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5. Resumen

El presente estudio tuvo como objetivo comparar el efecto antibacteriano in vitro
de cuatro concentraciones de aceite esencial de la hoja de Minthostachys mollis
sobre Streptococcus mutans ATCC 25175. Se recolect6 e identificd la planta de
Minthostachys mollis , de la cual se elabor6 el aceite esencial de las hojas en
concentraciones de 5%, 10%, 25% y 50%. La cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175 fueron incubadas en caldo BHI 'y en Agar TSA. Los grupos de estudio
fueron seis; se realizaron 10 repeticiones por cada grupo de estudio. El efecto
antibacteriano se evalué mediante el método de Kirby Bauer. Los valores promedios
de los halos de inhibicion fueron de 9.6 mm al 5%, de 14.3 mm al 10%, de

17.9 mmal 25% y de 22.9 mmal 50%. Se concluyo que el aceite esencial de hoja de
Minthostachys mollis al 50% presentd mayor efecto antibacteriano in vitro sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175 que las concentraciones al 5%, 10% y 25%.

Palabras Clave: Aceites volatiles, agentes antibacterianos, Extractos vegetales

Streptococcus mutans.

vii



Abstract

The present study aimed to compare the in vitro antibacterial effect of four
concentrations of essential oil of the leaf of Minthostachys mollis on
Streptococcus mutans ATCC 25175. The plant of Minthostachys mollis was
collected and identified, from which the essential oil of the leaves in
concentrations of 5%, 10%, 25% and 50%. Streptococcus mutans ATCC
25175 strains were incubated in BHI broth and in agar TSA. The study groups
were 6, 10 repetitions were performed for each study group. The antibacterial
effect was evaluated by the method of Kirby Bauer. The average values of
the inhibition halos were 9.6 mm at 5%, 14.3 mm at 10%, 17.9 mm at 25%
and 22.9mm at 50%. It was concluded that 50% Minthostachys mollis leaf
essential oil had a greater in vitro antibacterial effect on Streptococcus mutans

ATCC 25175 than the other three concentrations.

Key words: Oils volatile, antibacterial agents, Plant extracts, Streptococcus

mutans.
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l. Introduccion

La caries es una de las enfermedades mas frecuentes en la cavidad bucal, esta considerada
como un problema a nivel mundial en la salud publica. Esta enfermedad dental aparece
debido a la alteracion de la microbiota de la placa dental, producida por condiciones
ambientales locales o factores como la dieta, bacterias, composicion de la saliva y otros

factores mas.t

Generalmente del grupo de bacterias encontradas en la cavidad bucal, son los
microorganismos pertenecientes al género Streptococcus mutans los que prevalecen, y
tienen una particular descripcion pues tienen forma de coco, creciendo en cadenas o

parejas, estan altamente ligados a la caries dental es decir que a su paso destruye los

. . . 2
tejidos del diente ya sean esmalte, dentina y cemento.

Para prevenir la caries u otras enfermedades de la boca existen varias alternativas como

los colutorios, aceites, pastas a base de los productos naturales.3

Minthostachys mollis conocida como la mufia, es una planta oriunda de la sierra peruana,
lacual llegaalcanzar unaalturade 0.80m.,a1.20 m.,y que ademas se caracteriza por crecer
entre los 2,500 a 3,500 m.s.n.m.; posee diversas propiedades antibacterianas, antisepticas,
astringentes y antiinflamatorias, que ayudan a las diversas afecciones bucales. También
es usada para el tratamiento de dolencias de vias respiratorias y digestivas, lo cual
permite aliviar dolores o enfermedades.*

La importancia de la presente investigacion es identificar las propiedades del aceite esencial de

Minthostachys mollis ya que como producto natural sus propiedades contrarrestan las



enfermedades la cavidad oral, lo que permitiria usarla como método alternativo en la
odontologia.

El presente estudio tuvo como objetivo comparar el efecto antibacteriano in vitro de
cuatro concentraciones de aceite esencial de la hoja de Minthostachys mollis sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175. Se recolect6 e identifico la planta de Minthostachys
mollis , de la cual se elabor6 el aceite esencial de las hojas en concentraciones de 5%,
10%, 25% y 50%. La cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 fueron incubadas en
caldo BHI y en Agar TSA. Los grupos de estudio fueron seis; se realizaron 10 repeticiones
por cada grupo de estudio. El efecto antibacteriano se evalu6 mediante el método de Kirby
Bauer. Los valores promedios de los halos de inhibicion fueron de 9.6 mm al 5%, de 14.3
mm al 10%, de 17.9 mm al 25% y de 22.9 mmal 50%. Se concluyo que el aceite esencial de
hoja de Minthostachys mollis al 50% presentd mayor efecto antibacteriano in vitro sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175 que las concentraciones al 5%, 10% y 25%.



I1. Revision de la literatura

2.1 Antecedentes

Mejia J. 5 (Per(, 2019) “Comparacion del efecto antibacteriano de los aceites
esenciales de las hojas de Minthostachys mollis (Kunth) Griseb “Muifia” y Dodonaea
viscosa L. Jacq “Chamana” en cepas de Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa”. .Este estudio comparo el efecto inhibitorio del aceite de Minthostachys
mollis (Kunth) Griseb “Mufia” y Dodonaea viscosa L. Jacq “Chamana” en
concentraciones de 10, 50 y 100 % sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa. La técnica de obtencion del aceite esencial fue mediante
destilacién, la prueba de sensibilidad antibidtica se aplicé con el método de Kirby
Bauer y como control positivo se usé amikacina 30 ug y gentamicina 10 ug para las
cepas de P. aeruginosa y clindamicina 2 ug y eritromicina 15 ug para cepas de S.
aureus. Los resultados demostraron que Staphylococcus aureus fue mas sensible al
aceite esencial de mufia en las tres concentraciones, en cambio contra chamana solo
presentd sensibilidad en las concentraciones de 50 y 100% sin embargo P. aeruginosa
fue sensible al aceite de mufia en dos concentraciones al 10 y 50% vy al aceite de
“chamana” a una concentracion de 100%. Se concluy6 que el aceite esencial de mufia
es mas efectivo que el de “chamana” contra S. aureus y P. aeruginosa.

Mantilla G, et al.® (Per(, 2018). “Concentracién minima inhibitoria del aceite esencial
de Minthostachys mollis (mufia) sobre el crecimiento de Listeria monocytogenes y
Staphylococcus aureus”. Este estudio tuvo como objetivo determinar cuél era la
concentracion minima inhibitoria del aceite esencial a base de Minthostachys mollis.

Se llevo a cabo la técnica de destilacion para obtener el aceite esencial de



Minthostachys mollis (mufia) y con ayuda de pocillos de microcultivo con
Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes se determind cual de las
concentraciones de 320, 160, 80, 40, 20, 10, 5y 2.5 ug/ mL seria la que presente el
efecto minimo inhibitorio. Se concluy6 que la concentracion minima inhibitoria del
crecimiento del aceite esencial de Minthostachys mollis fue de 40 y 80 ug/mL frente a
S. aureus y L. monocytogenes respectivamente.

Aigaje A’ (Ecuador.2017). “Efectividad antimicrobiana del aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) al 25, 50, 100 % frente a Porphyromonas gingivalis ”, el
objetivo del estudio fue determinar el efecto antibacteriano de Minthostachys mollis
(mufa) en distintas concentraciones sobre cepas de Porphyromonas gingivalis. Se
realizd un proceso de destilacion por arrastre de vapor de agua para la obtencion del
aceite esencial, las concentraciones que se obtuvieron fueron al 25%, 50% y 100%, se
utilizé Clorhexidina al 0,12%, Ampicilina de 10 ug como control positivo y agua como
control negativo en placas de cultivo con Porphyromonas gingivalis sp. Los resultados
demostraron que a mayor concentracion hubo mayor efecto antibacteriano por lo que
al 100% hubo un halo de inhibicion de 13,6 mm frente a un halo de 11, 2mm obtenido
a la concentracion de 25%. Se concluy6 que tanto la clorhexidinaal 0,12 y la ampicilina
de 10 ug, presentan una mejor actividad antimicrobiana que el aceite esencial de
Minthostachys mollis

Quispe D, et al.® (Peri- 2016) “Efecto inhibitorio in vitro del aceite esencial de
Minthostachys mollis griseb (Mufia) sobre microorganismos prevalentes en patologia
periapicales crénicas de origen endodontico UNA-PUNO 2016 Este estudio tuvo

como objetivo evaluar el efecto inhibitorio del aceite de Minthostachys mollis griseb



(Muna) frente a cepas de Staphylococcus aureus en condiciones de laboratorio. Se
emplearon 40 placas Petri con cultivo de Staphylococcys aureus, Enterococcus
faecalis y Candida albicans, para el método de sensibilidad antibidtica se uso el
método de Kirby Bauer con agar Muller Hinton sobre la que se emple6 discos
embebidos del aceite a una concentracion del 100% y diluciones etandlicas al 75,
50, 25 %. Los resultados mostraron una actividad inhibitoria mayor en la
concentracion del aceite al 100% sobre los microorganismos estudiados. Se concluyo

que a medida que era mayor la concentracién, era mayor el halo de inhibicion.

Wesley C, et aI.9 (Peru, 2015). “Efecto inhibitorio in vitro del aceite esencial de las
hojas de Minthostachys mollis (mufia) sobre colonias de Enterococcus faecalis ATCC
29212”. El objetivo de este estudio fue determinar el efecto inhibitorio del aceite de
Minthostachys mollis frente al crecimiento in vitro de una cepa ATCC de Enterococcus
faecalis. Se determind la susceptibilidad antibidtica mediante el método de Kirby
Bauer, se hicieron siete repeticiones con agar Muller- Hinton con cepas de
Enterococcus faecalis y se colocaron discos con aceite esencial de Minthostachys
mollis al 100% a la vez se compard el efecto con siete placas con Enterococcus faecalis
con discos de icamicina al 2 %, siete placas con Enterococcus faecalis con discos de
aceite de mufia al 50% diluido con etanol. Después de 24 horas bajo incubacion en una
temperatura de 37 °C dieron a conocer que los halos de inhibicion del aceite de
Minthostachys mollis al 100% tenian un mayor didmetro que el de icamicina al 2 %.
Se concluyd que el aceite de mufia posee un mayor efecto inhibitorio in vitro sobre

Enterococcus faecalis que el icamicina al 2%.



Guerrero G.10 (Per(i, 2014). “Efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufia) en Streptococcus mutans”. El objetivo de esta
investigacion fue evaluar el efecto antibacteriano en condiciones in vitro del aceite
esencial de Minthostachys mollis en Streptococcus mutans. Se realiz6 la recoleccion
de la especie en Tarma, fueron recolectados cerca de 8 kilos de hojas de mufia,
posteriormente se procesaron para la obtencion del aceite esencial. Se trabajo la cepa
patron de Streptococcus mutans, reactivandola y sembrandola en medio Agar Soya
Tripticasa (TSA), posteriormente se llevo a cabo la evaluacion de susceptibilidad. Se
realizaron diluciones del aceite esencial que posteriormente fueron embebidos con 10
ul de aceite esencial al 100 %, los demas discos fueron embebidos con aceite esencial
al 50 % y 25 %, adicionalmente se empled como control negativo dimetilsulfoxido, y
como control positivo discos con amoxicilina. Se colocaron en medio Mueller Hinton
para posteriormente incubarse en condiciones de anaerobiosis mediante el método de
la velaa 37 °C por 48 horas. La medicion de los halos se realiz6 utilizando un vernier.
El aceite esencial de Minthostachys mollis al 100% obtuvo promedio de 10.79 mm, al
50 % un promedio con valor de 7.6 mm, al 25 % un promedio de 6 mm (tamafio igual
al del disco de antibiograma empleado) igual que el control negativo dimetilsulfoxido,
el control positivo (amoxicilina) con un promedio de 49.3 mm. Concluyendo que el
aceite esencial de Minthostachys mollis al 100 % comparado con el control positivo

(amoxicilina) presenté menor efecto antibacteriano.

. 11 . . . .
Farinango D. (Ecuador, 2014). “Aceite esencial de Minthostachys mollis “tipo” como

agente inhibitorio en comparacion al gluconato de clorhexidina al 0.12% sobre cepas



de Streptococcus mutans — in vitro”. El objetivo de esta investigacion fue determinar
el efecto inhibitorio del crecimiento del aceite esencial de Minthostachys mollis sobre
cepas de Streptococcus mutans ATCC® 35668™., Se emplearon concentraciones al
100%, 50% y 25% del aceite esencial, como control positivo gluconato de clorhexidina
al 0,12% y como control negativo agua destilada estéril. Se midieron los halos de
inhibicion que se produjeron alrededor de discos determinando que las
concentraciones al 100% y 50% de aceite esencial de Minthostachys mollis, mostraron
efecto inhibitorio in vitro frente a Streptococcus mutans, con un tamario en los halos
de 17 y 15 mm correspondientemente, la concentracion al 25% no inhibio el desarrollo
bacteriano. Clorhexidina al 0.12% como antibi6tico control mostré mayor efecto
inhibitorio in vitro que las concentraciones de aceite esencial de Minthostachys mollis
en los grupos de estudio evaluados con un tamafio en el halo de 20 mm.

Ccallo S.*2 (Pertl, 2013). “Concentraciéon minima inhibitoria del aceite esencial del
Minthostachys mollis (mufia), frente a la actividad bacteriana de Streptococcus mutans
ATCC 25175 y Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 Puno 2013”. Esta
investigacion tuvo como objetivo de determinar la concentracion minima inhibitoria
del aceite esencial del Minthostachys mollis (mufia) frente Streptococcus mutans y
Porphyromonas gingivalis. Se realizo la recoleccion de la especie mencionada en la
localidad de Marangani, en Cusco; posteriormente se obtuvo el aceite esencial, por el
método de destilacion de arrastre a vapor de agua a partir de las hojas desecadas en el
laboratorio y por ultimo se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI), para
lo que se utilizd el método de macrodilucion en caldo del aceite esencial de

Minthostachys mollis (mufia). Se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa



del efecto de inhibicion del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) a diferentes
concentraciones frente a la actividad bacteriana de Streptococcus mutans y del efecto
de inhibicion del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) a diferentes
concentraciones frente a la actividad bacteriana de Porphyromonas gingivalis. Se
obtuvo como resultados que la concentracion minima inhibitoria para Streptococcus
mutans es 0.448g/ml de aceite esencial, y para Porphyromonas gingivalis es mayor a
0.448g/ml. Concluyendo que el aceite esencial de mufia inhibe a Streptococcus mutans

y a Porphyromonas gingivalis.

Malpartida F.13 (Peru, 2010). “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 estudio in vitro Lima
2009”.EIl objetivo de esta investigacion fue determinar el 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.
Para tal efecto se reactivaron los Enterococcus faecalis (ATCC 29212) y luego fueron
sembrados en placas petri que contenian el medio Miueller Hinton con pozos de 6 mm.
de diametro donde se vertieron aproximadamente 20 ul. de aceite esencial de
Minthostachys mollis (mufa), paramonoclorofenol alcanforado, gluconato de
clorhexidina al 2% y agua destilada. Las placas se incubaron a 37°C, después de lo
cual se realizd la medicion de los halos de inhibicion con un calibrador vernier o regla
pie de rey a las 24 y 72 horas. Se encontrd que el gluconato de clorhexidina al 2%

posee significativamente mayor efecto inhibidor que el aceite esencial de



Minthostachys mollis (mufia) y el paramonoclorofenol alcanforado .Ademas el
paramonoclorofenol alcanforado posee significativamente mayor efecto inhibidor que
el aceite esencial de la Minthostachys mollis (mufia). Concluyendo que el efecto
inhibidor del aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia) es menor que
paramonoclorofenol alcanforado y gluconato de clorhexidina al 2% en el cultivo

bacteriano de Enterococcus faecalis a las 24 y 72 horas.



2.2. Marco teérico
2.2.1 Caries dental

La caries dental es una enfermedad producida por distintos factores, causada por
la interaccion entre la superficie del diente, el biofilm bacteriano (placa dental) y
la presencia de azlcares en la dieta. Las bacterias del biofilm metabolizan los

azucares produciendo acidos, los cuales, con el tiempo, van a desmineralizar el

1
esmalte:

Clinicamente se caracteriza por un cambio de color, como una mancha blanca,
como resultado de la desmineralizacion del esmalte que precede a la cavitacion

real, pérdida de traslucidez y descalcificacion de los tejidos afectados. A medida

.. . 1
que avanza el proceso, se destruyen los tejidos y se forman cavidades.
La caries dental no afecta a todos los dientes y superficies dentarias por igual. Se
desarrolla preferentemente en las zonas donde hay mayores acumulos de placa y

en donde los mecanismos de auto limpieza y de control de placa son menos

) 14
efectivos:

2.2.1.1 Factores involucrados en el proceso de la caries dental

Existen tres factores principales: el huésped (higiene bucal, la saliva y los
dientes), la microflora (infecciones bacterianas) y el sustrato (dieta criogénica).
Ademas de estos factores, debera tenerse en cuenta uno mas, el tiempo. Para que

se forme una caries es necesario que las condiciones de cada factor sean

10



favorables; es decir, un huésped susceptible, una flora oral cariogénica 'y un
sustrato apropiado que debera estar presente durante un periodo determinado
tiempo®4,

2.2.1.2 Streptococcus mutans

Los Streptococcus mutans generalmente se asocian al desarrollo inicial de las
caries, los Lactobacillus promueven el desarrollo de las lesiones cariosas y los
Actinomyces estan asociados a la caries de raiz.®

El Streptococcus mutans es capaz de incrementar en tamafio y produccion de
acido hasta un pH bajo cercano a 50. El pH en este nivel se presenta en la placa
dental luego de la fermentacion de los azlcares a acidos organicos o por el
consumo de frutas y vegetales &cidos. Estos niveles de pH ayudan a la
colonizacion del Streptococcus mutans sobre la superficie radicular. Su

habilidad de crecimiento y produccion de acido en un pH menor es de suma

. . . . . 16
importancia en el papel de la bacteria en el desarrollo de las lesiones cariosas.

2.2.1.2.1 Historia
En 1994 los Streptococcus mutans fueron aislados por el cientifico Clarke,
hasta ahora, muchos estudios han relacionado a esta bacteria con la produccion
de una lesion cariosa, por ende, actualmente esta bacteria es considerada como
el principal autor causal de la caries en el ser humano. A partir de las lesiones
presentadas en la cavidad bucal se comienza a analizar esta bacteria

denominandola Streptococcus esto debido a las formas mutantes en que se

11



presenta: cocobacilo (forma ovalada) en un medio acido y coco (forma redonda)
en un medio alcalino. En cultivos de agar sangre, las colonias de este

microrganismo se diferencian facilmente: altas, convexas, pulvinadas (en

forma de cojin) y mucoides.17

2.2.2.2 Caracteristicas

Los Streptococcus son cocos grampositivos que se presentan en cadenas de 4 a
10 cocos, que miden de 0.5 a 0.8 um de didmetro. Son anaerobios facultativos,
es decir, que puede utilizar el oxigeno para su crecimiento; pero si este no esta

presente también puede sobrevivir. Sin embargo, su crecimiento 6ptimo ocurre

.. 18
en anaerobiosis.

En su estructura no se diferencian del modelo general de los Streptococcus,
excepto la falta de capsula, complejos fibrilares, polisacarido C vy las fibrias
gue cuando estan presentes son muy notorias. De lo contrario, en la pared
sobresalen proteinas dotadas de diversas funciones, y polisacaridos, distintos
del C, los que exponen diferentes especificidades antigenas, lo que permite
distinguir los serotipos a,b,c,d,e,f,g,h. 18

2.2.2.3. Patogenia

El Streptococcus mutans son bacterias oportunistas en afecciones como las

lesiones cariosas dentales y las endocarditis infecciosas, entre otras. El habitat

de preferencia son los dientes del hombre. Es favorecida por el elevado nivel

de sacarosa que se encuentra en la placa bacteriana. La propiedad mas

12



importante de la virulencia de este microorganismo es su propiedad de generar

o : : . .19
biopelicula conocida como placa bacteriana sobre la superficie dentaria.

En medios de cultivo con sacarosa este microrganismo esta en capacidad de
producir polisacaridos extracelulares y adquirir una apariencia opaca, rugosa y
blanca, no adherente al medio de cultivo y ocasionalmente rodeada por
polimeros de glucano de aspecto humedo. Estos Streptococcus no hidrolizan el
almidon y fermentan la inulina, la rafinosa, el manitol y el sorbitol. El
Streptococcus mutans realiza la elaboracion de polisacaridos extracelulares a
partir de la sacarosa, en especial los glucanos insolubles que tienen gran
importancia en la colonizacion y mantenimiento de este microorganismo sobre
los dientes; cuenta con elementos que determinan fendmenos de adherencia,
agregacion y congregacion; la elaboracion y metabolizacion de polisacaridos
intracelulares, lo que facilita la obtencion de energia y produccion de acido por
largos espacios de tiempo; metabolizacion rapida de los azlcares a acido
lacticos y otros acidos organicos, porder acidogénico, acidofilico y acidurico,

ademas puede preveer pH critico para desmineralizar el esmalte de forma

- . . 20
rapida en comparacion a otra bacteria de la placa.

2.2.2.4 Control del Streptococcus mutans
Existen investigaciones que establecen que el control de la infeccion de caries;
y por consecuencia el control de esto puede darse a través de la interrupcion del

contagio de esta bacteria, su erradicacion o disminucion y la proteccion de las
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personas susceptibles, con esta implementacién del control de la dieta y la
utilizacion de sustancias antimicrobianas. Se ha probado el uso de antibiéticos
que muestran enormes desventajas como este tipo de recurso, como la
predecible produccién de cepas resistentes, de alteraciones ecoldgicas en los
conjuntos bacterianos que resultan dafiando al huésped (candidiasis), alergias,
reacciones laterales etc. Aun asi, es investigado el uso de elementos con
propiedades antibacterianas determinadas para la biopelicula, que no disputen
con los que comUnmente se usan en la terapéutica general. El resultado
antibacteriano es definido como el impedimento o destruccién del desarrollo de
las bacterias a través de empleo de distintos quimicos.!” Entre los mas usados,
existen en forma de colutorios o geles como el gluconato de clorhexidina,
triclosan, sanguinaria, compuesto fendlico, hexitidina, etc Dentro de los cuales,
en diversas investigaciones el gluconato de clorexhidina evidencia mejores
resultados de inhibicion del crecimiento del Streptococcus mutans, pero
produciendo efectos toxicos locales como: la pigmentacion del dorso de la
lengua, la tincion de los dientes y obturaciones, descamacion de la mucosa

bucal, gusto amargo y modificacion gustativa, sequedad e inflamacion

ocasional, sensacion de quemadura y transitoria de la parétida.21

2.2.2. Fitoterapia

La funcidon de las plantas medicinales como terapia de distintas dolencias, se
reconocen desde hace tiempos remotos basadas en las creencias populares y

tradiciones, que se transmitieron de generacion en generacién. En la actualidad,
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diversas caracteristicas sanadoras de distintas plantas se han demostrado
cientificamente por su extraccion a principios activos con varias actividades
biol6gicas Las caracteristicas antibacterianas que se encuentran en algunas
plantas se explican por la presencia de sustancias terpenoides que se encuentra
en parte del aceite esencial extraido. Ademas, hay reporte de actividad
antiinflamatoria e imunomoduladora de estos aceites esenciales de las distintas
plantas .2
2.2.2.1 Aceites Esenciales
Los aceites esenciales son compuestos vegetales que debido a su consistencia
son muy volatiles y de olor intenso. Se incluyen dentro de este grupo solamente
aquellas especies de plantas medicinales que las contienen en concentraciones
elevadas, entre 0,1 y 10 %. Son llamados aceites esenciales por constituir
como odoriferos o aceites de una planta, la palabra esencial deriva del latin
“quinta essentia”, lo que significa quinto elemento propuesto por Celso, que
pensaba que este era el elemento efectivo en una preparacion médica. Son
algo volatiles y la gran parte de ellos tienen un olor caracteristico, algunas
veces aromaticos. Apenas se solubilizan en agua, pero son facilmente volatiles
con vapor de agua. Brindan efectos estimulantes a la piel y mucosas, son
laxantes y expectorantes, puesto que todas estas plantas contienen aceites
esenciales que suelen utilizarse en enfermedades de la boca y garganta,

aunque también los usan de ténicos estimulantes del apetito y digestivos,

., . 23
tambien se emplean como sazonadores para comidas.



2.2.4 Mithonstachys mollis
2.2.4.1 Nombre cientifico
Se le llama cientificamente como Minthostachys mollis, pertenece a la familia
Lamiaceae, en el cual hay otras 7.900 especies, la gran mayoria de ellas tienen

el fin de mejorar la salud, gracias a sus propiedades antisépticas y cicatrizantes

;. . .23
topicas contra las heridas y otras dolencias.
2.2.4.2 Geografia
Es una planta que se encuentra en nuestra serrania, se desarrolla en suelos

arenosos, que alcanza de 0,80 m y 1,50 m, es frondosa en la parte superior,

erectay pubescente.24
2.2.4.3 Descripcion
Entre las caracteristicas de esta planta tenemos, que su altura equivale desde
0.80 hastal.20 m., frondosa en la parte superior, arbustiva y lefiosa de talo
ramificado desde su base, sus hojas son pequefias y aserradas. Sus flores son
blancas y se encuentran reunidas en cortos racimos, esta planta tiene la
capacidad de desarrollarse en suelos arenosos, cercanos a sequias,
manantiales, sin necesidad de mucha agua. Ademas de florecer en era de
lluvia, se reproduce por semilla.?*
2.2.4.4 Usos y aplicaciones

Muchas personas optan por la medicina natural, por las beneficiosas que
pueden llegar a ser las plantas, asi como para la creacion de productos de

mercado como farmacos en base a la mufia. Analizando sus propiedades
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encontramos que son digestivas pues alivian los colicos o flatulencias,
vomitos, diarreas y problemas de resfrid, antiséptica, como analgésico,
antiinflamatorio, asi como utilizada en tratamientos como tumores haciéndose
unamezcla con Chilca el cual se emplea en fracturas.?®

Otras de las aplicaciones son en el campo agricola, en el cual su uso se basa en el

cuidado de otros productos como a la papa del ataque de insectos.26
2.2.4.5 Composicion quimica

El aceite esencial de la mufia comprende una composicién aldehidica, cetonica y
alcohdlica (mentol y mentona, éteres y terpenos en mayor porcentaje). Entre las
moléculas presentes en Mintonstachys mollis tenemos primeramente a la
pulegona conocido como poleo, el cual es altamente téxico en grandes
cantidades, pues puede causar dafio al higado.?’

En segundo lugar esta el carvacol, el cual es un componente dominante en
menor proporcion seguidamente la carvona,, la cual es considerada como producto
de semillas de alcaravea ademas de tener propiedades gastrodigestivas y por dltimo
el timolcon una amplio reconocimiento en los aceites esenciales de distintas
especies de tomillo.?’

2.2.4.6 Moléculas presentes en el aceite de Mitonstachys mollis
Pulegona : Es un compuesto natural que aparece en muchos aceites esenciales,
son altamente toxicos a grandes proporciones debido a ésto presentan efectos
contra las plagas y parasitos, mientras que en la persona puede provocar

alteracion en el higado y aborto espontaneo, ademas esta sustancia es usada en
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perfumeria y como saborizante.??

Mentona: Junto a la pulegona representa un 75% del aceite, tiene un aroma a
menta y no s6lo se usa en perfumeria sino también empleado en problemas
digestivos.??

Carvacrol : Se encuentra en diversas hierbas, pero en mayor porcentaje en el
aceite esencial de Origanum vulgare (orégano) del 60-70%. El carvacrol es
capaz de desintegrar la membrana externa de las bacterias gram negativas,
ademas se emplea como complemento para sazonar (condimento).?
Carvona: Es una sustancia conocida de la semilla de alcaravea (Carum carvi),
presenta propiedades digestivas, ademas sirve como complemento para
sazonar.??

Timol: Se encuentra en porcentaje menor en el aceite esencial de
Minthostachys mollis pero en mayor porcentaje en el aceite esencial del
Thymus serpyllum (tomillo) mas del 50% y su mecanismo de accién es similar
al carvacrol, Utilizdndose como antiseptico, también empleado contra el dolor

de garganta y tos.??

I11. Hipotesis
El aceite esencial de la hoja de Minthostachys mollis al 50 % presenta mayor
efecto antibacteriano in vitro sobre Streptococcus mutans ATCC25175 que las

concentraciones de 5%,10%,y 25%.
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IV. Metodologia

4.1 Disefio de la investigacion

Experimental: El investigador asigna el factor de estudio y lo controla de forma
deliberada para los fines de su investigacion y segln un plan preestablecido
Prospectivo: El inicio del estudio es anterior a los hechos estudiados.?®

Analitico: Se centran en evaluar una relacion causal entre un factor de riesgo y

un efecto.?®

Transversal: La informacion fue tomada en un momento dado del tiempo.?®

4.2 Poblacién y muestra

Poblacion
Placas Petri conteniendo cultivo de Streptococcus mutans ATCC 25175
Criterios de seleccion
Criterios de inclusion

Placa Petri inoculada con Streptococcus mutans ATCC 25175
Criterios de exclusion

Placas Petri con signos de contaminacién

Muestra:

Tamano de Muestra

El tamafio de muestra para el presente estudio fue:
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(Zo+ Zp)2 252

( Xi-X2)?

Donde:
Zqy2=1.96; coeficiente de la distribucion normal para un a =0.05
Zg = 0.84; coeficiente de la distribucion normal para un = 0.20
S=0.8 (X1 - X2) el cual es un valor asumido por no estar bien
Definidos los valores paramétricos en estudios similares?.
Luego reemplazando obtenemos:
n =10 placas

Es decir, se necesitaron 10 placas seleccionadas para cada grupo de tratamiento.
En total fueron 6 grupos : 10 para cada concentracion de 5%, 10%, 25% y 50%,

10 placas para el control positivo y 10 placas para el control negativo.
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4.3 Operacionalizacion de variables

ESCALA
VARIABLES DEFINICIONES VALOR ([TIPO DE
DEFINICIONES INDICADOR |FINAL MEDICION
CONCEPTUAL |OPERACIONALES
ES
Es un liquido .
VARIABLE aromatico de | ES una sustancia 5% o _
INDEPENDIENTE aspecto fluido oleosa oen Concentracion 10% Cualitativa | Ordinal
0 espeso y de concentraciones
Aceite esencial de | color variable | &l 5%, 10% 25%
Minthostachys segan las ,25%y 50% 50%
mollis plantas de las
que esté
extraido.?
VARIABLE
DEPENDIENTE Efecto en el Accion antibacteriana [Halos de Milimetros
cual tras la que se determinara  [inhibicion o
Efecto aplicacion del  Imediante halos de Cuantitativa| De razon
antibacteriano aceite esencial  [inhibicién y teniendo
sobre de mufia va a en cuenta la escala
Streptococcus repercutiren el |de Duraffourd.®
mutans desarrollo del e Nula (-) para un
ATCC 25175 | Streptococcus  |didmetro inferior a 8
mutans'® mm.

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

e Medio (muy
sensible ++) para un
didmetro entre 14y
20 mm.

e Sumamente
sensible (+++) para
un diametro superior
a 20 mm.
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4.4 Técnica e instrumento de recoleccion de datos
4.4.1 Técnica: Observacion microbioldgica.

4.4.2 Instrumento: Para medir los halos de inhibicion se utiliz6 un Vernier digital
calibrado ISO (Anexo 1)
4.4.3 Procedimiento
Obtencion del aceite esencial de Minthostachys mollis
Recoleccion e identificacion taxondmica
Se recolectaron 10 kg de hojas de Minthostachys mollis en el distrito de Otuzco, ya
que esta planta crece en la serrania y el clima favorece su crecimiento.
Un ejemplar de la planta se llevd al Herbario de la Universidad Nacional de Trujillo

parasu identificacion y determinacion taxonomica. (Anexo 2)

Preparacion del aceite esencial

e . . ., . . U
La obtencion del aceite esencial, se realizo por el método de “hidrodestilacion”.

Se seleccionaron las hojas que estuvieron en buenas condiciones y se desecharon
aquellas que presentaron ataques de hongos, decoloradas o maltratadas, luegose lavd
con agua destilada., después las hojas fueron colocadas en papel Kraft y fueron llevadas
a laestufa 40 °C por 48 horas.

Una vez secadas se sometid a una corriente de vapor de agua sobre calentada,
arrastrando la esencia que por accion del refrigerante, se condens6. El destilado se
separ6 tomando en cuenta sus propiedades de inmiscibilidad y diferencia de

densidades entre el agua y el aceite esencial,se usdé una pera de separacién de
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vidrio, deshidratandose las impurezas de agua en el aceite esencial con Na2SO4
anhidro. Finalmente se filtrd, y se guardé en un frasco de vidrio color ambar (para

evitar la descomposicion por la luz)y bajo refrigeracion a una temperatura de 4 °C %,

Preparacion de las diferentes concentraciones de los aceites esenciales

Las concentraciones se prepararon segun los siguientes porcentajes:

Volumen degVolumen  deVolumen final Concentracion
aceite Tween 80
(%)
0,5 mL 9,5mL 10 mL 5
1,0 mL 9,0 mL 10 mL 10
2,5 mL 7,5 mL 10 mL 25
5,0 mL 5,0 mL 10 mL 50

Luego, se coloco cada una de las concentraciones en frascos de vidrio de color
ambar estéril, para protegerlas de la luz, posteriormente se llevé a refrigeracion a

4 °C, hasta la realizacion del andlisis microbioldgico
Reactivacion de la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175

Se utilizo el cultivo liofilizado de las cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175, lareactivacion se realizo sembrando cada cepa liofilizada en matraz con 50
mL de Caldo Brain Heart Infusion (BHI), luego se incubéa 37 °C por 48 horas en

condiciones de microaerofilia.

Se verifico si se tiene cultivo puro, para lo cual se sembrd por estria en Agar TSYB

para Streptococcus mutans e incubé por 48 horas en condiciones de

microaerofilia. Posteriormente se eligié una colonia compatible con Streptococcus
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mutans para realizar coloracion Gram.

A partir de una colonia se sembro en caldo BHI y en Agar Tripticasa Soya (TSA), y

se conservo hasta su posterior empleo.®
Evaluacion del efecto antibacteriano mediante el método de Kirby Bauer

La evaluacion del efecto antibacteriano, se realizé6 mediante el método Kirby
Bauer, de difusion en agar, en pocitos. Para lo cual se procedié de la siguiente

manera:
Estandarizacion del inéculo de Streptococcus mutans ATCC 25175

La cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 mantenidas en Caldo BHI se
sembré en Agar TSA, se incubd bajo condiciones de microanaerobiosis a 37 °C
durante 24 horas. Luego de 24 horas, de las placas con Streptococcus mutans se
escogid tres a cuatro colonias y se diluyd en caldo BHI o solucidn salina fisiologica
estéril hasta obtener una turbidez semejante al tubo nimero 0.5 del Nefelémetro

de Mac Farland (1.5 x 108 ufc/mL).
Inoculacion de las placas Streptococcus mutans ATCC 25175

Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del indculo (1.5 x108
ufc/ml), se tomo una alicuota de 100 ul y se coloco en cada una de las placas con
Agar Mieller Hinton. Con un hisopo estéril sumergido en la suspension se distribuyo
la suspension bacteriana en tres direcciones para asegurar una distribucién uniforme
del inoculo en laplaca. Se dejo secar la placa a temperatura ambiente durante 3 a 5

minutos para que cualquier exceso de humedad superficial sea absorbido y se realizd
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dos pocitos por cada placa®
Luego, se coloco 50 uL de cada concentracion en cada uno de los pocitos.

Se empleé como control positivo de gluconato clorhexidina al 2% y como control

negativo PBS (buffer fosfato salino) .
Incubacién:

Se incubaron las placas dentro de los 15 minutos posteriores a la aplicacion de
cada unade las concentraciones, a 37 °C durante 48 horas en microanaerobiosis

utilizando jarra Gaspak y con el método de la vela .
Lectura de los resultados

Después del tiempo de incubacion 48 horas se examiné cada placa y se midieron
los didmetros (mm) de los halos de inhibicion del crecimiento alrededor de cada
disco. Para locual se uso el vernier digital calibrado ISO, abarcando el diametro del

halo.®*

Se realizaron 10 repeticiones de cada ensayo.
4.5 Plan deanalisis
Para la presente investigacion se utilizaron las tablas de resumen de una entrada,
asi como gréficos adecuados para presentar los resultados de lainvestigacion. Para
determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Minthostachys mollis
sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 se usé el analisis de varianza, para un
disefio completamente al azar, luego se realizé la prueba de comparaciones

multiples de Duncan. Todas las pruebas estadisticas tuvieron un nivel de
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significancia del 5%.

Se contd con una hoja de calculo de Microsoft Excel y el programa Statgraphics

4.6 Matriz de consistencia

Titulo Problema Objetivos Hipotesis Tipode | Poblacion
estudio
Efecto ;Existe diferencia | General '
antibacteriano in de efecto El aceite esenciallCuantitativo [Una unidad
vitro del aceite esencial pntibacteriano de - (Comparar el efectode |a hoja de de cepas Streptococcus
de hoja de cuatro antlbacterla_mo Qe _ CuatroMinthostachys mutans ATCC 25175
Minthostach i concentraciones  (concentraciones in vitro dell . i o1 50 o muestra :
INtOStachys MOTIISge aceite esencial faceite esencial de hoja de ; Se necesitaron 10
sobre Streptococcus  |de hoja de Minthostachys mollis sobrefPesénta — mayor lacas seleccionadas
R efecto P
mutans ATCC25175” |Minthostachys Streptococcus mutans, : . ara cada arupo de
mollis sobre ATCC 25175. antibacteriano P Ada grup
mutans, Especificos Streptococcus fueron 6 grupos:
ATCC 25175? mutans 10 para cada
Determinar el efecto ATCC2517 que las concentracion de 5%,

antibacteriano del aceite
esencial de Minthostachys

mollis en 5%  sobre
Streptococcus  mutans
ATCC 25175

Determinar el efecto
antibacteriano del aceite

esencial de Minthostachys
mollis en 10%  sobre
Streptococcus  mutans |
IATCC 25175

Determinar el efecto
antibacteriano del aceite
esencial de Minthostachys
mollis en 25%  sobre|
Streptococcus mutans
ATCC 25175

Determinar el efecto
antibacteriano del aceite
esencial de
Minthostachys mollis en
50% sobre Streptococcus
mutans , ATCC 25175

concentraciones de
5%, 10% y 25%.

10%, 25% y 50%, 10
placas para el control
poitivo y 10 placas
para el control
negativo
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4.7 Principios éticos

La presente investigacion se rigié del Cédigo de Etica de la Universidad Catolica Los Angeles de
Chimbote el cual comprende los principios del cuidado del medio ambiente y biodiversidad y la
integridad cientifica .

Ademas al finalizar el estudio las placas Petri con cultivos utilizados fueron expuestas a
121 °C y 1 Bar de presion , fueron inactivadas en autoclave a fin de desechar el material
biolégico contaminado aplicando las normas de manejo de desechos hospitalarios.®

Los residuos microbioldgicos y patoldgicos fueron eliminados de forma tal que se asegure
su descontaminacion en autoclave (residuos microbioldgicos) o incineracion (residuos
patoldgicos). Esto significa una bolsa primaria de color negro, se lleno solo hasta % partes
de su capacidad y anudada y sobre ésta una bolsa color amarillo con logo y pre impreso
de residuos especiales, se marcaba el tipo de residuos que contuvo, el laboratorio o area
de generacion y la fecha. Estas bolsas cerradas anudadas, fueron almacenadas

temporalmente en las areas sucias en contenedores con logo de Residuo Bioldgico. ¥
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V. Resultados

TABLA1

Efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de hoja Minthostachys mollis en
concentraciones de 5% ,10%, 25% ,50% sobre Streptococcus mutans ATCC 25175

Concentraciones ni Promedio Desv. Est. F P
mm

5% 10 9.6 0.92

10% 10 14.3 1.64

25% 10 17.9 0.55

50% 10 22.9 1.19

C_ 10 7.2 0.19 686.53 0.0000

Clorhexidinaal 2% 10 3.1 1.93

Fuente: Datos proporcionados por el investigador
Prueba ANOVA
Nivel de significancia estadistica (p<0.05)

Interpretacion:

En la tabla 1 observamos que el aceite esencial de hoja de Minthostachys mollis al 50 %
presentd mayor diametro de halo de inhibicion que las concentraciones al 5%, 10% y
25%. El gluconato de clorhexidina 2% presenté mayor diametro de halo de inhibicién (35.1
mm) que el aceite esencial de hoja de Minthostachys mollis al 50%.

El aceite esencial de hoja de Minthostachys mollis al 5%, 10% y 25% presentaron efecto
antibacteriano. Segun la escala de Duraffourd existe efecto antibacteriano cuando el halo

de inhibicion es mayor que 8 mm .
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Gréfico 1:
Comparacién del efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de hoja Minthostachys
mollis en concentraciones de 5%, 10%, 25%, 50% sobre Streptococcus mutans ATCC

25175

40,07

30,07 \

20,07

10,07

Media de Diametro de los halos de Inhibicion (mm)

T
C- Clorhez)%iélina al 5% 10% 25% 50%

Concentraciones
Fuente: Datos proporcionados por el investigador

En el grafico 1 observamos que a medida que aumenta la concentracion, aumenta la

medida de los halos de inhibicién
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TABLA 2

Prueba de Duncan del efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de hoja de
Minthostachys mollis en concentraciones de 5% 10% 25% 50% sobre Streptococcus
mutans ATCC 25175

Prueba de Duncan

Grupos para alfa = 0.05

Concentraciones ni
Gl G2 G3 G4 G5 G6
C- 10 7.22
5% 10 9.59
10% 10 1431
25% 10 17.93
50% 10 22.85
Clorhexidina al 2% 10 35.08

Fuente: Datos proporcionados por el investigador
Prueba de Duncan
Nivel de significancia estadistica (p<0.05)

Interpretacion:

Segun la prueba de Duncan, todos los grupos de estudios presentan diferencias entre si.
El grupo control negativo presenta menor efecto que las concentraciones 5%, 10% ,25%
50 % y que el control positivo. A medida que aumenta la concentracion, el efecto
antibacteriano aumenta. La clorhexidina al 2% presenta mayor efecto antibacteriano que

todos los demas grupos de estudio.
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4.2 Andlisis de resultado

Los resultados de la investigacion demostraron que el aceite esencial de hoja de Minthostachys
mollis presento efecto inhibitorio del crecimiento sobre una cepa de Streptococcus mutans
ATCC 25175. Se determind que el efecto antibacteriano se presentod desde la menor
concentracion en evaluacion, causando un aumento en el didmetro del halo conforme
aumentaban las concentraciones hasta llegar al 50%. Esto concuerda con los resultados
obtenidos por Guerrero G° en donde la mayor concentracion presenta un mayor efecto
inhibitorio del crecimiento, segiin Ccallo S.'?, esto es debido a la presencia de dos
componentes principales en el aceite clasificados como pulegona y trans-metona que
aportarian el efecto inhibitorio del crecimiento, lo cual se ve reflejado en los resultados
encontrados al evaluarse contra Streptococcus mutans obteniendo halos de 16 mm en
bajas concentraciones. En cuanto al efecto antibacteriano que presentd este aceite
esencial, se relaciona con estudios realizados por Callo S.1? quien reporta la presencia de
timol y metileugenol en la extraccion. Estos dos compuestos en sinergia con terpenoides
caracteristicos de la especie, actuarian produciendo la inhibicion del crecimiento al atacar
a la pared celular caracteristica de los cocos Gram positivos La facilidad con la que se
logra esta desnaturalizacion seria debido a la extraccién como aceite, el cual al entrar en
contacto con peptidoglicano y 4&cidos grasos en pared celular y citoplasma
correspondientemente no presenta mayor resistencia, logrando asi una mejor difusion
ligada a una mayor area de accion.

En cuanto al didmetro de los halos de inhibicion obtenidos en esta investigacion, éstos se

encontraban muy por encima de los valores obtenidos en estudios previos. Segun
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investigaciones realizada por Farinango D!, el mayor didmetro presente en los halos de
inhibicion puede verse relacionado a la especie a partir de la cual se extrajo el aceite, asi
como también a las condiciones de cultivo y enriquecimiento del suelo, lo cual repercute
en el crecimiento y producciéon de metabolitos por parte de la planta, logrando asi una
mayor concentracion de los principios activos a nivel de tallo y hojas que puede verse
reflejado en la extraccion al presentar mayor diametro en los halos. Esto se ve reflejado
en investigaciones realizadas por Tello G® en comparacion con Gonzales A3 quienes
trabajaron con plantas colectadas de la region sierra y region selva respectivamente,
cuando se realizo el andlisis fitoquimico se determiné una mayor presencia de compuestos
en la planta que pertenecia a la region sierra en comparacion de las regiones selva, sin
embargo, la terminologia, el detalle acerca de cantidades, métodos y componentes
especificos son claramente temas propios de las areas quimicas, bioquimicas y botanicas.
El efecto aumenta a medida que aumenta la concentracion debido a la cantidad de
principios activos contenidos en el medio liquido que se esté aplicando, de ahi el término
concentracion, a menor concentracion menor es la cantidad de principios activos
contenidos y por ende menor el efecto, de la misma forma para una mayor concetracion,
mayor es la cantidad de principios activos contenidos por ende mayor el efecto®,

El gluconato de clorhexidina al 2% present6 el mayor diametro en el halo de inhibicién,
dado que, al ser un antibidtico de linea, compuesto por principios activos sintéticos que
actGan en sinergia con adyuvantes y excipientes, tienden en el 100% de los casos a
sobrepasar la accidon antibacteriana de extractos y aceites esenciales en donde los

principios activos no se presentan aislados ni cuantificados®.
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Por lo antes mencionado, el aporte etnofarmacoldgico del aceite esencial de las hojas de
Minthostachys mollis, permitird que la poblacion en un futuro pueda disponer de un
producto galénico natural con efecto antibacteriano sobre Streptococcus mutans ATCC

25175.
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V.

Conclusiones

La concentracion del aceite esencial de la hoja Minthostachys mollis al 50% present6
mayor efecto antibacteriano in vitro que al 5% , 10% y 25% frente al Streptococcus

mutans ATCC 25175.

La concentracidn del aceite esencial de la hoja Minthostachys mollis al 5% presentd

efecto antibacteriano frente al Streptococcus mutans ATCC 25175.

La concentracion del aceite esencial de la hoja Minthostachys mollis al 10% present6

efecto antibacteriano frente al Streptococcus mutans ATCC 25175 .

La concentracion del aceite esencial de la hoja Minthostachys mollis al 25%

presento efecto antibacteriano frente al Streptococcus mutans ATCC 25175 .
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Aspectos complementarios

Realizar estudios sobre el efecto antibacteriano de diversas especies de la

Minthostachys mollis frente a bacterias causantes de enfermedades orales.

Desarrollar estudios de investigacion sobre la concentracion minima inhibitoria
y concentracién minima bactericida para asi poder comparar a la Minthostachys
mollis con otras plantas que han presentado actividad antimicrobiana.
Implementar un area de microbiologia en la clinica Uladech, en donde se puedan
desarrollar este tipo de estudios y asi incentivar a los investigadores a estudiar
propiedades de la abundante flora que existe en nuestro pais y optar por su
consumo como una opcién mas de tratamiento en odontologia.

Elaborar productos a base de plantas medicinales asi como enjuagues bucales

colutorios, etc.
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Anexo 2

Constancia de taxonomia

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) DE LA UNIVERSIDAD MACIONAL
DE TRUJILLO.

Da Constancia de la determinacion taxonémica de un (01) espécimen vegetal:

e Clase: Equisetopsida

e Subclase: Magnoliidae

e Super Orden: Asteranae

e Orden: Lamiliales

e Familia: Lamiaceae

e Género: Minthostachys
+ Especie: M. mollis Griseb.
s Nombre comun: “mufia”

Muestra alcanzada a este despacho por BONIFACIO URIOL ROSITA MORELIA, Identificado
con DNI: 74983313, con domicilio legal en Av. Cahuide Mz. T Lte. 33 — La Esperanza - Trujillo.
Estudiante de la Facultad de Ciencias de la Salud, de la Escuela Profesional de Odontologia de
la Universidad Catélica Los Angeles de Chimbote (ULADECH), cuya determinacion taxonémica
servira para la realizacion del Taller de Investigacion: “Efecto antibacteriano in vitro del aceite
esencial de hoja de Minthostachys mollis sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, Trujillo
2019".

Se expide la presente Constancia a solicitud de la parte interesada para los fines que hubiera
lugar.

Trujillo, 24 de octubre del 2019
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Anexo 3

Constancia de colaboracion de MANUELA NATIVIDAD LUJAN VELASQUEZ,

Bidlogo — Microbidloga en la ejecucion del proyecto de investigacion

CONSTANCIA

Yo, MANUELA NATIVIDAD LUJAN VELASQUEZ, Biéloga —Microbiéloga Docente
de la Escuela de Microbiologia y Parasitologia. de la Facultad de Ciencias Biologicas de

la Universidad Nacional de Trujillo, con registro del CBP N°2132.

Mediante la presente dejo constancia de haber colaborado con la alumna BONIFACIO
URIOL ROSITA MORELIA, identificada con DNI74983313, con domicilio legal en la
Av Cahuide Mz T Lt 33, la Esperanza-Trujillo, estudiante de la Facultad de Ciencias de
la Salud .Escuela Profesional de Odontologia de la Universidad Catdlica los Angeles de
Chimbote , en la ejecucién de la tesis titulada “EFECTO ANTIBACTERIANO IN
VITRO DEL ACEITE ESENCIAL DE HOJA DE MINTHOSTACHYS MOLLIS

SOBRE STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC 25175, TRUJILLO 20197

Trujillo 18 de octubre del 2019

Manuela Natividad Lujan Velisquez
Docente De La Escuela De Microbiologia y Parasitologia

Universidad Nacional De Trujillo
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Anexo 4

Constancia de colaboracion de MARILU ROXANA SOTO VASQUEZ

Dra. En farmacia y bioquimica en la ejecucién del proyecto de investigacion

CONSTANCIA

Yo, MARILU ROXANA SOTO VASQUEZ, Docente de la Catedra de Farmacognosia
del Departamento Académico de Farmacotecnia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica
de la Universidad Nacional de Trujillo, con codigo UNT 5727 y acreditada como Docente

investigadora por CONCYTEC.

Dejo constancia de haber colaborado en la preparacion de la muestra vegetal y las
concentraciones, de los aceites esenciales de hojas de Minthostachys mollis (muiia), en
el laboratorio de farmacognosia de la facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad Nacional de Trujillo, con la alumna BONIFACIO URIOL ROSITA
MORELIA, identificada con DNI 74983313, con domicilio legal en la Av. Cahuide Mz.
T Lt. 33, la Esperanza - Trujillo, estudiante de la Facultad de Ciencias de la Salud, Escuela
Profesional de Odontologia de la Universidad Catolica los Angeles de Chimbote, en la
ejecucion de la tesis titulada “EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL
ACEITE ESENCIAL DE HOJA DE MINTHOSTACHYS MOLLIS SOBRE

STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC 25175, TRUJILLO 20197

’ )
ot

s :
MARILU ROXANA SOTO VASQUEZ
Docente Investigadora de la Facultad de Farmacia y Bioquimica
Laboratorio de Farmacognosia

Universidad Nacional de Trujillo .
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Anexo 5

Boletas de la compra de la cepa Streptcoccus mutans
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Anexo 6

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

xtractos Diametro de los halos de inhibicion segun
Congentracion concentracion del Aceite esencial de C+ C-
muiia
(mm) (mm) (mm)
Repeticiones 5% 10% 25% 50%
1.
2.
3.
4,
5.
6.
1.
8.
9.
10.
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Anexo 7

Prueba de normalidad del efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de hoja de
Minthostachys Mollis (Muia) en concentraciones de 5% 10%625% y 50% frente a

Streptococus Mutans ATCC 25175, Trujillo 2019.

Extractos Diametro de los halos de Inhibicién segn
Concentracion | Concentracion del Aceite esencial de mufia | Clorhexidina
(mm) al 2% C-
Repeticiones 5% 10% 25% 50%
1 10.2 155 18.6 20.2 35.4 7
2 11.3 17.2 17.2 234 354 7.1
3 9.2 15 18.1 22.1 30.2 7.4
4 10 12 18.3 23 35.7 7.2
5 10.1 15.3 18 24 37 7.4
6 9.4 12.2 171 22.2 35.1 7.5
7 10 13.2 18.3 23.3 37.3 7
8 9.1 14.1 17.2 24.4 35.2 7
9 8.4 13.3 18.1 22.5 35 7.4
10 8.2 15.3 18.4 234 34.5 7.2
Promedio 9.59 14.31 17.93 22.85 35.08 7.22
Prueba de
Normalidad P=0.100 | P=0.100 P=0.100 P=0.100 P=0.010 P=0.100
Shapiro Wilks

Fuente: Datos proporcionados por el investigador
Nivel de significancia estadistica (p<0.01)
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Anexo 8

RECOLECCION DE LA PLANTA MINTHOSTACHYS MOLLIS (MUNA)

Se recolecto la planta Minthostachys mollis en el distrito de Otuzco

SELECCION, LAVADO Y SECADO

Se seleccionaron las hojas de Minthostachys mollis que se presentaban en buenas condiciones ,
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Lavamos ysecamos con rollos de papel, luego fue llevada a la estufa por 48 horas .

Pasado las 48 horas pesamos las hojas de Minthostachys mollis obteniendo 900gr

OBTENCION DEL ACEITE ESCENCIAL DE LA HOJA DE MINTHOSTACHYS MOLLIS (MUNA)

41
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Con un hisopo estéril sumergido en la suspension se distribuyd la suspension bacteriana en tres direcciones

para asegurar una distribucion uniforme del inéculo en la placa

Se colocaron 50 uL de cada concentracion en cada uno de los pocitos.
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LECTURA DE RESULTADOS

Se midieron los diametros de los halos de Inhibicion de Minthostachys mollis

Placa Petri del control positivo clorhexidina al 2% y control negativo PBS

(buffer fosfato salino)
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