
encontr6 que la media de efectividad del té verde era mayor
numéricamente que la clorhexidina pero que no habia diferencias

significativas entre ambas soluciones.

Azafia . y col (2010) ° en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos
realizo un estudio de determinar la efectividad antibacteriana “in vitro” del
aceite esencial de Minthostachys mollis Griseb “mufia” frente a bacterias
prevalentes en lesiones periapicales cronicas de origen endoddntico,
teniendo como resultados que el aceite esencial de Minthostachys mollis
‘mufa” puro y en sus diluciones del 50% y 25% presenta efectividad
antibacteriana cuantitativamente frente a las muestras de conducto
radicular con Periodontitis apical cronica, con promedios de halos de
inhibicion de 11.3mm, 8.8mm y 7.7mm respectivamente, con una
significacion mayor del 5% (P < 0.378). Cualitativamente, frente a la
misma muestra, el Aceite esencial puro y las diluciones al 50% y 25%
presentaron una efectividad limite; con una significacion mayor del 5% (P
< 0.558), y se concluy6 que el aceite esencial de Minthostachys mollis
‘mufa” 100 % presentd una efectividad antibacteriana, tanto
cuantitativamente como cualitativamente mayor, en comparacion a
las diluciones del 50 % y 25 % frente a las cepas de Fusobacterium
nucleatum, Prevotella melaninogénica, Enterococcus faecalis vy

muestras de conducto radicular.
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Cruzado D. (2012) ?° en la Universidad de Truiillo realizé un estudio con
el objetivo de conocer ‘in vitro” la concentracidn inhibitoria minima del
Minthostachys mollis “mufia” al 25%, 50%, 75% y 100% sobre el
Streptococcus mutans, obteniéndose los siguientes resultados: el aceite
esencial de Minthostachys mollis posee efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de Streptococcus mutans ATCC 35668, a las
concentraciones de 50%,75% y 100% vy concluyendo que la
concentracion inhibitoria minima in vitro para el aceite esencial de
Minthostachys mollis, sobre el crecimiento de Streptococcus mutans
ATCC 35668 fue de 50%.

Maravi G. (2012) ** en la Universidad Privada Norbert Wiener realiz6 un
estudio con el objetivo de determinar el efecto antibacteriano vy
antifuingico del aceite esencial de: Menta piperita (Menta), Origanum
vulgare (Orégano) y Cymbopogon citratus (Hierba Luisa) sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175, Lactobacillus acidophilus ATCC
10746 y Candida albicans ATCC 90028, donde se obtuvieron los
siguientes resultados: De los tres aceites esenciales, el que tuvo
mayor efecto sobre Streptococcus mutans fue el Orégano, frente a
Lactobacillus acidophilus y Candida albicans fue la Hierba Luisa. El
aceite esencial de Orégano y Hierba Luisa tienen mayor efectividad
antibacteriana y antifingica que los controles positivos: Clorhexidina al
0.12% y Nistatina, a excepcion de la Menta piperita (Menta) al 50% que

su accion fue menor que los controles positivos.

Alaba W. (2013) * en la Universidad de Truijillo realizé un estudio con el
objetivo determinar el efecto inhibitorio in vitro del aceite esencial de
Minthostachys mollis “mufia” y el yoduro de potasio al 2% sobre
Enterococcus faecalis ATCC 29212, teniendo como resultado que el
aceite esencial de Minthostachys mollis “mufia@” puro y en su dilucion del
50% presenta efectividad antibacteriana cuantitativamente frente a la
cepa Enterococcus faecalis con un halo de inhibicion de 8 mm y de 11

mm para el aceite 100% puro, con una significacion menor del 5% y se
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2.2.

concluyé que el aceite esencial de Minthostachys mollis “mufia” tienen

efecto antibacteriano in vitro frente a cepas de Enterococcus faecalis
ATCC 29212.

BASES TEORICAS

2.2.1.

2.2.2.

Enfermedades Dentales y Bucales

La cavidad bucal posee una flora bacteriana propia que recubre
tanto las mucosas como los dientes. Estos microorganismos
constituyen una poblacion rica y compleja, forman un ecosistema

gue es la placa bacteriana.

La presencia de esta flora bucal no es origen de enfermedad, pero
el desequilibrio cualitativo y cuantitativo de este ecosistema es la
base de infecciones prevalentes en la poblacion como la caries

dental y las enfermedades periodontales.®

La boca puede verse afectada por enfermedades localizadas. Es
el caso de algunas infecciones y heridas. También las
enfermedades sistémicas pueden causar alteraciones en la boca,

es el caso de la diabetes, el siday la leucemia.

Entre los problemas que pueden manifestarse en la boca cabe
destacar varios tipos de llagas y tumores, como las aftas y el
cancer. El revestimiento de la boca o del paladar también puede
experimentar ciertos cambios de color. Otros problemas consisten

en el mal aliento y las enfermedades de las glandulas salivales.®

Halitosis

La halitosis, definida como olor desagradable procedente del
aliento de una persona, es un problema social asociado

frecuentemente a una mala higiene bucal o a enfermedades de la
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2.2.3.

cavidad oral, pero también puede indicar enfermedades
sistémicas severas que necesitan un diagnostico y tratamiento

especificos. %

Tiene una gran prevalencia en la poblacion general, puesto que
se estima que mas del 50% de las personas la padecen. Casi
todo el mundo presenta halitosis al despertar por la mafana,
después de varias horas de suefio nocturno, cuando las
estructuras de la boca han estado en reposo y la produccion de
saliva ha sido muy escasa. La mayoria de la poblacién mundial
gue padecen de halitosis son personas que superan los 50 afos

de edad.?®

Caries dental

La caries dental se define como un proceso patologico
infeccioso, localizado, poseruptivo Yy transmisible, que termina
con la destruccion de los tejidos duros dentales y que se origina
como resultado de cuatro factores principales como lo son la
microbiota, el substrato (dieta), el huésped (diente) y el medio
ambiente (saliva) *°. La destruccion del tejido dental esta
medida por &cidos que son producto de la fermentacion de
los carbohidratos de la dieta por parte de los microorganismos
de la placa bacteriana’’.Los microorganismos implicados en el
proceso de la caries dental estan localizados en un biofilm
complejo que cubre la superficie del diente, y de acuerdo a su
potencial cariogénico, las bacterias que ocupan esta capa pueden
ser clasificadas, siendo los Estreptococos, los microorganismos
mas estrechamente ligados con esta patologia, especialmente
Streptococcus mutans y  Streptococcus sobrinus, aunque
también bacterias de tipo Lactobacillus spp y Actinomyces spp,
juegan un papel importante en el desarrollo de esta

enfermedad?’.
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2.2.4. Streptococcus mutans

En 1924, Clarke aislo ciertos microorganismos a partir de caries
de dentina a los que llamo estreptococos mutantes, debido a que
con la coloracion Gram se observaban de forma méas ovalada que
redondeada, que es la forma tipica de los estreptococos, por lo
gue él consider6 que estas bacterias eran mutantes a éste

género.”

Su principal habitat es la superficie dentaria del hombre, pero
también pueden ser identificados en las fauces. Su presencia en
placa bacteriana se ve favorecida por el alto nivel de sacarosa de
la dieta.>®

Desde el punto de vista estructural, no difieren del modelo general
de todos los estreptococos, salvo en la ausencia de céapsula,
polisacarido C, complejos fibrilares y las fimbrias que cuando
existen, no son muy prominentes. Por el contrario, en la pared
destacan proteinas dotadas de diversas funciones, vy
polisacaridos, distintos del C. Estos polisacaridos muestran
distintas especificidades antigénicas, o que permite distinguir los

serotipos a, b, ¢, d, e, f,gy h.*°

Los Streptococcus del grupo mutans son acidogénicos, por lo cual
sobreviven y se desarrollan a un pH bajo, y acidaricos o capaces
de seguir produciendo acido en un pH bajo. Estas especies
bacterianas consiguen alcanzar rapidamente el pH critico
necesario para iniciar el proceso de desmineralizacion. El
potencial acidogénico acidurico es importante en su virulencia.
Este microorganismo produce acido lactico a partir de la sacarosa
y otros hidratos de carbono con mayor rapidez que otras bacterias
bucales. El acido lactico es fundamental en la virulencia, debido a
gqgue es el &cido mas potente que interviene en la

desmineralizacion del diente.™®
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2.2.4.1. Clasificacion

Los estreptococos del grupo mutans son genéticamente
heterogéneos y pueden ser divididos en distintos tipos.
Esto ha sido posible por medio del estudio de
estructuras antigénicas que permiten reconocer hasta 8
serotipos, designados por letras que van de la a a la h.
Esta subdivision puede ser confirmada por otras
investigaciones, tales como el analisis de la pared
celular, electroforesis en gel de poliacrilamida o
proteinas a partir de células completas, examenes de las
bases de ADN (porcentaje de guanina-citosina) y
estudios de hibridacién del ADN. *°

En estos serotipos es posible detectar ciertas diferencias
fisiologicas, como fermentacion e hidrolizacion de
azucares. Esto permite suponer que algunos de estos
serotipos pueden ser considerados en otras subespecies

0 especies.

El Streptococcus mutans puede ser asimilado por los
serotipos c, e, f mientras los restantes han sido ubicados
en las siguientes especies:

Streptococcus cricetus (serotipo a)

Streptococcus rattus (serotipo b)

Streptococcus sobrinus (serotipos d y )

Streptococcus ferus (serotipo c)

Streptococcus macacae (serotipo h)

Streptococcus downei (serotipo h)

Se sabe que estas distintas especies 0 serotipos varian
en diferentes partes del mundo. El serotipo ¢ es comun
en Europa y América del Norte, mientras que el serotipo

b es frecuente en Africa del Norte. La razén de estas
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variaciones se desconoce. Ademas, no todos los
serotipos son igualmente efectivos en la produccion de

caries dental en animales de laboratorio. *°

En el grupo del estreptococo mutans, la especie mas
prevalente en el mundo es la descrita originariamente
como S.mutans (serotipos ¢, e y f). Estos
microorganismos se encuentran en un nivel del 90% en

los portadores de Streptococcus del grupo mutans.®

La especie S. sobrinus (serotipos d y g) aparece con
menor frecuencia (entre el 7-35%) en esta poblacion.
Las otras especies que comprenden el grupo mutans,
S.rattus, S.cricetus, S.ferus y S.macacae, muy rara vez

han sido aisladas en seres humanos.*®

Los S. mutans pueden sintetizar polimeros
extracelulares solubles (dextranos y fructanos) e
insolubles (mutanos) a partir de la sacarosa. Los
polimeros insolubles desempefian un papel fundamental

en la adhesién del S. mutans a la superficie dentaria.

2.2.4.2. Metabolismo de la Sacarosa

El sustrato mas importante para estos microorganismos,
con respecto a su papel como agente etiolégico de la
caries, es la sacarosa. De su metabolizacion deriva la
produccion de acidos y la sintesis de polisacaridos extra

e intracelulares.*®

En presencia de sacarosa el S. mutans produce un
glucano extracelular, polimero de la glucosa, que le

permite establecerse sobre las superficies dentarias y
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2.2.4.3.

formar una placa adhesiva sumamente cariogénica. El
S.mutans es acidogénico y aciddrico, y éste es el
aspecto mas importante de su probable potencial

cariogénico.*

Solo una pequefia parte de la sacarosa es derivada para
la formacién de polisacaridos extra e intracelulares; la
mayor parte de ella se emplea como fuente energética
para el desarrollo de estos estreptococos.*

Cultivo

Son anaerobios facultativos. La temperatura Optima de
desarrollo es de 36 °C. Aunque pueden multiplicarse al
aire, una practica aconsejable consiste en incubar las
placas inoculadas 24 horas en anaerobiosis v,
posteriormente, otras 24 horas en aerobiosis; esto
favorece la formacion de agua oxigenada, que es un
importante caracter diferencial y, en parte, la sintesis de
polisacaridos extracelulares que, en algunos casos,

pueden facilitar el reconocimiento de las colonias.*

En agar sangre carnero son alfa y gamma hemoliticos,
con excepcion de algunas cepas de S. mutans que son b
hemoliticas. Como medio poco selectivo puede utilizarse
MSA (mitis salivarius agar) que contiene un 5 por 100 de
sacarosa Yy como sustancias inhibidoras, telurito

potasico, azul tripan y cristal violeta.

Como medio més selectivo, el usado habitualmente es
MSB (mitis salivarius -bacitracina), que es MSA al que
se le afiade 0,2 U/ml de bacitracina y 15 gramos mas de

sacarosa por 100. Este medio esta considerado, por
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2.24.4.

algunos autores como un inhibidor del serotipo a (S.
cricetus); pese a que esta especie es poco frecuente en
la cavidad oral humana.®

Se han desarrollado otros medios de cultivo que no
tienen este hipotético inconveniente, como es el caso del
agar TYCSB (con tripticasa, extracto de levadura,

cisteina, sacarosa y bacitracina).*

Las colonias en MSA y MSB miden entre 0.5 — 1.0 mm
aparecen elevadas, convexas, onduladas, opacas de
color azul oscuro, con margenes irregulares, superficie
granular, mas o menos adheridas y con una burbuja de
color  brillante  rodeandolas cuando  producen

polisacaridos extracelulares.*

Sin embargo, tanto en estos medios como en el Agar
TYCSB, el aspecto de las colonias puede variar mucho
no solo entre las especies, sino también entre cepas de
la misma especie, este hecho a menudo dificulta su

reconocimiento.*®

Colonizacién Inicial por Streptococcus mutans

En 1980, Berkowitz et al manifestaron que la
contaminacion de la boca del infante por S. mutans
ocurre con mayor efectividad después de los 12 meses
de edad. Cinco afios después, Caufield et al en 1993
informaron que esto ocurre en mayor medida a una edad
promedio de 26 meses. Otros autores como Mohan, en
1998 encontraron una mayor colonizacion de S. mutans
a partir de los 14 meses de vida; mientras que, Mattos -
Granner y col, en el 2001 encontraron en la poblacién

brasilefia una mayor prevalencia de S. mutans en el
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70.8% de nifilos entre 12 y 19 meses de edad,
demostrando también que es un factor de riesgo y que
de acuerdo con los habitos, costumbres y grado de
contaminacion cariogénica de la familia, el riesgo sera
mayor o menor. Sin embargo, estudios clinicos mas
recientes han demostrado que los S. mutans pueden
colonizar la boca de los infantes predentados. Los
surcos de la lengua parecen ser el nicho ecolégico mas
importante. Tanner y col utilizando pruebas de ADN
reportaron que los S. mutans fueron encontrados en
55% de las muestras de placa bacteriana y en el 70% de
las muestras de saliva tomadas por medio de un
raspado de lengua, en nifios entre los 6 y 18 meses.
Estos estudios sefalan que los S. mutans no necesitan
una superficie dura en la cavidad oral para su

colonizacion.®

2.2.4.5. Asociacion entre Caries dental y Streptococcus

mutans

La caries dental ha sido definida como un estado
dinamico de desmineralizacion - remineralizacion que se
produce como resultado del metabolismo bacteriano
sobre la superficie dentaria y que con el avance del
tiempo determina la pérdida de mineral y eventualmente,

la aparicién de una cavidad.*

Numerosos estudios han demostrado que el S. mutans
esta relacionado con la placa cariogénica. En la saliva
hay un aumento significativo de estos microorganismos
antes de la formacion de la caries dental. Debido a su

relacion con la caries dental, la evaluacién de la
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concentracion de S. mutans en placa y saliva puede

ayudar al diagnéstico de la actividad de caries. *

Se observa en varios estudios que la prevalencia de
caries dental va en aumento con la edad. En los nifios
menores de 12 meses estd por debajo del 10%;
asimismo, alrededor de los 36 meses esté en el 50%.10
Cuanto més precoz ocurre la colonizacion por S. mutans
mayor es la posibilidad de desarrollo cariogénico.
Grindefjord et al en 1995, hall6 que el riesgo para
desarrollar caries dental es 4.3 veces mayor en los
infantes colonizados por S. mutans en el primer afio de

vida.*®

2.2.5. Enjuague bucal

2.2.5.1.

2.2.5.2.

Concepto.

El Enjuague Bucal o “colutorio” estos elixires son
soluciones acuosas o0 hidroalcohdlicas que se utiliza
después del cepillado de dientes, para eliminar las
bacterias causantes de caries y eliminar el aliento

desagradable. *’

Importancia

El Enjuague Bucal tiene importancia decisiva en la
salud, ya que ayuda a combatir la placa bacteriana y
su acumulacion en la base de los dientes, el sarro.
Ademads, previene tanto la caries (la acumulacion de
acidos que destruyen el esmalte) como la enfermedad
periodontal (la retraccion de la encia que provoca el
debilitamiento del hueso en el que se aloja el diente).

Aunque no sustituyen al cepillado, los enjuagues
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bucales ayudan a mantener la boca limpia y sana,

gracias a su accién antibacteriana.”’

2.2.6. Antiséptico

Los antisépticos son drogas de accion inespecifica y de uso
estrictamente externo, capaces de destruir o inhibir el desarrollo de
microorganismos que habitan 0 se encuentran transitoriamente
presentes en la piel o mucosas. Para lograrlo deben reunir
suficiente actividad antimicrobiana en el sitio de accion y una
buena tolerancia local y general. A altas concentraciones pueden

ser toxicos para los tejidos vivos.

Terapéuticamente hablando, el papel de los antisépticos es el de
coadyuvar con los medios naturales de defensa de la piel en el
control de los microorganismos patdégenos responsables de las

infecciones cutaneas primitivas.

2.2.7. Plantas Medicinales

2.2.7.1. Principio activo de Las Plantas Medicinales

Thompson °° refiere que el valor medicinal de las plantas
curativas, se debe a la presencia de una sustancia
guimica — principio activo — que produce un efecto
fisiolégico. Mucho de Ilos principios activos son
sumamente complejos, desconociéndose aun su
naturaleza quimica; otros han sido purificados,
sintetizados o imitados. Por lo general pertenecen a una
de estas categorias: aceites esenciales, alcaloides,
glacidos, taninos, sapogeninas, fenoles, quinonas,

terpenos, carotenoides, cumarinas, flavonoides, resinas.
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2.2.7.2.

2.2.7.3.

Definicién

Los aceites esenciales son mezclas de sustancias
volatiles con propiedades aromaticas, extraidos de
plantas, en su mayoria por destilacion; son
generalmente liquidos y rara vez soélidos®* *°. Son el
producto final del metabolismo secundario de muchas
células vegetales, por lo que no se reintegran al

metabolismo celular .

Augusto ' define a los aceites esenciales como aquellas
sustancias caracterizadas por su volatlidad, formadas
por agrupaciones de un gran numero de compuestos
quimicos aromaticos. Existen en las diferentes partes
de las plantas, siendo estas sustancias no miscibles

en agua. Morales *°

reporta que la mayoria de las
esencias estan constituidas por un compuesto
predominante; pero que no siempre las caracteristicas de
olor y sabor estan dadas por el compuesto principal.
Otros componentes en menor traza son importantes y
en algunos casos la calidad comercial de ciertas

esencias depende de dichos constituyentes.
Composicién

Se considera que los aceites esenciales son
guimicamente una mezcla compleja y muy variables de
hidrocarburos aliciclicos, denominados terpenos y sus
derivados oxigenados llamados alcanfores *. La
composiciéon de los aceites esenciales es diversa.
Estan principalmente constituidos por hidrocarburos de
formula C10H16. En la actualidad se refieren a un gran
namero de hidrocarburos que aparecen en la naturaleza
con formula (C5H8), sus derivados y compuestos

aromaticos %* 4.
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Los terpenos por su composicidén, pueden derivar de
la condensacion de dos moléculas de Isopreno C5H8 .
En los mismos aceites esenciales, y en otros productos
naturales, aparecen compuestos 25 derivados,
analogamente, del Isopreno, de modo que Ila
calificacibn de terpeno se extiende a todos aquellos,
dividiéndolos en  hemiterpenos C5H8, terpenos
propiamente dichos, sesquiterpenos C15H24,
diterpenos C20H32 y politerpenos (C5H8)n, siendo n un

nimero elevado.??*°

Los productos derivados de
Isoterpenos que tienen oxigeno reciben el nombre de
alcanfores, como ejemplo: en los hidrocarburos
terpénicos figuran los limonenos, el mirceno, el pineno.
Entre los alcoholes terpénicos mas importantes, el
geraniol (de las esencias de las rosas), citronelo,

etC'24, 22

Y con respecto a sus componentes quimicos estan
constituidos por muchas clases de estos, algunos por
un solo componente en un alto porcentaje y otros por
mezclas complejas de compuestos ciclicos aromaticos,

aciclicos, heterociclicos y derivados oxigenados.

Los constituyentes principales de los aceites esenciales
son: ¥
e Hidrocarburos: Mirceno, cinemo, pineno, canfeno,
felandreno, bineno, limoneno, cariofileno, geranioleno,
santaleno
e Alcoholes: Isoamilico, geraniol, linalol, citronelol,
nerodinol, farsenol, terpinol, mentol, borneol, bencilico,
fenil-etilico

e Fenoles: Timol, carbacrol, eugenol, vainillina
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¢ Aldehidos: Citral, citronelal, anisaldehido,
benzaldehido, cinamadehido

eCetonas: Alcanfor, carvona, mentona, piperitona,
acetato fenona

e Eteres: Anetol, metilchavicol, eucaliptol, ascarodol

eEsteres: Salicilato de amilo, benzoato de metilo,
acetato de terpinilo, acetato de geranilo

2.2.7.4. Propiedades Fisicas ?

e Liquidos a temperatura ambiente (a diferencia de los
aceites “fijos”).

e Muy raramente son coloreados.

e En general, su densidad es inferior a la del agua.

e Poseen un indice de refraccion elevado.

Desvian la luz polarizada.

e Son liposolubles y solubles en los disolventes
organicos habituales.

e Arrastrables en vapor de agua (muy poco solubles
en ella).

e Punto de ebullicion es superior a los 100 °C.

2.2.75. Localizaciobn de los aceites esenciales en las

plantas

Segin Miller ¥ 2000 especies de plantas producen
aceites esenciales. Las especies que proporcionan
mayor cantidad de aceites esenciales pertenecen a las
Familias Labiadas, Umbeliferas Compuestas, Mirtaceas,
Lauredceas, Rutaceas y Pinaceas. Los aceites
esenciales se hallan en regiones circunscritas de la
planta como son: raiz, tallos hojas; son segregados
por estructuras especializadas como los pelos

glandulares, cavidades esquizégenas, etc.
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2.2.7.6. Funcion de los aceites esenciales en la planta

Meyer * informa que no se conoce exactamente la
importancia bioquimica que desempefian los aceites

esenciales en las plantas.

Probablemente deben considerarse como productos
accesorios del metabolismo, es probable que tengan
un papel ecoldgico. Sin embargo; otros estudios han
demostrado que los aceites esenciales regulan la
transpiracion, especialmente al alterar o modificar la
actividad calorifica y la presibn osmoética, manifiesta
que los aceites esenciales son secreciones
patolégicas como la resina, el balsamo, etc.,
sirviendo a la planta como sustancias protectoras

contra las enfermedades de los 6rganos dafados. *®

Influencia de los factores externos en la

produccion de aceites esenciales

Diversas investigaciones estudiaron el tipo de
influencia de los factores externos y su relacion con los
aceites esenciales, concluyendo que la luz, el suelo, el
clima, la velocidad del viento, etc. determinan su

produccién.®® %8 19

2.2.7.8. Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales

Los aceites esenciales, compuestos extraidos de
varios tipos de plantas y usados para preservar
alimentos y bebidas, tienen un efecto inhibitorio sobre
el desarrollo de microorganismos. En su estudio Walton
y col. demostré que el extracto destilado del ajo tiene
efectos bactericidas y bacteriostaticos. > Se conoce de

la actividad antimicrobiana de varias especies
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vegetales en forma de extractos o hierbas
aromaticas en los alimentos, inhiben la formacion
vegetativa de esporas, detienen el crecimiento de
elementos patégenos y levaduras.?

2.2.7.9. Mecanismo de accion del aceite esencial sobre los

microorganismos

Este mecanismo de accién hacia los microorganismos
es complejo y aun no ha sido del todo entendido y
explicado. El modo de accion de los aceites esenciales
también dependera del tipo de microorganismos y esta
principalmente relacionado con la estructura de la
pared celular y la membrana externa de los mismos.*
Kakrani y col. establecieron, in vitro, la actividad
antimicrobiana, antiparasitaria y antimicotica de los
aceites esenciales de Agliaodoratissima. Las
investigaciones plantean que los aceites esenciales
interferirian la fase del metabolismo intermedio de

los microorganismos inactivando enzimas de reaccién.>®

2.2.8. Minthostachys Mollis

2.2.8.1 Descripcién general

Se denomina en la lengua Quechua “muna”, y en la
Aymara tiene 2 nombres: “Coa” y “Huaycha”. Debido a
sus caracteristicas semejantes al poleo y orégano, los
espafoles la denominaban poleo silvestre. Otros nombres
vulgares con los que se le conoce a esta planta son:

coz", "mufa-mufa",

"arash mufia", "kon" "Orcco-mufia”.1% %

"Mufia negra", "Polco silvestre”,

La mufia, es un recurso natural que tiene un plano

altitudinal de crecimiento entre los 2500 — 3500 m.s.n.m
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(metros sobre el nivel del mar).*® Habita entre los
diferentes pisos ecolégicos de nuestra serrania,
comportandose como tal; existe en gran abundancia. Asi
como es una planta hemicriptofita que durante la época
mas fria del invierno y seco desaparecen sus 6rganos
aéreos para brotar nuevamente con las primeras lluvias

de la primavera.®

Alcanza una altura de 0.80 a 1.50 metros, desarrollandose
en forma difusa y muy ramificada, crece en lugares
cercanos a acequias, manantiales sin tener grandes
requerimientos de agua.*® Se desarrolla en suelos
arenosos, ricos en materia organica, bien drenados, con
buena retenciéon de humedad, con un pH entre 5-8 y un
clima con elevada luminosidad, florece en época de lluvia,

se multiplica por semilla y por codo.*
2.2.8.2 Clasificacion sistematica

Segln el sistema de clasificacién de J. Mostacero, ** la
especie de Minthostachys mollis “Mufia”, se ubica en la

siguiente categoria taxonomica:

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Subclase: Methachlamydeae
Orden: Tubiflorae

Familia: Lamiaceae (Labiatae)
Género: Minthostachys

Especie: M. mollis (Spach) Griseb

Nombre vulgar: “Muia”
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2.2.8.3 Caracteristicas Botanicas

Es una planta arbustiva, lefiosa, frondosa en la parte
superior, de aspecto general glauco, erecto y pubescente,
su tallo es ramificado desde la base. Las hojas es el
elemento vegetativo simple ligeramente aserrado, carece
de estipulas, cortamente pedunculares de filotaxia
opuesta. Su peciolo mide entre 4 y 6 mm. de largo,
pubescente acanalada en la parte superior y convexo en
la parte inferior, es aqui donde se deposita la mayor
cantidad de aceite, que al estrujarlos dejan sentir su
aroma caracteristico. Las flores son hermafroditas. El
limbo es aovado 1.7 a 2.5 centimetros. En su mayor
ancho, y de 2 a 4 centimetros. de largo; su base es
atenuada de bordes aserrados, apice agudo de nerviacion
penninervia. El limbo es pubescente tanto en el haz como
en el en vez, debido a lo cual las hojas presenta una
coloraciéon verde palida; sus nervaduras secundarias son
muy desarrolladas y ligeramente reticuladas. El caliz
soldado con 13 venaciones terminado en 5 lobulos
dentados casi iguales entre si con pelos en la base, la
corola raramente es de 6mm. De largo, dividida en 2
labios: 2 |6bulos o labio superior y 3 l6bulos o labio
inferior. Los pelos de las partes aéreas, o0 sea de las hojas
y tallos, parece que forman una especie de manto
protector contra los cambios bruscos de temperatura y al
mismo tiempo son los lugares en donde se deposita el
aceite esencial, de aqui que al estrujarlos dejen sentir su
aroma o el sabor picante que da una impresion de frio que
es caracteristico. Las flores son pequefias, reunidas en
verticilos falsos, situados en la parte superior de las ramas

con pedinculos cortos, 2 en cada axila.*
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2.2.8.4 Tipos de mufia

2.2.85

mufa

Se indica un total de 12 especies, cuya distribucion

abarca desde Argentina hasta Venezuela; * y en el Pert

encontraron 6 especies distribuidas desde el
(Cajamarca) hasta el sur (Cuzco),

distribucion en la regién central, cuyas especies son:

. glabrescens
. salicifolia

. cetosa

. Spicata

[ ]

. tomentosa
. mollis (HKB) griseb

= 2 2 Z L

7,49

. Aspecto

. Color : Incoloro
. Olor : Caracteristico en menta
. Sabor : Picante

. Densidad relativa

e indice de refraccion
e indice de mentona
e indice de menta

e indice de acidez

e indice de esteres

e indice de éter

. Contenido de mentol total:

. Solubilidad en etanol

Liquida, clara, transparente

0.92
1.4699
3.88%
22%
1.683
5.819
16.80 %
4.042 %
95 %

norte

con una mayor
68,36

Caracteristicas fisico-quimicas del aceite esencial de
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2.2.8.6 Composicion Quimica

Con respecto a la composicién quimica del aceite esencial
de M. mollis (mufia) existen pocos trabajos de
investigacion por lo que se tiene poca informacion; el
aceite esencial de M. mollis (mufa), al igual que otros
aceites esenciales, presenta una estructura aldehidica,
cetdnica, alcohdlica (mentol y mentona), ésteres, éteres y

terpenos en mayor porcentaje.>

Gibaja® realizé la desterpenacion del aceite esencial de
M. mollis (mufia) determinando el 10.20% para la parte
desterpenada (compuestos oxigenados) y 89.80 % para la
fraccion terpénica. Chica'® determiné la presencia de

carvacril acetato, carvacrol, pulegona y mentona.

2.2.8.7 Moléculas presentes en mufia *°
2.2.8.7.1. Pulegona

Uno de los componentes mas importantes de
muchos aceites Minthostachys, pero es mejor
conocido por pulegium poleo (Mentha). Es
altamente téxico en grandes cantidades, dafa el
higado y puede provocar el aborto. Su toxicidad
probablemente explica algunos de los efectos
del aceite de Minthostachys contra las plagas y
pardsitos. La sustancia también se usa en

perfumeria y saborizantes.
2.2.8.7.2. Mentona

Otro componente muy importante, junto con
Pulegona a menudo representa mas del 75% de

la composicion del aceite entero. ElI mas
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conocido de la menta (Mentha piperita). Tiene un
aroma muy agradable sabor a menta y se usa en
perfumeria, pero también tiene propiedades
digestivas.

2.2.8.7.3. Carvacrol

Se han encontrado para ser componentes
dominantes en una menor proporcion de los
estudios de los aceites de Minthostachys mollis.
Carvacrol también se encuentra en varias
hierbas conocidos como el orégano (Origanum
vulgare), la ajedrea de verano (Satureja
hortensis) o tomillo (Thymus serpyllum), y es

sobre todo un valor para sazonar.
2.2.8.7.4. Carvona

Como su nombre lo sugiere, esta sustancia es
conocida como un producto de semillas de
alcaravea (Carum carvi), un Apiaceae. Tiene
propiedades digestivas y se utiliza para dar

sabor.
2.2.8.7.5. Mentol

Por lo general, mucho menos importante en
Minthostachys mollis, pero a veces se encuentra
como componente menor de la mezcla de aceite.

Se utiliza contra dolor de garganta.
2.2.8.7.6. Linalol

Empleado como condimento y como insecticida,
linalol es mas conocido de cilantro (Coriandrum

sativum) de la familia Apiaceae. A menudo es
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uno de los componentes menores del aceite de

Minthostachys mollis.
2.2.8.7.7. Timol

Como su nombre lo sugiere, esta sustancia es
bien conocida de los aceites de distintas
especies de tomillo. Actia como antiséptico y
contra el dolor de garganta y tos. A veces se
encuentra como un componente menor en el

aceite de Minthostachys mollis.*®
2.2.8.8 Composicién nutritiva de mufia *°
En 100 gr. De parte comestible

2.2.8.8.1. Componentes mayores

e Agua: 16 ug. %

e Proteinas: 3.20 ug. %

e Grasas: 2.80 ug. %

e Carbohidratos: 66.30 ug. %
e Fibras: 9.40 ug. %

e Cenizas: 11.70 ug. %

e Minerales

e Calcio: 2.24 ug. %

e Foésforo: 269 ug. %

e Hierro: 22.40 ug. %

e Vitaminas

¢ Retinol: 306 ug. %

e Tiamina: 0.35 ug. %

¢ Riboflavina: 1.81 ug. %

¢ Niacina: 6.85 ug. %

e Ac. Ascorbico: 21.10 ug. %
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2.2.8.8.2. Otros componentes

e Acidos débiles: 2.54 ug. %
eEsteres: 14.02 ug. %

e Taninos: Positivos
eResinas: Positivo
eFenoles: Positivos

e Alcoholes: Positivo

¢ Aldehidos: Positivo

e Cetonas: Positivas

e Carbonilo: 22.06 ug. %

e Mentol: 40.42 ug. %

2.2.8.9. Propiedades y usos de la especie Minthostachys

mollis

La muiia es reconocida tradicionalmente por sus
propiedades digestivas contra colicos, flatulencia
(carminativo), vomitos, diarreas; antitusigenas,

antiasmatico, expectorante, *3%

antiespasmaodicas,
antiséptica, analgésico, antiinflamatorio, febrifugas, en
tratamiento de tumores y mezclandola con chilca se
empleaba en fracturas.> Es excelente contra la halitosis®
y para combatir jaquecas y soroche. Ademas es utilizada
como condimento para preparar platos tipicos.*®

En el campo agricola se emplea para la preservacion de
algunos productos como la papa, del ataque de

insectos. % 643

A manera de fumigante organico vegetal contra el

gorgojo de los andes y Norimoschema y como

antimoho®.
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En el campo pecuario es utlizado para controlar los
ectoparasitos y endoparasitos de los animales
domésticos, ademas para curar sarna en equinos y

camélidos.*®
En otras zonas de Latinoamérica, principalmente en

Argentina, se le emplea para aromatizar y fabricar licores
y bebidas.*®
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CAPITULO Ill: METODOLOGIA

3.1. TIPO DE LA INVESTIGACION

Experimental, transversal, prospectivo y aplicada.
3.2. DISENO DE LA INVESTIGACION
El disefio de la investigacion fue experimental in vitro.
3.3. POBLACION Y MUESTRA DE LA INVESTIGACION
3.3.1. Poblacion
Las bacterias que se encuentran en la placa dentobacteriana.
3.3.2. Muestra

La cepa Streptococcus mutans ATCC 25175.

3.4. VARIABLES, DIMENSIONES E INDICADORES

Variable independiente: Concentracion del enjuague bucal elaborado a

base del aceite esencial obtenido de las hojas de Minthostachys mollis.
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Variable dependiente: Efecto antiséptico in vitro del enjuague bucal
elaborado a base del aceite esencial obtenido de las hojas de

Minthostachys mollis.

Variable Dimensiones Indicadores
Enjuague bucal del aceite Aceite esencial
esencial de mufia al 0.003% puro

Concentracion del enjuague Enjuague bucal del aceite Aceite esencial al
bucal esencial de mufa al 0.0015% 50%

Enjuague bucal del aceite

. . Aceite esencial al
esencial de muna al

25%
0.00075% S%
Efecto antiséptico in vitro Prueba de efectividad D|ame.tro. d.e! ,Halo
. . . de inhibicion
del enjuague bucal antibacteriana

3.5. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

3.5.1. Técnicas

a. Obtencion del aceite esencial de muna

a.l. Recoleccion de mufa
La recoleccion se realiz6 a partir de hojas frescas, las
cuales se colectaron de la ciudad de Tarma del
departamento de Junin (3080 m.s.n.m.) en el mes de
Marzo 2014 con permanencia de dos dias en dicha ciudad.
Las hojas fueron conservadas a temperatura de ambiente
sin desecar, y no se expuso al sol ni se lavaron hasta el

momento de la extraccibn del aceite esencial.
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Aproximadamente se recolect6 entre 10 kilogramos de

esta materia prima.
a.2. Marcha Fitoquimica

Preparacién del extracto acuoso

Se hizo un extracto acuoso de las hojas de mufia por
infusion, se secaron las hojas en la estufa a 50°C, luego
se procedio a triturar con el mortero, se obtuvo 50 gramos y
se colocO en un matraz con 100 ml de agua destilada en
estado de ebullicion durante 10 minutos. Posteriormente se
procedio a filtrar el extracto acuoso con papel filtro.

Se analiz6 la presencia de posibles metabolitos
secundarios en cada una de las soluciones obtenidas
siguiendo el método descrito por Look y col. Los
compuestos analizados fueron los siguientes: esteroides /
triterpenoides, alcaloides, quinonas, flavonoides, taninos,
saponinas, lactonas, aminoacidos, glicésidos, resinas y

compuestos fenélicos.*

El extracto acuoso obtenido fue sometido a la identificacion
de compuestos quimicos presentes en ellas mediante
reacciones de coloracion y/o de  precipitacidon
caracteristicas, empleando para ello reactivos

estandarizados.

e Ensayo de cloruro férrico: A un 1 mililitro del
extracto acuoso se afiadio acetato de sodio 0.2 M para
neutralizar y 3 gotas de una solucién tricloruro férrico
al 5% en una solucion salina fisiolégica. Este

ensayo positivo permiti6 reconocer compuestos
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fendlicos, resulta positivo con el desarrollo de una
coloracion rojo-vino.

e Ensayo de Shinoda: A un 1 mililitro del extracto
acuoso se adicion6 1 mililitro de &cido clorhidrico
concentrado 37% p/p y un trozo de cinta de magnesio
metalico. Después de la reaccion se esperé 5
minutos, se afiadi6 1 mililitro de alcohol amilico,
se mezcld las fases y se dej6 reposar hasta que se
separ0. Este ensayo permitié reconocer la presencia de
flavonoides.

e Ensayo de Borntrager: A un 1 mililitro del extracto
acuoso se adicion6 1 mililitro de hidroxido de sodio
10%, 1 mililitro hidroxido de amonio al 5% en agua. Se
agité mezclando las fases y se dej6é en reposo hasta su
separacion. El ensayo es positivo para presencia de
guinonas cuando la fase alcalina (superior) se colorea
de rosado en este caso se reporta (++) 0 rojo para lo

cual se reporta (+++).

e Ensayo de Dragendorff: A un 1 mililitro del extracto
acuoso se afadi6 una gota de acido clorhidrico
concentrado 37% p/p (calentar suavemente y dejar
enfriar hacia la acidez), se afiadié 3 gotas del reactivo
de Dragendorff. La presencia de alcaloides se detecta

por la formacion de un precipitado naranja rojizo.

e Ensayo de Espuma: En un tubo de ensayo se
disolvi6 al extracto acuoso en 10 mililitros de agua
destilada; se agité por 30 segundos. La aparicion de
espuma por mas de 15 minutos luego de la agitacion

indica la presencia de saponinas en la muestra.
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e Ensayo de Liberman - Buchard: A un 1 mililitro del
extracto acuoso se afadio el reactivo compuesto por
Imililitro de Anhidrido acético y 1 mililitro de
cloroformo, se dejo resbalar por la pared del tubo de
ensayo 2-3 gotas de &cido sulfurico concentrado sin
agitar. De ser positiva se producen cambios de
coloracion (rosa, violeta, azul y verde). Permitid
reconocer en un extracto la presencia de

triterpenos y esteroides

e Ensayo de Sal - Gelatina: A un 1 mililitro del
extracto acuoso se afiadi6 1 gramo de gelatina, 100
mililitros de agua destilada y 10 gramos de cloruro de
sodio (sal). Un precipitado abundante indica presencia

de taninos.

e Ensayo de Antrona : A un 1 mililitro del extracto
acuoso se dejo resbalar una solucion de no mas de 24
horas de Antrona al 0.01% en &cido sulfarico
concentrado. La presencia de glicésidos se evidencia

por un anillo azul verdoso en la interfase.

e Ensayo de Ninhidrina: A un 1 mililitro del extracto
acuoso se afiadio 5 gotas de Ninhidrina 1% y se
calentd en un bafio de agua hirviendo por unos 5
minutos. Una coloracion violeta indica presencia de

aminoacidos.

e Ensayo de Hidroxamato Férrico: A un 1 mililitro
del extracto acuoso se afiadi6 una gota de una
solucion metanolica 2N de clorhidrato de hidroxilamina
y una gota de solucién metanélica 2N de hidroxido de

potasio. La mezcla se calentdé a bafio de Maria, y se
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acidulé con acido clorhidrico 0.5N, finalmente se
afadi6 una gota de cloruro férrico al 1%. Se
presenta un cambio a color café o violeta cuando se

detectan lactonas.

a.3. Extraccion del aceite esencial de mufia

La obtencion del aceite esencial se efectué con el
método por destilacion por arrastre de vapor de agua.”

El método consistid en colocar 10 kilogramos de “Mufia” a
lo largo del recipiente de metal del equipo extractor de
aceite, de tal modo que el material no esté en contacto
directo con el agua; luego se calento hasta el
desprendimiento de vapor de agua, a los pocos
minutos  se observdO el paso del vapor de agua
conteniendo el aceite esencial a traves de los
refrigerantes de vidrio, fueron recolectados en una pera de
decantacion; se dej6 en reposo hasta observar la
separacion del agua y del aceite, se procedié luego a su
decantacion. ElI aceite obtenido fue sometido a
desecacion con sulfato de sodio anhidro; se agité por 1
minuto y se apreci0 el agua en forma cristales con el
sulfato en la base del tubo. Posteriormente fue filtrado, se
separo el aceite y se deposité en un frasco ambar estéril y

se dejo refrigerar.
a.4. Marcha de Solubilidad

En 9 tubos de ensayo se coloc6 2 ml del aceite esencial
de las hojas de mufia y se le agrego a cada uno 2 ml del
solvente respectivo: agua, metanol 99%, acetona 99.5%,

cloroformo, etanol al 70%, benceno, hexano, acetato de
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etilo 0.02M vy éter etilico, se agitd y se observaron los

resultados.

a.5. Dilucién del aceite esencial de muifia

Una vez obtenida el aceite esencial de muia, se
utilizé este aceite esencial puro y se procedié a
realizar diluciones utilizando como solvente el
dimetilsulféxido (DMSO).

e Concentracion al 50 %: en proporciéon de 1:1 (en un
tubo de ensayo se agregé 1.5 microlitros de aceite
esencial de mufia con 1.5 microlitros de
dimetilsulfoxido).

e Concentracion al 25 %: en proporcion de 1:4 (en un
tubo de ensayo se agregé 0.75 microlitros de aceite

esencial de mufa con 2.25 microlitros dimetilsulfoxido).

El DMSO es un solvente organico incoloro e inodoro
derivado de la pulpa de la madera, utilizado de forma muy
frecuente como excipiente debido a su capacidad de
disolver sustancias hidrosolubles como liposolubles, es
inerte con muchos principios activos, y se sabe que facilita
e incrementa la penetracion de la sustancia disuelta y no
aumenta su toxicidad. Se usa como disolvente para
preparar  diferentes  concentraciones de  aceites

esenciales.?®

b. Preparacion de los enjuagues bucales elaborados a base

del aceite esencial de las hojas frescas de mufa

Se formulé 100 mililitros del enjuague bucal con el aceite

esencial de mufa:
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Aceite esencial 3 pL

Alcohol 20 mL
Cloruro de zinc 0,42 mg
Salicilato de metilo 0,64 mg
Sacarina 0,1 mg
Glicerina 4.4 mL
Azul de metileno 0,05 mL
Colorante 0.1 mL
Agua destilada c.s.p 100 mL

Procedimiento

e Se mezclo6 los ingredientes liquidos (20 ml de alcohol
con 4.4ml de glicerina).

e Luego se colocé en un mortero los ingredientes
sélidos (0.48mg de cloruro de zinc, 0.64mg de
salicilato de metilo con 0.1mg de sacarina).

e Luego se afnadio las mezclas de los ingredientes
liquidos con los ingredientes sélidos y se agrego el
agua destilada hasta llegar a los 100 ml, agitando
con una vagueta.

e Se agreg6 0.05 ml de azul de metileno y dos gotas
colorante, por ultimo se agregd 3 pl del aceite
esencial de las hojas frescas de mufa al 25%, 50%

y 100% a cada uno de los enjuagues bucales.

Los enjuagues bucales presentaron las siguientes

concentraciones:

e Al agregarle 3 pl aceite esencial al 100% a los 100

ml de enjuague bucal, se obtendria una
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concentracion final del enjuague bucal del aceite
esencial de muina de 0.003%.

e Al agregarle 3 pl aceite esencial al 50% a los 100 ml
de enjuague bucal, se obtendria una concentracién
final del enjuague bucal del aceite esencial de mufia
de 0.0015%.

¢ Al agregarle 3 pl aceite esencial al 25% a los 100 ml
de enjuague bucal, se obtendria una concentracién
final del enjuague bucal del aceite esencial de mufia
de 0.00075%.

Los calculos de las concentraciones de cada uno de los
enjuagues bucales elaborados a base del aceite
esencial obtenido de las hojas de mufia se encuentran
en el ANEXO 05.

c. Cepa bacteriana

Para el estudio de la actividad antibacteriana del enjuague
bucal con el aceite esencial de mufia se trabajo con una cepa
de Streptococcus mutans ATCC 25175 adquirida en el Instituto

Nacional de Salud, del Ministerio de Salud del Peru.
c.1. Reactivacion de la cepa bacteriana

Se mantuvo en condiciones de refrigeracion normal (2 —
8°C) para viabilizar la cepa bacteriana de Streptococcus
mutans ATCC 25175. Se sembro el contenido del vial en
el medio de TSA (Trypticase Soy Agar), segun
indicaciones del fabricante. Las placas fueron incubadas

en condiciones de anaerobiosis a 37° C durante 5 dias.
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c.2. Identificacion bacteriana de Streptococcus mutans

Para lograr la identificacibn bacteriana se realiz6 un
frotis bacteriano, que consisti6 en colocar una gota de
agua estéril en el centro de un portaobjetos, luego se
flameo el asa de siembra y se tomé en condiciones
asépticas una pequefia cantidad del cultivo bacteriano y
se transfirié a la gota de agua. Se removié la mezcla
con el asa de siembra hasta formar una extension
homogénea. Se dejo secar la preparacion, se fij6 al calor
suave y en seguida se realizé la coloracién Gram para la
identificacion bacteriana. Realizado el frotis y fijadas las
bacterias, se realiz0 el examen microscopico
determinando asi la forma y el Gram de la cepa

bacteriana de Streptococcus mutans.

d. Prueba de efectividad antibacteriana

d.1l. Estandarizacion de la cepa aislada de Streptococcus

mutans

Se estandarizé la cepa bacteriana segun la escala de Mc
Farland 0.5, para la cual se extrajeron con un asa de
siembra de tres a cuatro colonias de la cepa reactivada de
Streptococcus mutans y se inocularon en 5 ml de suero
fisiolégico al 0.9 %, se agitd el tubo por 5 minutos, se
observo la misma turbidez de la escala de Mc Farland al
0.5. Bajo condiciones estériles se procedié a sembrar con
un hisopo el in6culo bacteriano en placas que contenian
Agar TSA. Las placas se dejaron reposar unos minutos

antes de proceder a colocar los discos.
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d.2. Difusion en agar con discos

Se utilizé discos de papel filtro de 5 mm de didmetro

previamente esterilizados.

Con una pinza estéril se procedié a colocar en una placa
1 disco de papel filtro embebido con 10 ul del enjuague
bucal del aceite esencial de Minthostachys mollis al
0.003%, 1 disco de papel filtro embebido con 10 pl del
enjuague bucal del aceite esencial de Minthostachys
mollis al 0.0015%, 1 disco de papel filtro embebido con 10
pul del enjuague bucal del aceite esencial de
Minthostachys mollis al 0.00075% y 1 disco de papel filtro
con 10 pl de dimetilsulfoxido (control negativo). Las diez
placas se incubaron por 48 horas a 37°C.

e. Recoleccién de datos

e.l. Medicion del diametro de los halos de inhibicién del

crecimiento bacteriano

Para la medicion de los halos de inhibicion se utilizé un
vernier previamente calibrado, con el fin de minimizar

errores.

La lectura se realizd midiendo los halos de inhibicidn

incluyendo el diametro del disco embebido.
f. Procesamiento de los resultados
El andlisis de datos se realizd por el programa SPSS version

20.0 aplicando pruebas de homogeneidad de varianza

(Prueba de Leveane), ANNOVA one way o de un factor y a la
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prueba estadistica Post hoc de Tukey al 95% de nivel de

confianza y 5% de error relativo.

3.5.2. Instrumentos

Se registraron los diametros de halos de inhibicion en la ficha de
recoleccion de datos. (ANEXO 01)

3.6. PROCEDIMIENTOS

Procedimientos descritos en cada técnica antes detallados.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1. RESULTADOS

Se obtuvo un rendimiento del aceite esencial obtenido de las hojas frescas
de mufia de 0.54 por ciento v/p. (ANEXO 16)

Tabla N° 01: Resultados de la descripcion organoléptica del aceite esencial

obtenido de las hojas frescas de mufia

Descripcion Resultado
Color Ligeramente amarillento
Olor Agradable similar al mentol
Aspecto Liquido denso
Sabor Picante
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Tabla N° 02: Marcha fitoquimica del extracto acuoso de las hojas de muia

Metabolitos Ensayo Presencia
Compuestos Fendlicos Cloruro Férrico +++
Flavonoides Shinoda +++
Quinonas Borntrager -
Taninos Sal - gelatina -
Alcaloides Dragendorff -
Saponinas Espuma ++
Esteroides/Triterpenoides | Liberman - Buchard +
Glicosidos Antrona ++
Aminoécidos Ninhidrina +
Lactonas Hidroxamato férrico +

En base a reacciones de coloracion y/o precipitacion, clasificadas como:
Abundante: +++
Moderado: ++
Escaso: +

Negativo: -



Tabla N° 03: Marcha de solubilidad del aceite esencial obtenido de las

hojas frescas de mufia

Solventes Resultados

Agua -

Metanol ++
Etanol 70% ++
Acetona ++
Acetato de Etilo ++
Eter Etilico +++
Cloroformo +++
n - hexano ++
Benceno +++

Muy miscible (+++) poco miscible (++) no miscible (-)

Tabla N° 04: Resultados de la descripcion organoléptica de los tres

enjuagues bucales elaborados a base del aceite esencial obtenido de las

hojas frescas de mufia

Descripcion Resultado
Color Celeste
Olor Menta
Aspecto Liquido
Sabor Menta
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Tabla N° 05: Didmetros de los halos de inhibicion de cada enjuague bucal

elaborado a base del aceite esencial obtenido de las hojas frescas de mufa

_ Enjuague Enjuague
Enjuague
bucal de bucal de
bucal de _ _
) aceite aceite DMSO
aceite . . o
Placa ) esencial de | esencial de | (dimetilsulféxido)
esencial de
mufia mufia (mm)
mufia 0.003%
0.0015% 0.00075%
(mm)
(mm) (mm)
1 9.54 6.45 5 5
2 11.52 6.44 5 5
3 12.56 7.29 5 5
4 10.91 7.01 5 5
5 11.65 7.44 5 5
6 11.53 8.43 5 5
7 10.88 7.40 5 5
8 9.77 8.41 5 5
9 12.22 7.68 5 5
10 12.7 6.89 5 5

Los valores de halos de inhibicién incluyen tamafio de discos 5 mm

51



Tabla N°06: Estadistica descriptiva segun los halos de inhibicion obtenidos de

la aplicacion de los tratamientos respectivos

Descriptivos

HALOS
Intervalo de confianza para la
Desviacion media al 95%
N Media tipica Error tipico Limite inferior | Limite superior Minimo Maximo
1 10 5,00000 ,000000 ,000000 5,00000 5,00000 5,000 5,000
2 10 5,00000 ,000000 ,000000 5,00000 5,00000 5,000 5,000
3 10 7,34400 ,697459 ,220556 6,84507 7,84293 6,440 8,430
4 10| 11,32800 1,073776 ,339558 10,55987 12,09613 9,540 12,700
Total 40 7,16800 2,689606 ,425264 6,30782 8,02818 5,000 12,700
Donde:

1 = Control Negativo (Dimetilsulféxido)
2 = Enjuague Bucal al 0.00075%
3 = Enjuague Bucal al 0.0015%
4 = Enjuague Bucal al 0.003%

En el cuadro adjunto podemos observar la aplicacion de la estadisticas

descriptivas a los datos obtenidos, todas las medias se encuentran dentro de

los limites establecidos a un intervalo de confianza del 95% y un error relativo

del 5% por ello ningin dato se excluye y por ende se aplicO estadistica

inferencial para determinar si existen diferencias significativas de las medias de

cada tratamiento aplicado.
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Tabla N° 07: Prueba de homogeneidad
de varianzas segun los halos de inhibicion
obtenidos de la aplicacién de los

tratamientos respectivos

HALOS
Estadistico de
Levene g_;ll g_;lz Sig_;.
12,785 3 36 ,000

Donde:

H, = Las varianzas de los tratamientos aplicados son homogéneos (P < 0.05)
H, = Las varianzas de los tratamientos aplicados no son homogéneos (P >
0.05)

La prueba de homogeneidad de varianzas nos permite determinar si las
varianzas de cada tratamiento aplicado son iguales o diferentes
estadisticamente, depende de ello para determinar el tipo de prueba estadistica
inferencial a ser aplicado. Observamos que p < 0.05, por lo tanto se concluye
gue las varianzas de los tratamientos aplicados son homogéneas, aceptando la
hipétesis nula. Es importante el resultado ya que esto nos permite elegir la
prueba estadistica inferencial correspondiente que en este caso fue la prueba
ANNOVA One Way o de un factor.
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Tabla N°08: ANNOVA de un factor segun los halos de inhibicion

obtenidos de la aplicacién de los tratamientos respectivos

HALOS
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Inter-grupos 267,370 3 89,123 217,448 ,000
Intra-grupos 14,755 36 ,410
Total 282,125 39

DONDE:

Ho = No existe diferencias significativas entre los tratamientos aplicados (P >
0.05)

H, = Existe diferencias significativas entre los tratamientos aplicados (P < 0.05)

La prueba ANNOVA One Way nos permite descifrar si existen diferencias
significativas entre los tratamientos aplicados comparando la media de cada
uno de ellos. Al observar el resultado (P < 0.05) se afirma la hipétesis
alternativa, es decir, existe diferencias significativas entre los tratamientos
aplicados. Si deseamos determinar que medias son estadisticamente
diferentes se debe aplicar pruebas POST HOC, en este caso se aplico la

prueba de TUKEY ya que es la mas usada por los estadistas.

54



Tabla N° 09: Comparaciones multiples segun los halos de inhibicion obtenidos

de la aplicacion de los tratamientos respectivos

VARIABLE DEPENDIENTE: HALOS
HSD DE TUKEY

Diferencia de Intervalo de confianza al 95%
(I) Halo  (J) Halo medias (I-J) Error tipico Sig. Limite inferior | Limite superior
1 2 ,000000 ,286308 1,000 -,77109 , 77109
3 -2,344000° ,286308 ,000 -3,11509 -1,57291
4 -6,328000" ,286308 ,000 -7,09909 -5,55691
2 1 ,000000 ,286308 1,000 -,77109 , 77109
3 -2,344000° ,286308 ,000 -3,11509 -1,57291
4 -6,328000" ,286308 ,000 -7,09909 -5,55691
3 1 2,344000° ,286308 ,000 1,57291 3,11509
2 2,344000° ,286308 ,000 1,57291 3,11509
4 -3,984000" ,286308 ,000 -4,75509 -3,21291
4 1 6,328000" ,286308 ,000 5,565691 7,09909
2 6,328000" ,286308 ,000 5,565691 7,09909
3 3,984000" ,286308 ,000 3,21291 4,75509

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

Doé6nde:

1 = Control Negativo (Dimetilsulféxido)

2 = Enjuague Bucal al 0.00075%
3 = Enjuague Bucal al 0.0015%
4 = Enjuague Bucal al 0.003%

La prueba de TUKEY es una prueba estadistica que nos permite realizar

comparaciones mdultiples y ademas determina que medias son

estadisticamente homogéneas. En el cuadro adjunto observamos que existen
diferencias significativas entre los tratamientos 1, 2, 3 y 4. Por ello se debe
aplicar la prueba de Subconjuntos de TUKEY para identificar las diferencias

antes mencionadas.
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Tabla N° 10: Subconjuntos homogéneos segun los halos de

inhibicién obtenidos de la aplicacién de los tratamientos

respectivos
HALOS
HSD de TUKEY
CATeGORI Subconjunto para alfa =0.05
A N 1 2 3
4 10 5,000000
3 10 5,000000
2 10 7,344000
1 10 11,328000
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias paralos grupos en los subconjuntos homogéneos.

La prueba de TUKEY permite también determinar los
estadisticamente homogéneos. En el cuadro adjunto
tratamientos 3 y 4 presentan medias homogéneas

tratamientos 1 y 2, por ende se puede describir que

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 10,000.

tratamientos que son
se observa que los
a diferencia de los

el enjuague bucal al

0.003% elaborado a base del aceite esencial de Minthostachys mollis “MUNA”

presenta el mejor efecto antiséptico seguido del enjuague bucal al 0.0015%.
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4.2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

La presente investigacion de tipo experimental “in vitro”, tuvo como
propésito determinar el efecto antiséptico del enjuague bucal elaborado del
aceite esencial de muia frente al Streptococcus mutans ATCC 25175,

utilizando tres concentraciones del aceite esencial (25%, 50% y 100%).

Las hojas de Minthostachys mollis “mufia” fue recolectado en el distrito de
Huagapo ubicado en la provincia de Tarma, se tomé en cuenta estudios de
Fuertes-Munguia® y Cano'? de Minthostachys mollis por poseer mejores
propiedades fisico-quimicas, lo que nos indicaria que el aceite esencial

presenta mejores condiciones para este estudio.

El aceite esencial de mufia fue una sustancia oleosa, color ambar, producto
de la destilacién de la planta (hojas) mediante el método arrastre vapor de
agua, el efecto antibacteriano del aceite esencial de mufia, coincide con
estudios de Gonzélez® quien concluyé que el aceite esencial de mufia
presenta efecto antibacteriano in vitro frente a Streptococcus
mutans, siendo la CMI de 0.31 pL/mL y la CMB, de 0.62 uL/mL a 0.75
uL/mL; De Alcal&® concluyé que el aceite esencial de las hojas de mufia (al
100 %) tuvo mayor efecto contra la Candida albicans que el Fluconazol,
ademas, el efecto antimicético del Fluconazol fue mayor que la
Minthostachys mollis al 25%, y fue el mismo que la Minthostachys mollis al
50%; Castillo™ concluyé que el aceite esencial de Satureja brevicalyx
Epling “Mufia” al 50 % y 100 % presentan actividad antibacteriana frente a
cepas de Fusobacterium nucleatum ATCC 255586 y Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277; segun Azafia® el aceite esencial de Minthostachys
mollis “mufia” 100 % presentd una efectividad antibacteriana mayor en
comparacion a las diluciones del 50 % y 25% frente a las cepas de
Fusobacterium nucleatum, Prevotella melaninogénica, Enterococcus
faecalis y muestras de conducto radicular; Carhuapoma®* concluyé que
la actividad antibacteriana del aceite esencial de Minthostachys mollis

‘ruyaq mufa” frente a Helicobacter pylori, Shigella dysenteriae,
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Salmonella typhi y Pseudomonas aeruginosa es mayor que el
ciprofloxacino y que se deberia posiblemente a los componentes del aceite
esencial; Mora® determiné dos componentes principales son: pulegona
(55.2 %) y trans-mentona (31.5 %). El aceite esencial mostré efecto
inhibidor significativo contra bacterias Gram (+) y Gram (-), especialmente
Bacillus subtilis y Salmonella tiphy (4 ug/ml); Cano®® observé un alto efecto
antimicético frente a las cepas de Candida albicans, Trichophytun
tonsurans, Trichophytun  mentagophys, Microporuncanis a las
concentraciones de 50 % y 100 % y encontrdé en el aceite esencial los
siguientes componentes quimicos: pulegona, mentona y limoneno; Diaz*
trabaj6 con cepas de Streptococcus mutans, Lactobacillus sp.,
Fusobacterium nucleatum, Actinobacillus actinomycetemcomitans vy
Actinomyces sp. Encontrando que la bacteria mas sensible fue
Fusobacterium  nucleatum, seguida del Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Streptococcus mutans con un promedio de 16.5
mm de halo de inhibicion, refiere que la propiedad antimicrobiana se
deberia a las sustancias terpenoides presentes en el aceite esencial de
Minthostachys mollis; Inga*® demostro propiedades
bactericidas/bacteriostaticas del aceite esencial de Minthostachys mollis
frente Staphylococcus aureus ATCC 25923, B. cereus MC, Salmonella
typhi, S. sonnei MC, Escherichia coli ATCC 25922 y K. pneumoniae ATCC
10031; en contraposiciéon de Giiza** , Salmén® y Palacios®® no
encontraron actividad antibacteriana del aceite esencial de Minthostachys
mollis “mufia”; Paredes™® utilizé infusiones de mufia combinada con té
verde donde su efecto antibacteriano en bacterias de flora salival mixta fue
menor que la infusion de té vede puro.

El aceite esencial al 50% y 25% fueron sometidos a un proceso de dilucion
para obtener dichas concentraciones y se diluyeron con DMSO; por ello se
explica la disminucion del efecto antiséptico ya que presenta menor
concentracion de los compuestos quimicos presentes en el aceite esencial,
es importante resaltar que al ser sometido a menores concentraciones
seran menos efectivos o0 no presentaran halos de inhibicion, y se usé

como control negativo para corroborar que no interfiera en el crecimiento
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bacteriano; se tomé en cuenta estudios de Maravi** que diluy6 el aceite
esencial de menta, orégano y hierba luisa con DMSO para llegar a las
concentraciones 50%; Carhuapoma®* diluy6 el aceite esencial de Satureja
brevicalyx en DMSO a las concentraciones de 10, 20, 30, 50 pg/ml; Abad*
diluy6 el aceite esencial de Piper pubinervulum a 6 concentraciones (50,
20, 10, 5, 2, 1%); y también lo usaron como control negativo en sus
respectivos estudios, al igual que Calderén'? cuando analizé del efecto
antibacterial de aceites esenciales de Lepechinia rufocampii y
Minthostachys tomentosa sobre cepas de Escherichia coli y Salmonella

thyphimurium.

En la presente investigacion se trabaj0 con cepa estandar de
Streptococcus mutans principal bacteria implicada en el proceso de caries
dental coincidente con Diaz*, Gonzalez*® y Maravi*>. En la prueba de
susceptibilidad con las diluciones del aceite esencial de Minthostachys
mollis se empled el método de Difusion, estandarizado por Kirby-Bauer en
los Estados Unidos en 1966, se demuestra la gran utilidad de los ensayos
in vitro, el cual se fundamenta en la inhibicion del crecimiento bacteriano,
mediante la difusion de sustancias activas en un medio sélido y

posteriormente se evidencia por la formacion de halos claros.*®

Se empleo6 el método de difusién en Agar TSA con disco que contenian
las distintas concentraciones de los enjuagues bucales del aceite esencial
Minthostachys mollis con el objetivo de comparar el efecto antibacteriano
en la cepa de Streptococcus mutans, a diferencia de las investigaciones
previas de Bravo y col.'* que emplearon el método de difusién en agar
con perforaciones para estudiar la presencia de Flavonoides en
Minthostachys mollis “mufa” y Lepechinia millerii (Walp) Epling y la
actividad antimicrobiana de sus extractos frente a cepas de E. coliy S.
aureus. Investigaciones como las de Diaz?!, Cano'®, Giiza — Rincon®*'y
Mora*® avalan el buen funcionamiento del método Difusién en agar con

disco en trabajos similares de Minthostachys mollis.
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En esta investigacion; el enjuague bucal elaborado del aceite esencial
de Minthostachys mollis al 0.003%, enfrentado con cepas de
Streptococcus mutans present6 halos de inhibicion promedio 11.328 mm
de mayor diametro en comparacion con el enjuague bucal elaborado del
aceite esencial de Minthostachys mollis al 0.0015% cuyo promedio fue
7.344 mm y al 0.00075% no presentd halos de inhibicion; de las tres
sustancias estudiadas, el que obtuvo mayor diametro de halo de
inhibicion fue el enjuague bucal de aceite esencial de Minthostachys
mollis al 0.003%.

En cuanto al mecanismo de accién del aceite esencial de las hojas de
mufia, se fundamenta en: la destruccion de la pared del microorganismo y
la membrana citoplasmatica los cuales resultan en el rompimiento de la

membrana y coagulacién del citoplasma.3" 3

Existen pues una razon primordial para que el analisis de la composicion y
bioactividad del aceite esencial de las hojas de Minthostachys mollis, debe
ser estudiado e investigado intensivamente en la actualidad, debido a que
las drogas obtenida por sintesis quimica, asi como los conservadores son

considerados carcinogénicos y teratogénicos.*

En la presente investigacion se observa, en todos los casos, que el
efecto  antiséptico de tipo cuantitativa del aceite esencial
Minthostachys mollis es directamente proporcional a la concentracién del
aceite esencial en la dilucion, esto coincide con el trabajo de Azafia® que
estudiaron la actividad antimicrobiana de Minthostachys mollis frente
a cepas de Fusobacterium nucleatum, Prevotella melaninogénica,
Enterococcus faecalis y muestras de conducto radicular hallando
una relacion directamente proporcional entre la concentracion y el
tamafio de la inhibicién, al igual que Chica y col'® que estudiaron la
actividad antimicrobiana de M. mollis frente a bacterias patégenas propias
de la papa hallando la misma conclusion; Alcala® que trabajo con Candida

albicans comparé el aceite esencial de Minthostachys mollis al 100%,
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50% y 25% con Fluconazol, concluyendo que el aceite esencial de
Minthostachys mollis al 100 % presentdé mayor efecto antifingico
comparado con las diluciones del 50%, 25% vy Fluconazol
representado cuantitativamente por la medicion de halos de inhibicion.

De esta manera, el estudio por lo antes expuesto lleva a aceptar la
hipotesis general propuesta, al inicio de la investigacion, pudiendo afirmar
gue el enjuague bucal al 0.003% y al 0.0015% elaborado a base del aceite
esencial obtenido de hojas frescas de mufia tienen un efecto antiséptico in
vitro frente al Streptococcus mutans; pero observando la significancia
estadistica a un nivel de confianza del 95% y un error relativo del 5%, el
enjuague bucal de aceite esencial de muiia 0.00075% y el control negativo
(DMSO) presentan medias homogéneas a diferencia de los enjuagues

bucales de aceite esencial de mufa 0.003%, 0.0015%.
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CONCLUSIONES

Se logré determinar el efecto antiséptico in vitro del enjuague bucal
elaborado a base del aceite esencial obtenido de las hojas frescas de
Minthostachys mollis a concentraciones de 0.003% y 0.0015% frente
Streptococcus mutans, siendo la concentracion de 0.003% la que
presento mayor efecto antiséptico con un promedio de 11.328
milimetros, comparado con los otros enjuagues bucales al 0.0015% y
0.00075%.

El enjuague bucal formulado con el aceite esencial de Minthostachys
mollis al 0.003% presento mayor halo de inhibicion promedio de 11.328
milimetros, comparado con el enjuague bucal formulado con el aceite
esencial de Minthostachys mollis al 0.0015% cuyo promedio fue 7.344
milimetros y segun la prueba de TUKEY se observo diferencias
significativas entre ambos a un nivel de confianza del 95% y un error
relativo del 5%, indicando que el enjuague bucal del aceite esencial de
de Minthostachys mollis al 0.0015% presenta menor efecto antiséptico in
vitro comparado con el enjuague bucal del aceite esencial de de
Minthostachys mollis al 0.003%

El control negativo (dimetilsulfoxido) y el enjuague bucal formulado con
el aceite esencial de Minthostachys mollis al 0.00075% no obtuvieron

halo de inhibicion.
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RECOMENDACIONES

Realizar estudios posteriores in vivo para comprobar su eficacia y
aplicacion futura en el campo de la salud.

Comparar la actividad antibacteriana del aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia), frente a diferentes farmacos utilizados en
la cavidad bucal

Realizar estudios posteriores con las otras especies de Minthostachys.
Realizar estudios posteriores para identificar el principio activo que
ejerce efecto antimicrobiano en el aceite esencial de Minthostachys
mollis.

Realizar trabajos posteriores con mayor cantidad de ensayos, asi como

también con otras bacterias de interés clinico.
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ANEXOS



ANEXO 01: Instrumento de recolecciéon de datos

Medicion del halo de inhibicion en milimetros

Cuadro: Aplicacion del enjuague bucal del aceite esencial de mufia 0.003%,

0.0015% y 0.00075%

Enjuague Enjuague Enjuague
bucal de bucal de bucal de
aceite aceite aceite DMSO
Placa | esencial de | esencial de | esencial de | (dimetilsulféxido)
mufia mufa mufa (mm)
0.003% 0.0015% 0.00075%
(mm) (mm) (mm)
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
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ANEXO 02: Matriz de Consistencia

, P VARIABLES E MARCO ;
TITULO PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS INDICADORES TEORICO METODOLOGIA
Problema General
¢ Tendra efecto antiséptico Objetivo General
in vitro del enjuague bucal | Determinar el efecto Hiobtesis Principal
elat_)orado a base_ del an_tiséptico in vitro del El enjuapgue bucal elak?ora do a Variabl_es
aceite esencial obtenido de | enjuague bucal elaborado a base del aceite esencial Independiente
las hojas frescas de muﬁa base _ del aceite_ esencial obtenido de las hojas frescas _
frente a la bacteria | obtenido de las hojas frescas de mufia presenta efecto Concentracion  del
5 =~ . .
Sireptococeus mutanss dert;?)lfj;;;r(:eun;emit:lngaCterla antiséptico in vitro frente a la gggg?:& a bast:euggll Enfermedades | Poblacién:
Problemas secundarios Enict::? Streptococcus aceite esencial de bucales Las bactérias que se
PS1 ¢Tendra efecto Objetivos Especificos ) las hojas frescas | Caries dental | encuentran en la placa
antiséptico  in vitro del | OE1 Determinar el efecto Hinbtesis Especificas mufa Streptococcus | dentobacteriana.
Evaluacion in enjuague bucal elaborado | antiséptico in vitro del HE1 pEI enjuggue bucal mutans
vitro Qel_efecto a bas_e del aceite esenqlal enjuague bucal_elaborado_ a | alaborado a base del aceite Ind|_cadores_ Enjuague Muestra:
antiséptico del obtenido de las hojas | base del aceite esencial . X . Aceite esencial de bucal La cepa Streptococcus
. o . . esencial obtenido de las hojas ~
enjuague bucal | frescas de mufia al 0.003% | obtenido de las hojas frescas frescas de mufia al 0.003% | Mufia al 100% Plantas mutans ATCC 25175.
; ~ o ) . : -
base del acete | Streptocoscus mutans? | I bacteria - Sireptococeus | PIESENta efecto antiseptico in | {EECRIRAIAICE | BECEES | odos
esencial de las mutans vitro frente a la bacteria Aceite esencial de mollis Prueba de efectividad

hojas frescas de
Minthostachys
mollis “mufa”
frente al
Streptococcus
mutans.

PS2 ¢ Tendra efecto
antiséptico in vitro del
enjuague bucal elaborado
a base del aceite esencial

obtenido de las hojas
frescas de muia al
0.0015% frente a la
bacteria Streptococcus
mutans?

PS3 ¢ Tendra efecto
antiséptico  in vitro del

enjuague bucal elaborado
a base del aceite esencial

obtenido de las hojas
frescas de muia al
0.00075% frente a la
bacteria Streptococcus
mutans.

OE2 Determinar el efecto
antiséptico in vitro del
enjuague bucal elaborado a
base del aceite esencial
obtenido de las hojas frescas
de mufa al 0.0015% frente a
la bacteria Streptococcus
mutans

OE3 Determinar el efecto
antiséptico in vitro del
enjuague bucal elaborado a
base del aceite esencial
obtenido de las hojas frescas
de mufa al 0.00075% frente
a la bacteria Streptococcus
mutans.

Streptococcus mutans.

HS2 El enjuague bucal
elaborado a base del aceite
esencial obtenido de las hojas
frescas de mufia al 0.0015%
presenta efecto antiséptico in
vitro frente a la bacteria
Streptococcus mutans.

HS3 El enjuague bucal
elaborado a base del aceite
esencial obtenido de las hojas
frescas de mufia al 0.00075%
presenta efecto antiséptico in
vitro  frente a la bacteria
Streptococcus mutans.

mufia al 25%

Variables
Dependiente

Efecto antiséptico in
vitro del enjuague
bucal elaborado a
base del aceite
esencial de las hojas
frescas mufia

Indicadores
Diametro del halo de
inhibicion en
milimetros

bacteriana: difusion en
agar con discos.

Analisis estadistico
Los resultados se
sometieron la prueba
de homogeneidad de
varianza, ANNOVA
one way y la prueba
estadistica Posthoc de
Tukey.
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ANEXO 03: Certificado de la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175

MicreBielegics:

Certificate of L i

Reference W ATCC® 25175™*
Purity: Pure

Recovery: > 1000 CFUs per Pellet
Passage from Reference: 2

Expiration Date:  2014/08

Pesformance Upon Initial Release

Additional Information
Release Informatation:
Qualty Control Technologist:  Karla Field
Release Date:  2009-02-02
Last digit{s} of the Lot Number appearing on the paddng
slip is merely a packaging event number. The actual Lot
Number is the first 5 digits of the printad lot number for
Catalog #'s of 0999 or less. The actual Lot Numbers for
Catalog #'s 01000 and greater are the first 6 digits of the
printed lot number.

Performance
Macrosopic Features:
Two colony types; small, crcular, dome shaped, entire edge, white and the
other is small, dreular and translucent.

Microscopic Features:
Small gram positive cocd to ovoid cells octurring singly, in pairs and
predominately in chains

Medium:
SBAP

Method:
Gram Stain

[vitek GP

Phenotypic Features
D-AMYGDALIN +
PHOSPHATIDYLINOSITOL PHOSPHOLIPASE C -
D-XYLOSE -
ARGININE DIHYDROLASE 1 -
BETA-GALACTOSIDASE +
ALPHA-GLUCOSIDASE +
Ala-Phe-Pro-ARYLAMIDASE -
CYCLODEXTRIN -
L-Aspartate ARYLAMIDASE -
BETA GALACTOPYRANOSIDASE -
ALPHA-MANNOSIDASE -
PHOSPHATASE -
Leucine ARYLAMIDASE +
L-Proline ARYLAMIDASE -
BETA GLUCURONIDASE -
ALPHA-GALACTOSIDASE +
L-Pyrrolydony-ARYLAMIDASE
BETA-GLUCURONIDASE
Alanine ARYLAMIDASE
Tyrosine ARYLAMIDASE
D-SORBITOL
UREASE
POLYMIXIN B RESISTANCE
D-GALACTOSE
D-RIBOSE
L-LACTATE alkalinization
LACTOSE
N-ACETYL-D-GLUCOSAMINE
D-MALTOSE
BACITRACIN RESISTANCE
NOVOBIOCIN RESISTANCE
GROWTH IN 6.5% NaCl
D-MANNITOL
D-MANNOSE
METHYL-B-D-GLUCOPYRANOSIDE

I S S

L T e -

Other Features/Challenges: Results
Catalase (3% Hydrogen Peroxide): negative

-
5

s

d with the short incubation

Note For Vitek®: Although the Vitek®

ATCC Licensed )
Dot ove
. The ATCC Ls De

the ATCC L

panel uses many conventional tests, the uni
period, may produce results that differ from published results cbtained by othes methods.

of the card, i

word mark and the ATCC

g marks are of

ATCC. MicoBioLogics, Inc is licensed 1o use these trad and to sell

from ATCC® cultures.

© 2009 MicroBiologics, Inc All Rights Reserved.
217 Osseo Awenue North Saint Cloud, MN 56303

DOC 286 REVISION 2008 February.28 dt/mi
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MicreBisLegics-

Recovery: > 1000 CFUs per Pellet
Passage from Reference: 2
Expiration Date:  2014/08

| Certificate of Analysis: Lyophiized Microorganism Spedfications and
Spedifications

Micrgorganism Name: Streptocoous mutans

Cataliog Number: 0266

Lot Number: 26613

Reference Number: ATCC® 25175™*

Purity: Pure

Performance Upon Initial Release

Add@tional Information
Release Informatation:
Quaiity Control Technologist:  Karla Feld
Refease Date: 2009-02-02
Disdaimer:
Last digit(s] of the Lot Number appearing on the paddng
slip is merely a padk event number. The actual Lot
Number s the first 5 digits of the printed iot number for
Catalog #'s of 0999 or less. The actual Lot Numbers for
Catalog #'s 01000 and greater are the first & digits of the
printed fot number.

PULLULAN

D-RAFFINOSE

07129 RESISTANCE {(comp.vibrio.)
SALICIN

SACCHAROSE/SUCROSE
D-TREHALOSE

ARGININE DIHYDROLASE 2
OPTOCHIN RESISTANCE

L S S S

Note For Vitek®: Althcugh the Vitek® panel uses many
peiad, Wz e b "

of The card, with the short incubation

ATCC Licensed |~
\ Denvatwe )
. The ATCC L

the ATC L

ATUC. MicroB@ioiogics, Inc. is lioensed to ase these

and to sell

© 2009 MiceSiolLogics, Inc. All Rights Reserved.
217 Osseo Avenue North Saint Cloud, MW 56303
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ANEXO 04: Principales causas de consulta externa en la provincia de Huaura.

DIRESA Lima, 2012

Primeras causas de consulta externa en la provincia Huaura. DIRESA Lima, Afio 2012

SEXO Tasa
Ne| CIE X GRUPOS DE CAUSAS TOTAL | %% { x10:00
M F Hab.}
1| MO0DS | INFECCIONES AGUDAS DE LAS VIAS RESFIRATORIAS SUFERIORES 12534 | zscez | 43778 | 2510 205
ENFERMEDADES DE L& CAVIDAD BUCAL, DF LAS GLANDULAS SALIVALES
2| KORELE | o e paiLaRES 7289 | 14808 | zz2e7 | 1278 105
] A00 | ENFERMEDCADES INFECOOSAS INTESTIMALES 409 | 2285 | 7714 | 442 26
MNE-N3T [ oTRAS ENFERMEDADES DEL SISTEMA URINARID 5653 65692 | 3.84 31
INFECCIONES C/MODD DE TRANSMISION PREDOMINANTEMENTE
5 | AsDsss | sENUAL 55 5240 | 5336 | 208 5
MD-M54 | noacopaTias 1624 | 3154 | ams | 276 bE
7 | M0447 | ENFERMEDADES CRONICAS DE LAS VIAS RESFIRATORIAS INFERIDRES 2102 | zs2s | 4E27 | 285 22
ESS-EEE | ppEsiDAD Y OTROS DE HIPERALIMENTACION 1355 | 2824 | 4278 | 245 0
5 | J20M22 | OTRAS INFECCIONES AGUDAS DE LA5 VIAS RESFIRATORIAS INFERIORES | 2054 | zooo | <064 | 233 13
10 | E20-H31 | ENFERMECADES DEL ESOFAGD, DEL ESTOMAGD ¥ DEL DUODERD urr | z7sa 3936 | 236 18
FESTO DE ENTEAMEDADES 24543 | 27341 | sspa: | 3m3s 314
TOTAL GASEE | 110837 | 174423 | 100.0 g18

laboracitn: Andfisis de Situacional de Salud. Direccitn de Epidemiclogia — DIRESA Lima

Fueme: Registro Diario de Actividades de Salud HIS. DIRESA Lima 2012
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ANEXO 05: Célculos de las concentraciones de los enjuagues bucales
elaborados a base de aceite esencial obtenido de las hojas frescas del

Minthostachys mollis

0003ml __ 100%
100ml X
X =0.003 x 100
100
3 pl de aceite esencial de Enjuague bucal _ 0
mufia 100 mi X=0.003%
ooo3ml___ 50%
oom X
X=0.003x50
100
3 pl de la dilucién de aceite Enjuague bucal
esencial de mufia con 100 ml X=10.0015%
dimetilsulfoxido en
proporcion 1:1
ooo3ml___ 25%
00m 0000 X
100
3 pl de la dilucién de aceite Enjuague bucal
esencial de mufa con 100 ml X=0.00075%

dimetilsulféxido en
proporcion 1:4

En la presente investigacion se utilizé un volumen de 100ml de enjuague bucal,

cuando se agregd el aceite esencial al volumen en mencidon se tuvo que

realizar el célculo respectivo para obtener la concentracion final del enjuague

bucal.
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ANEXO 06: Planta a recolectar de Minthostachys mollis “muna”

ANEXO 07: Aceite esencial de las hojas de Minthostachys mollis “mufia”

obtenida por arrastre de vapor

.

ANEXO 08: Insumos de la preparaciéon del enjuague bucal del aceite esencial

de las hojas de Minthostachys mollis “mufa”
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ANEXO 09: Enjuague bucal del aceite esencial de las hojas de Minthostachys

mollis “muna”

ANEXO 11: Estandarizacion de la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175

segun la escala Mc Farland 0.5

g, ? 4 ] 'vv ‘
#

T e
&l 4
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ANEXO 12: a) Extraccion del in6culo de Streptococcus mutans con un hisopo

esterilizado y b) Sembrado del in6culo de Streptococcus mutans en agar TSA

(a) (b)

ANEXO 13: Preparacion de discos de los enjuague bucales de aceite esencial
de las hojas de Minthostachys mollis “mufia” al 0.00075%, 0.0015%, 0.003% y

el control negativo (dimetilsulféxido)
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ANEXO 14: a) Colocacion de los discos embebidos a las placas de agar TSA

sembradas con Streptococcus mutans y b) Discos colocados

(a) (b)

ANEXO 15: Mediciéon de halos de los halos de inhibicién
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ANEXO 16: Rendimiento de aceite esencial

Se realiz6 con el volumen de destilado del aceite esencial obtenido en la
probeta florentino. Por el método gravimétrico volumétrico se determiné el
Porcentaje de Rendimiento de Aceite Esencial (%RAE) con la siguiente
expresion:
%RAE = Vol. AE (mL) / Pmuestra (g) x 100
Doénde:
e Vol. AE: Volumen del aceite esencial obtenido en mililitros.

e P muestra: Peso de la muestra a destilar en gramos.

Reemplazando:

%RAE = 54 mL / 10000 g x 100
%RAE = 0.54% v/p
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