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RESUMEN

Obijetivo: Demostrar la eficacia antibacteriana del aceite esencial de mufia (Minthostachys

mollis) sobre cepas de Staphylococcus aureus

Metodologia: El estudio de investigacion es de tipo analitico, prospectivo, transversal con disefio de
investigacion experimental con dos grupos control, la poblacion de estudio fue Minthostachys
mollis (mufia), recolectada en la provincia de Santa Cruz departamento de Cajamarca, se
obtuvo el aceite de mufia mediante la técnica de arrastre por vapor y se determin0 la eficacia
antibacteriana del aceite mediante la técnica de difusion en pozo, los datos recolectados
fueron analizados mediante el software SPSS ver. 26 con un nivel de confianza del 95%.

Resultados: El aceite de mufia al 50% presenta un halo de inhibicion promedio de 6,02 + 0,21mm,
para 75% un halo de inhibicién de 11,57 + 0,26mm y para la concentracion del 100% un halo
promedio de 14,20 + 0,35mm; por otro lado, con respecto al control positivo (ciprofloxacino) se
encontré un halo promedio de 31,88 + 0,31mm y para el control negativo (DMS) fue de 6,10 +
0,27mm

Conclusion: El aceite de mufia a las concentraciones del 75% y 100% presentan eficacia
antibacteriana sobre cepas de Staphylococcus aureus; sin embargo, no presenta eficacia
antibacteriana a la concentracion del 50%.

Palabras clave: Minthostachys mollis, mufia, Staphylococcus aureus, aceite esencial,

antibacteriana.
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ABSTRACT

Objective: To demonstrate the antibacterial efficacy of mufia essential oil (Minthostachys

mollis) on Staphylococcus aureus strains

Methodology: The research study is analytical, prospective, cross-sectional with an
experimental research design with two control groups, the study population was
Minthostachys mollis (mufia), collected in the province of Santa Cruz department of
Cajamarca, the oil was obtained of mufia by means of the steam entrainment technique and
the antibacterial efficacy of the oil was determined by means of the well diffusion technique,
the collected data were analyzed using the SPSS software ver. 26 with a confidence level of
95%.

Results: Mufia oil at 50% presents an average inhibition halo of 6.02 + 0.21mm, for 75% an
inhibition halo of 11.57 + 0.26mm and for the 100% concentration an average halo of 14.20
+ 0.35mm; on the other hand, with respect to the positive control (ciprofloxacin) an average
halo of 31.88 + 0.31mm was found and for the negative control (DMS) it was 6.10 + 0.27mm

Conclusion: Muha oil at concentrations of 75% and 100% show antibacterial efficacy on
Staphylococcus aureus strains; however, it does not show antibacterial efficacy at the 50%

concentration.

Key words: Minthostachys mollis, mufia, Staphylococcus aureus, essential oil, antibacterial.
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I. INTRODUCCION

Actualmente, la medicina natural se ha convertido en uno de las alternativas terapéuticas
mas usadas por parte de la poblacion a nivel mundial, especificamente por la poblacion
con menor acceso a medicamentos y con escaso recursos econémicos. También se ha
convertido en un tema muy reconocido por parte de la comunidad cientifica, quienes
vienen descubriendo diversas y nuevas propiedades terapéuticas, asi como diferentes

metabolitos activos presentes en las plantas. )

Staphylococcus aureus es un patégeno con una alta prevalencia e incidencia a nivel
mundial. Un estudio publicado por la Revista Médica de México. @ En el 2011, reporto
que Estados Unidos presento una incidencia de 5.31% de infecciones adquiridas en la
comunidad y de 4.54% adquiridos en el hospital; por otro lado, en el 2014 Europa
reporto 17.5% de infecciones invasivas; también se reportd en regiones como Asia y el
Pacifico Occidental una incidencia comprendida entre 2.3% y 69.1% respectivamente.
En Latinoamérica los datos reportados son muy diversos, se encontrd una incidencia del

6% en Centroamérica y del 80% en Sudamérica.

En Perl y otros paises de Latinoamérica son muy escasos los reportes y estudios
realizados sobre prevalencia e incidencia de infecciones causadas por Staphylococcus
aureus. Entre estos pocos reportes tenemos un estudio realizado por la Universidad
Cayetano Heredia @, donde se evalué la mortalidad por bacteriemia en hospitales de
Lima, se reportd 150 casos de los cuales el 54.7% eran resistentes a meticilina (SARM)
y el 45.3% eran sensibles a meticilina (SAMS), evidenciandose el alto riesgo de

infecciones por MRSA.

De igual manera el Hospital Docente Belén de Lambayeque ©, en el 2016 realizo un
estudio donde se evalu6 a 70 trabajadores voluntarios del area asistencial. El estudio
consistié en aislar diferentes tipos de bacterias intrahospitalarias obteniendo como
resultado el aislamiento de Staphylococcus aureus en un 92.86%. Esta bacteria también
mostro una elevada resistencia a diversos antibioticos (84,6% a penicilina, 38,5% a

eritromicina, 15,4% a clindamicina y 7,7% a rifampicina).

Hoy en dia la resistencia a los antibidticos se ha convertido en un gran problema de salud

publica a pesar que este es un fendbmeno que se da de manera natural. Esto se debe al
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mal uso de los antibioticos, la automedicacion y a la falta de diagndstico. La resistencia
hacia los antibidticos incrementa la estancia hospitalaria, aumento de gastos médicos,
disminuye la calidad de vida e incrementando la morbimortalidad a causa de las

infecciones bacterianas.

Por tanto, la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas a base de aceites esencial
obtenidos de diferentes especies vegetales, representa hoy en dia una gran esperanza
para tratar diversas patologias entre ellas las causadas por bacterias como
Staphylococcus aureus. EI Peru es un pais con la mayor diversidad de especies vegetales
del mundo, entre las que se encuentra la Mufia (Minthostachys mollis) que posee
diversas propiedades medicinales que hasta el momento no cuentan con estudios
suficientes que las validen, esto representa el punto de partida para realizar el presente
estudio, el mismo que permitird demostrar la eficacia antimicrobiana de la Mufia

(Minthostachys mollis).

Al respecto existen diversos estudios que refieren el efecto de esta planta, con respecto
a los Antecedentes Internacionales podemos citar a Paucar E; et al, 2020 quienes
realizaron un estudio titulado “Actividad antibacteriana y antifingica del aceite esencial
de Minthostachys mollis frente a microorganismos de la cavidad oral” que tuvo por
Objetivo: Determinar la actividad antibacteriana del aceite esencial de Minthostachys
mollis, comparado con ciprofloxacino. frente a Porphyromonas gingivalis,
Staphylococcus aureus y Candida albicans. Método: Se prepararon 15 pocillos por
grupo, para evaluar el efecto inhibitorio de todas las concentraciones, dando un total de
360 pocillos. La composicién quimica se determind mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas. El efecto inhibitorio se determind mediante el
método de difusiéon de Kirby-Bauer. Resultados: el analisis fitoquimico determino la
presencia de pulegona (30,17 %) y mentona (16,55 %). Los halos de inhibicion de
Minthostachys mollis al 100 % a las 24, 48 y 72 horas frente a la Porphyromonas
gingivalis, midieron: 10,2 mm, 9,8 mm y 9,6 mm; frente al Staphylococcus aureus,
midieron: 10,4 mm, 9,7 mmy 9,4 mmy, por ultimo, frente a Candida albicans midieron:
9,8 mm, 8,9 mm y 85 mm, respectivamente. Conclusiones: EIl aceite esencial de
Minthostachys mollis al 100 % presentd mayor actividad inhibitoria frente al

Staphylococcus aureus, Porphyromonas gingivalis y Candida albicans. ©
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Campo, M; et al, 2017 quienes realizaron un estudio titulado “Composicion quimicay
actividad antimicrobiana del extracto etandlico de las partes aéreas de Minthostachys
mollis Griseb”, el estudio tuvo como Objetivo: Determinar la composiciéon quimicay la
actividad antibacteriana del extracto etandlico de Minthostachys mollis. Metodologia:
El extracto etandlico se obtuvo por maceracion, la composicion quimica se realizo
mediante andlisis cromatografico. La determinacion de la actividad antibacteriana se
realizd mediante el método de difusion en pozo. Resultados: Se determind la presencia
de compuesto fenolicos, triterpenos, aminoacidos y flavonoides. Ademas, el extracto
mostro actividad antibacteriana frente a S. aureus. Conclusion: Se concluye que por su
composicion quimica y actividad antibacteriana el extracto etandlico de M. mollis puede

ser empleado como medicina natural complementaria frente a S. aureus. ©

Asi mismo Torrenegra, M; et al, 2017 realizaron un estudio titulado “Composicion
quimica y actividad antibacteriana del aceite esencial de Minthostachys mollis”, el
Objetivo: Determinar la composicion quimica y la actividad antibacteriana del aceite
esencial de Minthostachys mollis. Metodologia: La obtencion del aceite esencial se
realizd mediante el método de hidrodestilacion, la composicion quimica se determiné a
través de cromatografia de gases y espectrometro de masas. La actividad antibacteriana
se determiné sobre Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermidis y Escherichia coli
mediante el método de microdilucion en caldo y lector de placas. Resultados: Se
encontrd una alta concentracion de monoterpenos (Carvacrol y Timol); ademas presento
una elevada actividad antibacteriana. Conclusion: Se llegé a la conclusion que el aceite
esencial de M. mollis tiene actividad antibacteriana significativa. )

Como antecedentes nacionales podemos citar a Mejia, J. y Silva, L. 2019 realizaron
un estudio titulado “Comparacion del efecto antibacteriano de los aceites esenciales de
las hojas de Minthostachys mollis kunth griseb (mufia) Y Dodonaea viscosa L. Jacq
(chamana) en cepas de Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa el Objetivo:
Comparar el efecto antibacteriano de Minthostachys mollis (Mufia) y Dodonaea viscosa
L. Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa. Metodologia: EI método utilizado
para la obtencion del aceite esencial, fue el de arrastre por vapor de agua, se realizaron
diluciones del aceite a concentraciones del 10%, 50% y 100%. La determinacion del

efecto antibacteriano se realiz6 mediante el método de Kirby Bauer. Resultados:
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Minthostachys mollis tiene efecto sobre S. aureus en todas sus concentraciones, mientras
que Dodonaea viscosa tiene efecto solo a concentraciones del 50% y 100%. Por otro
lado P. aeruginosa es sensible al aceite esencial de Minthostachys mollis solo a
concentraciones del 10% y 50% Yy al aceite esencial de Chamana solo a concentracion
del 100%. Conclusion: Se concluye que el aceite esencial de Minthostachys mollis es
significativamente més efectivo que el aceite esencial de Dodonaea viscosa L.

(Chamana). ©

Pefia, D. y Gutiérrez, M. 2017 quienes realizaron un estudio titulado “Efecto
antimicrobiano del aceite esencial de Minthostachys mollis sobre microorganismos
frecuentes en vias respiratorias bajas”, su Objetivo: Determinar la eficacia
antimicrobiana del aceite esencial de Minthostachys mollis sobre microorganismos
habituales en vias respiratorias bajas. Metodologia: El aceite esencial se extrajo por el
método de arrastre por vapor de agua. La determinacion del efecto antibacteriano se
realizo6 mediante el método de difusibn en agar. Resultados: Presento efecto
antibacteriano sobre Staphylococcus aureus a concentracion de 50 pg/mL con un halo
de inhibicion de 19,3 mm y sobre Klebsiella pneumoniae 8,0 mm. Conclusion: Se
concluye que el aceite esencial de Minthostachys mollis tiene eficacia antibacteriana

sobre microorganismos presentes en vias respiratorias bajas.

Abanto, M. y Pérez, R. 2017 Realizaron un estudio titulado “Efecto antibacteriano in
vitro del aceite esencial de las hojas de Minthostachys mollis Kunth Griseb (mufia) en
cepas de Escherichia coli Y Staphylococcus aureus”, el estudio tuvo por Objetivo:
determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial de las hojas de Minthostachys
mollis (mufia), frente a E. coli y S. aureus. Metodologia: El aceite esencial fue obtenido
mediante el método de hidrodestilacion, al que se realizé diluciones al 10%, 50% y
100%. La determinacion del efecto antibacteriano se realizé6 mediante los métodos de
difusion por disco y de pocillos. Resultados: Los resultados arrojaron un valor de
p=0,025 para E. coli y p=0,034 para S. aureus, mediante el método de Kirby Bauer, y
para el método de pocillos se obtuvo un valor de p=0,015 para E. coli y p=0,016 para S.
aureus, lo que hace un estudio estadisticamente significativo (P<0,05). Conclusion: Se
concluye que el aceite esencial de Minthostachys mollis Kunth Griseb (mufa), tiene
efecto antibacteriano sobre cepas bacterianas de E. coli y S. aureus. @9
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En cuanto a las bases teoréticas tenemos que Minthostachys mollis (Mufia) es una Planta
medicinal hemicriptofita, nativa de las serranias del Perd, crece de forma natural entre
los 2500-3500 m.s.n.m (11). Es una un arbusto lefioso, tiene un aroma muy
caracteristico, se utilizada tradicionalmente como medicina popular utilizando sus hojas,

tallos y flores en infusion, para tratar enfermedades digestivas y respiratorias. !2131)

Su Clasificacion taxonémica segun el sistema Cronquist. ““) nos menciona que pertenece

al REINO: vegetal , SUB REINO: Embryophyta , DIVISION: Magnoliophyta ,
CLASE: Magnoliopsida , SUB CLASE: Asteridae, ORDEN: Lamiales, FAMILIA:
Lamiaciae, GENERO: Minthosiachys y a la ESPECIE: Mintosthachys mollis.

En lo que respecta a sus caracteristicas botanicas, Minthostachys mollis (Mufia) es una
planta con caracteristicas aromaticas llega a medir entre 80 cm a 120 cm, en la parte
superior es frondosa; erecta; su tallo es ramificado y presenta hojas pequefias con forma
aserrada, en las que se deposita la mayor cantidad de aceite esencial. ) Presenta
inflorescencia axilar dispuesta en racimos con flores de color blanco entre 3 a 7

especificamente.

La composicion quimica del aceite esencial de Minthostachys mollis (Mufa), presenta
en su estructura compuestos fotoquimicos como aldehidos, cetonas, alcoholes (mentona,
mentol, timol), y en mayor concentracion esteres, éteres y terpenos (Pulegona, Carvona).

(16.17.18) Ademés, la mufia presenta alto contenido en calcio y fosforo. (1819

Con respecto a sus propiedades y usos terapéuticos Minthostachys mollis (mufia), es
conocida desde tiempos pre incas por sus mdaltiples propiedades medicinales,
alimenticias y preservantes. Tradicionalmente se le conoce a la mufia por sus
propiedades digestivas, anti flatulento, antiespasmaédico, antiemético, antidiarreico y
tratamiento de problemas respiratorios; antitusigenos, problemas asmaticos,
expectorante, antiséptico, analgésico, antiinflamatorio, antirreumatico, tratamiento de
fracturas y tumores. ?*2Y En el campo culinario se utiliza como condimento en la
preparacion de platos tipicos en algunas regiones del Perd. En el &mbito agricola se
utiliza como preservante de productos como la papa, previéndolo del ataque de insectos
y mohos. En el &mbito pecuario se utiliza para el control de ectoparasitos y endoparasitos

en animales domésticos. 9
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Staphylococcus aureus, esta es una bacteria patdgena que se encuentra distribuida a
nivel mundial, es el principal agente causal de infecciones intrahospitalarias e
infecciones adquiridas en la comunidad. ?? En la comunidad por lo general produce
infecciones agudas, pidgenas y superficiales, aunque con menor frecuencia puede llegar
a producir osteomielitis, neumonia y endocarditis aguda. A nivel nosocomial S. aureus
produce infecciones de heridas quirdrgicas, protesis e infeccione por dispositivos
médicos, ademas puede llegar a producir bacteriemia.®®?%) Por otro lado
Staphylococcus aureus es agente causal de infecciones producidas por toxinas entre ellas

el sindrome se shock tdxico, intoxicacion alimentaria y sindrome de piel escaldada. ?®

Aceites Esenciales (AE), estos son fracciones con caracteristicas volatiles, de
consistencia aceitosa y muy fragante producida por todos los 6rganos que conforman la
planta (raiz, tallo, hojas, flores y corteza), por lo general se extraen por el método
tradicional de arrastre con vapor de agua. ®® Se conocen aproximadamente cerca de
3000 tipos de aceites esenciales diferentes. De los cuales, cerca de 300 tienen utilidad
comercial e industrial, gracias a su agradable sabor y olor son utilizados en la industria

alimentaria, cosmética y farmacéutica. ?"

Generalmente los AE son compuestos muy complejos de 20 a 60 componentes en
diferentes concentraciones, en mayor concentracion se encuentran terpenos, terpenoides
ademas de otras moléculas aromaticas, las que cumplen un papel fundamental en el
efecto antimicrobiano. ®® Por consiguiente la Actividad antimicrobiana Los aceites
esenciales han demostrado actividad antimicrobiana variable contra cepas de bacterias
Gram positivas y Gram negativas. ?” La actividad antimicrobiana resulta de la
interaccién compleja entre las distintas clases de compuestos, como aldehidos, fenoles,
alcoholes, cetonas, éteres y esteres que se encuentran presentes en los AE. Varios
estudios han demostrado que los AE que contienen como componentes principales a los
fenoles o aldehidos como cinamaldehido, el citral, carvacrol eugenol o timol, han

demostrado mayor efecto antimicrobiano. ?°)

Siguiendo la linea de investigacion el presente estudio platea el siguiente problema general:
¢ Cual serd la eficacia antibacteriana del aceite esencial de mufia (Minthostachys mollis)

sobre cepas de Staphylococcus aureus?
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del mismo que formulamos los siguientes problemas especificos:
e P.E.1 ;Cudl sera la eficacia antibacteriana del aceite esencial de mufa
(Minthostachys mollis) a una concentracion del 100 % sobre cepas de

Staphylococcus aureus?

e P.E.2 ;Cudl sera la eficacia antibacteriana del aceite esencial de mufa
(Minthostachys mollis) a una concentracion del 75 % sobre cepas de

Staphylococcus aureus?

e P.E.3 (Cudl sera la eficacia antibacteriana del aceite esencial de mufa
(Minthostachys mollis) a una concentracion del 50 % sobre cepas de

Staphylococcus aureus?

La importancia de realizar el presente proyecto de investigacion radica en buscar nuevas
alternativas de tratamiento natural, la cual debe ser eficaz, segura, econémica, con
menos reacciones adversas y sobre todo de facil acceso a la poblacién. Asimismo, los
resultados que se obtengan del presente estudio serviran como aporte a la comunidad
cientifica para seguir realizando investigaciones y demostrar mas actividades

terapéuticas de esta especie vegetal.

La justificacion de la presente investigacién se basa en que en el Per( existe poca
informacion cientifica acerca de eficacia antibacteriana del aceite esencial de Mufa
(Minthostachys mollis). Los escasos estudios que existen acerca de esta planta nos
impulsan a realizar el presente estudio de investigacion con el fin de demostrar la
eficacia antibacteriana y buscar la concentracion exacta que produce el efecto
terapéutico. Asi mismo el presente estudio tiene una justificacion social, ya que
mediante informacion cientifica validada pretende incentivar a la poblacion en general
a usar los recursos naturales como una alternativa natural de tratamiento de las diversas

enfermedades, disminuyendo de esta forma la resistencia bacteriana.

De esta manera el presente estudio plantea el siguiente objetivo general: Demostrar la
eficacia antibacteriana del aceite esencial de mufia (Minthostachys mollis) sobre cepas
de Staphylococcus aureus. del mismo que se plantean los siguientes objetivos

especificos:
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O.E.1 Determinar la eficacia antibacteriana del aceite esencial de mufa
(Minthostachys mollis) a una concentracion del 100 % sobre cepas de

Staphylococcus aureus.

O.E.2 Determinar la eficacia antibacteriana del aceite esencial de mufa
(Minthostachys mollis) a una concentracion del 75 % sobre cepas de

Staphylococcus aureus.

P.E.3 Determinar la eficacia antibacteriana del aceite esencial de mufa
(Minthostachys mollis) a una concentracion del 50 % sobre cepas de

Staphylococcus aureus.

La hipdtesis general que se plantea en el presente estudio es el siguiente: El aceite

esencial de muiia (Minthostachys mollis) si tiene eficacia antibacteriana sobre cepas de

Staphylococcus aureus. del cual se plantean las siguientes hipétesis especificas:

H.E.1 El aceite esencial de mufa (Minthostachys mollis) si tiene eficacia
antibacteriana sobre cepas de Staphylococcus aureus a una concentracion del
100 %.

H.E.2 El aceite esencial de mufia (Minthostachys mollis) si tiene eficacia
antibacteriana sobre cepas de Staphylococcus aureus a una concentracion del
75 %.

H.E.3 El aceite esencial de mufia (Minthostachys mollis) si tiene eficacia
antibacteriana sobre cepas de Staphylococcus aureus a una concentracion del
50 %.

20



II. METODO

2.1 Tipoy disefio de investigacion

2.1.1 Tipo de investigacion

2.1.2

Analitica: Porque se va a analizar el efecto de las variables.

Prospectivo: Porque el analisis de datos se realizara después de transcurrido un
tiempo en el futuro.

Transversal: Porque la recoleccion de datos y andlisis de variables se daran en
un monto unico.

Disefio de investigacion

Experimental: Porque el investigador va a manipular las condiciones de la
investigacion.

El disefio de la investigacion se puede representar de la siguiente manera:

Gl X1 o1
G2 - 02
G3 + 03

G1, G2y G3: Grupos de cepas
X1: Tratamiento con aceite esencial de Minthostachys mollis (mufia)
01, 02 y O3: Efecto observado.

- Control negativo, sin tratamiento.

+ Control positivo antibacteriano de uso comercial
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2.2 Operacionalizacion de variables

VARIABLE

DEFINICION

INDEPENDIENTE CONCEPTUAL

DIMENSIONES

INDICADOR

UNIDAD DE
MEDIDA

Aceite esencial de
mufia
(Minthostachys
mollis)

VARIABLE

DEPENDIENTE

Aceite extraido a
partir de las hojas
de mufia
(Minthostachys
mollis) por el
método de arrastre
de vapor de agua

DEFINICION
CONCEPTUAL

Concentracion

DIMENSIONES

100%

75%

50%

INDICADOR

Porcentaje

UNIDAD DE
MEDIDA

Eficacia
antibacteriana sobre
Staphylococcus
aureus.

Capacidad del
aceite esencial de
inhibir el
crecimiento
bacteriano

Halo de
inhibicion

Diametro

< 8mm

8 - 15mm (+)
15-20mm (++)
>20mm (+++)

mm

Nula
Sensible
Muy sensible
Sumamente
sensible
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2.3 Poblacion, muestra'y muestreo
2.3.1 Poblacion

Poblacion vegetal
La poblacion vegetal en estudio estard constituida por la especie vegetal de
Minthostachys mollis (mufia), ubicada en la provincia de Santa Cruz departamento de

Cajamarca a 2035 m.s.n.m.

Poblacion microbiologica

Constituida por las cepas estandarizadas de Staphylococcus aureus.

2.3.2 Muestra

Muestra vegetal

La muestra vegetal estara constituida por las hojas de Minthostachys mollis (mufia).
Criterios de inclusion

» hojas sanas libre de microorganismos

» hojas en buen estado y de tamafio uniforme
Criterio de exclusion

» hojas contaminadas con microrganismos

* hojas en mal estado y de diferentes tamafios

Muestra bioldgica

Cepas estandarizadas de Staphylococcus aureus.

Criterio de inclusion
*  cepas puras

= cepas no contaminadas

Criterio de exclusion
= Cepas no identificadas

= Cepas contaminadas

2.3.3 Muestreo
No probabilistico por conveniencia.
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2.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos.
2.4.1 Técnicas
Arrastre por vapor: es la técnica mediante la cual se obtendra el aceite esencial de

las hojas de Minthostachys mollis (mufa).

Técnica de difusion en pozo: técnica que se utilizara para determinar el efecto
antibacteriano del aceite esencial de la especie vegetal sobre las cepas de S. aureus.

Técnica de medicion de halos: técnica en la que se utiliza un vernier para medir el
diametro de los halos formados producto de la inhibicidn del crecimiento bactriano por

accion del aceite esencial.

2.4.2 Instrumentos de recoleccién de datos.

Se utilizara como instrumento una ficha donde se recolectan los datos obtenidos en el
estudio, estos datos estaran representados por las medidas del halo de inhibicién.
Ademas, esta ficha seré analizada y aprobada por el comité de expertos investigacion
conformada por 3 docentes de la E.P. de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica, para

darle la confiabilidad respectiva

2.5 Procedimiento.

2.5.1 Recoleccion de la muestras vegetales e identificacion taxonémica

Las hojas de Minthostachys mollis (mufia) seran recolectadas en la provincia
de Santa Cruz departamento de Cajamarca a 2035 m.s.n.m. Una vez
recolectadas seran envueltas en papel kraff y trasladadas al laboratorio, para
el tratamiento respectivo y posterior obtencién del aceite esencial. Para la
identificacion taxondmica se recolectaron muestras vegetales representativas
de cada especie, las cuales fueron identificadas por un profesional especialista
Biologo-Botanico, el cual emitira un certificado de la clasificacion
taxondmica de la especie vegetal.

2.5.2 Obtencion del aceite esencial
Se seleccionaran las hojas que se encuentren en buenas condiciones y se
procedera a eliminar las que no cumplan los requisitos de inclusion.
Lavado: Una vez realizada la seleccion se procedera al lavado del material

vegetal con agua destilada, y la respectiva desinfeccion con hipoclorito de sodio
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al 0.5% por 3 minutos. Finamente se enjuagard con agua destilada, con la
finalidad de eliminar por competo los residuos de hipoclorito de sodio y
posterior secado con papel kraff.

Secado: El secado se realizara a temperatura ambiente y bajo sombra.
Fraccionamiento: Una vez secas las hojas se procedera al fraccionamiento, este

realizard de forma manual tratando de obtener tamafios uniformes.

Para la obtencion del aceite esencial, el método a utilizar sera el de destilacion
por arrastre con vapor, el cual es mas recomendado para la obtencion de aceite
esencial.

Procedimiento: El método de obtencion del aceite esencial sera segtn Pefia
modificado. EI método consistira en extraer aceite esencial de 6 kg de hojas
frescas de Minthostachys mollis (mufia), para lo cual se colocara agua destilada
en un balon de” destilacion N° 1, el cual servira como generador de vapor de
agua; en el balon N° 2 se colocaran las hojas frescas de Minthostachys mollis
(mufia) previamente fraccionadas hasta completar los 2200 gr capacidad
méaxima del balon; este balon ira unido a un condensador y este finamente

destilara el aceite a una pera de decantacion.

El método consiste en llevar a ebullicion el baldn de destilacion N °1 el cual
servira de generador de vapor; que pasara al balon N°2, este proceso permitira
la “extraccion del aceite esencial, el mismo que serd arrastrado junto con el
vapor de agua hacia el condensador” el cual enfriara la mezcla y finalmente se

obtendra el aceite esencial el mismo que se depositara en la pera de decantacion.

Debido a la diferencia de propiedades fisicas como densidad e inmiscibilidad,
el aceite esencial se separard del agua; para esto se utilizara una pera de
decantacion, se agregara sulfato de sodio anhidro Na2SO4 al aceite como
secante para eliminar las trazas de agua; el aceite esencial que se obtenga de
este proceso se envasara en un frasco de vidrio color &mbar y se mantendra

alejado de la luz solar a una temperatura de 4°C hasta su uso.
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2.5.3 Determinacién del efecto antibacteriano
Formacion de grupos

Grupo experimental 1: aceite esencial de Minthostachys mollis
(mufa) al 100%, 15 repeticiones.

Grupo experimental 2: aceite esencial de Minthostachys mollis
(mufa) al 75%, 15 repeticiones.

Grupo experimental 3: aceite esencial de Minthostachys mollis
(mufa) al 50%, 15 repeticiones.

Control negativo: Dimetil sulftoxido (DMS), 15 repeticiones.
Control positivo: Ciprofloxacino, 15 repeticiones.
Preparacion de las concentraciones

Una vez obtenido el AE, se procedi6 a realizar las respectivas diluciones con
dimetilsulfoxido DMSO obteniendo concentraciones al 100%, 75% y 50%.

Reactivacion de las cepas estandar ATCC

Las cepas estandarizadas de Staphylococcus aureus se mantendran en
refrigeracion entre 2°- 8°C desde el momento de su adquisicion hasta el
momento de su reactivacién. Siguiendo las instrucciones del distribuidor se
retirara de su envase la cepa liofilizada para su reconstitucion y sembrado. La
cepa se sembrara en placas que contengan medio de cultivo enriquecido agar
Braidk parker; una vez realizado el reconstituido y sembrado, las placas se
colocaran en una estufa para su incubacion a 37°C durante 24 horas. (*¥

Preparacion del inoculo

La preparacion del inoculo bacteriano fue segun el manual de procedimientos
para pruebas de sensibilidad bacteriana del INS. ©9 Se preparard una
suspension directa de colonias aisladas de Staphylococcus aureus, utilizando
como medio de dilucién solucidn salina estéril, a partir de una placa con agar
manitol salado con 24 horas de incubacion. Posteriormente se procedera al
ajuste de la suspensién hasta lograr una turbidez equivalente al estandar 0.5 de

la escala de McFarland aproximadamente” 1-2x108 UFC/MI.
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Determinacion de la sensibilidad bacteriana seguin el método de difusion en
pozo.

Método segun instituto nacional de salud (INS). ©9 Primeramente en placas Petri
estériles se sirvid entre 15 a 20 ml de agra Miller Hinton y se dejo solidificar. A
continuacion, con un hisopo estéril se tomaré un inoculo estandarizado de cepas
de Staphylococcus aureus, se eliminara el exceso en las paredes del tubo, luego
se sembrara en la superficie del agar por la técnica de estrias en tres direcciones
distintas, esto con el proposito de cubrir toda la superficie del agar y se dejara
secar por espacie de cinco minutos. A continuacion, se procedio a realizar los
pozos con un sacabocado, seguidamente se coloco las diferentes concentraciones
del aceite esencial de Minthostachys mollis (Mufia) en los pozos realizados en el

agar. Finalmente se llevaran las placas a incubacion a 37°C durante 24 horas.

Lectura de resultados
Una vez trascurrido el periodo de incubacion 24horas se procedio a medir los
halos de inhibicién de cada una de las placas con la ayuda de un vernier digital y
se registraran los datos obtenidos en una ficha de recoleccion de datos para su
posterior procesamiento estadistico. Los halos seran medidos segun la escala de
Duraffourd:

» Nula (-) diametro menor a 8 mm

= Sensibilidad limite (+) didmetro 8 - 14 mm

= Sensibilidad media (++) diametro 14 — 20 mm

= Sensibilidad maxima (+++) didmetro mayor a 20 mm

2.6 Método de Analisis de datos
Para determinar el efecto antibacteriano de Minthostachys mollis (Mufa) sobre
Staphylococcus aureus; se utilizé el programa estadistico SPSS versién 26, el que
ayudara a determinar la estadistica descriptiva de cada una de las variables, el Anélisis
de varianza se realizara con la prueba ANOVA y TUKEY para hallar la diferencia
significativa de los halos de inhibicidn; la prueba tendra un valor de significancia del
5% (p<0.05%). Los datos seran ordenados y representados en graficos para su analisis

e interpretacion.
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2.7 Aspectos éticos

La manipulacion y desecho del material bioldgico se realizara de acuerdo al manual
de procedimientos bioseguridad en laboratorios de ensayo, biomédicos y clinicos del

Instituto Nacional de Salud.®V) Para evitar accidentes y contaminacion durante la
ejecucion del trabajo de investigacion.
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1. RESULTADOS

Tabla 1. Estadistica descriptiva para los datos de los grupos experimentales y control

Diametro del halo de inhibicion (mm)
95% Intervalo de confianza para la
Desv. Error Media

N Media Estdndar Estandar Limite inferior  Limite superior Minimo Maximo

Aceite de Mufia - 50% 15 6,02 0,21 0,05 5,90 6,14 5,50 6,30
Aceite de Mufia - 75% 15 11,57 0,26 0,07 11,42 11,71 11,10 12,00
Aceite de Mufa - 100% 15 14,20 0,35 0,09 14,00 14,40 13,60 14,70
Control negativo (DMS) 15 6,10 0,27 0,07 5,95 6,25 5,60 6,60
Control positivo 15 31,88 0,31 0,08 31,71 32,05 31,40 32,60

(ciprofloxacino)
Fuente: SPSS ver. 26

Latabla 1 se presenta la estadistica descriptiva obtenida a partir de los datos recolectados con respecto
al tamafio de halo de inhibicion de cada grupo de trabajo, se observa para el grupo experimental del
aceite de mufia al 50% un halo de inhibicién promedio de 6,02 + 0,21mm, para 75% un halo de
inhibicion de 11,57 + 0,26mm vy para la concentracion del 100% un halo promedio de 14,20 +
0,35mm; por otro lado, con respecto al control positivo de ciprofloxacino se encontré un halo
promedio de 31,88 + 0,31mm y para el control negativo (DMS) fue de 6,10 + 0,27mm.

Figura 1. Comportamiento segn medias de los grupos experimentales y control

35,00

31,88
30,00
25,00

20,00

= 15,00 11,57 14,20

£ 10,00
5,00 6,02 6.10
0,00

Aceite de Mufia - Aceite de Muiia - Aceite de Mufia - Control negativo Control positivo
50% 75% 100% (DMSI) (ciprofloxacino)

Mean of Diametro del halo de inhibicién

Grupos de trabajo

Fuente: SPSS ver. 26

La figura 1 se representa graficamente los promedios de los halos de inhibicion donde se observa de

manera comparativa cada grupo, el control positivo representado por ciprofloxacino presenta mayor
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efecto antibacteriano contra Staphylococcus aureus que el resto de los grupos de trabajo, asi mismo,
los grupos experimentales muestran un efecto antibacteriano marcado contra esta bacteria al
comparar el tamafio del halo de inhibicién con el control negativo, excepto a la concentracién del
50%.

Tabla 2. Prueba de distribucién normal para cada grupo de tratamientos

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Grupos de trabajo Estadistico df Sig. Estadistico df Sig.
Aceite de Mufia - 50% 0,262 15 0,170 0,890 15 0,167
Aceite de Mufia - 75% 0,133 15 0,200 0,963 15 0,738
Diametro del halo de inhibicion Aceite de Mufia - 100% 0,136 15 0,200 0,938 15 0,353
(mm) Control negativo (DMSI) 0,154 15 0,200 0,972 15 0,882
Control positivo 0,218 15 0,053 0,932 15 0,293

(ciprofloxacino)
*. Este es un limite inferior del verdadero significado.

a. Correccion de la significancia de Lilliefors
Fuente: SPSS ver. 26

La tabla 2 presenta el andlisis realizado para la determinacién de la distribucién normal de los grupos
de trabajo, se observa dos tipos de prueba Kolmogorov Smirnov y Shapiro Wilk, en ambos casos al
hacer la comparacion con el nivel de significacion se muestra un valor superior al valor comparativo

de 0,05, por lo tanto, se confirma que todos los grupos de trabajo presentan distribucion normal.

Tabla 3. Prueba de homogeneidad de varianzas (Levene)

Estadistico p-
de Levene dfl df2  valor
Based on Mean 1,237 4 70 0,303
Diametro del halo Based on Median 1,224 4 70 0,309
de inhibicién Based on Median and with adjusted df 1,224 4 66,510 0,309
Based on trimmed mean 1,210 4 70 0,314

Fuente: SPSS ver. 26

En la tabla 3; del mismo modo, se aplicé la prueba de Levene para determinar la homogeneidad en
los datos recolectados, luego del analisis se observa que el p > 0,05; por lo tanto, se confirma que los
datos analizados presentan distribucion homogénea en sus varianzas con un nivel de confianza del
95%.
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Tabla 4. Analisis de la varianza (ANOVA)

Diametro del halo de inhibicion

Suma de cuadrados df Media al cuadrado F p-valor.
Entre grupos 6776,025 4 1694,006 20726,015 0,000
Dentro de los grupos 5,721 70 0,082
Total 6781,747 74

Fuente: SPSS ver. 26

En la tabla 4, se presenta la prueba de ANOVA o de andlisis de la varianza, donde luego del analisis
realizado mediante el programa estadistico SPSS v.26 se obtuvo un p < 0,05; por lo tanto, se
demuestra que entre los grupos de datos analizados existe al menos un grupo que presenta diferencia
estadisticamente significativa con el resto, por lo tanto, se debe proceder a realizar una prueba post
hoc.

Tabla 5. Anélisis por sub grupos homogéneos mediante la prueba de Tukey

Diadmetro del halo de inhibicion (mm)

Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05

Grupos de trabajo N 1 2 3 4
Aceite de Mufia - 50% 15 6,02

Control negativo (DMSI) 15 6,10

Aceite de Mufia - 75% 15 11,56

Aceite de Mufia - 100% 15 14.20

Control positivo 15 31,88

(ciprofloxacino)

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 15,000.
Fuente: SPSS ver. 26

La tabla 5, representa el analisis realizado mediante la prueba post hoc de Tukey por sub grupos
homogéneos, de donde se aprecia la clasificacion por niveles de los halos de inhibicién, siendo el
nivel 4 el de mayor efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus, todos los grupos
experimentales y control presentan diferente efecto antibacteriano sobre esta bacteria, excepto entre

el aceite de mufia al 50% y control negativo.
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Tabla 6. Comparacion de la sensibilidad antibacteriana segun la escala de Duraffourd

Sensibilidad . . Altamente
: Sensible Muy sensible .
Tratamiento nula 8-15 mm 15-20 mm sensible
<8 mm > 20 mm
Aceite de Mufa - 50% 6,02
Control negativo (DMSI) 6,10
Aceite de Mufia - 75% 11,56
Aceite de Mufia - 100% 14,20
Control positivo 31,8800

(ciprofloxacino)

En la tabla 6, se muestra la escala comparativa de Duraffourd mediante la cual se puede determinar
la sensibilidad de Staphylococcus aureus, con respecto a los grupos de trabajo, se observa que esta
bacteria es altamente sensible al control positivo (ciprofloxacino), es sensible al aceite de mufia al

75% y 100% y presenta sensibilidad nula al control negativo (DMS) y aceite de mufia al 50%.
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IV. DISCUSION

Staphylococcus aureus es un microorganismo que presenta una alta tasa de infecciones y a
nivel nosocomial estd presentando elevado porcentaje de resistencia a los antimicrobiano;
por otro lado, la mufia es un especie vegetal que ha demostrado en diversos estudios
propiedades medicinales entre ellas el efecto antimicrobiano, por tal razon, el estudio
mediante esta investigacion demostro el poder antibacteriano que presenta el aceite esencial
de esta planta a Staphylococcus aureus, mostrando el siguiente andlisis de los resultados.

El estudio del efecto antibacteriano se realizé6 empleando la cepa de Staphylococcus aureus
ATCC 25923, por medio del método de difusion en pozo donde se obtuvieron halos de
inhibicidn al enfrentar el aceite de mufia a diferentes concentraciones sobre esta bacteria in
vitro, para el efecto se observo para el aceite de mufia al 50% un halo de inhibicion promedio
de 6,02 + 0,21lmm, para 75% un halo de inhibicion de 11,57 + 0,26mm vy para la

concentracion del 100% un halo promedio de 14,20 + 0,35mm.

El estudio muestra resultados similares a los encontrados por Paucar E; et al. (2020) en su
estudio titulado “Actividad antibacteriana y antifungica del aceite esencial de Minthostachys
mollis frente a microorganismos de la cavidad oral” observd halos de inhibicion de
Minthostachys mollis al 100 % a las 24, 48 y 72 horas frente a la Porphyromonas gingivalis,
midieron: 10,2 mm, 9,8 mmy 9,6 mm; frente al Staphylococcus aureus, midieron: 10,4 mm,
9,7mmy 9,4 mmy, por ultimo, frente a Candida albicans midieron: 9,8 mm, 8,9 mmy 8,5
mm. Asi mismo, se corresponden con los estudios de Campo, M; et al. (2017), en su
investigacion “Composicion quimica y actividad antimicrobiana del extracto etanélico de
las partes aéreas de Minthostachys mollis Griseb”” donde muestra el poder antibacteriano del
extracto etandlico de mufa y la presencia de metabolitos secundarios como compuestos
fenolicos, triterpenos, aminoacidos y flavonoides que le confieren esta propiedad. Ademas,
el estudio realizado por Torrenegra, M; et al. (2017), titulado “Composicion quimica y
actividad antibacteriana del aceite esencial de Minthostachys mollis” donde demostro el
aceite esencial de mufia una elevada actividad antibacteriana del aceite de mufa sobre

Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermidis y Escherichia coli.

De manera contraria, a nivel nacional los estudios realizados por Mejia, J. y Silva, L. (2019)
en su investigacion titulada “Comparacion del efecto antibacteriano de los aceites esenciales

de las hojas de Minthostachys mollis kunth griseb (mufia) y Dodonaea viscosa L. Jacq
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(chamana) en cepas de Staphylococcus aureus y Pseudomona aeruginosa”, determinaron el
efecto antibacteriano del aceite de mufia mediante el método de Kirby Bauer de
Minthostachys mollis sobre Staphylococcus aureus a las concentraciones de 10%, 50% y
100%; resultados que se contraponen a los encontrados, ya que a la concentracion del 50%
no presentd efecto antibacteriano contra Staphylococcus aureus. Del mismo modo, los
resultados encontrados por Pefia, D. y Gutiérrez, M. (2017), quienes realizaron un estudio
titulado “Efecto antimicrobiano del aceite esencial de Minthostachys mollis sobre
microorganismos frecuentes en vias respiratorias bajas” se refutan en la proporcion del
tamarfio de halo de inhibicidn obtenido por el aceite de mufia sobre Staphylococcus aureus a
la concentracion de 50 pg/mL, el cual fue 19,3 mm valores muy superiores a los encontrados

en el estudio sobre la misma bacteria y aceite al 100%.

Asi mismo, Abanto, M. y Pérez, R. (2017) en su estudio “Efecto antibacteriano in vitro del
aceite esencial de las hojas de Minthostachys mollis Kunth Griseb (mufia) en cepas de
Escherichia coli y Staphylococcus aureus” sostienen que el aceite de mufia presenta

actividad antibacteriana sobre cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

Los datos recolectados fueron analizados mediante estadistica descriptiva e inferencial
empleando en esta Gltima las pruebas de ANOVA y Tukey para contrastar la hip6tesis de
investigacion considerando un nivel de confianza del 95% en todos los casos; se observo
diferencias significativas en los grupos experimentales comparados con los grupos control,
excepto en el grupo del aceite de mufia al 50% el cual no presento efecto antibacteriano sobre
Staphylococcus aureus ya que no demostré ser significativamente diferente al grupo control
negativo; por otro lado, el grupo control positivo representado por el ciprofloxacino presento
poseer mayor efecto antibacteriano contra Staphylococcus aureus que los aceites de mufia a

las concentraciones del 75% y 100%.

Mediante la escala de Duraffourd se pudo realizar un analisis de la sensibilidad de la bacteria
a los aceites de mufia y grupos control, presentando es altamente sensible al control positivo
(ciprofloxacino), es sensible al aceite de mufia al 75% y 100% Yy presenta sensibilidad nula

al control negativo (DMS) y aceite de mufia al 50%.
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V. CONCLUSIONES

Se demostro la eficacia antibacteriana del aceite esencial de mufia (Minthostachys
mollis) sobre cepas de Staphylococcus aureus mediante el método de difusion en pozo
y el analisis inferencial con ANOVA y Tukey.

Se determin0 la eficacia antibacteriana del aceite esencial de mufia (Minthostachys
mollis) a una concentracion del 100 % sobre cepas de Staphylococcus aureus mediante

la formacidn de un halo de inhibicion de 14,20 + 0,35mm.

Se determino la eficacia antibacteriana del aceite esencial de mufia (Minthostachys
mollis) a una concentracion del 75 % sobre cepas de Staphylococcus aureus mediante la

formacion de un halo de inhibicién de 11,57 + 0,26mm.

No se determind la eficacia antibacteriana del aceite esencial de mufia (Minthostachys
mollis) a una concentracion del 50 % sobre cepas de Staphylococcus aureus mediante la

formacion de un halo de inhibicién de 6,10 + 0,27mm.
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VI. RECOMENDACIONES

Las plantas medicinales contienen principios activos que muestran gran aplicacion en el campo
de la salud; por lo tanto, se recomienda a las universidades seguir promoviendo las
investigaciones sobre plantas medicinales.

El uso de medicina natural es poco comun actualmente; sin embargo, el consumo de estas no
conlleva a contraindicaciones; por lo tanto, se recomienda a la sociedad el consumo y uso de
plantas medicinales para el tratamiento de sus enfermedades.

Se recomienda a las farmacias especializadas aplicar principios activos en sus formulaciones y
previo a los controles de calidad realizar estudios de eficacia para poder incluir estas

formulaciones en guias terapéuticas.
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ANEXOS
Anexo 1. Matriz de consistencia

Autor (es): Bach. BARON GUERRERO, Yomar Esther/Bach. VELASQUEZ ESPINOZA, Christian Arnaldo

Tema: “EFICACIA ANTIBACTERIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE MUNA (Minthostachys mollis) SOBRE CEPAS DE Staphylococcus aureus”

Problema general Objetivo general ezels CenEE (;(arlab_les y Metodologia
imensiones
¢ Cudl sera la eficacia antibacteriana del | Demostrar la eficacia antibacteriana El aceite esencial de mufia Variable Tipo de Investigacion:
aceite esencial de mufia (Minthostachys | del aceite esencial de mufia (Minthostachys mollis) si tiene Independiente (x)
mollis) sobre cepas de Staphylococcus | (Minthostachys mollis) sobre cepas eficacia antibacteriana sobre cepas Investigacion de tipo transversal, prospectivo y
aureus? de Staphylococcus aureus. de Staphylococcus aureus. X: Aceite esencial de | de disefio experimental.
Minthostachys B
Problemas especificos Objetivos especificos Hipotesis especificas mollis. Poblacion:
PE1 (Cudl ser& la eficacia | O.E.1 Determinar la eficacia | H.E.1 El aceite esencial de mufia ) . Vegetal
antibacteriana del aceite esencial de | antibacteriana del aceite esencial de | (Minthostachys mollis) si tiene Indicadores: Conformada por la especie vegetal de

mufia (Minthostachys mollis) a una | mufia (Minthostachys mollis) a una | eficacia antibacteriana sobre cepas

L . X1: Administracion
concentracion del 100 % sobre cepas de | concentracion del 100 % sobre cepas | de Staphylococcus aureus a una

del aceite esencial.

Staphylococcus aureus? de Staphylococcus aureus. concentracién del 100 %.
H.E.2 El aceite esencial de mufia
PE2 (Cudl sera la eficacia | O.E2 Determinar la eficacia | (Minthostachys mollis) si tiene Variable

antibacteriana del aceite esencial de | antibacteriana del aceite esencial de | eficacia antibacteriana sobre cepas | Dependiente (Y)
mufia (Minthostachys mollis) a una | mufia (Minthostachys mollis) a una | de Staphylococcus aureus a una

concentracion del 75 % sobre cepas de | concentracion del 75 % sobre cepas de | concentracion del 75 %. Y: Efecto

antibacteriano sobre

Staphylococcus aureus? Staphylococcus aureus. _ _ ) Staphylococcus
H.E.3 El aceite esencial de mufia aureus.

PE3 Cudl sera la eficacia Determinar la eficacia antibacteriana del | (Minthostachys mollis) si tiene

antibacteriana del aceite esencial de | aceite esencial de mufa | eficacia antibacteriana sobre cepas | Indicadores:

mufia (Minthostachys mollis) a una | (Minthostachys ~ mollis) ~a  una | de Staphylococcus aureus

concentracion del 50 % sobre cepas de | concentracion del 50 % sobre cepas de Y1: Diametro de los

Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus. halos de inhibicion.

Minthostachys mollis

Bioldgica
Cepas de Staphylococcus aureus

Muestra:

Vegetal
Aceite esencial de Minthostachys mollis

Bioldgica
Cepas jévenes de Staphylococcus aureus.

Técnicas de recopilacién de informacion:
ficha de recoleccion de datos

Técnicas de procesamiento de informacion:
Pruebas de normalidad, ANOVA y TUKEY
mediante el software estadistico SPSS ver. 26




VARIABLE

Anexo 2. Operacionalizacion de variables

DEFINICION

INDEPENDIENTE CONCEPTUAL

DIMENSIONES

INDICADOR

UNIDAD DE
MEDIDA

Aceite esencial de
mufia
(Minthostachys
mollis)

VARIABLE

DEPENDIENTE

Aceite extraido a
partir de las hojas
de mufa
(Minthostachys
mollis) por el
método de arrastre
de vapor de agua

DEFINICION
CONCEPTUAL

Concentracion

DIMENSIONES

100%

75%

50%

INDICADOR

Porcentaje

UNIDAD DE
MEDIDA

Eficacia
antibacteriana” in
vitro sobre
Staphylococcus
aureus.

Capacidad del
aceite esencial de
inhibir el
crecimiento
bacteriano

Halo de
inhibicion

Diametro

< 8mm
9-15mm (+)
15-20mm (++)
>20mm (+++)

mm

Nula
Sensible
Muy sensible
Sumamente
sensible
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Anexo 3. Instrumento de recoleccién de datos

“EFICACIA ANTIBACTERIANA DEL ACEITE ESENCIAL DE MUNA (Minthostachys
mollis) SOBRE CEPAS DE Staphylococcus aureus”
GRUPOS EXPERIMENTALES GRUPOS CONTROL
Concentracion del aceite esencial de
mufia (Minthostachys mollis)
Control Control
. 50% 75% 100% Negativo positivo
Numero de (DMS)  |(Ciprofloxacino)
repeticiones
1 6,0 11,5 14,3 6,1 32,0
5 5,9 11,3 14,1 6,2 31,9
3 6,0 11,5 14,6 5,9 31,8
4 6,0 11,9 14,2 6,6 31,6
5 6,0 11,9 14,5 6,1 32,0
6 6,3 11,7 13,7 5,6 31,8
7 6,0 11,5 13,7 6,2 31,4
8 5,5 11,8 13,6 5,8 31,8
9 5,7 11,3 14,7 6,0 32,0
10 6,2 11,3 14,1 5,6 31,5
11 6,1 12,0 14,2 5,4 32,0
12 6,3 11,7 14,5 6,2 32,0
13 6,0 11,1 14,3 6,5 31,5
14 6,1 11,6 14,6 6,4 32,3
15 6,2 11,4 13,9 6,1 32,6
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Anexo 4. Certificacion botanica de la especie vegetal

Hamilton W. Beltran 5.
Consultor Betanico
Calle Matakio Sanchez 251- Jesis Mana
hamitonbelrani@yahoo com

CERTIFICACION BOTANICA

El Biologe colegiade, cerhifica que la planta conocida come “Mufia” proporcionada por los
Bachillare:, Yomar Esther Baron Guerrero v Chriztiin Amnalde Velasguez Espinora,
Tesistas de la Universidad Pnvada de Huancave Franklin Fooseveli ha mdo estudiada
clentificaments v determnadz como Minthostachys mellis v de acuerdo al Sistemz de
Clasificacion de Cronguist 1981, se ubica en las sigmentes categonas:

Beino: Flantae

Dvsion: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopzida
Subclase: ASTERIDAE
Orden: LAMIATES
Famiha: LAMIACEAE
Especie: Minthosrachys
Especia: Minthosrachys mellis
Se expide la presente cerfificacion a soheciud de los interesados para los fines que estime

convenlente.

Lima, 19 octubre del 2021

Blgo. Hamilton Bealtran
sl n Iiiimey B elmen Sonriceer
il - Monigini



Anexo 5. Certificado de analisis de la cepa

) Microbiologics®

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance L Release

Speciicabons ﬁr [ AL AT
M ism M - Staphylococcus aureus subsp. aurews ease information:
Catalog Number. 1250 e Quslty Control Technologit: Kiesta L Negen
Reference Mumber: ATCCH 25023™"
Purity: Pure
Passage from Reference: 3
Ferformance
Macroscopic Features: Medium:

Medium to large, convex, entire edge, both white and pale white colonies.  SBAP smaoaoth,
opaque, beta hemolytic Microscopic

Features: Mathod:
Gram positive cocol occurring singly. in pairs and in imegular chesters Gram Stain (1)
1D Systemn: MALDI-TOF (1) Other Features! Challenges: Results
(1) Catalase (3% Hydrogen Perxide): postive

(1) Beta Lactamase (Cefinase Disk negative

(1) Ampiclin {10 mcg - EISI:SLE-::EpI:I:It,r}E? - 35 mm
|1|P‘em|:=l|n|1[|ur1n:. Disk Su lity): 26 - 37 mim}
{1} Cheaclin {1 mog - Disk Susceptibility): 18 - 24 mm

? I
ipprrt Moo

Amanda Kuperus

Cuality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

E] g even 3 on

Tas = st agits) of i
cerificabe b5 Fe achual base bot number.

Hobs for Witskl: ARhcugh the Vitsk® pansl eommniional tecis, the unique envircnment of the oard, comblned with the short Incubation pericd,
producs rscutts that @fer from pubiic hed ;fhmmqmm " e

L Refer to the enclosed produnt Incert for Instructions, inbended wee and hazard'safety Information.
Inefitwidual prodiscks: are fraceabis to a reccgnized cufture oollection.

REFEECE sATRETAL BAOOUCE
EEET B RIS D
™} The ATCC Lioensed Derwaive Emblem, e ATCC Licensed Derhative word mark and the ATCC caiaiog marks are demarks of ATCE.

ATCC Licensed Microbicksgiis, Inc. |5 Beensed o e these Tademanss and i el products derved Fom ATCOS ouumes.

Crerteaines

TEETING CERT =HG55.01
(1) These tesis are soomedited bo ISOVEC 170252005,
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© 2012 Microbidiogics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 58203

Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

Page 10 1

DOC.286

ahGiken

Meaning of Score Values
Range Interpretation Symbols Color
200 500 (+H+) green
1.70- 199 Low-confidence identification (+) yellow
0.00 - 1.69 (=) red
Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Interpretation
High consistency: The best match i1s a high-confidence identification. The second-best matchis (1) a
(A) high-confidence identification in which the species is identical to the best match, (2) a low-confidence
dentification in which the species or genus is identical to the best match. or {3) a non-identification.
Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match 1s a high- or low-
(B) confidence identification. The second-best march is (1) a high- or low-confidence identification in
which the genus 1s identical to the best match or (2) a non-dentification.
(C) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met
Sample Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus
Sample Description: 0360
Sample ID: 360-407

Sample Creation Date/Time:  2018-08-05T712:23:16.417 MLB

Applied MSP Libraryfies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library 1.0, Listeria
Sample Name Sample Organism (best match) Score Value
D
E12 (++4)
(A) 360-407 Staphylococcus aureus
Comments:
N/A
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Anexo 6. Evidencias del trabajo de campo

Figura 2. Seleccion, lavado y secado de la muestra
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Figura 3. Obtencion del aceite esencial
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Figura 4. Preparacion de las distintas concentraciones del aceite

Figura 5. Activacion de la cepa Staphylococcus aureus
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Figura 7. Determinacion de la sensibilidad bacteriana éegt’m el método de difusion en pozo
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Figura 8. Lectura del tamafio de los halos inhibitorios
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