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RESUMEN

La presenteinvestigacion tuvo como objetivo general, elaborar unagbhse del aceite
esencial de mui@Vinthostachys mollis para verificar suactividad antiinflamatoriay
antibacterianaLa muestrdue recolectada ela localidadde Capachica, provincia de Puno
a 3,880 msnm, latitud Sur 15° 38 0 @ longitud Oeste 69° 495 0 0 ,clasificacion
taxondmicaserealizoen el herbario HUSA de la Universidad Nacional de Sgunstinde
Arequipa Posteriormenté&a muestrasesometida los procesode lavado, secado, seleccion
y molienda. guidamente se realiz6 la obtencion del aeestencial utilizand@l método

de arrastre de vaparma vez obtenido el aceite se inicié copieparacion del gebmando
como referencia I&NTS (Norma Técnica deaBid) para la elaboracién de preparados

farmacéuticos, adecuando estatodologia dos objetivos del trabajo de investigacion.

La evaluaciéndel efectoantinflamatoriodel gel obtenidose realiz6 con el modelo
farmacolégto edemale pata, y se determinardosis antiinflamatorisrepresentativas de
5ul y 20ul respondiendo mayor eficea antiinflamatoria en esta®ncentracioned?arala
determinacién del efecto antibacteriano frenteStphylococcus aureuBCC 25923y
Escherichiacoli TCC 25922se utiliz6 el médo de disco y difusion de Kiyb Bauer,

obteniendo la mayor efectividad en las concentraciones de 80% y f€¥feéctivamente

El estudio demostrdé que el gel en su formulacion efectiva puedetikeado: pues se
evidenciaron susctividadestanto antiinflamatorias como antibacteriampge demuestra
una nuevaalternativa terapéutica validaara los proldmas inflamatorios y bacterianos

dérmicos.

PALABRAS CLAVES: Minthostachys mollisGel, MedicamentosAceites Eenciales

Antiinflamatorio, Actividad Antibacteriana



ABSTRACT

The objective of this research was to develop a gel based on the essential oil of muiia
(Minthostachys molljs to verify its antinflammatory and antibacterial activity. The sample

was colleted in the town of Capachica, province of Puno at 3,880 meters above sea level,
South latitude 15 A 38 0300 and West |l ongif
was carried out in the HUSA herbarium of the National University of San Agustin de
Arequipa. Subsequently, the sample is subjected to the processes of washing, drying,
selection and grinding, then the essential oil is obtained using the steam entrainment method,
once the oil is obtained it is produced with the preparation of thekjagas reference the

NTS (Technical Health t8ndard) for the preparation of pharmaceutical preparations, this

methodology adequate to the objectives of the research work.

The evaluation of the aninflammatory effect of the gel was obtained with the
pharmacological model edema of the leg, and the representatinaftamtimatory dose of

5ul and 20ulwas determined, responding in greater-arftammatory efficiency in these
concentrationsFor the determination of the antibacterial effect aga8taghylococcus
aureusTCC 25923andEscherichia cal TCC 25922 the method of disk and diffusion of
Kirby-Bauer was determined, obtaining the highest efficacy at concentrations of 80% and

100% respetively.

The study showed that the gel in its effective folatian can be used, as it is evidenced in
both its antinflammatory and antibacterial activities that it is a new valid therapeutic

alternative, for dermal inflammatory and bacterial problems.

KEY WORDS: Minthostachysnollis Gel, Medications, Essential Oils, Astiflammatory,

Antibacterial Activity.



CLASIFICACION DE LA UNESCO

23= Quimica

2302= Bioquimica

230236=BIO Quimica vegetal

2308= Quimica Farmacéutica

230801=Disefio sintesis y estudio de nuevos farmacos
32=Ciencias Médicas

3209= Farmacologia

320908= Preparacion de Farmacos

320907=Fitofarmacos

Vi



INDICE

DEDICATORIA e s e e 11
AGRADECIMIENTOS ...t e e e e e e e m
RESUMEN. ..ot s e r e e e e e e e e e e v
ABSTRACT .ttt e e e e e e e \%
CLASIFICACION DE LA UNESCO.......ociiuiieiiitiietesieee ettt W

LBS5L/ 9XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXHXXXXXX)

INDICE DE FIGURAS . ....o ittt s e e e aea s s e e e e et s e e e e e etba s e e easbnnaaaeaaeees X
INDICE DE TABLAS ...ttt e et e e et e et e e e e e e e et e e aeeaba e eeaaeenes Xl
INDICE DE CUADROS ...ttt e et e e e e e et e e e e eeenenns Xl
INTRODUGCCION ...ttt ieieieiee ettt ettt s e s st eae e e eeeeesesenens Xl
(7 AN 16 1 X 2 PP 1
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMAL. ... ..ottt 1
1.1.  DescripCion del ProbIEMAL..........coiuiiiiiiiiiiiiiee et 1
1.2,  Formulacion del ProbIEMa...........ouiiiiiiiiii et 2
1.21. Pregunta GENELAL..........uuiiiiiiiiiiiiieee et e e e e e e e e 2
1.2.2. Preguntas ESPECITICAS. ......cccouiiiiiiii i 2
1.3, ODJEUIVOS. .. eeeeeeeeeeee ettt e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaeas 2
1.3.1. ODJELIVO GENEIAL......ccciiiiiiiiit et e e 2
1.3.2. ObjJetiVOS ESPECITICOS.....cciiviiiiieiiiiiii e 2
R B J 1S3 1) o= Yot o  FO PP PRT PP 3.
ST o [T To) (=TS PP PRR 3
1.6. Variables de €STUIO...........oooiiiiiiiie e 3
1.6.1 DEPENUIENTE. ...ttt et e e e e e e e e e e e e e e eeas 3
1.6.2. INAEPENAIENLE. ...ttt e e e e e e e e e 3
(07N 116 1 O I | PO UUPPTPTTTRUPPPIN: 4
MARGCO TEORICQL. ...ttt ettt e e e ettt e e e e e e et e e e eebba e e eaeeesnaand 4
2.1. Antecedentedel @STUIO. ........ccoiiiiiiiie e e 4
2.2. BASES LEOMCAS. .. veeieeiittiiie e e ettt e ettt e e e ettt e e e e e s s bb et e e e e e sbb e et e e e e s b e e e e e e e e e nbbr e e e e e e nnes 8
2.2.1. MediciNa TradiCiON@L..........uuueieeiiieieeeieee et e e e e e e e nrenees 8
2.2.1.1. MufaMinthostachys MOIIIS...........ccoiiiiiii e 8
2.2.2. ACEItES ESENCIAIES........iiiiiiiiiiiiiii e 8



2.2.2. 0. D INICION .. e e 8

2.2.2.2. ClBBCACION.....cciiiiiiiie ettt e e e e e e 9

2.2.3. Minthostachys MOIISMUAA)..........uuuuiiiiiiiiiiieee e 10
2.2.3.1. Clasificacion TaXONOMICA .......c.ceirurriieeiieiiiieee e e e ree e eneeeeeas 11

2.2.3.2. USDS . ittt ettt e e et aan e e e eeae 11

2.2.3.3. Antecedente HiStOMCO.........occuuviiiieiiiiiiee et 12

2.2.3.4. MEtod0oS de EXIraCCION........ceiiiiiiiiiiieeieeeiitiee et 13

2.2.3.5. DESHIACIAN.......eiiiiiiiiiiie e 13

2.2.3.6. Caracterizacion de los Aceites Esenciales............ccoceeveniiiiiiiee e, 17

2.2.4. Fundamento Fisiol0giCO Y ANALOMICO.......ceeeiiiiiiiiieiiiiiiiiee e et e e e 21
2.2.4.2. INflAMACION.....coiiiiiiiiiie e 21
2.2.4.3 GIES ... et e e e e e e 21
2.2.4.4 TIPO AE GEIES... ..ttt 21
2.2.5. MICrODIOIOGIA. ......eeeeeeeiiieeii et 22
2.2.5. 1. BEBIIAS.......ciiiiiiiiiiee ettt ettt e e e e e 23

p A O o Lol o L~ ST PPPPPRTRI 25
2.3 Evaluacion de lActividad Antibacteriana del aceite esencial de miMiathostachys Mollis

.......................................................................................................................................... 30

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION.......cviiiieeeectectecteeeee et nae e, 33
I I (=TT ] =T oo o] o A O P PP PP PPPPI 33
K O = o= Tod o | o F U PP PP PP PPPPP 33
3.3. Tratamiento previo de la MUESIIAL..........oooiiiiiiiii e 34
3.4. Obtencion del aceite esencial de MURAA...........cooiiiiiieir i 36
3.5. Determinacién de las propiedades del aceite esencial..............ccccceeeeeeeenn. 38
3.5.1 Caracteristicas organOlépliCaAS.......ccoeeieeeeiiiii i e e eee e 38
3.5.2. Composicién quimica del aceite esencial............ccccciiieeieeeeiiiiiiiceee s 38
3.5.2.1. CromatOgrafo de GaSES..........ooiiiiiiiieiiceee e 38

3.6 Evaluacion del caracter antibacteriano...............eveeiiiiiieiieeiiiiieeee e 40
3.6. 1 Método: Kirby Bauerc método de difusién en agar................................... 40
3.6.2:mecanismos de accion antibacteriana.............ccccccovvvvieeiieeiiiiiiec e 4L

3.7 MecanismoR S | OOAsY FYOGAAYTFELYFG2NRAE XXXXXXXXXXXX

3. 7. L EAEMA 08 PAIA......ueiiiiiiiiiiiieie ettt e e e 44
3.8 Metodologias Utzadas para la elaboracion del gel:...........ccoovrvviiiiii 45
3.8. 1 Método 1 de la preparacion de.gel.........cceeee e 45



3.8.2. Método 2 de la preparaCion de.gel........ccouuuriiiiiiiiiiiiiii e 47

e Y oL (= = LT PR 48
OF N o I U | O T Y TR 50
RESULTADOS DE LA INVESTIGACION. ... oottt e e et e e eeeeeaeveianaa s 50

4.1. Objetivo N 1. Formulacion del gel comprobando el efecto antiinflamatorio y antibacteriano.50
4.1.1 Evaluacion de las caracteristica fisicas d2 eK X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
412El@a2N} OAsy RSt 3ISt RS YdzZ3lI O2y YSG2R2 TFdzaAA2Y |

nomdo do aSOFyAiavy2a RS 5AaLISNBAsY RSt DSt XXXXXX)D

4.2. Objetivo N 2: Caracteristicas Organolépticas del aceite esencial:...................c........ 533
4.3. Objetivo N 3: Informe de ensayo GNBS. ...........uiiiiiiiiiiiii e e 533
4.3.1 Determinacion CUANTALIVA. ............oviiiiiiiiiiieiiiie et e e e eas 543

4.3.2 Estructuras Quimicas de los metabolitos presentes en el aceite esencial de Mufia en
porcentajes: Determinacion cuantitativa (Z0)........ccceuuiuurerieiininiiiiee e 544

4.4. Objetivo N 4: Rendisnito del aceite esenci@l 6 1 SY A R2Z X X X X X X X X X X X X X X X X X X
NOpd 9{ ¢! EN{CL/!IXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX)

4 5.1 Evaluaion del efecto antiDaCterianQ..........oveeeee e 58
4.5.2Evaluaciéndelefectoyf] AAYFEL YL G2NRAZ2XXXXXXXXXXXXXXXXXXXS

(0FAY =1 I 1 6 110 Y TR 76
DISCUSION DE RESULTADOS. ... ettt e e et e 76
LT I B LYo UL o T WP 76

RECOMENDACIONES . ...ttt s e e 83
BIBLIOGRARFIA. ......oiiitiitieetee ettt ettt ettt b st enearenen 84
A N E X O S 83



INDICE DE FIGURAS

Figura: 1: Mufia (Minthostachis MOIIIS).............cooriiriiiicc e 11
Figura: 2: Escherichia coli TCC 25922 (Piatkin K., 1998)..........ccovviiiiiiiiiiiiii e 24
Figura: 3: Estructura de una bacteria Gram (+) (Piatkin K., 1998)..........cccooviiiiiiiciinnnnnnnnn. 24
Figura: 4: . Estructura de una bacteria Gram (+) (Piatldf8)..............oooeiiiiiiiiiiieiiiieen 25
Figura: 5: Bacterias @SfEICAS. .. .ccoiiii it it 27
Figura: 6: Bacterias bastonadas...............oovriiiiiiiiii e 28
Figura: 7: Bacterias fOrmMa CUMN@...........cuuuiiiieiiiiiiee e e et e e e e e e e e e e e e e e e enaa e 29
Figura: 8: Secado Total e HOJAS.........uuuuiiiiiiiiiiiieiei et e e e e 35
Figura: 9: Metodologia de la Obtencion del aceite de mufia...........ccceeevvieeeiiiiiiiiiiiiieeeeen. 36
Figura: 10: Proceso de EXIraCCiOn:.........ccooeeeeieiiiii e eee e 37
Figura: 11: Esquema de funcionamiento del Cromatégrafo de.gases........cccceeeeeeieeeeeeenn.. 39
Figura: 12: PreparaCi@lBl G€l.........ccuuuiiiiiiiiiiii et 52
Figura: 13:StaphilOCCOCUS BIFEUS.........ccuiiiiiiiiiiiiii e eee e et e e e e e e e e e e e e s s annnnes 73
Figura: 14:EScherichia @li.............coovviiiiiiiiiiiie e 73
Figura: 15 Edema de pata de roedor con carragenina (Lima LR0&a% é ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ . 75
Figura: 16S. aureuscon diSCOS de amMiKACINAL ...........ceeeiiiiiiiiiiiiiiiie e 94
Figura: 17 E. colicon discos de amiKaCina..............uuuimiiiiiiieeeiiiieee e 94

Figura: 18 Se muestra el efecto antibacteriano del aceitdidthostachys molligmufia), sobre
el crecimiento dé&. aureusal 20%, 80% blancoconel método dediscog X X X X ¢ n
Figura: 19 muestra el efecto antibacteriano del aceittMaghostachys molligmufia), sobre el
crecimiento deE. coli conel método de sacabocadQ............ceeeeeeriiiiiieeeennnnne. 95
Figura: 20 muestra el efecto antibacteriano del aceittaghostachysmollis (mufia), sobre el
crecimiento dés.aureuscon el método de discos al 100%, 80%, 60%, 40%, 20% y
Figura: 21 Proceso de Extraccion bAceite Esencial poel métoda por Arrastre de Vapor...96

Figura: 22 Hojas de mufia seca, Muestra en el destilado Extraccion del aceite esencial de

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

,,,,,,,,,,,,,,,,,

Figura: 23:Proceso deseleccibnyde lamufiasecgd é 6 ¢ 6 é 6 é é 6 6 é é é é é é 97



INDICE DE TABLAS

Tabla 1:Usos Medicinales de la

~ s s sz s 2z 2z 1 24 1 7 £ 1 7 £ 1 21 £ 1 £ £ 7z 7z =z

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Tabla 3: Bacterias utilizadas en el estudio detvidad antibacteriana del aceite esencial de

MINthOStACHYS MOIIS ..o 32
Tabla 4: Propiedades fisicas del aceite esencial de mufla................cooeeeeeiiiiiiiiiiieeneeeenn. 32
Tabla 5 Caracteristicas Fisicas de la Formula del.Gel.............cccvviiiiieiiiiiis 51
Tabla 6 Resultados par@. aureus con @n discos/ con sacabocado...........cceevvvieeeereernennnnn. 52
¢rofl TY 9ai0NHzZOGdZNF &8 vdzZNYAOlI & 5SUSNNAYILFOAsyYy [ dzf
Tabla 8: Resultados paEa ooli concon discoy con sacabocado..........ccceeevevvvvviiiiieeeiiiinneennn. 58
Tabla 9Resultados par8. aureuscon SacabOCadQ. .............oooeuuviiiimmniiieieee e 59
Tabla 10: Con Ayuda de Exced procede a la primera evaluacion............cccccceeeeeeeieeeenninnnns 60
Tabla 11: de ordenamiento de JaL0S:........ccoiiiiiiiiiiiiieiiiii e 60
Tabla 12: Con ayuda de Excel se realiz6 la evaluacién estadistica.asi:...............cccceeennns 62

,,,,,,,,,,,,,,

Tabla 14: Con Excealvanzado procederemos al tratamiento estadisticq,........................... 64

Tabla 15Resultados dE.coli con disCOX XX X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

Tabla 16: Con el empleo de Excel realizaremos el primer tratamiento estadistico............. 65
Tabla 17:S. AUreuscon SACADOCATO: ...........uvviiieiiiiiiiiee ettt ennreee e 66
Tablal8: Aplicaremos analisis de varianza de dos factores, obteniendo lo siguiente........ 67
Tabla 19: de arreglo € GALOS.........uuiiiiiieeeeiii e eeeeeeeeas 68
Tabla 20: Evaluando 1a VarianzZa aSii.........cccouuiiiiiiiieiiieee et 69
Tabla 21:S. aUreusVS AMIKACINA. ........euiiiiiiiiiie e 70
Tabla 22:Amikacina vs tratamiento del 80%.............uviiiiiiiiiieieeiie e 70
Tabla 23:E. COli VS AMIKACINGL .......uuiiiiiiiiiiiie e e e eeeeees 71
Tabla 24: Amikacina ¥s colicon tratamientoal 8Q..............ooocviiiiiiiieiiiiee e 72

Xl



INDICE DE CUADROS

,,,,,,,,,

Cuadro 2: Rendieint o del aceite esenci al de MuYaeééeéeéeé

INDICE DE GRAFICAS

Gréfica N 1Resultados d8. aureugondisco8 . . . é é é € é é éé éééé.éod

Grafica N 2Resultados d&. colic o n

Gréfica N3 Resultados dE. colic o n

JIP 4

sacabocadoééé &&ae&éade é

s 7z oz

di scosééééeéecéecéeceéeéepmsécecée.

GraficaN 4 Efecto de l&Amikacinavs S.aureug ¢ ¢ ¢ é ¢ ¢ é ééeéeéé. . .71 .

Gréfica N 5Efecto de la AmikacinavsE.cole é é ¢ é é ¢ 6 € é é ééé . é é72

Grafica N 6Evaluacion del efecto antiinfamatod6 de Edema Vs Ti empoéé

Xl



INTRODUCCION

La busqueda de principios activogaxtir de especies vegetales coogiedades terapéuticas

para leelaboraciorde medicamentos, ocupan un lugar muy importante en las investigaciones
actualespues en nuestro pais tenemos una megadiversidad de plantas medgieades,

fuentes naturalegue proporcionan una alternativa para la poblacion conascasursos
economicos/ que también soacoamigabled.as afecciones dermatolégicas inflamatorias

y bacterianas son motivo de interés para la comunidad cientifica por lo que se ve la necesidad
de la utilizacidén deestagnetodologias alternativas en base a productos naturales a partir del
uso racional de los recursos naturaggsovechando la rica biodiversidad y las propiedades
terapéuticas de las distas especies vegetales como esadodel presente trabajo cola

MUNA, demostrando la interaccion entre el medio ambielt® recursos naturales y la
megadiversidad decosistemagotencializando y haciendo uso de los misniode esta
problematica existen diversos tratamientos para impedir que los agentes patégenos causen

problemas bacterianos e inflamatorios.

X1



En el presente trabajo se utilizé el aceite esencial de la (hlifignostachys Mollis)planta
oriunda de la sierrdel Pert y de uso ampliamente difundido a nivel de Latinoamérica por
suspropiedades terapéuticgae se atribuyea suscomponetes que actia dependiendo

del tipo de microorganismo.

Se utilizaronen cepas d8taflococcus aures ATCC25923 Escherichia oli ATCC25922
demostando elefecto antibacterianogomparado con el control positivo ldentibiético

Amikacina mediante el método de Kirby Bauer.

El efecto antinflamatorio se determiné mediante el métadonacoldgicale edema degba
con especimenade roedores los cuales se les inyectaron en la region subcutanea una

sustancia inflamatoria y luego se le inyecto el aceite esendilidthostachys Mollis).

De tal nanera que eel presete trabajo de investigacion s&abord un gel a base de

acdte esencial de mufia compiamdo losefectos antibacterianos como antiinflamatorios, .

XV



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1.Descripcion delProblema

En la actualidad existe un reconocimiento del empleo de fuentes naturales de
medicamentos y en especial de la fitoterapia, justificado muchas veces poisrazone
econdmicas, de residualidad o de disminucion de los efectos toxicos cronicos muy
frecuenés en gstancias quimicas purasn una tendencia en los paises desarrollados
al retorno dé empko de productos naturalestemtamientos de diversas afecciones,

la quedestaca la importancgue da a essanvestigacioneta Organizacion Mundial de

la Salud(OMS).

Por tal motivo se ve la necesidaglelaborar n fitofarmaco(gel elaborado a base de
aceite esencial de muf@)e ayude en su recuperacion y al mismo tiempo en el proceso
de desinflamacionpor suspropiedades antiinflamatorigs antibacterianas enodde
radica su gran importancia, ya que este producto puedansenueva alternativa

terapéuticgparala comunidad



1.2.Formulacién del Problema
¢Cual es la importancia de la utilizacion del aceite esencial de nMifith¢stachys
mollis) en la elaboracion de un gel con propiedademflamatoriay antibacteriangs
1.2.1. Pregunta @&neral
¢ Quées lo que se espera comprobar del gad@iado a base del aceite esencial
de muigMinthostachys molli)
1.2.2. Pregunta£specificas

¢ Secomprobara el efecto antiinflamatorio y antibacteriano del gel elaborado a

base de aceite esenail® mufigMinthostachys mollis)?

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General

Elaborar un gel antiinflamatorio y antibacteriano a base del aceite esencial de

mufia(Minthostachys mollis).

1.3.2. Objetivos Especificos

9 Formular un gel con aceite esencial de mu¥Mathostachys mollis y
comprobar el efecto antiinflamatoricaptibacteriano.

9 Definir las carateristicas organolépticas del aceite esencial miéia
(Minthostachys molljs

1 Identificar los componentes quimicos del aceite esencial de mufa
(Minthostachys molljs porcromatografia de gases (&(@S).

9 Obtener el aceitesencial de mufainthostachys molljs



1.4. Justificacion

El Peru presenta una riqueza y mega diversidad de plantas medicinales nativas, que es
uno de los pilares de la etnofarmbgpa y la medicina tradicionalesde la época del
Incanato hasta la actualidad. Bsi que algunasie ellasson utilizadasde manera
empirica por sus bondades terapéuticas en éadaiy restauracion de la saledmo

la Minthostachys mollisconocida popularmente comauiia, la cual es usada para el
tratamiento de dolencias de las vias resminals, digestivas antibacterianas,

antinflamatoriasantimicéticasy antiséptica.

1.5. Hipdtesis

Dado que las hojas deudia contienen aceites esenciajessteroles dentro de su
composicion itoquimica es probable quel gel antiinflamatorio y antibacteriano
elaborado a base del aee@isencial de lenuiia(Minthostachys molljs sea beneficioso
por sus propiedades antigfatorias y antibacterianaprobado con el método
farmacoldgico de edema de pgtara la determiacion del efecto antiinflamatorip el
meétodo de KirbyBauer modificado para el efecto antibacterignaliendo ser utilizado
en las personas que sufren afeccionesrgl@maciones e infecciones dermatologicas

cumpliendo asi con los parametroscdéidad permitidos para su utilizacion.

1.6. Variables de estudio

1.6.1 Dependiente
Actividad antiinflamatoria y antibacteriana del gel a base de nMiidh(ostachys
mollis).

1.6.2. Independiente

Concentracion del aceite esen@alel gel.



CAPITULO 1I

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes del estudio

Autor: (S., 2009) En este trabajo se ha realizado una recopilacion de datos acerca de
las principales preparaciones de origen vegetal, con el objetivo de brindar informacion

a los profesionales de esta especialidad en cuanto a sus formas de presentacion y modos
de preparacion, teniendo en cuetdacreciente demanda de estos medicamentos en el
mundo actual y sus multiples ventajas sobre los medicamentos sintéticos. La incidencia
de las lesiones en nuestro diario convivir, nos expone a sufrir algun tipo de inflamacion

y hasta heridas que pueden ser superficiales o profundas, por tal motivo se ve la
necesidad de elaborar un fitofarmaco que ayude a mejorar su recuperacion y al mismo
tiempo el proceso rapido de desinflamacién. Se elaboré una tintura y gel con
propiedades antiinflamatorias y cicatrizantes que van a cumplir los requisitos de calidad

y seguridad exigidos a todos los fitofarmacos. De ahi la importancia de investigar el



desarrollo de fitofarmacos para el tratamiento de este problema ya que implica menos
costos y se puede utilizar un gel a base de chilca y hierbaBacaharis latifolia y
Solanum nigrumya que estas plantas tienen propiedades antiinflamatmizse pticas,

cicatrizantes entre otras, ademas la hierbamora es antimicotica y antibacteriana.

Autor: (Camacho Martinez, 1996)as plantas medicinales y/o arométicas han sido y
son usadas no solo en las comunidades cangsedesde tiempos phecaicos, Sino
también estan presentes en la alimentacion diaria a nivel nacional y mundial, Una de
estas plantas medicinales es la mathostachys seto¥aa que es empleada como
remedio para las afecciones estomacakspiratoias, antiinflamatorias, antisépticas

etc.

Autores: (D., 2010) Demostro la actividad antibacteriana del aceite esencial de
Satureja brevicalyep | i ng fAimufYao al 50 % y al 100 %
0.2 % frente a cepas dusobacterium nucleatulrATCC 255586 yPorphyromonas
gingivalisATCC 33277. La muestra estuvo conformada por 18 pRetafpara la cepa

de Fusobacterium nucleatudTCC 255586 y 19 placas d®rphyromonas gingivalis

ATCC 33277, las cepas se cultivaron en agar Columbia que contenia 5 % de sangre de
carnero desfibrinada, con hemina (0.5 %) y vitamina K (0.1 %) y fueron incubados por

48 horas a 37 °C. Las pruebas aatiierianas se realizaron utilizando disco de difusion
embebidos del aceite esencialSkgureja brevicalyx Epling Mu §f a o al 50 vy 1
Clorhexidina al 0.2 %. Se encontro la actividad antibacteriana del aceite esencial de
Satureja brevicalyx Eplingi Mu Ta 60 y 100 % en ambos patdgenos siendo
estadisticamente significativo en la concentracion 100 % en comparaciéon del aceite al

100 % con el aceite al 50 % (p menor que 0.001), al comparar el aceite esencial de



Satureja brevicalyx Epling Mu § a 0 a | la Clorikexidifia @.2% no se encontrd
diferencia significativa (p mayor que 0.001) en ambas cepas bacterianas, por lo que la
planta en estudio presenta actividad antibacteriana comparable al grupo control,
concluy6 que el aceite esencial Satureja brevialyx Eplingh Mu § a o al 50 vy
presentan actividad antibacteriana frente a cep&susebacterium nucleatuTCC

255586 yPorphyromonas gingivaliaTCC 33277.

Es de vital importancia que el consumo se realice de forma responsable y orientado a la
industializacibn de nuestros recursos naturales y debido a esto se realiz6 esta
investigacién caracterizando fisica y quimicamente el aceite esencial de mufia, asi como
también establecer las concentraciones minimas inhibitorias en las que el aceite esencial
es a&tivo frente a bacterias de importancia médico y alimentario.

Autores: (Mungia., 2001)En su estudio determinaron la composicién quimica del
aceite esencial deMinthostachys mollis(Kunth) Griseb, utilizando métodos
cromatograficos y espectroscopicobieniendo como componentasgun el lugar de
procedencia, los sigentes: en la muestra tomada €rma (Junin, Region A. A.
Céceres) se obtuvo: fetradeceno (23,14 %), ZBansmentoa (23,00%) y pulegona
(13,21%); en el aceite esencial de Hudrarash. Region Chavin): ZBansmentona
(41,48%), pulegona (16,02%); terpineno (7,55%) y en el caso del aceite esencial de
PampagHuancavelica, Region Los Libertadores Wari):@8nsmentona (34,51 %),
pulegona (28,62%), nerolidol (5,08%).

Autores: (H., 2005) En su estudio buscaron determinar la accion antimicrobiana del
aceite esencial delethosthachys mollifMufia); en disefio al azae enfrentd cepas
estandares ACC de Streptococcus mutans, Lactobacillus sp, Fusobacterium
nucleatum, Actinobacillus actinomicetencomitans y Actinomycea: spimoxicilina

(testigo positivo), aceite esencial Methosthachys mollig, agua destilada (testigo



negativo); para medir los halos de accion antimicrobiana. Para estas bacterias se hallo,
respectivamente, eékmoxicilina los siguientes didmetros promedios en mm: 68; 42,75;
50,5; 51,58 y 33,25; ellethosthachys molli€6,50; 4,38; 20,13; 18,43 y 11. Estos
resultados son estadisticamente diferentes, No se observo halo en el testigo negativo,
concluyeron quélethosthachys molligene efectos antimicrobianos sobre las bacterias

orales mas importantes, con una media de 16,75 endiaghetro del halo.

Autores: (M. P. D., 2017;13(3).)Estudiaron el incremento de resistencia bacteriana a
antibiéticos de uso rutinario, en busqueda de nuevas moléculas antibacterianas a partir
de productos naturales. A partir de las hojas recolectadas en Huancavelica, distrito de
Moya, (30063200 m.s.n.m.ye obtuvo aceite esencial por destilacibngroastre con

vapor de agua, corendmiento de 1,05 % v/p, densid&j964 g/ml, rotacién optica
+2A4506, 2ndi ce d ¢ la rcerhatografia ide mased ,idéniifi6d0
monoterpenosxigenados, pulegon®,82 %), mentona (5,92 %), linalol (0,46 %). La
toxicidad, fue evaluada por concentracion letal media (CEBOArtemia salina, con
resultado de 2,57 pg/ml dosis fija en ratones albinos, (DL50) de 2 941,811 mg/kg,
clasificanddo como ligeramente toxicéPor disco difusdn, a concentracion de 50
ug/ml, presentod efecto antibacteriano 8taphylococcus aurewsn halo de inhibicion

19,3 mm y de 8,0 mm frentekdebsiella pneumoniae Streptococcus pneumoniae y
Haemophylus influenza® presentaron halos dehibicién. Se concluye que el aceite
esencial deMinthostachys molligiene efecto antibacteriano frente a dos bacterias

frecuentes en vias respiratorias bajas.



2.2.Bases tedricas

2.2.1. Medicina Tradicional

2.2.1.1 Muhfa: Minthostachys molki como toda plantaroduce metabolitos

gue son un gran porcentaje de los principios activos de la planta

2.2.2. Aceites Esenciales

2.2.2.1. Definicion

Los aceites esenciales son compuestos del metabolismo vegetal; la
mayoria de ellos sovolatiles y son responsables del aroma de las pld®a®,

S, & M., 2006)

Los aceites esenciales cumplen un rol ecolégico como atrayentes de
polinizadores y dispersores de frutos y semillas; ademas pueden actuar como
repekntes de insectos y forman parte de la defensa quimica de las plantas. Tienen
importancia comercial en la industria de alimentos, farmacéutica, de

sabores/fragancias, costicé y de productos de as€B. S. E., 2009)

Los aceites esenciales generalmente sorclag complejas de hasta
mas del00 componentes que pueden ser:
- Compuestos alifaticos de bajo pesolecular (alcanos, alcoholeddehidos,
cetonas, ésteres y acidos),
- Monoterpenos,
- Sesquiterpenos

- Fenilpropanos(V., 2001)



En su gran mayoria son de oloradpble, aunque existen algumniesolor
relativamente desagradable como por ejemplo los del ajo y la cebolla, los cuales

contienen compuestos azufrados.

2.2.2.2 Clasificacion

Los aceites esenciales se clasifican con base en diferentes criterios:
consistencia, origen y naturaleza quimica de los componentesitadys. De
acuerdo con su consistencia los aceites esenciales se clasifican en #sgladas
balsanos y oleorresinas. Las Esencilasdasson liquidos volatiles a temperatura
ambiente. Los Balsamos son de consistencia mas espesa, son poco volatiles y
propensos a sufrir reacciones de polimerizacion, son ejemplos el balsamo de
copaiba, el balsamo del BerBenjui, balsamo de Told, Estoraque, etc. Las
Oleorresinas tienen el aroma de las plantas en forma concentrada y son
tipicamente liquidos muy viscosos o sustancias semisolidas (caucho, gutapercha,
chicle, balata, oleorresina de paprika, deipnta negra, de clavero, etc(V.,

2001)

De acuerdo a su origen los aceites esenciales se clasifican counalesat
artificiales y sintétice. Los naturales se obtienen directamente de la planta y no
sufren modificaciones fisisani quimicas posteriores, debido a su rendimiento tan
bajo son muy costosas. Los artificiales se obtienen a través de procesos de
enriquecimiento de la misma esencia con uno o varios de sus componentes, por
ejemplo, la mezcla desencias de rosa, geragi@zmin enriquecidason linalool,

o la esencia de anis enriquecida con anetol. Los aceites esenciales sintéticos como
su nombre lo indica son los producidos por la combinacion de sus componentes

los cuales son la mayoria de las veces producidos powsprode sintesis quimica.



Estos son mas econdmicos y por lo tanto son mucho mas utilizados como
aromatizantes y saborizantes (esencias de vainilla, limén, fresa(\étc2001)

Desde el punto de vista quimico y a pesar wle@mposicion compleja con
diferentes tipos de sustancias, los aceites esenciales se pueden clasificar de
acuerdo con el tipo se sustancias que son los componentes mayoritarios. Segun
esto los aceites esenciales ricos en monoterpenos se denominan seediases
monoterpenoides (p.ej. hierbabuena, albahaca, salvia, etc.). Los ricos en
sesquiterpenos son los aceites esenciales sesquiterpenoides (p.ej. copaiba, pino,
junipero, etc.). Los ricos en fenilpropanos son los aceites esenciales
fenilpropanoides (). clavo, canela, anis, etc.). Aunque esta clasificacién es muy
general nos resultar4d util para propoésitos de estudiar algunos aspectos
fitoquimicos de los monoterpenos, los sesgpéros y los fenilpropanosjn
embargogxisten clasificaciones mas complejas como la de Gonzalez Patifio que

tienen en cueta otros aspectos quimic@¥., 2001)

2.2.3. Minthostachys Mllis (mufia)

Se denomina en la leng@@echuai mu fao, y en | a Aymara t
ACoad y AHuaychao. Debido a sus caract
los espafioles la denominaljoieosilvestre. Otros nombres vulgares con los que

se le conoce a esta planta son: "mufanegra”, "pdlesse”, "coz", "muia

mufa", "arash mufa", "kon" "orccomufa”. La mufia es un recurso natural que
tiene un plano altitudinal de crecimiento entre los 26@B%00 m.s.n.m. Habita

entre los diferentes pisos ecologicos de nuestra serrania, comportandosa;como
existe en gran abundancia. Asi como es una planta hemicriptofila que durante la
época mas fria del invierno y seco desaparecen sus 6rganos aéreos para brotar

nuevamente con las primeras lluvias de la primavera. Alcanza una altura de 0.80
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a 1.50 m, demrollandose en forma difusa y muy ramificada, crece en lugares
cercanos a acequias, manantiales sin tener grandes requerimientos de agua. Se
desarrolla en suelos arenosos, ricos en materia organica, bien drenados, con buena
retencion de humedad, con un phtre 58 y un clima con elevada luminosidad,

florece en época de lluvia, se multiplica por semilla y por ¢btioio, y otros)

Figura: 1Mufa (Minthostachis Mollis)

Fuente: Elaboracion propia

2.23.1 Clasificaciéon Taxonémica

1 Nombre cientifico: Minthostachys
1 Orden:Lamiales

9 Familia: Lamiaceae

1 Género: Minthostachys

1 EspecieMinthostachys mollis

2.2.3.2. Usos

La muia es conocida por la gente del pueblo por sus propiedades
digestivas contra coélicos, flatulencias (carminativo), vomitos, diarreas,
antitusigenas, antiast@o, expectorante, antiespasmoédico, antiséptico,

analgésico, antiinflamatorio, febrifugas, en tratamiento de tumores y mezclandola
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con chilca se emplea en fracturas. Es excelente contra la halitosis y para combatir
jaguecas y soroché&demas.es utilizadacomo condimento para preparar platos
tipicos. En el campo agricola se emplea para la preservacion de algunos productos

como la papa, del ataque de insectos. A manera de fumigante organico vegetal

contra el gorgojo de los andes y como anti moho. En el eagmpecuario es

utilizado para controlar los ectoparasitos y endoparasitos de los animales

domésticos, ademds para curar sarna en equinos y camélidos. En otras zonas de

Latinoamérica, principalmente en Argentina, se le emplea para aromatizar y

fabricar icores y bebidas.

Tabla 1l: Usos Medicinales de la Muia

Dolencia Parte utilizada

Modo de aplicacién

Dolor de estomagoHojas

Diarrea Hojas
Mal de aire Hojas
Resfrio Hojas
Inflamaciones Ramas
Enterocolitis Hojas
vientre.

Febrifugo Ramas
Indigestion Hojas

Dolor de Dientes Hojas

Mate de las hojas

Mate de las hojas

Frotar hojas entre las manos y oler
Bafarsecon el agua de esta planta.
Lavarse con el agua de esta.

Mate, calentar las hojas y colocarlas en

Hervir la planta y bafiarse con esta agua.
Tomar el mate

Masticar las hojas, hasta que calme el dolor

Fuente: (Ccallohuanca M., 201¢

2.2.3.3 Antecedente Hstorico

En el Perd se ha evaluado la actividad antimicrobiana del aceite esencial de la

Minthostachys molligmufia) utilizando la metodologia de incorporacion en agatr,

copos de algoddn, excavacion en placas de agar y por discos de papel. El aceite

esencial obtenml por destilacion de arrastre a vapor fue evaluado sobre tres

bacterias enteropatogenag&scherichia coli Salmonella tiphy, Shiguella
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dysentereaeconcluyendo que el método de incorporacion en agar es el mas
adecuado y que los tres microorganismos fueemsibles al aceite esenciéC

C., 1996)

2.2.3.4 Métodos de Extraccion

Segun la variedad del material vegetal, parte de la planta a emplear y
estabilidad del aceite esencial que se pretenda obtener, se emplean diversos
procedimientos fisicos y quimicos de extraccion, donde su correcta aplicacion sera
lo que determine la calidad del producto final, se tienen diversas técnicas de

extraccion, como se msigan en la siguiente tabld. Z.).

Tabla2: Método de Extraccion

T'PO de Procedimiento Productos Contenidos
Método
1. Métodos 1.1.2 Extrusion Aceitesesencialesitricos
Directos 1.2.1Exudacién Gomas, resinas , balsamos
2.1 Directa
2.2 Arrastre con vapor de
L agua Aceitesesenciales y aguas
2. Destilacion 2.3 Destilacion | aromaticas

maceracion (liberacion
enziméatica de agliconas el
agua caliente)

Infusiones y resinoides

3.1.1 Solventes volatiles alcohdlicos
3. Extraccién de Concretos yabsolutos
solventes 3.1.2 Solventes fijos Absolutos de pomadas
(grasa y aceites) Absolutos de enflorados

3.2 Extraccion con fluidos en estado supercritico

Fuente: Farmacopea dbs Estados Unidos Mexicanos, 2004

2.2.3.5 Destilacion

El término destilar proviene del latin destillare: separar por medio del
calor, en alambiques u otros vasos, una sustancia volatil que se llama esencia, de

otras mas fijas, enfriando luego su vapor para reducirla nuevamente a liquido. Este
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método es en gnamedida el método mas aceptado para la produccién de aceites

esenciales a escala comerci@. M. , 2010)

a.- Destilacion por Arrastre con Vapor de Agua

Es el proceso mas comun para extraer aceites esenciales, mapluabke

a flores ni a materiales que se apelmazan. En esta técnica se aprovecha la
propiedad que tienen las moléculas de agua en estado de vapor de asociarse
con moléculas de aceite. La extraccion se efectia cuando el vapor de agua
entra en contacto cogl material vegetal y libera la esencia, para luego ser
condensada. Con el fin de asegurar una mayor superficie de contacto y
exposicion de las glandulas de aceite, se requiere picar el material segin su
consistencia. Descripcion del proceso: El vaporgiaae inyecta desde una
caldera externa por medio de tubos difusores, ubicados en la parte inferior de
la masa vegetal que se coloca sobre una patrrilla interior de un tanque
extractor. El vapor de agua provoca qae &ceites esenciales se difumde
desddlas membranas de la célula hacia fuera. Los vapores de agua y aceite
esencial que salen, se enfrian hasta regresar a la fase ligsgdseyaran en

un decantadafE, M, & S., 2001)

- Desventaja Pueden ocurrir procesa®laterales como polimerizacion y
resinificacion de los tpenos; asi como hidrélisis detéres y destruccién

térmica de algunos component@sD. X., 1990)

- Ventajas. Energéticamente es mas eficiente, se tiene un maptiotde

la velocidad de destilacion, existe la posibilidad de variar la presion del
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vapor, y el método satisface mejor las operaciones comerciales a escala, al

proveer resultados mas constantes y reprodudiale001)
b.- Destilacién con Agua o Hdrodestilacion

Consiste en poner a hervir agua, bien sea por fuego directo, camisa de vapor o
camisa de aceite, en la cual se ha sumergido previamente el material vegetal,
preferiblemente en polvo, con el objeto de que el vdp@gua ejerza su accion

en el mayor niumero posible de particulas vege{Me€. , 2007)

Similar al arrastre con vapor, el vapor producido arrastra los aceites esenciales
hasta otro recipiente donde se condensan geparan. Este sistema de
extraccion tiene el inconveniente de que la temperatura que se emplea provoca
gue algunos compuestos presentes en las plantas se degraden y se pierdan. El
material vegetal aromatico siempre debe encontrarse en contacto con el agua,
para asi evitar el sobrecalentamiento y la carbonizacion del mismo. Debe
mantenerse en constante agitacion para evitar que se aglomere o sedimente al
adherirse a las paredes del recipiente, lo cual puede provocar también su
degradacion térmica. Dado quengralmente no es posible colocar suficiente
agua para sostener todo el ciclo de destilacion, se han disefiado equipos que
presentan un tubo de cohobacion lateral que permite el retorno de agua hacia

el recipiente de destilacigM. C. , 2007)
c.- Destilacién Agua- Vapor o Vapor Himedo

Este procedimiento cominmente se utiliza en el agro para destilar
especialmente hierbas y hojas. El material se coloca sobre una patrrilla, y luego,
entre el fondo y la parrilla se coloca el agua, hasta un nivel un poco inferior a

la parrilla. Cuando se ¢isne de poca agua, el agua que sale con el aceite
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esencial en la primera extraccion, se recircula al extractor para sostener el
proceso de destilacion (cohobacién). El calentamiento se puede efectuar desde
una fuente externa o dentro del propio cuerpcegtghctor. El vapor de agua
producido, se satura, atraviesa el material que se encuentra sobre la parrilla y
provoca el arrastre de la esencia, no existiendo peligro de sobrecalentamiento

del material vegetal, tal como oceiren la hidrodestilaciofA D. X., 1990)

d.- Destilacién previa Maceracion

El método se aplica para extraer el aceite de semilla de almendras amargas,
bulbos de cebolla, bulbos de ajo, semillas de mostaza y hojas de corteza de
abedul. En el caso de plantas aromaticas, la maceracion en agua caliente se
emplea para favorecer la sepcion de su aceite esencial, ya que sus
componentes volatiles estan ligadasoenponentes glicosiladgklerbotecnia,

2020)

e.- Destilacion al Vacio

Se han disefiado sistemas para aislar constituyentes del aceite esleticadl,
se basa en sus diferentes puntos de ebullicién. La mayor ventaja de este
método, es la minima probabilidad de descomposicién de los aceites esenciales
y formacién de compuestos no deseados, debido a lasteajperaturas de

trabajo(M.F., 2006)

f.- Destilacibn Molecular

Este método se utiliza para la obtencion de productos coloreados, mas estables
y la recuperacion de las notas mas delicadas que caracterizan los aceites

esenciales. Se basa en una destilacion del material entre 10,3 a 10,6 psi, cuyo
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producto se procesa cdiversos solventes organicos, que luego se separan y
recuperan, obteniendo en cada fase organica compuestos determinados del
aceite esencial segun sdinidad frente al solventeSe debe prevenir el
recalentamiento que produce un olor desagradable eeigt,ay acanalar el

vapor generado, de manera que se distribuya uniformemente en el alambique.
Aungue este sistema mejora la calidad del aceite obtenido por hidrodestilacion,
y ademas tiene aplicacion en el trabajo experimental, no es conveniente para

ninguna destilacion comerciéil.F., 2006)

2.2.3.6 Caracterizacion de los Aceites Benciales

Segun, la caracterizacion comprende todos aquellos métodos que
conllevan a la identificacion de un compuesto puro o de tipos de esiogu
presentes en una mezchdemas,agrega que cuandsetrata de ésta Ultima, se
tiene que realizar un andlisis cuantitativo de los componentes. Se menciona que
los métodos de analisis desites esenciales comprenderanenorganoléptico,
caracteristicas de propiedades fisicoquimicas, valoraciones quimicas especificas,
analisis por cromatogfia de gases, entre otros.afen organoléptico: Se
observa el color, claridad, viscosidad, presencia de sedimentos, ceras separadas y
agua. Asimismo, el olor y el sabor. Propiedadisgoquimicas: dnsidad,
densidad relativa, indice de refraccion, solubilidad en etanol de determinada

concentracion, rotacion opti¢é. S. , 1988)

A) Densidad

La Noma TécnicaPeruana 319.08Hefine a la densidad como la relacion
entre la masa de un volumen dado de un aceite esencial y su volumen,

determinados a 20°C y a la densidad relativa como la relacion entre la
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B)

densidad del aceite a 20°C y la densidad del agua destil&dansma
temperatura. La gravedad especifica seria un indicador importante de la
calidad y pureza del aceite esencial; fluctia entre 0,696 y 1,188 a 15°C. Los
aceites con valores inferiores que el agua generalmente son ricos en
hidrocarburos, alcoholesldehidos o cetonas (como por ejemplo aceites de
limén, eucalipto, geranicgtc). Aceites con peso especifico proximo a 1 o
superior a 1 contienen generalmente fenol o derivados fendlicos y/o éteres

(porejemplo,el aceite de anigMINSA, 2016)

Poder rotatorio especifico y desviacion polarimétrica

Segun la Normarécnica Peruana N° 319.07& determinacion de la
desviacién polarimétrica se efectia generalmente sobre el aceite esencial al
natural y la determinaciodel poder rotatorio especifico, sobre el aceite
esencial diluido en un solvente. El principio del método se basa en la medida

de la rotacion del plano de polarizacién de la luz, a una longitud de onda

de onda es generalmente dtueorrespondiente a la linatel sodio. Se
menciona que la mayoria de los aceites esenciales al ser sometidos a una luz
polarizada poseen la propiedad de rotar el plano de polarizacion a la derecha
(dextégiro) o a la izquierda (levogiroAdemas,agrega que el grado de
rotacion,asi como su direccion son importantes como criterio de pureza. Es
importante tener en cuenta dasesencias pobres en oxigeno sts activas

a la luz polarizadé@INSA, 2016)
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C) Indice de refraccion
El indice de refraccioas la relacién que hay entre la velocidad de un rayo de
luz en el aire y la velocidad de un rayo de luz en el material aze\zdjo las
mismascondiciones. Egual a la relacion del seno del angulo de incidencia
hecho por un rayo de luz en el aire y el seno del angulo de refraccion hecho
por el rayo en el material que estd siendo evaluado. La determinacion del
angulo de refraccion debe hacerdae temperatura especificada segin norma
0 a 25°C si la temperatura no ha sido especificada. Esta constante fisica es
utilizada con fines de identificacién de, y deteccion de impurezas en, aceites
volétiles y otras sustancias liquidas. El indice de reffacascila
generalmente entre 1,43 y 1(g2nl) a temperaturasercanas 20°C, estees
un pardmetro que permite revelar la presencia de sustancias extrafias. A
continuacion, se presenta un cuadro elaborado en daisgormacion

proporcionada.

Cuadro1: Relacion Densidad vs. indice de refraccién en aceites esenciales

Relacién Densidad vdndice de

Refraccién
Posibles componentepresentes
indice de
Densidad (g/m -
(g/m) Refraccion
Menor 0.9 Menor a 1.47 Alto porcentaje ddeudrocarpl’Jr.os terpénicos o
compuestos alifaticos

Mayor a 0.9 Menor a 1.47 Compuestos oxigenados aromaticos

Menor a 0.9 Mayor a 1.47 Hidrocarburos aromaticos

Mayor a 0.9 Mayor a 1.47 Compuestos oxigenado aromaticos o aliciclicos.

Fuente Elaboraciérpropia
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D)

E)

Solubilidad en etanol

En la Norma Técnica 319.084 se establece el método de determinacion de la
solubilidad de aceites esenciales en diluciones de etanol. El principio del
método consiste en que, a una temperatura de 20°C se adiciona
progresivamente al aceite esencial, una c6fu acuosa de etanol de
concentracion adecuada y conocida yBserva el grado de solubiliddd,
solubilidad delos aceites esenciaés en etanol indica la presencia de

compuestos oxigenados con afinidad al agua.

GC-MS Cromatografia

La cromatografias una técnica que analiza con rapidez y precision mezclas
de sustancias volatiles. El método se basa en la particion de los componentes
en una fase movil (el gas) y la fase estacionaria. La fase movil al atravesar la
fase estacionaria, separa la muestra enceunponentes de acuerdo a las
diferencias de solubilidad y volatilidad de los mismos, asi cada componente
sale por separado y a un tiempo caracteristico que esta en funcion de los
parametros de trabajo, este tiempo es de un valor util en la identificacion
Finalmentecada componente pasa al detector donde se convierte en una seal
eléctrica proporcional a la cantidad de muestra que sale, la cual se eegistra

un graficador dando como resultado una grafica llamada cromatograma.
Contintan los autores dicido que una posibilidad del cromatégrafo de gases
es la de primero separar los componentes y luego someterlos a analisis
espectral mediante la conexion al espectrometro de masas formando asi un
sistema C&EM (GC-MS, por sus siglas en inglés) el cual sechavertido

en una de las mas importantes técnicas del anfdisiguimica Una gran

desventaja de estos analisis es su alto ¢bktél. K., 2002)
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2.2.4 FundamentoFisiol6gico yAnatomico

2.2.4.1 Infeccién

Proceso de invasion y multiplicacion de mmmganismos patdgenos que
atacanal cuerpou organismo Estos pueden ser gérmengmtogenoscomo

bacterias, virus, hongos, e(E. M. , 1968)

2.2.42. Inflamacion

Esun conjunto de procesos que se desarrollan en un tejido, en respuesta
a una agresion externa. Incluyen fenomenos vasculares como vasodilatacion,
edema, desarrollo de la respuesta inmunologica, activacion del sistema de

coagulacior(E. M. , 1968)

2.2.43 Geles

Los geles son formas farmacéuticas de consistencia semirrigida,
generalmente no tienen aceites grasos, destinados a aplicarse sobre las membranas
mucosas, no tienen poder de penetracion, por eso se utilizan paraagerge

topica (de superficig)L, J, & K., 2007)

2.2.44Tipo de Geles
a) Geles hidréfilos o hidrogelesconstituido por agua, glicerina, propilenglicol
u otros liquidos hidrofilicos. Gelificados por sustancias deqigimnéricas,
goma tragcanto(L, J, & K., 2007)
b) Geles hidrofobos o lipogelesillamados también oleogeles. Son geles
constituidos por parafina liquida adicionada de polietiieno o por aceites
grasos gelificados por anhidridiicico coloidal o por jabones de aluminio y

zinc. (Nally, 2007)
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2.2.5.La Microbiologia

La microbiologia es el estudio de los microorganismos y sus actividades su forma,
estructura, reproduccion, fisiologia, metabolismo eniificacibn como estan
distribuidos en la naturaleza, sus relaciones con otros seres, los efectos beneficiosos
o perjudiciales que ejercen sobre los humanos y las alteraciones fisidasoagu

gue provocan en su medid, 1998)

La microbiologia estudia microorganismos microscopicos unicelulares. En las
llamadas formas superiores de vida, los organismos se componen de muchas
células. Todos los organismos vivos tienen la facultad de responder al medio que
los rodea y con freencia alterarlo. Son capaces de movimientos autbnomos si bien

en algunas formas estas son muy limitg@a®. , 1997)

Todas las células vivas son similares ya que se componen de protoplasma complejo
organico coloidal congtiido en gran parte de proteinas lipidos y acidos nucleicos
dentro de membranas o paredes todos los sistemas biolégicos tienen en comun las

caracteristicas siguientes:

a. La capacidad de reproducirse

b. La facultad de ingenieria similasusancias nutritivas ynetabolizalas para
producir energia y desarrollarse

c. La capacidad de excretar productos de desecho

d. La facultad de reaccionar a cambios en su medio ambiente llamada en ocasiones
irritabilidad, y

e. La susceptibilidad de mutacion

La microbiologia estudia logganismos con gran detalle y observa sus procesos

vitales enfocados a su actividad metabdlica mientras se desarrollan, reproducen
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envejecen y mueren también se ocupa de las modificaciones en su medio que
puedan alterar sus actividades afgtlicas regulasu desarrollo cambiar su patrén

genético sin destruirlgd P. , 1997)

2.2.5.1 Bacterias

Las bacterias son microorganismos monocelulares desprovistos de
clorofila. Son células procariotas estas células carecen de un détiebado por
una membrana poseen una pared celular, una membrana plasmatica que contiene
mesosomas en su interior se encuentra el citoplasma donde estan los ribosomas y
una estructura que contiene una gran molécula circular de ADN. Muchas bacterias
disponen de flagelos o de otros sistemas de desplazamiento para poder moverse
soOlo tienen un cromosoma. Realizan el metabolismo oxidante. La bacteria méas
importante eta Escherichia oli ATCC 25922 presente en el intestino del humano
y animales como flora normal impidiendo el desarrollo de microorganismos. Como
agente etiolégico de enfermedad produce heridas enapsslesqssepticemia,

pielonefritis, meningitis, diarreastc.(K, 1998)(A F. L., 2019)
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Figura: 2: Escherichia coli ATCC 25922 (Piatkin K., 1998).

Las bacterias viven en casi todos los ambientes de la tierra. Hay bdmeeéisiosas
para el ser vivo y también hay bacterias infecciosas. Tenemos bacterias Gram (+) y

Gram ¢).

Acidos teicoicos

Proteinas

Acidos
_ lipoteicoicos

ba' Membrana
citoplasmica

Figura: 3: Estructura de una bacteria Gram (+) (Piatkin K., 1998).

24



Polsacardo O Nucheo o

m muum o
aﬂ}”mﬁ! i i ﬂﬂ'm it neam@am W

Figura: 4: . Estructura de una bacteria Gram (+) (Piatkin, 1998).

Por sus propiedades bioldgicas y mesantis de reproduccidrertenecen a la clase
de Chizzomycetes, es del orden de los Eubacteriales. Las bacterias se livide
tres formas fundamentalesféricas (coos), bastonadas (bacterias bagilpdos

clostridiosy encavadas (vibriones y espirilos).

2.2.5.2 Cocos.

Entre las bacterialgs esféricas, elipsoides en forma de judia y lanceoladas
por su disposicion, caracter de division y propiedades biolégicas, los cocos se

subdividen en grupos.(A S. , 1978)

a. Micrococos (micrococus) que se caracteriza gesentarse aisladamente o
colocados desordenadamente son saprofitos habitantes del agua y(Beinaae
Yufera, 2007)

b. Diplococos(del griego diplog doble), los que se dividezn un plano formando
parejas nidas de dos en dos. Entre los diplococos se incluyen el neumococo

agente etiolégico de la neumonia meningococo, agente de la meningitis
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epidémica y el gonococo, causante de la gonorrede yla conjuntivitis

gonococicgPrimo Yufer, 2007)A F. L., 2019)

. Cryptococcus (estreptos’ torcido cadena), que se dividen en un plano y se
agrupan formando cadenas de diferente longitud. Existen estreptococos
patdgenos para el hombre que dan lugar a difeyentermedades! N. , 2001)
(AF.L., 2019)

. Tetracocos(tetra cuadro), que se disponen de cuatro en cuatro y se dividen en
dos planos situados perpendicularmente entre si. Se encuentranaswec®s

en calidad de agees de enfermedades del hom({ieN. , 2001)A F. L., 2019)

. Sarcinas(sarcioi reuno), que son formas de cocos que se dividen en tres planos
situadogerpendicularmente entre si y parecen como fardos constituidos 8, 16 y
mas células. Se encuentra frecuentemente en el aire. Nansenbantrado
especies patdégenéd N. , 2001)(A F. L., 2019)

. Estafilococos Que se dividen en diferentes planos, formando acumulos que
tienen a veces, la forma de racimos de uvas. Algunas especies de estafilococos
tiene la facultad de provocar enfermedadesivd hombrey en los animales
invadiendo tejidossusceptiblesdando lugar a heridas en piel, inflamacion,
necrosisabscesoy resistentes a antibiéticos hasta en un 74%01998) (A F.

L., 2019)
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Figura: 5: Bacterias esféricas

Bastonadas Las formas bastonasipueden dividirse en: bacilogipstridios

estas bacterias corresponden aquellos microorganismos que, por regla general,
no forman esporasEéEcherichia Coli ATCC 25922, tibus abdominal,
paratificos y disentéricos, diftéricos, tuberculosos, entre offos)su forma

entre las bacterias de tipo bastonada, los hay cortas, largas, con los extremos

romos o con los esemos agudogUrefia, 2009(A F. L., 2019)
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Figura: 6: Bacterias bastonadas

Por su disposicion mutua, las formas cilindricas se subdividen en tres grupos:
a. Diplobacterias y diplobacilos
b. Esptreptobacteriasegstreptobacilos
c. Bacteria y Bacilos (entre ellas se encuentran la mayoria de las bacterias

bastonadas).
h. Bacterias en forma curva En este grupo se incluyen los vibriones y los espirilos:

a. Vibriones: Son organismos que representan la cuarta parte de uteadaiel
espiral de la célula bacteriana, lo que les da forma de una coma.

b. Espirilos: Se trata de bacterias que presentan curvas de forma de una o varias

vueltas de espirafK, 1998)(A F. L., 2019)
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Figura: 7: Bacterias bastonadas

1 Morfologia Bacteriana

Existen bacterias presentan una amplia variedad de tamafios y formas. La
mayoria presentan un tamafio de diez veces menor que el de las células
eucariotas, es decir entre 0.5 y 5um, smbargo,algunas especies como
Thiomarganfa namibensis y Epulopis ciushélsonilegan alcanzar los 0.5 mm,

lo cual las hace visible al ojo desnudo. En el otro extremo se encuentran bacterias
mas pequefias conocidas, entre las que cabe destacar las pertenecientes al género
Mycoplasmalas cuales llegar a medir solo 0.3 umdesir tan pegefias como

los virus méas grande@Garcia Araez, 1983A F. L., 2019)

La forma ¢k la bacteria es muy variada y a menudo una misma especie adopta
distintos tipos morfoldgicos, lo guse conoce como pleomorfismo, de todas

formas,podemos distinguir tres tipos fundamentales de bacterias:

29



1. Forma Esférica
1 Coco:(del griego Kékkos, grano)
1 Diplococo:Cocos en grupo de dos.
i TetracocoCocos en grupos de cuatro
1 Estreptococo:Cocos ercadena
1 EstafilococoCocos en agrupaciones irregulares o en racimos.
2. En forma de bastoncillos
1 Bacilo (Del latin baculus, vainilla)
3. Formas Helicoidales(M P. , 1997)K, 1998)(A F. L., 2019)
1 Vibrio: Ligeramente curvados y en forma de coma, judia o en cacahuate.
1 Espirilo: En forma helicoidal rigida en forma de tirabuzon.

1 Espiroqueta: En forma de tirabuzén (helicoidal flexible).

2.3 Evaluacion de la Actividad Antibacteriana del aceite esencial de mufa

(Minthostachys Mollig

El método de difusién en agar esta apoyadalptws clinicos y de laboratoripresenta

la ventaja dejuesus resultados son altamente reproducibles. La técnica est4 basada en
el método originalmente descrito por Bauer (Método de kilguer). Est método de
difusién en disco y pm fue estandarizado o es actualmente recomendado por el
subcomié de Ensayode SusceptibilidadNational Committe for Clinical Laboratory
Standars. (NCLS,, 2001).

Las metodologias aplicadas siempre consideran la estandarizacion de la concentracion
bacteriana a utilizar, con el animo de evitar un crecimiento exhaustivo el caa pue
variar significativamente la respuesta del extracto vegetal o aceite esencial, indicando

la necesidad de utilizar concentraciones mayores de este para inhibir el crecimiento del
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microrganismo. La concentracion de bacterias us@daa estudio de sugutébilidad

en el laboratorio ha sido estandarizada, a un patron de 0.5 equivalente a®(136C)0

ml en la escala de Farlanfle recomiend#éomar el in6culo de cultivos en la fase de
crecimientg 2 o 3 colonias de un cultivo purello con el objetivale evitarseleccionar
variantes atipicas.

Los medios de cultivo mas utilizados son el agar Mueller Hintogay Aripticasa Soya,
ya que sugomponentes facilitan el crecimiento de diferentes cepas bacteipanas

mayor difusion de las muestras

El método para determinar la actividad antibacterianalibicion del aceite de mufa

es Kirby-Bauerde discos 0 pozos, la respuesta de los microorganismos a diferentes
concentraciones del aceite esencial de mufia de acuerdo al halo de inhibicién que
presentan las bacterias. Se explico la técnica en medio liquido para observar cual es la
concentracion mima inhibidora (CMI) del aceite demufia para inhabilitarel

crecimientode las bacterias.
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Tabla 3: Bacterias utilizadas en el estudio de |la actividad antibacteriana del aceite
esencial de Minthostachys mollis

Nombre Gram Familia
Escherichia oli ATCC 25922 ) Enterobacteriacea
Staphylococcus areus ATCC 25923 (+) Micrococacae

Fuente:Elaboraciorpropia

Tabla4: Propiedades fisicas del aceite esencial de mufia.

, . Fuertes 'y
i Cano et al Sequil Aquino .
Caracteristica Munguia
(2008) (1990) (2007) (2001)
Color ngeramente Incoloro Amarillento ngeramente
amarillo amarillo
Olor Similar al Mentol Agradable Fuerte
mentol
Pi Picante Li
Sabor icante con igeramente Picante
fresco picante
frescor
Liquido Liquido Liquido
Aspecto ) o -
fluido limpio oleoso
Densidad 0,9295
Relativa (2 0,9189 0,852 g/nh 0,9189
elativa (25 (20°C)
°C), d20 20
indice de
y 1,4727 1,5689 1,487 1,4727
Retraccion

Fuente (Ccallohuanca; M 201§M C. , 2018)
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CAPITULO IlI

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1 Recolecciéon

El proceso de recoleccion se llevd a cabo en los meses deratyd en la localidad de
Capachica (Puno).

A Se identifico la planta.

A Se cortaron las ramas.

A Se seleccion6 y separ6 laspurezas (ramas secas, tierra, otras plantas).

A El material recolectado se coloen bolsas de papel con la finalidad de evitar deterioro

durante su traslado.

3.2 Clasificacion

El material en estudio fue llevado al herbaHJSA de la Facultad de Cienca
Biologicas,la identificacion botanicdue realizada por el Dr. Leoncio Marifio Herrera,

Director del Herbario HUSA de lANSA, donde se obtuvo el siguiente resultado:

Se determiné que la muestra en estudime8a de la variedallinthostachys Mllis,

la cualprimero se identifico en el lugar de recolecgilrego se llevo a identdar al

herbario, determinando queovienedel departamento de Pungde la Localidad de
Capachicaquese acuentra en la provinciade Puao 3, 880 msnm, | ati tu

300 y longitud Oeste 69A 490500 del merid
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CLASIFICACION TAXONOMIC A:

1 DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
1 CLASE: MAGNOLIOPSIDA

1 SUBCLASE: ASTERIDAE

1 ORDEN: LAMIALES

i FAMILIA: Lamiaceae

1 GENERO: Mintostachys

1 ESPECIEMintostachys molligkunt.) Griseb

3.3. Tratamiento previo de la muestra

A. Estabilizacion: Las hojas se sometieron a calor sec@@ en una estufa, por un
periodo de tiempo de 15 minutos, para que no se produzdegladacion y

deterioro de sus principios activos, generaitegoara inactivar las cenizas.

B. Secado Las hojas se trasladaron a una habitacion con buena ventilacién y
temperatura ambiente sin exponerlas a luz directa, procediendo a colocarlas sobre
papel craf, sin sobreponerlas, este método se desarrollddnasguedad total de

las hojagcuatro semanas).
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Figura: 8: Secado Total de Hojas

C. Obtencion del material triturado: El material vegetal desecado tsiguro en un
mortero para su mejor utilizacioyp asi obtener pequeBaparticulas que son
manejablesSeguidamente gerocedida pesar las hojdsituradas para syposterior

extraccion.

D. Obtencion del aceite La obtencion debceite esencial de mufia se realizé por el
método de arrastre de vapor de agregl Laboratorio de Plantas Natales de la

facultadde quimica

- Pararealizar una mejoextracciénseemplé la siguiente metodologia:
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Recoleccion de la materia Prima

gl

Transporte vy recepcion

gl

Pre-tratamiento de la materia prima:
seleccian vy limpieza | a Impurezas

~ gl

Reduccion de tamafio

gl
"y
Extraccion por arrastre de vapor Residuo
L ), a Vegetal
o —
Separacion del aceite L Agua y

gt

‘ Enwvasado, almacenamiento del aceite

~ gl

Control de la Calidad

Figura: 9: Metodologia de la Obtencion del aceite de mufia

e) Cdculo del rendimiento del aceite: Es la relacién entre gramos de aceite obtenido
respecto a la cantidad en gramos de material vegetal utilizado ya sea en base hiumeda

oseca(MR., 2012)

3.4.0btencidén del aceite esencial de mufia

Se trabajo cohojas dshidratads. Las hojas separadas fueron pesagstauna balanza
de plataforma, capacidad 50 kg, y seleccionados de forma manual manteniendo su
homogeneidad y representatividad (frescura y color uniforme), posteriormente la

muestra se sometié a un lavado a chorro para remover materias extrafiaspefusecad
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bajo sombra con ventilacion en estantes colocados en papebegafdamente se
procedio a un previo triturado y un tamizado en malla para tratar de trabajar con un solo
tamafo de particula, esto para evitar que se asiente dentro de la camararationdem

la extraccion yasievitar el paso del vapaff-ernando, 1983)., 2002)

La extraccion del aceite esencial de muéaesaliz6 en el Laboratorio de Productos
Naturalesde la Facultad d€sNaturales y FormalelSscuela de Quimica, para ello se
utilizé un equipode destilacionpor arrastre con vapor de agda material acero
inoxidable y con capacidad de 10 kg de materia prima y 30 litros de agua. Eamate
vegetal preparadfhojasdeshidréada$ fue pesado en cantidad de 5 kg y colocado en
la camara extractora, sometiétaa corriente de vapor de agaa5°C, por espacio
aproximadamente de 4 hréa esencia asi arrastrada fue posteriormente condensada,
recolectada y separada ddrkccion acuosa.

La separacion de la mezcla aceite/aguaeaézio con pera de decantacipml aceite
extraido se almacenén frascos de color ambar den8, para el posterior analisis
fisicoquimico. El procesde extraccion se realizé ecidlos de 4hs cala uno, utilizado

un total de R kg de materia prima deshidratada. Para cadia se utilizé 5 kgle hojas
secaglemuiade la cual se obtuvo 5 ml de aceite esencial de nfE&enando, 1983)

(J.,2002)

Agregando agua al destilador Muestra en el destilador  Obtencion del aceite esencial

Figura: 10: Proceso de Extracciordel aceite esencial de Muiia
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3.5.Determinacion de laspropiedades delaceiteesencial

3.5.1Caracteristicas organolépticas

El aceite esencidle analizado organolépticamente e.aboratoriode Plantas

Naturalegde la Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa.

3.5.2.Composiciénquimica del aceite esencial
El aceiteesenciafue llevado d Laboratoro de Ensayo y Control de Calidatg
la Universidad Catdlica de Santa Maritonde se le realzondos ensayqQen
forma cualitativa y el de forma cuantitatipara determinar las caracteristicas

utilizando un equipo de GBIS.

3.5.2.1.Cromatografo de Gases

En el cromatdgrafo de gases se obtuvieron los cromatogramas donde cada
pico indca presencia de un componentd; contenido porcentual de cada
componente fue calculado por el instrumeshiéoalta resolucionpor inegracion
del area bajo el picque se comparé con el total de areas de los picos de todos los
componentes.

Para la identificacion de cada uno de lomponentes de los cromatogransas
determind el espém de masas de cada componeme!l espectrometro de masas
MS, inmediatamente después de la sepamagbor GC. los parametros
determinados en el instrumento fueronTemperatura de fuente 230°C
Temperatura de cuadrupolo 150°&nergia de ionizacién 70 eVRango de
masas 40i 400 m/z Los diferentes componentes del aceite esencial, se
identificaron utilizando los tiempos de retencién de la cromatografia de gases y

los espectros de masa de cada componente. Los espectros de masa se compararon
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con los datos estandar de referencia spwadiente a los espectros de masas de

la base de datos libreria NIST 11L y con la base de datos libreria Flavor 2L

Microjeringa
Divisor de flujp |
™~ Saptum
Regulador - .
de flup T~
Regulador ™ | —
- de presion T

{ 7}

' Rotametrd

U u
LS. A
Columna
Gas portador

Horno termostatizado

Figura: 11: Esquema de funcionamiento del Cromatografo de gases

El sistema funciona de la siguiente mandsamuestra liquida es inyectada,
volatilizada y pasa a la columna que se encuentra en el horno (debidamente
programado). Posteriormente la muestra es quemada por la llama del FID (Flame
lonization Detector) emitiendo sefiales las cuales son detectadas getdctores
ubicados a los costados de la llama de hidrogeno. Estas sefiales son enviadas al

software y son evidenciadas en el cromatograma.

Un cromatografo de gases esta compuesto basicamente por:

1 Fase movil: Gas transportador
1 Fase estacionaria: Column
1 Inyector

 Horno

39



3.6 Evaluaciéndel caracter antibacteriano

Tuvo como propdsito determinar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de
Minthostachys mollifrente aStaphylococcus aureusTCC25923y Escherichia coli

ATCC 2322 El andlisis estadistico usado fue la pruatt@ANOVA.

3.6.1 Método: Kirby T Bauer i método de difusion en gar

Fundamento: Este es el método mas empleado por ser rapido, sencillo y muy
reproducible. Se utiliza desde la década de los 40 y fue eszauteen 1966 por Kirby

I Bauer. Actualmente se utiliza una modificacién de la técnica de Kirby Bauer la cual
ha sido estandarizada por el NCCLS (National Committe for Clinical Laboratory
Standars). Esta prueba mide la capacidad de un antibiético (déspapal impregnados

con cantidades conocidas de antibioticos de difundir a través de yypagarnhibir el
crecimiento de las bacterias. La magnitud de la zona de inhibicion no es una funcién de
la actividad in vivo del medicamento. Las magnitudesodénblos no son comparables
entre diferentes antibidticos. La prueba del disco es un test cualitativo, es decir, mide
solamente la inhibiciébn del crecimiento y por lo tanto no indica necesariamente
actividad bactericida. Sin embargo; existe una correlatir@ata entre los diametros de
inhibicion y los CMI(Concentracién Minimanhibitoria) obtenidos por la prueba de

difusién en tubo(Winn et al. 2008§Winn, T, M, W, & V., 2008)

Las bacterias utilizadas fueron diferentes para estudiar el tipo de reacciéon. La
clasificacion de las bacterias se realiza de acuerdo a su respuesta morfoldgica y tintorial.
El método para determinar la actividad antibacteriana de inhibicion de aceite@akesen

de mufa,es KirbyT Bauer de discos de papel, la respuesta de los microrganismos a
diferentes concentraciones de aceite esencial de NWifito6thachys mollisactuando

los monoterpenos terpenos y sesquiterpenos en sipargidograr la inhibicion que se
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representde acuerdo bbshalcs en mm. que presentan las bacte&a&saplico la técnica

en medio liquido para observar cual es la concentracion minima inhibidora (CMI) de
aceite esencial de mufia, para inhabilitar elior@nto de las bacterias (Alvarez et al.,
2005; Udaya y Hazzena, 2002). En el presente estudio, se evalué la actividad
antibacteriana @l aceite esenciale mufia frente a doxepas bacterianas patdégenas.

(Alvarez, Iza Sa, & Echeberr2005)(Udaya Kumar & Hazzena, 2002)

3.6.2:Mecanismos de accion antibacteriana.

Desde el punto de vista molecular, los antimicrobianos de uso clinico ejercen su accion en
algunas de las siguientes estructurfisneziones bacterianas: inhibiendo la sintesis de la pared
bacteriana, alterando la igidad de la membrana citoplasnedfi impidiendo la sintesis

proteica o bloqueando la sintesis o las funciones de &cidos nucleicos. Hay también otros
antimicrobianos cuy funciéon es proteger otros compuestos de las enzimas hidroliticas
bacterianas, como es elactancasds.(Revista de [Enfermedades i b i d o

infecciosas y Microbiologia Clinica)

Procedimiento:

1. Medios de cultivo recomendados

a) Se recomienda el uso de agar Muller Hinton, pH 7.2

b) En caso de realizar la prueba con bacterias de dificil desarrollo, se utiliza Agar sangre

0 Agar Muller Hinton adicionando de 5% de sangre desfibrinada de cordero.

c) Las placas preparadas (con una altura del agar de 4 mm y completamente nivelado)
se @jan a temperatura ambiente, el tiempo suficiente para que se evapore la humedad

de la superficie. También se puede colocar en la estufa a 37°C por 30 minutos.
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2. Inoculacion de las placas

a) Introducir una toruradde algdon estéril en el caldo nutritv

b) Elevar la torundaobre la superficie del caldo y presionarla contra las paredes

interiores del tubo para eliminar el exceso de indculo.

c) Frotar la supeidie de Agar con la torureden forma densa, en 3 direcciones

(horizontal, vertical y diagotgy cubriendo toda la superficie de la placa.

d) Dejar secar la placa por cinco a diez minutos.

e) Elegir los antibi6ticos a utilizar de acuerdo a la identificacion de la cepa.

f) Colocar los discos de sensibilidad con pinza esterilizada a la llamaviamente

enfriada.

g) Presionar suavemente los discos para asegurar su implantacion a la superficie del

Agar.

h) Colocar los discos suficientemente separados. No mas de seis a ocho por placa.

i) Una vez colocado un disco, nunca se debe mover, yal gueil@otico comienza a

difundir casi instantaneamente.

J) Incubar la placa a 37°C por 18 a 24 horas

Medicion de los halos

a) Las zonas de inhibicién (diametro) se miden con unaregla y se expresa en milimetros

(incluyendo los 0.5 cm de diametro delodik

b) La lectura se realiza contra un fondo oscuro con luz reflejada.
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c) Las zonas se miden por la parte posterior de la placa sin abrirla.

d) Si se emplea Agar sangre debe abrirse la placa y medir desde arriba.

e) El punto limite para medir el hadg la inhibicibn completa de desarrollo observado

a ojo desnudo.

f) El didmetro de los halos se compara con una tabla estandarizada que fija los limites

entre sensibilidad, sensibilidad intermedia y resistencia

Este saletermindmediante la confeccién de discos de sensibilidad elaborados con papel
filtro de alta densidad y la aplicacién de estaplacas con medios de cultiwon dos
cepas: l&scherichia oli ATCC 25922como también eBtaphylococcus auredd CC

25923certificadas., es decir splic6el métodode Kirby-Bauer modificado

Para ello serocedid mediante dos métodad primerode disce y el segundade
sacabocadoppza), para lo cual se prepararon 5 muestras por cada método
diferentes concentracionds aceite esencial de mufia disuelto eahaltetilico al 986
y el blanco solo alcohol al 959Blanco, 206, 40%, 60% 80% y 100%valuanddos
resultados deambosmétods y comparandolos con logesultads el antibidtico
Amikacina, estptanto para elS. aureuscomo para la&E. oli. De tal manera que
obtuvimos los datos para la evaluacion del efecto antibacteGanoel método de

discos.el desacabocadg el antibiotico

3.7. Mecanismos de Accion Antiinflamatoria

Las sinergias de los principi@tivos de los componentes del aceite esencial de Muia
impiden la sintesis de los mediadores causantes de la inflamacién de los tejidos
(prostaglandinasyueintervienen en la respuesta inflamat@ianentando la permeabilidad

de los tejidos permitiendd paso de los leucocitos, antiagregante plaquetario, estimulo de
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las terminaciones nerviosas del dol@gdudendo el proceso de inflamacidexisten dos

tipos de células implicadas en la inflamacién: mastocitos y células endoteliales que se
biosintetizanen las prostaglandinague migran al sitio afectado; al interactuar con
receptores de la membrana plao@se acoplan a la proteinadbe activan las fosfolipasas

o incrementan las concentracés del ion calcio intraceluldg que hidroliza el enlace éster

de fosfolipidos de membrana con la liberacién del &cido araquid¢aitda sobre los
procesos inflamatorios por medio de hormonas locales las cuales se degradan
expontaneamente o por encima&l cual es metabolizado rapmente hasta obtener
productos oxigenados (lipooxigenasas, citocromo y produccién de prostaglandirgs

el aceite esencial de mufia contiene flavonoides43’dihidroxilados en el anillo B,
glicocilados en posicion C3 que retiran oxigeno reactivibana de aniones superéxidos ,
radicales hidroxilos, peréxidos lipidicos o hidroperdxidos bloqueando la accién del etérea
de dichas sustancias sobre las células. Sus efectos citoprotectores son muy potentes en
mastocitos y células endoteliales q en presente sulfaxinebutionina un inhibidor
irreversible del glutationsintetasa. Aheme.SA. &0” Brien N.M2008. en heridas de
superficie epitelial a través de una matriz base de tejido conectivo, en heridas mas profundas
éste migra si existe una base detteonjuntivo produciendo el edema. (Gomez Estrada y

col, 2011).Para determinacion antiinflamatoria se utilizé el siguiente método

3.7.1Edema de Rta

Para la determinacion de datividadedematogénica ocasionada por carragenina
(control positivo) en estudio, se trabajé con 5 roeddRastiis norvergicuspor
grupo,alos cuales se inyectaron en la regién subcutanea de la pata derecha con la

sustancia en estudio como es el aceit®loghostachys mollis.

Para ello fueron disueltos 2.5, 5,10 y 20dg! aceite en 50 ul de tamp6n PBS

(Tampon Fosfato Salino) solucion amortiguadora para no producir alteraciones
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fisioldgicas en el individuoseguidamente se inocularon els #mohadillas
plantaesde las patas derechade losespecimenegsas patasizquierda recibieron

50ul de PBS como controluego, fueron hechas mediciones en diferentes
intervalos de tiempo (30 minutos, 1 hora, 3, 6, 9, 18 y 24 horas) después de la
inyeccion de la toxina. Laeterminacion @l edema producido fue calculado
basadoen porcentaje de edema producido, mediante comparacién entre el
aumento en el volumen de la pata inoculada con la sustancia y el aumento de la
pata inoculada con solucién de PBS. La dosis minima deafoén de edema es

definida como la dosis de toxina que induce 30% de edema

3.8 Metodologiaautilizadaspara la elaboracion del gel

3.8.1 Método 1 de la preparacion de gel
a) Nombre: Gel.
b) Sinonimia: Gel de carb6mero.

c) Composicién

Carbomero 94QCarbopol) ....ccceeeeeeeeeiiiieeeeeeeeee e 0,49
Glicerina €é. ... ... ... ... . ..05m.
Tretanolaming..........cevviiiiiiiiie e C.S.p.pHG7
AQUA PUMTICATA ..evveeeiiiiiee e e e 25 ml
Alcohol etilico rectificado 96° ..............ovvvvevvvieemmmeenee. €.S.p.100.00 ml

Adicionalmente, se puede incorporar colorante verde brillanteahygtol u

otro aromatizante (1/106QL0000).

d) Técnica de elaboracién
En un recipiente con tapa colocar el agua con la glicerina y dispersar el
carbdmero 940. Tapar herméticamente y dejar reposar hasta completar la

hidratacion del carbomero, agitar suavemente evitando la formacion de
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f)

9)

h)

)

K)

burbujas luego ajustar el pH entre 6 ycén cantidad suficiente de
trietanolamina o hasta formacion del gel consistente, transparente e incoloro.
EnvasadoEnvasar en frascos dispensadores adecudegdastico,

herméticos.

Condiciones de conservacid@®e debe mantener protegido de la humegdad

a temperatura inferior a 30°C.

Caracteristicas del producto terminado

Es un gel consistente, transparente e incoloro.

Consideraciones farmacotécnicas.

La dispersion e hidratacion del carbémero 940 en el agua se ve facilitada
cuando se mezcla previante con glicerina. La trietanolamina es importante
para ajustar el pH y formar el gel. Se debe controlar que el pH no supere el
valor de 7 debido a que valores mayores son lesivos para la piel.

Plazo de validez

En condiciones Optimas de conservacion:eses.

Indicaciones yposologia

Se aplica en la piel y manos con friccion.

Via de administracion

Topica.

Reacciones adversas

Sequedad e irritacion de piel y mucesan la aplicacion frecuente.
Precauciones, contraindicaciones e interacciones

- Precaucionegtvitar aplicar en piel erosionada y ojos. En caso de aplicar
antisépticos cutaneos alcoholicos previos a la diatermia, considerar que los

pacientes puedan sufrir quemaduras graves.
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- Contraindicacioned.os preparados que contengan alcohol deben evitarse

en neonatos, pueden deshidratar la piel, causar dolor y necrosis si se aplica a

las zonas lesionadas.

- InteraccionesCon otrosantisépticosutaneos alcoholicos, puede

potenciarse el riesgo de sequégagquemaduras de piel.

l) Advertencias

Mantener fuera del alcance de los nifos. No debseisa nifios menores

de 2 afiloSNTP N25302016/MINSA.

3.8.2. Método 2 de la preparacién de gel

a) Introduccion

El gel es una mezcla coloidal utilizada como base para otras formulas

farmacéuticas

Para su elaboracion se requieren de aproximadamente 15 minutos, asi como

los siguietes ingredientes y utensilios:

b) Reactivos:

A
A
A

1 midacarbopol
1. 1 2dhicermd purd e

1 . 1d& tetandlamina

c) Materiales:

A

o o Do Do

R e ¢ idgvidreo rmdn eapacidad d®0 ml.

Col ador de malla fina
B e eedipgemnte chico de vidrio

Agi t adoespaula gl obo

Envase de pl §s tpiesiéa corapacidad degpl@0 mi e

Alcohol al 95%
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d) El procedimiento a seguir consta de los siguientes pasos:

1. Coloque el coladoredmalla fina sobre urecipientebeder o recipiete
chico de vidrio, vierta el carbopol sobre el colador y deshagarlosog
con ayuda de unespétulaa fin de pulverizarlo completamente.

2. Agite con laespéatulduertementemientras agrega poco a poco el carbopol.

3. Agregue la glicerinanientras agita suavemente corelspatula

4. Cuando se haya disuelto por compkdtoarbopol y no se aprecierugnos,
agregue la trietanolamirmaientras agita suavementen Ese momento se
formara el gel, luego agregar el alcohol.
Para usar gjel sedeben lavar las manos utilizando agua y jabén liquido,
frotAndolas por lo menos durante 20 segundos. Enseguida enjuagar, secar y
aplicarlo. Utilizado de esta manera dara la mejor proteccion frente a
bacterias, mohos y virus.
Si se usa en la calle yores posible lavarse las manos, aplicar sobre una
palma y luego frotar las manos, cubriendo principalmente ambas palmas y
yemas de los dedos. Dejar que se seque sin agitar las manos.

e) Conservacion del gel
Es recomendable mantenerlo en un lufyasco y seco, para evitar la
evaporacion del alcohol, que es el ingrediente germi¢itanton y col;

2007)

3.9 Materiales:

A. Material Instrumental:
- Pipetas, micropipetas

- Baguetas
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- Placas Petri
- Beakers de 50ml|
- Florentinos
- Morteros
- Crisol de porcelana
- Embudo de vidrio
- Espéatulas
- Tubos de ensayo
- Frascos para depositar los geles y emulsiones
- Hisopos estériles
- Guantes
- Mechero
- Cinta masking tape
- Jeringas: 3ml, 5ml, 10ml.
- Barbijos
- Gorros descartables
- Mandiles
- Botas
. Equipos:
- Balanza Analitica, Meter Toled&rigider
- Equipo de destilacion por arrastre con Vapor, Miolit
- Estufa,
- Hot Plate
. Material biologico:
- Hojas de muia.
- Aceite esencial de muia

- Especimenede Rattus norvergicus
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CAPITULO IV

RESULTADOS DE LA INVESTIGACION

4.1. Objetivo N 1 Se realiz6 la formulacion greparacion del gel con baseaaeite esencial
de muiaMinthostachys mollisposteriormente se comprobé etetio antiinflamatoriaon

el métodofarmacoldgico edema deata, logrande!l objetivo con logratamientos efas
concentracioas de 5 U, y la de 20 ul para la actividad antinflamatorigja que sus
compuestos terpenos, monoterpenos y sesquiterpenos inhiben el &cido aramuidénic
mitigando el enrojecimiento, calor y dolor del edema ocasionado.

El efectoantibacteriano se comprobd en concentraciones al 80% la inhibicioafives
frente aStafilococcus aureysy al 100% masficazfrente aEscherichia coli siendolos
halos de sensibdiad demayor didmetro en mm, evidencaosu potencialidad y uso en el
tratamiento de enfermedades bacterianas con estag cepaborandoon losestudios de
Diaz K.2005Cano, C,2007, Guiza y Rincén,2007 y Mora et al, 2008sefectos mostrados
se deben a las caracteristicas de los grupos funciodalésrpenos, monoterpenos
sequiterpenos Yy la sinergia de estompuestos presentes el aceite esencial, sobre todo

de la pulegona siendo umonoterpeno componenteayoritario, @contrdndose en 76.42%.
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4.1.2 Evaluacion de las caracteristicas fisicas del gel.

Tabla5: Caracteristicas Fisicas de la Formula del Gel

Gel de Muna
Aspecto Semisdlido
Olor Caracteristico
Color Verde Claro

Fuente: Elaboracién Propia
Férmula: De igual manera la formutambién presenta consistencia semisolida

aceitosa al tacto, también de buena consistencia y apariencia fisica

4.1.3: Elaboracion del gel de mufia con método fusionado

4.1.3.1 Proceso de elaboracion del gel

Se procedié a la preparacion de ur@miula farmacéutica en diferentes
concentraciones en base a las metodologias estudiadas proponiendo la siguiente

formulaciénpropia @l gel base:

Férmula para elaboraciéon de gel base:

Carbopol éééeeeeééédegr
Meti |l parabenosodi ©,2gé e éeé
Propil parabenosodi0,08gré é é
Trietanol aminaéééééééé
Glicerinaéééeéééeéeéécece.
Aceite esenci al d €,13mlu | a €
Edt aééééééeéééééeéé 0.02r
Agua c.s. peécéeceéaseoml
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Preparacion del Gel de Muia.

Mezclar los ingredientes, lentamente verter el AE en un beaker, luego se afadio
el agua destilada, luego la glicerina, luego el propilparabenosodico, seguido del
metilparabensodicoo, luego el EDTA, luelgotrietanolamina y finalmente el
carbopol, siempre en constante agitacion para formar la emulsién, luego dejar
hidratar por 24 hrs. para qse hidrate y adquiera la consistencia de Bala

luego agregar el aceite esencial de mufia en sus diferentesttanmnes.

4.1.32 Evaluacion de las caracteristicas fisicas del gel.

Tabla 6: Caracteristicas Fisicas de la Formula del Gel

Gel de Muna
Aspecto Semisolido
Olor Caracteristico
Color Verde Claro

Fuente: Elaboracion Propia

4.1.3.3Mecanismos de Dispersion del Gel.
Su estructura es casi solida cuando estan inmoviles pero fluidos al agitarlos (tixotropia),
tras su aplicacién topica (en la piel) desaparece rdpidamente y admite la incorporacion
de numerosos principios activos a través de su fase acuosa para inducaspo@sta

terapéutica. (Bruntor2007)

Figura 12: Preparaciéndel gel
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4.2 Objetivo N 2: Caracteristicas Organolépticas del aceite esencial:

1 Aspecto: Homogéneo

1 Estado fisico: Liquido oleoso

1 Olor: Aromético caracteristico de la planta

9 Color: Ligeramente amarillo

i Sabor: Amarga, refrescante, picante

1 Densidad: aceitoso

9 Solubilidad: Insoluble en agua, soluble en alcohol

1 Encontrando a la pulegona (monoterpeno) como componente mayoritario en

concordancia@on los estudios de Fuentes y Munguia 2001

4.3 Objetivo N 3: Informe de ensayo GG MS.

Analisis de aceite esencial: Por G4S.

Lugar: laboratorio de ensayo y control de calidad de la UCSM

Fecha: 06/12/2017

Descripcion: Aceite esencial de mufia

Tamaf® de muestra: 1ml.

Andlisis de AE por cromatografia de gases/espectrometro de masa (CG/EM).
Chromatogram 003083 mufia C: GCM®I&ion Data Proyect 1 muestra control

003083 aceite muiia.
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4.3.1 Determinacion cualitativa
La determinacion cualitativa de metabolitos secundarios por cromatografia
gaseosa con deteccion de masas (denominacion NIST) permitio la identificacion
de:
1 Eucalyptol
1 Octenl-ol, acetate
1 Cyclohexanone,-Bnethyt2-(methylethyl)
1 3-Octyne, 7methyl
1 Pulegme
1 4, 60ctadienoic acid,-acetyt2-methy}, eth €)

1 Spathulenol

4.3.2Estructuras Quimicas de los metabolitos presentes en el aceite esencial de Mufa

en porcentajes: Determinacion cuantitativa(%)

Tabla 7: Estructuras Quimicas Determinacién Cuantitativa

%
Compuestos determinado por el GEMS Compuesto
3-Octine, 7-methyl
(7-metil-Oct-3-ino)
A o \\
\\_\_ - = \“\_ ///
1.84 %
4 ;J
x{{’ j/’
J
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Eucalyptol
(Eucalyptol)

3.38 %

4.67 Octadien acido 2i acetyli 27 methyl -, eth ()
(Acid Oct-4,6-dien-2-acetil- 2-metil (-))

3.74 %
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Octen-1-ol, acetate
(Acetato deoctenilo)

w/ﬂ 472 %
0
4 <
a)‘ a
J J J 9
Spathulenol
(Spathulenol)
H 5
1.13%
Cyclohexanone, Bmethyl-2-(methylethyl)
(5-metil-2-(etilmetil) - ciclohexanona)
\E/
o | 8.77 %
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Pulegona
(Pulegona)

0.

e =
‘M.__\ /
\\:|[/
N AT,
. e .
i
=
-

>y f) ‘)JJ

* %9

&%
W

76.42 %

4.40bjetivo N 4 Rendimiento del aceite esencial obtenido

Se obtuvo el aceite esencial de MyMinthostachys mollispor medio del método por

arrastre de vapor de agua, fue condensextmlectado y luego separado de la fraccidon

acuosa Y finalmente fue almacenado en frascos de color ambar, el célculo del rendimiento

promedio obtenido fue de 0.0910 % en base a la muestra seca de lasoha@bsando con

otros estudios que por el mismo método obtuvierorendimiento promedio de 0.12%

Cuadro2: Rendimiento del aceite esencial de Mufia

RENDIMIENTO DE ACEITE OBTENIDO
Peso (gr) Aceite
muestra Densidad | Obtenido Masa de
Muestra seca (gr/ml) (ml) Aceite Rendimiento
1 5000 0.9048 4.8 4.3430 0.0869
2 5000 0.9048 4.9 4.4335 0.0887
3 5000 0.9048 5.1 4.6145 0.0923
4 5000 0.9048 5.3 4.7954 0.0959
Promedio
Rendimiento | 0.0910 %

Fuente Elaboracion propia
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4.5 ESTADISTICA

4.5.1Evaluacion dd efectoantibacteriano

Tabla8: Resultados para S. Aureus.

Staphylococcus aureus
cc100% cc80% cc60% cc40% cc20% Blanco
Sacabocad 24 28 18 13 12 0
26 20 12 11 11 0
23 18 16 12 12 0
25 18 14 14 11 0
20 22 12 12 12 0
22 24 12 14 11 0
Discos 28 38 20 15 9 0
34 42 18 14 9 0
28 40 16 12 9 0
30 36 20 13 7 0
28 34 22 11 7 0
32 35 15 11 7 0
tde studen
4.98 7.82 3.00 0.00 7.00 -
P>0.05 >0.00 >1.42 <0.03 >0.00 <0.05 -

Fuente: Elaboracion Propia

En la Presentdabla.Se evalud el efecto en la#ferentes concentracioneel aceite
esencial de mufidesde el 100%, hasta valor en blarmpar dos métodos de aplicacion:
por elmétodode sacabocado y por el descos, usando discos de sensibiliéadas
diferentes concentracioneyg, 30ul de solucion de las concentraciones por pozo

correspondientemente
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Tabla9: Resultados para Ecoli.

Escherichia coli

cc100% cc80% cc60% cc40% cc20% Blanco

Sacabocado 30 22 16 19 14 0

15 14 13 15 14 0

13 14 14 13 10 0

30 18 14 14 14 0

10 13 13 12 12 0

10 18 9 13 10 0

Discos 13 15 12 18 10 0

10 18 12 15 11 0

13 15 11 14 11 0

12 18 11 14 9 0

11 15 9 18 10 0

10 15 9 14 9 0

T de student 1.66 0.32 2.28 0.89 2.04 -
P>0.05

P>0.05 P<0.05 P>0.05 P>0.05 P>0.03 -

Fuente: Elaboracion Propia
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Presentamos 6 preparaciones con diferentes concentraciones del aceite esencial desde 20%
al 100% con un blanco que es de 100% alcohol, evaluando estas soluciones sobre placas de
cultivo inoculadas coR. coli,empleamogl método de discos de sensibilidila solucion
a evaluar, asi como tambiénesaple6 el método de sacabocado, donde se Ippz&s en
las placas y se vierta directamente ureaul de cada concentraci@obre6 puntos por

placa.

Se procede al tratamiento estadistico de los dattEshando de la siguiente manera, en
una primera etapa se evalla medias medianas, con un tratamiento descriptivo para lo

cual presentamos las siguientes tablas:

Tabla 10:Resultados paraS. aureus

S.aureus(1){Sacabocado)

blanco ccl100% ccB0% ccal% ccA0% cc20%
0 24 28 18 13 12
0 26 20 12 11 11
] 23 18 16 12 12
] 25 18 14 14 11
] 20 22 12 12 12
0 22 24 12 14 11

Fuente: Elaboracion Propia

Tabla11: Con Ayuda de Excel se procede a la primera evaluacion:

blanco cc100% cc80% ccb0% ccd0% cc20%
Media 0| 23.33 21.67| 14.00 12.67| 11.50]
Error tipico 0| 0.88 1.58 1.03 0.43 0.22
Mediana 0| 23.50 21.00| 13.00 12.50] 11.50]
Maoda 0| H#NSA 13.00| 12.00 12.00| 12.00]
Desviacion estandar 0 2.15 3.88) 2.53 1.21] 0.55
Varianza de la muestra 0 4.67 15.07 6.40 1.47 0.30
Curtosis #iDIV/0! -0.30| -0.06] -0.78 -1.55 -3.33
Coeficiente de asimetria  #iDIV/0! -0.46 0.84 0.39 -0.08 0.00
Rango 0| 6.00 10.00| 6.00 3.00 1.00
Minimao 0| 20.00| 13.00| 12.00 11.00| 11.00]
Maximo 0| 26.00| 28.00| 18.00 14.00| 12.00]
Suma 0| 140.00| 130.00) 84.00 76.00| 69.00|
Cuenta 6| 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00
Nivel de confianza(95.0%) 0 2.27 4.07 2.65 1.27 0.57
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Se observa un valor alto de la media respecto a los @ssiliEnto para keoncentracion

al 100% coro para el 80%asimismo los valores de curtosis son aceptables por que
mientras mas cerca se tenga valores cercanos al cero, denatejomndistribucionlos

valores de desviaciéestandasonmasaltos queen concentraciones menores, debido

gue para concentracionesenores el efecto fue casi nulo, teniendo en cuenta una
concentracion adecuada tanto para la elaboracion de un galénico en valores a 80% esto
también con fines econdmicos, ya que concentracionesdakevdel compuesto,
conllevanaun incremento en el costlel medicamento con fines de comercializacion a

futuro. De tal manera queddemostrado enl siguiente histogima

Grafico N 1: Resultados deS. aureuscon discos

Histograma S. Aureus, (Empleo de discos)

100%
20%

20%

T0%

60%

50%

40%

30%

20%
10%
0%

ccalBs ccl00% cob0% ccd 0% 205 blanco

Fuente ElaboraciorPropia

Aqui se procede a la segunda evaluacion, pafa @ureus empleandaambiénel
método de wcos de sensibilidadredizando el mismo tratamiento caodiferentes

concentraciones
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Tabla 12 Segunda evaluacion y resultados de S. aureursienamiento de datos:

S.aureus(2)(Discos)

blanco ccl00% ccB0% cch0% ccA0% cc20%
0 28 3z 20 15 9
0 34 42 18 14 9
0 28 40 16 12 9
0 30 36 20 13 7
0 28 34 22 11 7
0 32 35 15 11 7

Fuente: Elaboracion Propia

Con ayuda de Excel

se realiz6 la evaluacion estadistieest

blanco ccl00% ccB0% cco0% ccd0% cc20%
Media 0 30.00 37.50 18.50 12.67 8.00
Error tipico 0 1.03 1.26 1.09 0.67 0.45
Mediana 0 29.00 37.00 15.00 12.50 8.00
Moda 0 28.00 #N/A 20.00 11.00 9.00
Desviacion estandar 0 2.53 3.08 2.66 1.63 1.10
Varianza de la muestra 0 6.40 9.50 7.10 2.67 1.20
Curtosis #DIvV/ o -0.78 -1.26 -1.40 -1.48 -3.33
Coeficiente de asimetria #iDIV/0! 0.89 0.46 -0.14 0.32 0.00
Rango 0 6.00 3.00 7.00 4,00 2.00
Minimao 0 28.00 34.00 15.00 11.00 7.00
Maximo 0 3400 42.00 22.00 15.00 9.00
Suma 0 180.00 225.00 111.00 76.00 43.00
Cuenta il 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00
Nivel de confianza(95.0% 0 2.65 3.23 2.80 1.71] 1.15

Fuente Elaboraciorpropia

En el presente cuadro se observa un valor de media de 37,5 respectos al de 30, es decir

se mantiene leendencia den valor de cc al 80% que demuestra su efectividad,

De igual manera en el Histograma que se presenta se observa la tendenciaasdicada
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Fuente ElaboraciérPropiaTratamientcestadisticgaraE. coli de la misma manera,
tenemos el primer cuadro ordenando los datos.
Grafico N2: Resultados d&. Coli conSacabocado

Tratamiento de E.coli con sacabocado (1)

CC100% cCBO% ol CoE0% 20 blanca

Tabla N 13: tratamientos de diferentes concentraciones cda. coli

Blanco cc100% cc80% cc60% cc40% cc20%

30 22 16 19 14
0

15 14 13 15 14
0

13 14 14 13 10
0

30 18 14 14 14
0

10 13 13 12 12
0

10 18 9 13 10
0

Fuente Elaboracion Propia
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Tabla13: Con Excel avanzado procederemos al tratamiento estadistico,

blanco | cc100% | ccsox | ece0% | ccao% | ccoox
Media 0 18.00] 16.50] 13.17 14,33 12.33
Error tipico 0 3.87 1.41 0.95 1.02 0.80
Mediana 0 14.00 16.00 13.50 13.50 13.00
Moda 0 BG.Dﬂl 14.Dﬂ| 13.Dﬂ| 13.00 14.00
Desviacidn estandar 0 9.49 3.45 2.32 2.50 1.97
Varianza de la muestra 0 90.00 11.90] 5.37 6.27 3.87
Curtosis #iDIv/o! -1.90 -0.55 2.67 2.85 -2.39
Coeficiente de asimetria = #{DIV/0! 0.80 0.72 -1.17 1.61 -0.46
Rango 0 20.00 9.00 7.00 7.00 4.00
Minimo 0 10.00 13.00 9.00 12.00 10.00
Maximo 0 30.00 22.00 16.00 19.00 14.00
Suma 0 108.00 99.00 79.00 80.00 74.00
Cuenta il 6.00) 6.00 6.00) 6.00 0.00
Mivel de confianza(95.0%) 0 5.96) 3.62 2.43 2.63 2.06

FuenteElaboraciorpropia

En lapresente tabla sebservda mayor efectividadle laconcentraciéral 80% sobre

la E. Coli. Reflejado de igual maneea el Histograma.

Gréfica N 3 : Tratamiento de E. coli con discos

Tratamiento de E.coli con discos{2)

1005
S0%
80%
T0%
B0%
50%
40%
30%
20%
10%
0%

ccB0% cc100% cob0ts ccd%s cc205% blanco

Fuente: Elaboraciorpropia
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En el presenteibtograma se observa tariéoconcentracioml 1006 como al 80% las

gue representan mayor efeetatibacteriano.

Finalmente el tratamiento estadistico pat Coli por el método de discos de

Sensibilidadasitenemos

Tabla1l4: Resultados dé&. Coli con discos

Tratamiento con discos (2) E.coli

blanco ccl00% ccB0% cce0% ccd0% cc20%
0 13 15 12 11 10
0 10 18 12 12 11
0 18 15 11 13 11
0 12 18 11 14 9
0 14 15 12 10
0 12 15 11 9

FuenteElaboracién Propia

Tabla 15: Con el empleo de Excel realizaremos el primer tratamiento estadistico

blanco ccl00% ccl80% ccb0% ccd0% cc20%
Media 0 13.17 16.00 10.67 12.17 10.00
Error tipico ] 1.11 0.63 0.56| 0.45| 0.37
Mediana 0 12.50 15.00 11.00 12.00 10.00
Moda ] 12.00 15.00| 12.00| 11.00| 10.00
Desviacion estandar 0 2.71 1.55 1.37 1.17 0.89
Varianza de la muestra 0 7.37 2.40, 1.87 1.37 0.80
Curtosis #DIV/0! 2.14 -1.88 -1.88 -0.45 -1.88
Coeficiente de asimetria  #DIV/0! 1.18 0.97 -0.52| 0.67 0.00
Rango 0 2.00 3.00 3.00 3.00 2.00
Minimao ] 10.00 15.00| 9.00)| 11.00| 9.00
Maximo 0 18.00 18.00 12.00 14.00 11.00
Suma ] 79.00 96.00)| 64.00| 73.00| 60.00
Cuenta il 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00
MNivel de confianza(95.0%) 0 2.85 1.63 1.43 1.23 0.94

Fuente: Elaboracién propia

De igual forma para |&. coli, también se obsenel efecto parda cc al 80%, siendo

este mas representativo, con curtosis de valores bajos.

Finalmente presentamos el histograma correspondiente que refleja lo expuesto
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Luego seaplicé el andlisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo,
para obsrvar elvalor F, calculado en la tabpera la comparacién de métodes decir

si los métodos son importantes en el experimento a nivel de blasjimo si los
diferentes porcentajes son importantes o tienen diferesigasicativasimportangs,
tenemoda siguientetablapara elS.aureus comparando los dos métodos, asi como los

diferentes porcentajes

Tabla 16: Resultados deS. aureus con sacabocadvy discos

S.aureus
cc100% cc80% cc60% cc40% cc20% Blanco

Sacabocado 24 28 18 13 12 0
26 20 12 11 11 0

23 18 16 12 12 0

25 18 14 14 11 0

20 22 12 12 12 0

22 24 12 14 11 0

Discos 28 38 20 15 9 0
34 42 18 14 9 0

28 40 16 12 9 0

30 36 20 13 7 0

28 34 22 11 7 0

32 35 15 11 7 0

FuenteElaboraciérPropia
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Tabla17: Aplicaremos analisis de varianza de dos factores, obteniendo lo siguiente:

RESUMEN ccl00% cca0% ccel®% ccd0% cc20%  blsnco  Total
sacabocado

Cuenta B B B B B B 36

Suma 140 130 24 76 59 o 4499

Promedio 23.33 2167 14.00 1267 11.50 0.00 1386

Varianza 4.67 15.07 6.40 147 0.30 0.00 53.95
discos

Cuenta =] B B B =] B 36

Suma 180 225 111 Fl= 438 o 640

Promedio 30 37.5 185 1266667 8 o 1778

Varianza 6.4 9.5 7.1 2666667 12 o 171.26
Total

Cuenta 12 12 12 12 12 12

suma 320 355 1495 152 117 o

Promedio 26.67 2958 16.25 1267 9.75 0.00

Varianza 17.15 7954 1166 188 4.02 0.00

F de tahla para 5 v 60 grados de libertad 2.37
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de los varociones 1o de cuadrodos de libenio de los cuc F robabilidar critico para F
Muestra 276.13 1 276.125 50.502 0.0:00 4.001
Columnas 7251.90 5 1450381 317.795 0000 2.368
Interaccion 70679 5 141358 30973 0000 2.368
Dentro del grupo 273.83 B0 4 564

Total 3508.65 71

Observamos que el valor F etabla para las muestragenoesa 4.001, lo que indica

gue la aplicacion de uno u otro método no es de vital importancia, pero en el caso de las
columnasgsdecir delas diferentes concentraciones nos da un valor de 2.368, menor a
2.37, lo que indicgue,si existe importanciaignificativaen la aplicacion de uno u otro
método quedando a criterio del investigador y a parametros econdmicos ambientales,

etc, la aplicacion de la concentracién especifica.

De igual forma procedemos a la evaluacion de mét@ddspmo de concerdciones,

para la evaluacion de. coli.
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Tabla 18 Comparacion entre E. coli con sacabocagip con discosarreglo de datos

Comparacion para los tratamientos de E. coli

Fuente: Elaboracion Propia

ccl00% | ccBO% cch0% ccd0% cc20% blanco

sacabocado| 30 2 16 19 14 0
15 14 13 15 14 0

13 14 14 13 10 0

30 18 14 14 14 0

10 13 13 12 12 0

10 18 9 13 10 0

discos 13 13 12 11 10 0
10 18 12 12 11 0

18 13 11 13 11 0

12 18 11 14 9 0

14 15 9 12 10 0

12 13 9 11 9 0
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Tabla19: Evaluando la varianzaasi:

RESUMEM ccl00% ccB0%  cch0% ccA0% cc20% blsnco Total
socobocodo
Cuenta 6 6 6 ] 6 6 36
Suma 108 99 79 26 74 ] 445
Promedio 18 16.5 13.167 14.333 12.333 0.000 12.389
Varianza 90 11.9 5.367 0.267 3.807 0.000 52.130
discos
Cuenta ] ] 6 ] ] 6 36
suma 69 96 64 93 60 0 382
Promedio 11.5 16 10.667 15.500 10.000 0.000 10.611
Varianza 1.9 2.4 1.867 3.900 0.800 0.000 30.130
Total
Cuenta 12 12 12 12 12 12
suma 177 195 143 179 134 0
Promedio 14.750  16.250 11.917 14.917 11.167
Varianza 53.295 6.568 4,992 4,992 3.606

Para 5y 60 grados de libertad el F de tabla es2.37
ANALISIS DE VARIANZA

:n de las variaciia de cuadraos de libelio de los cua F 'robabilidaor critico para F
Muestra 36.8888889 1 5b6.5388389 5.322 0.025 4.001
Columnas 2128 5 425.6 39.817 0.000 2.368
Interaccion 109.777778 5 21.95553556 2.054 0.084 2.368
Dentro del gru  641.333333 60 10.6888889
Total 2936 71

FuenteElaboracién propia

Aqui podemos observaue el F de tabla para las muestras o métodos es de 4.001, es
mayor que eValor delatabla, por lo que no tendria mucha influencia en la aplicacion
de uno u otro método, pero en el caso de las columnas es decir las diferentes
concentraciones si el valor es menor que el de t&#e868,es decir si son iportantes

las concentraciones ehdesarrollo del experimento.

Finalmente, se evalué deanera comparativaara las mismas cepas tanto de S

aureus, como de. coliel comparativo empleando después del tratamiento estadistico
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el valor mas efectivale concentredn que fue 80%, presentanhbs siguientes

resultados:

Enuna placa se procedié a la inoculacion de 6 disc@srikacina, para €. aureus

que fue el mismo que se empled en las evaluaciones, comparando asi con los valores

obtenidos al 80%por ser estos de mejor tendencia, pnesdo la siguiente tahla

Tabla 20: Tratamiento al 80%S. aureus vs Alikacina:

5. aureus (2)(Discos)

Amikacina ccB0%
24 38
25 42
27 a0
28 36
24 34
29 35

Fuente: Elaboracion propia
Seguidamente se realiza el tratamiento estadistico en Excel avanzado, obteniendo los
siguientes resultados:

Tabla21: Amikacina vsS. aureus en tratamientol 80%

Amikacina cc80%

Media 26.167 37.500|
Error tipico 0.872 1.258
Mediana 26.000 37.000|
Moda 24,000 #N/A

Desviacion estandar 2.137 3.082]
Varianza de la muestra 4,567 9.500
Curtosis -2.150 -1.260
Coeficiente de asimetria 0.232 0.461]
Rango 5.000 8.000
Minimo 24.000 34.000|
Maximo 29.000 42,000
Suma 157.000 225.000
Cuenta 6.000 6.000]
Nivel de confianza(95.0%) 2.243 3.235

Fuente: Elaboracion propia
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En la tabla se observa una reaccién de ambos frente a la bacteria patdégena, pero se nota
una mayor incidencia del aceiésencialsobre el patgeno, con una media del aceite
esenciabe casi 37.5.

En el siguiete histogramaombinado se presentan los valores obtenidos tanto para la
amikacina como para el aceite esenstdire el patdgen®. aureus.

Gréfica N 4: Efecto de la Amikacina vsS. aureus

Efecto de la Amikacinay Del Extrato sobreel S.
aureus

/\__—

O I TN TT R TT R S Y
R T L =T =]

1 ) 3 4 5 6

B AMKEC NG =—ccB0%

Fuente: Elaboracion propia
De igual forma se analizé la acnide la amikacina sobre el patégeno utilizapdm
el experimento, las cepas de E. coli, presentando los siguientes resultados:

Tabla 22:amikacina vsE. col en tratamiento al 80%

E. Colie (2)(Discos)

amikacina ccB80%
15 15
17 18
19 15
16 18
18 15
17 15

FuenteElaboraion Propia
Luego se insertaron ladiscos con amikacina sobie coli, recolectando los datos
anteriormente mostrados, los mismos que fueron comparados con los resultados al 80%
obtenidos ambién por el método de inoculacién discos conteniendo el aceite

esencialseusoel Excel avanzado para el tratamiento estadistico.
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Tabla N 24: Amikacina vsE. coli entratamiento al 80%

amikasing cc80%
Media 17.000 16.000
Error tipico 0.577 0.632
Mediana 17.000 15.000
Moda 17.000 15.000
Desviacidn estandar 1.414 1.549
Varianza de la muestra 2.000 2.400
Curtosis -0.300 -1.875
Coeficiente de asimetria 0.000 0.968
Rango 4,000 3.000
Minimo 15.000 15.000
Maximao 19.000 18.000
Suma 102.000 596.000
Cuenta 6.000 6.000
Nivel de confianza(95.0%) 1.484 1.626

Fuente: Elaboracion propia

Se observale igual forma el efecto de ambos, ya sea damikacina, asi como del
aceite esenciall 80%, con la diferencia de que la amikacina para.laolipresenta una
mejor reaccionasicomo una mejor curtosis, lo que indica una mejor distribucién de
datos, pero en términos generales se tieneeet@timilar de ambos sobre la bacteria
E. coli

Lo mismo en la grafica combinada que muestizefecb de laamikacina y del aceite

esenciakobre l&E. coli.

Grafica N 5: Efecto de la Amikacina vs. E. coli

Efecto de la Amikacinay del Extracto sobre el E.
colie

1 2 3 4 5 &

B amikacing  s—ccB0%

Fuente: Elaboracién Propia

Se observatas tendencias similaresn una ligera mejora de dmikacina.
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Observacionde las bacteriasStgphylococcus aureusTCC 25923 yEsderichia
coli ATCC25922 en micioscopio con objetivo de 100x y coloracion de Gram

Figura: 13 Staphylococcusureus

Figura: 14: Escherichia coli

4 .52 Evaluacioén del efecto antiinflamatorio

Se estudio el efecto antiinflamatorio del aceite esencididhostachys molligmufia), en
el modelo farmacolégico edema de pata. Para ello fue inducido un efeétdlgmatorio

por accion de carragenina con wlwsis de 1 mg.
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