Un|ver5|dad
Maria Auxiliadora

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

EFECTO ANTIBACTERIANO DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICO Y ACUOSO DE Mentha spicata L. “HIERBA
BUENA” SOBRE Staphylococcus aureus

TESIS PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE QUIMICO
FARMACEUTICO

AUTORES:
BACH. FERNANDEZ PEREZ, GEOVANNA VERONIKA
BACH. PERALES CORREA, KARINA NOELY

ASESOR:
Mg. Q.F. HERNANDEZ GUERRA, REYNA EMPERATRIZ

LIMA — PERU
2021



Dedicatoria

& presente trabiafe de investigacidn se ba
dedica en primer bugay a Dics, par davme
la saliiduvia y fuevza recesavia pava
lagray este anfiele deseadn y trazade en

U i made, poy la dedicacidn que séempye
fia leride conmiige, pay su amer, apaye y
tolevarncia constarte

U i anardle. espasa, que can amey y
apeya incondicional siempre estuve
presente cuarde lo rnecestte para
ayudaune a culminay me caviera
prefesioral.

Geovanna Verorifta Fewdndez Fevez



Dedicatoria

& presente trabiaje de investigacidn se le
dedica en primer bugay a Dics, par davme
la saliduvia y fuevza necesavia para
lagray este antiele deseada y trazade en

U miis fijes, padies y espase que sor ba
fuevza pava pader culminar mi cavievea y

Ravina Naely Serales Covvea



Agradecimiento

Ugvadecemas a Dies per estar

preserte en nuestias vidas
bunddndenes salud y corecimiente,
pava legrar ba mela trazada.

U restra madve y espasa, pox estay
slempre presernte ern las mamertes mdas
dificites de rucestva cavvera,
tvinddndenes su apoya, confianza y
pactencia en este gran legra.

Finalmente agvadecer de manera
especial a ruestres decerntes por
bundavnos su apeye, ensefiarnza y
contecimitente a lo barge de nuestva
cavveva profesional y tesis de
lrevestigacidre.



indice general

=35 8110 PP IXX
Y 011 = (o APPSR X
L. INTRODUCCION ....ooviiiieieieceeteee ettt ettt eae e 1
[l. MATERIALES Y METODOS ......oviiiiiiieeeieeeeeee ettt 6

2.1 Enfoque y disefio de investigacion

2.2 Poblacion, muestra y muestreo

2.3 Variables de investigacion

2.4 Técnica e instrumento de recoleccion de datos

2.5 Plan de recoleccion de datos

2.6. Métodos de analisis estadisticos

2.7 Aspectos éticos
I RESULTADOS ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeaas 10
IV, DISCUSION .....oiiiitiieieteieie ettt sttt es e eene e s 15

4.1. Discusion de resultados

4.2. Conclusiones

4.3. Recomendaciones
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oveiieieeeeeeeeeeeee e 20
AN E X O S et e e e e s 23



indice de Tablas

Tabla 1. Diametros de la zona de inhibicion de los extractos acuosos ................ 10
Tabla 2. Diametros de la zona de inhibicion de los extractos etandlicos.............. 11
Tabla 3. Prueba de Normalidad realizada para los grupos de trabajo.................. 12
Tabla 4. Prueba de homogeneidad de varianzas............ccceevvevvieiiiieeeeeeeeeiiiinnn 12
Tabla 5. Prueba de Tukey para los grupos de trabajo..........cccccccceeeviiiiiiiiiiiinnnnnnn. 13

Vi



indice de Figuras

Figura 1. Gréafico de medias de los grupos de analisis............c.cccceeeevveiiiiiineeeenn, 14
Figura 2. Preparacion de los macerados de hojas ...........cccvvvvieeiieeeiiniiiiiiiieeeenn. 29
Figura 3. Filtrado de los macerados de hojas de  ..........cccccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienns 29
Figura 4. Evaporacion de los filtrados de Mentha .............cccooooiiiiiiiiiieeee, 29
Figura 5. Pesada de los extractos de Mentha spitaca L. “Hierba buena .............. 29
Figura 6. Preparacion de los extractos de Mentha spitaca L...........ccccccvvvveeeeennn. 30
Figura 7. Activacion de StaphylOCOCCUS QUIEUS  ........cooviuviviiiiieeeeeeeiiiiieieeeene 30
Figura 8. Incubacion de StaphylocoCCUuS i 30
Figura 9. Preparacion del indculo de trabajo  ....ooooeviiiiiiiii e, 30
Figura 10. Preparacion de discos con extractos de.............ccceeveeeeeeeeveeiiiiiiieeeeenn, 31
Figura 11. Aplicacion de los discos en medios de CUltiVO.............coocvvveeeiiiineeennne 31
Figura 12. INCUbacion de PIacCas. ........cccuiiiiiiiiiiiiiiiieee e 31
Figura 13. Medicion de los halos de inhibiCiOn .............ccccoviiiiii e, 31
Figura 14. Formacion de halos de inhibiCiOn ..............ccooovviiiiiiii e, 31

Vi



Indice de Anexos

Anexo A. Operacionalizacion de variables ... 24
Anexo B. Instrumentos de recoleccion de datos ..........cceeveeeeeieeiiiiiiiiiiiiieeee e 25
Anexo C. ldentificacion taxondmica de Mentha spitaca L. “Hierba buena” .......... 26
Anexo D. Certificado de analisis de la Cepa.......cccoevvveeiiiiiiiiiiiiii e 27
Anexo E. Evidencias de CampPO.........uiiiiiii i 29
Anexo F. Carta de autorizacion del propietario del terreno de cultivo .................. 32

viii



Resumen

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo determinar el efecto
antibacteriano de los extractos de Mentha spicata L. “Hierba buena” sobre
Staphylococcus aureus. Para el estudio se obtuvo los extractos acuoso y etanolico
de la planta, se peso y tritur6 300g. de las hojas y se puso en maceracion por 24
horas, luego se filtré y se obtuvieron los extractos los cuales se prepararon al 100%,
75% y 50% de concentracion. La determinacién del efecto antibacteriano se obtuvo
mediante el método de difusién de disco en agar o Kirby Bauer, se coloc6 10ul de
cada extracto en discos de 6 mm y se recolecto los datos de los halos producidos.
En los resultados no se encontraron efecto antibacteriano de los extractos acuosos,
sin embargo, los extractos etanodlicos presentaron halo de inhibicion de 19,76 +
0,33; 18,35 + 0,34y 17,55 + 0,33 para las concentraciones del 100%, 75% y 50%
respectivamente, los analisis de los datos se realizaron mediante estadisticas
descriptivas, pruebas de normalidad y la prueba de Tukey. Se concluye que el
extracto acuoso de Mentha spicata L. “Hierba buena” no presenta efecto
antibacteriano sobre Staphylococcus aureus, pero, el extracto etandlico si presenta

efecto antibacteriano.



Abstract

This research aims to determine the antibacterial effect of the extracts of Mentha
spicata L. "Hierba buena" on Staphylococcus aureus. For the analysis, we had
gotten the aqueous and ethanolic extracts of the plant; It was weighed and crushed
300g. of the leaves and It was macerated for 24 hours. Then It was filtered and
obtained the extracts which were prepared at 100%, 75% and 50% of it. The
determination of the antibacterial effect was achieved by the method of diffusion of
disc in agar or Kirby Bauer, 10ul of each extract was placed in 6mm discs and the
size of the halos produced on the plates with Staphylococcus aureus ATCC 25923.
In the results no antibacterial effect of the aqueous extracts was found, however the
ethanolic extracts found halo of inhibition of 19.76 + 0.33; 18.35 + 0.34 and 17.55 +
0.33 for measurements of 100%, 75% and 50% respectively, in data analysis were
performed using descriptive statistics, normality tests and the Tukey test. In
conclusion, the aqueous extract of Mentha spicata L. "Good herb" has no
antibacterial effect on Staphylococcus aureus; nonetheless the ethanolic extract

does have an antibacterial effect on this strain.



l. INTRODUCCION

Las infecciones bacterianas son causadas por microorganismos de tamafo
microscopico, unicelulares y sin ndcleo, estos viven en todo tipo de ambientes.
Muchas bacterias no causan ningun dafio y solo algunos tipos de bacterias causan
o provocan enfermedades mediante la produccién de toxinas como Staphylococcus

aureus, ademas de producir resistencia bacteriana®.

Los datos reportados por la Organizacion Mundial de la Salud (2018) sobre
resistencia a los antibiéticos indican elevados niveles de resistencia en algunas
bacterias, siendo igual en los paises de altos y bajos ingresos econémicos. Las
bacterias que causan resistencia comunmente son Staphylococcus aureus,

Klebsiella pneumoniae, y Escherichia coli seguidas de Salmonella spp?.

El tratamiento farmacoldgico a nivel mundial se ve afectado en su eficacia debido
a la resistencia a los antimicrobianos. Cada afio, 480000 personas presentan
tuberculosis multirresistente, asi mismo, el tratamiento contra el paludismo y VIH
empieza a complicarse por la resistencia frente a los antimicrobianos, del mismo

modo aumenta el costo del tratamiento sanitario.3

En Suecia, Noruega, Australia, Austria, Canada, Eslovenia, Reino Unido, Japén,
Sudafrica, y Francia se han reportado casos en los que ha fracasado el tratamiento

contra la gonorrea®.

Staphylococcus aureus es el agente que causa infecciones graves en centros
sanitarios y la comunidad, este microorganismo esta presentando resistencia
generalizada al tratamiento antibidtico. Existen datos que indican que las personas
gue sufren de infeccidén por Staphylococcus aureus resistente a la meticilina tienen

64% mas probabilidad de morir®.

En el Peru el 50% de Staphylococcus aureus que fueron aislados de varios
hemocultivos durante 2008 — 2009, presentaron resistencia a meticilina, no
obstante, desde los afios 90 ya se han reportado casos de resistencia a la

meticilina®.



En Lambayeque la  proporcibn de  resistencia  microbiana  de
la Oxacilina fue de 71.7% en pacientes hospitalizados, a la eritromicina fue de
73.1% y gentamicina fue de 67.4%’.

La resistencia bacteriana se ha convertido en un problema importante de salud
publica, ya que provoca la ineficacia de los tratamientos farmacoldgicos, en ese
sentido es necesario encontrar alternativas antimicrobianas que no promuevan

resistencia bacteriana y muestren efectividad en el tratamiento?.

A continuacion, se presentan las bases tedricas que sustentan nuestra
investigacion, inicialmente detallaremos las caracteristicas de la variable

independiente y posteriormente la dependiente.

Mentha spicata L. es una hierba perenne estolonifera, muy aromatica que presenta
en su composicion quimica aceite esencial (1 a 2%) rico en cineol, carvona, dihidro-
carveol y trazas de mentol y otras sustancias como felandreno, alfa y delta-pineno,
alcohol octilico y en algunas variedades dipenteno-cineol. Presenta, asi mismo,
aceites esenciales, derivados terpénicos, mucilagos, saponinas, safrol, taninos, y
sales de calcio y potasio. A esta planta se le han atribuidos propiedades digestivas
a través de infusiones, antiespasmddicas, antiinflamatorias, estimulantes,

estimulantes y antibacterianos®.

Una de las formas de determinar el efecto antibacteriano de las plantas es por
medio de antibiogramas que son pruebas microbiolégicas que se emplean para
determinar la sensibilidad o resistencia a un grupo de antibioticos de una bacteria
especifica. Las técnicas de antibiograma son las utilizadas para estudiar la actividad
de los antimicrobianos frente a los microorganismos responsables de las

infecciones?O,

El Staphylococcus aureus es una especie bacteriana integrada por formas
cocaceas de 0,8-1,0 um de diametro, que se dividen en mas de un plano, por lo que
se agrupan irregularmente en racimos Una caracteristica muy importante de este
germen es que sus toxinas pueden ser causa de intoxicacion. En general, la
presencia de un numero elevado de Staphylococcus aureus en un reflejo de higiene

defectuosall.


https://es.wikipedia.org/wiki/Bacteria

Figuerola M.*? compar6 el efecto antibacteriano del aceite esencial de Mentha
spicata sobre escherichia coli cepa 25922 con norfloxacino para lo cual emple6 un
disefio de estudio experimental; la poblacion consistio en cepas de Escherichia coli.
La actividad antimicrobiana se determiné por Kirby Bauer, las conclusiones del
estudio refieren que Mentha spicata y norfloxacino presentan efecto antibacteriano

sobre Escherichia coli cepa ATCC 25922, aunque no similares.

Por otro lado, el estudio realizado por Castro Y.'2 no logré demostrar la eficacia
antibacteriana de los aceites esenciales de Mentha piperita “menta” Y Rosmarinus
officinalis “romero”, sobre Staphylococcus aureus, los aceites fueron obtenidos por

el método de arrastre por vapor de agua.

Lépez I., Morales P. y Ramirez M.'* realizaron un estudio comparativo del efecto
inhibitorio de nanoparticulas de plata estabilizadas con citrato y Mentha spicata
sobre Enterobacter cloacae”. Los resultados del estudio mostraron que las
nanoparticulas (NP’s) de plata estabilizadas Mentha spicata, presentaron inhibicion
a una concentraciéon 25 pg/mL y las NP’s de plata estabilizadas con citrato
presentaron inhibicion a una concentracion de 12.5 pg/mL ambas sobre la E.

cloacae.

Esparadero et al.'® evalud la actividad microbiol6égica y composicién quimica de los
extractos organicos de Euphorbia aff. viridis Boiss sobre Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli. Se realizé un estudio fitoquimico donde
se analizaron saponinas, fenoles, lactonas, taninos, cumarinas, y flavonoides
obteniéndose resultados positivos para todos. Se realizo la caracterizacion quimica
con la técnica de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de Masas
(GC-MS). En los resultados se observé 36,66 % de lanosterol, 12,25 % [B-sitosterol,

5,11% 3 -3 — colest -4 —en - 3 - ol, 4,73 % acido hexadecanoico.

Chrysarguris A. et at.' evalué la actividad antioxidante y antibacteriana de Mentha
spicata al ser afectada por niveles de potasio (K) en el suelo de cultivo demostrando
que la aplicacion de K a cantidades elevadas, aumento el contenido de polifenoles
de la planta y la actividad antioxidante (DPPH, FRAP), mientras que K > 325 mg/L
revelé estrés oxidativo (aumento de H202), seguido de la activacion de enzimas
antioxidantes (SOD, APX, CAT).



Horvath P. y Kosc¢ova J.17 determinaron el efecto antibacteriano de los aceites
esenciales de Mentha piperita, Mentha arvensis y Mentha spicata a las
concentraciones de 1%, 0.5%, 0.25%, 0.125% y 0.0625% contra Staphylococcus
aureus incluido el resistente a la meticilina (MRSA), las concentraciones mas bajas

inhibieron el crecimiento de S. aureus vario entre 0.125% y 0.125%.

Basados en la realidad problematica manifestada y, los antecedentes presentados,
y su alarmante incremento de la resistencia bacteriana y la inefectividad de los
tratamientos a los antibiéticos en especial de Staphylococcus aureus,
microorganismo causante de las infecciones del ser humano que ocasiona
problemas en el tratamiento, recuperacion y costos de atencién, hemos tomado en
consideracion la presente investigacion, que busca aportar al conocimiento sobre

la planta Mentha spicata L. “hierba buena”.

El estudio aportara al conocimiento sobre las propiedades antibacterianas de
Mentha spicata L., identificara cuél de los extractos de esta planta presenta mayor
efecto antibacteriano, ayudara a controlar las infecciones bacterianas producidas
por Staphylococcus aureus de manera no farmacoldgica disminuyendo los riesgos
de resistencia de esta bacteria, los resultados obtenidos permitirdn controlar o
disminuir los altos costos por tratamiento.

Asi mismo, el estudio brindara soporte metodologico y se proyecta a tener una
aplicacion con un fin social en el campo de la salud, lo que representara en el futuro
una alternativa en el tratamiento de infecciones producidas por Staphylococcus
aureus y una herramienta para disminuir los indices de resistencia bacteriana de

este microorganismo.

En este sentido, el objetivo del proyecto busca determinar el efecto antibacteriano

“in vitro” de los extractos acuosos y etanolico de Mentha spicata L. “hierba buena”

sobre Staphylococcus aureus, del cual se han formulado los siguientes objetivos

especificos:

e Determinar el efecto antibacteriano del extracto acuoso de Mentha spicata L.
“hierba buena” al 50%, 75% y 100% sobre Staphylococcus aureus.

e Determinar el efecto antibacteriano del extracto etanélico de Mentha spicata L.
“hierba buena” al 50%, 75% y 100% sobre Staphylococcus aureus.



e Comparar el efecto antibacteriano del extracto etandlico y acuoso de Mentha

spicata L. “hierba buena” sobre Staphylococcus aureus con SMT+TMP

La hipétesis alterna planteada en la investigacion confirma que los extractos de

Mentha spicata L. “hierba buena” presentan efecto antibacteriano sobre

Staphylococcus aureus, las hipoétesis especificas se muestran a continuacion:

e El extracto acuoso de Mentha spicata L. “hierba buena” a concentraciones del
50%, 75% y 100% presenta efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus

e Elextracto etandlico de Mentha spicata L. “hierba buena” a concentraciones del
50%, 75% y 100% presenta efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus

e El extracto etandlico y acuoso de Mentha spicata L. “hierba buena” presenta

mayor efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus que SMP+TMP



ll. MATERIALES Y METODOS

2.1 Enfoque y disefio de investigacion

La presente investigacion presenta un enfoque cuantitativo, de disefio experimental
y de corte transversall®8. Es experimental debido a que se manipula las variables
en condiciones controladas de laboratorio con plena intervencion del investigador y
transversal debido a que se obtuvo y recolectd los datos en un determinado

momento de la investigacion.

2.2 Poblacion, muestra y muestreo

La poblacién estuvo conformada por Mentha spicata L. “hierba buena” recolectada
en el distrito de Ferrefafe del departamento de Lambayeque y la cepa bacteriana
de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

En cuanto a los criterios de inclusion que se tomaron en cuenta tenemos: La
muestra vegetal se recolect6 en buenas condiciones, fueron frescas y
pertenecieron a la misma especie vegetal, no presentaron contaminacion ni
deterioro, en cuanto a la cepa microbioldgica de Staphylococcus aureus contd con
certificado de analisis ATCC 25923.

Se recolectd una cantidad de muestra de 1000 gramos del distrito de Ferrefiafe
ubicada a 6°39'20.7 de latitud Sur y 79°46'21.0 de longitud Oeste, el tipo de

muestreo empleado fue del tipo no probabilistico por conveniencia.

2.3 Variables de investigacion

La investigacion presentd dos variables independientes, el extracto acuoso y
extracto etanodlico de Mentha spicata L. “hierba buena”, la variable dependiente fue
el efecto antibacteriano. Segun la naturaleza del estudio las variables son
cuantitativas con escala de medicion de razon.

Definicion conceptual: El efecto antibacteriano es la inhibicion en el crecimiento

o desarrollo normal de las bacterias 1°.

Definicion operacional: Didmetro del halo de inhibicién producido al exponer la
sustancia antibiética frente a un medio con células bacterianas de Staphylococcus

aureus.



2.4 Técnica e instrumento de recoleccion de datos

La técnica empleada para la recoleccion de datos fue Kirby-Bauer mediante la
medicion del tamafio del halo de inhibicion?°.
En cuanto al instrumento empleado para la recoleccion de datos fue el vernier digital

y tabla de registro de datos.

2.5 Plan de recoleccion de datos

2.5.1. Autorizacion y coordinaciones previas para la recoleccion de datos

Se solicitd directamente los permisos a los agricultores de la zona de Ferrefiafe del
departamento de Lambayeque para la extraccion de las muestras vegetales, asi
mismo, se llevaron dos muestras vegetales al herbario de la Universidad Pedro Ruiz

Gallo para su identificacion y conformidad taxonémica.
2.5.2. Recoleccion de la muestra vegetal

La muestra vegetal fue recolectada en el distrito de Ferrefiafe, departamento de
Lambayeque situado a 6°39'20.7 de latitud Sury 79°46'21.0 de longitud Oeste

Se tomaron las muestras para el estudio taxondmico las que fueron extendidas en
cartulina foldcote y adherida con papel pegatina, se colocé papel periddico sobre y
debajo de las muestras y fueron prensadas por 7 dias.

Se tomo aproximadamente 1000 gramos de hojas las que fueron lavadas y secadas

al sol sobre papel periédico.
2.5.3. ldentificacion taxondmica de la muestra vegetal

Las muestras fueron prensadas, secadas y llevadas al herbario Pedro Ruiz Gallo

de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo en el distrito de Lambayeque.
2.5.4. Preparacion del extracto alcohdlico y acuoso:

Se pesaron 3009 de hojas secas de la muestra bioldgica, se trituraron y se le agrego
1000 MI de etanol de 96°, luego se le dejo macerar por 8 dias. De igual manera se
procedié a la obtencion del extracto acuoso, pero solo se empled agua destilada

como solvente para la maceracion.



2.5.5. Reactivacion de la cepa de Staphylococcus aureus

La reactivacion de la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 se realizé segun
la informacion técnica del catadlogo de la empresa comercializadora de la cepa,

manteniéndose el indculo en agar TSA.
2.5.6. Sembrado en placa de cepa de Staphylococcus aureus:

Se realizé un sembrado en estrias en TSA, se llevo a incubacién por 24 horas a
37°C.

2.5.7. Evaluacién del efecto del extracto etandlico y acuoso de Mentha

spicata L. “hierba buena”

a) Con pinzas estériles se colocé en cada placa ocho (8) discos de papel de
filtro de la manera siguiente:
e 1 disco con 10 pl de alcohol etilico al 96% (control negativo) y un 1 disco
con 10 ul de agua destilada (control negativo), segun sea el caso.
e 1 disco con SMT-TMP (control positivo).
e 3 discos con 10 ul de extracto etandlico de Mentha spicata L. al 50%, 75%
y 100%
e 3 discos con 10 pl de extracto acuoso de Mentha spicata L. al 50%, 75%
y 100%
b) Las muestras se incubaron por 24 horas a 37°C
c) Luego de esto se procedié a tomar las medidas directas de los halos de
inhibicién formados
d) Se realizaron la lectura del tamafio de los halos de inhibicion obtenidos
mediante el vernier digital.
e) Los datos fueron registrados en una tabla de registro segun concentracion

y tipo de extracto

2.6. Métodos de andlisis estadisticos

En el andlisis estadistico se obtuvo la estadistica descriptiva y se realiz6 la prueba
de normalidad de Kolmogorov Smirnov y la prueba de homogeneidad de Levene a

los datos obtenidos, posteriormente se realizaron las pruebas inferenciales para



determinar la aceptacion o rechazo de la hipétesis alterna, mediante la prueba de
Tukey con un nivel de significancia alfa de 0,05.

2.7 Aspectos éticos

En consideracion al tipo de investigacion se tomo en cuenta el aspecto bioético de
no maleficencia.

En atencion a este principio no se produjeron dafio bajo cualquier circunstancia a
ninguno de los integrantes del estudio o terceras personas, asi mismo, se evito el
dafio al medio ambiente tratando el material biocontaminado en autoclave para su

eliminacién posterior como norma de bioseguridad.



lll. RESULTADOS

Tabla 1. Diametros (en milimetros) obtenidos de la zona de inhibicién de los
extractos acuosos de Mentha spicata L. “Hierba buena” al 100%, 75% y 50%

sobre Staphylococcus aureus

POICENEE Control Control
Placa 100% 75% 50% Positivo  Negativo

1 6,4 6,4 5,9 24,0 6,0
2 6,1 6,9 6.8 24,3 6,0
3 6,6 6,2 6,7 24,6 6,1
4 6,3 6,2 6,0 25,1 6,0
5 6,4 6,0 6,4 23,9 6,0
6 6,5 6,4 6,4 24,2 6,4
7 6,3 6,4 6,3 24,3 6,2
8 7,0 6,4 6,1 24,0 6,2
9 6,4 6,6 6,0 24,6 6,7
10 6,5 6,5 6,3 24,3 6,3
11 6,8 6,9 6,3 24,7 6,2
12 6,4 6,8 6,0 24,0 6,0
13 6,4 6,9 6,0 24,3 6,0
14 6,1 6,6 6,2 24,1 6,5
15 6,6 6,3 6,1 24,0 6,0

Media 6,44 6,22 6,03 24,29 6,04

Desv.

Estandar 0,22 0,29 0,24 0,34 0,23

Fuente: Datos obtenidos por el investigador. 2020

En la tabla 1, se observa las medidas de los halos de inhibicién producidos por el efecto
antibacteriano de los extractos acuosos de Mentha spicata L. “Hierba buena” al 100%, 75%
y 50% sobre Staphylococcus aureus. Se encontré una media y desviacion estandar de 6,44
+0,22; 6,22 + 0,29 y 6,03 + 0,24 para los extractos acuosos de Mentha spicata L. “Hierba
buena” al 100%, 75% y 50% respectivamente, estos resultados son similares a los valores

encontrados con el Control Negativo (agua destilada) el cual fue de fue de 0,04 + 0,23.
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Tabla 2. Diametros (en milimetros) obtenidos de la zona de inhibicién de los
extractos etandlicos de Mentha spicata L. “Hierba buena” al 100%, 75% y 50%

sobre Staphylococcus aureus

Porcentaje
Blanco  Blanco
Placa 100% 75% 50% Positivo Negativo
1 194 18,5 17,7 24,0 6,0
2 20,2 17,9 17,5 24,3 6,0
3 20,1 18,5 17,5 24,6 6,1
4 19,4 18,9 16,9 251 6,0
5 19,6 18,2 17,9 23,9 6,0
6 20,2 18,8 17,7 24,2 6,4
7 20,0 18,0 17,4 24,3 6,2
8 193 18,3 17,6 24,0 6,2
9 19,6 18,0 17,8 24,6 6,0
10 19,7 17,9 17,3 24,3 6,0
11 20,1 18,8 18,0 24,7 6,2
12 19,3 18,4 17,0 24,0 6,0
13 19,7 18,8 17,6 24,3 6,6
14 20,2 18,3 17,9 24,1 6,5
15 19,7 18,0 17,5 24,0 6,0
Media 19,76 18,35 17,55 24,29 6,04
Desv.
Estandar 0,33 0,34 0,33 0,34 0,23

Fuente: Datos obtenidos por el investigador. 2020

En la tabla 2, se observa las medidas de los halos de inhibicién producidos por el efecto
antibacteriano de los extractos etandlicos de Mentha spicata L. “Hierba buena” al 100%,
75% y 50% sobre Staphylococcus aureus. Se encontré una media y desviacion estandar
de 19,76 + 0,33; 18,35 + 0,34 y 17,55 + 0,33 para los extractos etandlicos de Mentha
spicata L. “Hierba buena” al 100%, 75% y 50% respectivamente. Los resultados de la media
y desviacion estandar para el Control Positivo (Sulfametoxaxol + trimetropin) fueron de
24,29 + 0,34. Se observa un mayor efecto antibacteriano en el extracto etandlico al 100%,

disminuyendo el efecto conforme disminuye su concentracion.
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Tabla 3. Prueba de Normalidad realizada para los grupos de trabajo

Kolmogorov-Smirnov?
Grupos de trabajo ) _
Estadistico gl Sig.
Extracto etanélico 100% 0,15 15 0,200
Extracto etanélico 75% 0,174 15 0,200
., Extracto etandlico 50% 0,154 15 0,200
E;?gnggo del  Eyiracto acuoso 100% 0156| 15| 0,200°
inhibicién Extracto acuoso 75% 0,201 15 0,106‘1
Extracto acuoso 50% 0,13 15 0,200
Control Positivo 0,219 15 0,052
Control Negativo 0,099 15 0,200"

*, Esto es un limite inferior de la significacion verdadera.

a. Correccién de significacion de Lilliefors

Fuente: Andlisis de datos obtenidos mediante software estadistico SPSS ver. 24. (2020)

En la tabla 3, se observa el andlisis de los datos para grupos de trabajo (Extracto acuoso

y etandlico) a los cuales se les aplico la prueba de Normalidad de Kolmogorov-Smirnov

modificada por Liliefors para determinar la distribucion normal de los datos obtenidos. La

prueba de normalidad fue aplicada con un nivel de significancia de 0,05%, encontrdndose

una significaciéon mayor en todos los datos, rechazando la hip6tesis alterna (H1), por lo

tanto, se acepta la hipétesis nula (Ho), que confirma que existe distribuciéon normal en los

datos recolectados.

Tabla 4. Prueba de homogeneidad de varianzas

Diametro del halo de inhibicion

Estadistico de Levene

dfl

df2

Sig.

1,192

Z

112

0,313

Fuente: Andlisis de datos obtenidos mediante software estadistico SPSS ver. 24. 2020

En la Tabla 4, se muestran los resultados del analisis de la prueba de homogeneidad de

varianzas obtenidos mediante software estadistico SPSS ver. 24 a los grupos de trabajo

(extractos acuosos y etandlicos). Se observa en el Estadistico de Levene una significancia

de 0,313, por lo tanto, se rechaza la H, y acepta Ho que confirma la homogeneidad de las

varianzas en los grupos de andlisis.
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Tabla 5. Prueba de Tukey realizada a los grupos de trabajo (extractos etandlicos,
extractos acuosos, control positivo y control negativo)

Diametro del halo de inhibicién

Subconjunto para alfa = 0.05

Grupos de trabajo 1 2 3 4 5 6
Extracto acuoso 15| 60333
50%
Control Negativo 15| 6,0387
Extracto acuoso 15| 6.2173| 6.2173
75%
Extracto acuoso
100% 15 6,4420
Extracto etandlico 15 17 5513
50% '
Extracto etandlico 15 18.3533
75% ’
Extracto etandlico
100% 15 19,7593
Control Positivo 15 24,2873
Sig. 0,684 0,433 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 15,000.

Fuente: Andlisis de datos obtenidos mediante software estadistico SPSS ver. 24. 2020

Enlatabla5, se muestra el resultado obtenido del analisis de los datos mediane la prueba

de Tukey a los grupos de datos empleando el software estadistico SPSS ver. 24, se

demuestra una relacion significativa entre los datos del grupo control negativo y del grupo

de los extractos acuosos al 50% y 75%, del mismo modo, existe una relacién significativa

entre los extractos acuosos al 50% y 100%, sin embargo, el resto de grupos no presenta

ninguna relacién significativa entre ello o los grupos control.
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Figura 1. Gréfico de medias de los grupos de analisis

25 00
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5,00

T T T T T T T T
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etandlico  etandlico  etandlico acuoso  acuoso TS%acuoso S0%  Positivo MNegativo

100% T5% 50% 100%

Grupos de trabajo

Fuente: Obtenido mediante software estadistico SPSS ver. 24. 2020

En la figura 1, se grafica el comportamiento de los extractos acuoso donde se puede
observar un comportamiento similar en todas las concentraciones similar al control
negativo; el extracto etandlico muestra un comportamiento lineal creciente conforme
aumenta la concentracion del Mentha spicata L. “Hierba buena”, sin embargo, no llega a

compararse con el comportamiento del control positivo
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IV. DISCUSION

4.1. Discusion de resultados

El efecto antibacteriano de los extractos acuoso y etandlico se verifico mediante el
meétodo de difusion en agar o tambien llamado Kirby Bauer, el tamafio de los halos
de inhibicion producidos por los extractos sobre una placa petri con Staphylococcus

aureus nos confirma su actividad.

En el estudio se emplearon cepas ATCC de Staphylococcus aureus lo que nos da
la seguridad de trabajar con cepas no contaminadas ni resistentes, que para efectos
del estudio resultan las mas adecuadas ya que las cepas de campo pueden ser

resistentes o sufrir alguna alteracién que ponga en riesgo los resultados del estudio.

Los resultados mostrados en la tabla 1, muestran los diametros de los halos de
inhibicién obtenidos del extracto acuoso de Mentha spicata (Hierba buena), control
positivo y negativo frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, los diametros del
extracto acuoso muestran un tamaiio similar al control negativo (agua esteril) lo que
refleja una falta de efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus ATCC
25923. Sin embargo, en la figura 1 del grafico de medias en relacién al extracto
acuoso se puede observar una ligera pendiente en el comportamiento del extracto
acuoso relacionada con la concentracion y el efecto antibacteriano, pero tal
comportamiento no puede ser determinante para confirmar la sospecha de un
efecto bactericida del extracto acuoso, por lo tanto, se demuestra que no existe

efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Estos resultados parecen ser contrarios a los encontrados por Padmini, E y col
(2010) donde evidencian un notorio efecto antibacteriano del extracto acuoso de
Mentha spicata (Hierba buena) sobre Staphylococcus aureus, Salmonella typhi y
Pseudomonas aeruginosa, talvez dicho resultado pudo deberse a la forma de

extraccion de la especie vegetal o el método de extraccion del extracto acuoso?.

Con respecto a los resultados obtenidos con el extracto etandlico sobre
Staphylococcus aureus ATCC 25923, se observa un promedio de halos de
inhibicion de 19,76; 18,35; y 17,55 para las concentraciones de 100%, 75% y 50%

respectivamente del extracto etandlico de Mentha spicata (Hierba buena), estos
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resultados guardan relacion con varios estudios que confirman la actividad
antimicrobiana de Mentha spicata (Hierba buena), sin embargo, esta la actividad
antimicrobiana encontrada sobre Staphylococcus aureus no puede ser considerada
similar a la actividad del control positivo (SMT+TMP), pero si puede ser comparada
con el efecto que produce los discos de Oxacillina 1 mcg sobre esta bacteria los
cuales varian de 18 - 24 mm segun muestra el certificado de analisis de la bacteria

en estudio (Ver Anexo D)
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Apartir de los resultados encontrados podemos aceptar la hipotesis alternativa
planteada pero solo con respecto al extracto etandlico de Mentha spicata L. “Hierba
buena”, el cual mostré efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus, sin

embargo el extracto acuoso no mostro tal efecto.

La actividad antifungica del extracto etanélico Mentha spicata (Hierba buena) ha
sido demostrada por Huanca J. & col. (2018) sobre cepas de Candida albicans’, del
mismo modo, el aceite esencial mostro actividad antibacteriana sobre cepas de

Escherichia coli, en un estudio realizado por Figueroa M. (2018)82.

Shahbazi Y. y Shavisi, N. (2019)!, indican que la actividad antibacteriana del
aceite esencial de Mentha spicata L(Hierba buena) sobre Staphylococcus aureus,
se debe a la carvona y limoneno informacion que ha sido respaldada por otros
autores, es posible en ese sentido que este metabolito secundario se encuentre en
el extracto etandlico de la planta o se presenten otros componentes con actividad

antibacteriana.

Hussain, A. et al verificaron la actividad antioxidante y antimicrobiana de la carvona
y cis carveol, mediante de dilucién en caldo y difusion en agar, confirmando gran
actividad antimicrobiana sobre cepas de Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Pasturella multocida, Escherichia coli, Fungal strains Aspergillus niger, Mucor

mucedo Fusarium solani, Botryodiplodia theobromae, Rhizopus solani*®.

La aplicacion de la prueba de normalidad permite determinar si los grupos de
trabajo presentan una distribucion normal, en la tabla se observa un nivel de
significancia mayor al 0,05% lo que demuestra que los datos presentan una

distribucion normal, esto permitird aplicar la estadistica paramétrica.

El control positivo presenta un nivel de significancia de 0.052 siendo este resultado
mayor que el 0,05 por lo que se considerard dentro del grupo de datos con

comportamiento paramétrico.
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4.2. Conclusiones

En relacion al objetivo general se logré determinar mediante el método de
Kirby Bauer el efecto antibacteriano de los extractos acuoso y etanélico de
Mentha spicata L. “hierba buena” sobre cepas Staphylococcus aureus ATCC
25923.

Los extractos acuosos al 50%, 75% y 100% de Mentha spicata L. “Hierba
buena” sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923, no demostraron efecto
antibacteriano.

Los extractos etandlicos al 50%, 75% y 100% de Mentha spicata L. “Hierba
buena” sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923, demostraron efecto
antibacteriano.

Los resultados al ser comparados demuestran que el extracto etandlico
presenta mayor efecto antibacteriano sobre Staphylococcus aureus ATCC

25923 que el extracto acuoso de Mentha spicata L. “Hierba buena”.
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4.3. Recomendaciones

Nuestro estudio determind el efecto antibacteriano de Mentha spicata L.
“Hierba buena” sobre Staphylococcus aureus, pero dicho efecto teniendo
como antecedente el presente estudio puede presentarse en otros tipos de
microorganismos, por lo que se sugiere a futuros investigadores realizar
estudios al respecto.

Los resultados del estudio pueden servir para plantear tratamientos iniciales
de bajo riesgo contra este tipo de bacterias, por lo que se sugiere a las
instituciones de salud demostrar efectividad y promover su uso alternativo.
Se sugiere realizar estudios de identificacion de los metabolitos secundarios
presentes en el extracto etandlico a nivel instrumental, lo que puede ayudar

a determinar el potencial efecto de esta planta.
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Anexo A. Operacionalizacion de variables

UNIDAD DE
VARIABLE INDEPENDIENTE | DIMENSIONES TIPO ESCALA | INDICADORES MEDIDA/PUNTO
DE CORTE
Extracto etandlico de 100%
Mentha spitaca L. “Hierba Concentracion o Ordinal 75% Porcentaje
Cuantitativo
Buena” 50%
Cuantitativo 100%
Extracto acuoso de Mentha ;2
Concentracion Ordinal 75% Porcentaje
spitaca L. “Hierba Buena”
50%
UNIDAD DE
VARIABLE DEPENDIENTE DIMENSIONES TIPO ESCALA | INDICADORES | MEDIDA/PUNTO
DE CORTE
<8mm
8mm a 14mm Nula
Halo de
Efecto antibacteriano Cuantitativo | Ordinal 15mm a Sensible
inhibicidn
20mm Medio
>a20mm Muy sensible
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Anexo B. Instrumentos de recoleccion de datos

CUADRO DE REGISTRO DE DATOS DE TAMANOS DE HALO DE INHIBICION
PRODUCIDOS EN CEPAS DE Staphylococcus aureus ATCC 25923

Extracto Etandlico

Extracto Acuoso

Control Control
50% | 75% | 100% 50% | 75% | 100%
Placa | positivo Placa | negativo
(mm) | (mm) | (mm) (mm) | (mm) | (mm)
(mm) (mm)

1 24,0 17,7 | 185 | 194 1 6,0 59 6,4 6,4
2 24,3 175 | 17,9 | 20,2 2 6,0 6,8 6,9 6,1
3 24,6 17,5 | 185 | 20,1 3 6,1 6,7 6,2 6,6
4 25,1 16,9 | 189 | 194 4 6,0 6,0 6,2 6,3
5 23,9 17,9 | 18,2 | 19,6 5 6,0 6,4 | 6,0 6,4
6 24,2 17,7 | 18,8 | 20,2 6 6,4 6,4 | 64 6,5
7 24,3 17,4 | 18,0 | 20,0 7 6,2 6,3 6,4 6,3
8 24,0 17,6 | 18,3 | 19,3 8 6,2 6,1 6,4 7,0
9 24,6 17,8 | 18,0 | 19,6 9 6,7 6,0 6,6 6,4
10 24,3 17,3 | 17,9 | 19,7 10 6,3 6,3 6,5 6,5
11 24,7 18,0 | 18,8 | 20,1 11 6,2 6,3 6,9 6,8
12 24,0 17,0 | 18,4 | 19,3 12 6,0 6,0 6,8 6,4
13 24,3 17,6 | 18,8 | 19,7 13 6,0 6,0 6,9 6,4
14 24,1 17,9 | 18,3 | 20,2 14 6,5 6,2 6,6 6,1
15 24,0 17,5 | 18,0 | 19,7 15 6,0 6,1 6,3 6,6
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Anexo C. Identificacion taxonémica de Mentha spitaca L. “Hierba buena”

HERBARIO
PRG

UNIVERSIDAD NACIONAL PEDRO RUIZ GALLO

CONSTANCIA
La directora del herbario PRG de la UNIVERSIDAD NACIONAL PEDRO RUIZ GALLO, que

suscribe:

Hace constar:

Que, las Bachilleres Geovanna Veronika Fernandez Pérez y Karina Noely Perales Correa,
ha hecho llegar al Herbario PRG una (1) muestra botanica herborizada, para su identificacion, la
cual corresponde a Mentha spicata L. la cual sera empleada en el Proyecto: Efecto antibacteriano
de los extractos etandlico y acuoso de Mentha spicata L. “hierba buena” sobre Staphylococcus
aureus; desarrollado en la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica ~ Facultad de Medicina
Humana y Ciencias de la Salud — Universidad Maria Auxiliadora. Asi mismo, la muestra consta

en el libro de registro y base de datos del Herbario PRG con el nimero 18734.

Se expide la presente, a solicitud del interesado, para los fines que estime conveniente.
Lambayeque, noviembre del 2020
{ /,/,
V 4/ /2
1&:’*(5/5 A
~ I

> 7 I 4
M Sc. Jokéfz Esclirra Puicén
Directora Herbario PRG
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Anexo D. Certificado de andlisis de la cepa de Staphylococcus aureus ATCC
25923

O Microbiologics®

Certficate of Analyss: L fized Mi ism Specification and Performance Upon Release
Specificati Expiration Date: 202178731
ism Name; Staphylococcus aureus subsp. aureus Information:

- 0360 Quality Control Technologist: Kieshia L Negen
Lot Number; 200-407"" Release Date: 2018711
Reference Number: ATCOE 22023™1"
Purity: Pure
Passage from Reference: 2

Performance

Macroscopic Features: _ _ ) ) Medium:
Mﬁn mbmg edpe, both white and pale white colonies, SEAP
Microscopic Features: Method:
Gram positive oooti ooourming sngly, in pairs and in imegular dusters Gram Stan (1)
ID System; MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results
See atiached 1D System results document. (1) Catalase (3% Hydrogen Percxide ) positve

(1) Coagulass (rabbt plasma - h._he}: pcslm-

(1) Beta Lactamase (Cefinase Drk): negative:

(1) Ampicillin {10 meg - Disk Susceptbility). 27 - 25 mm
(1) Penicllin (10 units - Disk Susceptbiity): 28 - 37 mm
(1) Cuacdlin (1 meg - Disk Susceptibliy): 18 - 24 mm

QLL“-»J—%,M“
Amanda Kuperus

Cuiality Control Manager
AUTHORIZED SHGNATURE

“Hciimer, The Bt Szl of the ipd rumber appearng on e product Bbel and packng dio o mermly 3 pRouaging ovnd Fumbor. The b rumber dapareed on iz
certicate ks Bhe achual Boese §of nurmber,

Hols fof WVikekE: e WS Dol many sorventionsl tecle, e unigue snvimement of the card, combined with B chort Inoubabon period,
mmmﬂ-mmtﬁ;mmmm e

i, Rnter fo the enoloced o i Incart for Inctruothons, int d wce and haramd/caiety Information.

Indvicual products are fraceabls to a recognioed oulthure colisobion.

BLFE B A TR DAL RO
(LR b NF

Tl rreﬂmmmwwtmm.mmmwummmmummw:g
[ 2 erited Serheed

{11 These izsts ane acoedied b BOMEC 1TIDEII0E.

ACCREDITED
TERTING CERT m2655.01

© 2012 Merobiclogics, Inc. All Rights Resenved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 58303 Page 1o 1 DOC. 284
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results B%ﬂ

Meaning of Score Values
Range Interpretation Symbols Color
200 -3.00 e
1L70-199 Low—confidenes identification yellow
000 - 1.69 red
Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Interpretation
High consistency: The best match is a high-confidence identification. The second-best match is (1) a
[A) high-confidence identification in which the species is identical to the best mateh, (2b a low-confidence
identification in which the species o genus is identical to the best match, o {3) a non-identification.
Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match 1s a ngh- or low-
(B) confidence identification, The second-Dast march is (11 a high- of low-confidence identification in
which the genns is identical to the best mateh or (2} a non-identification.
() No comsistency: The requirements for high or low consistency are not met.
Sample Mame: Staphyloconcus aureus subsp. aureus
Sample Description: D360
Sample IDx 380407

Sample Creation Date/Time:  2018-00-05T12:-23:16 417 MLB
Applied MSP Libraryfies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library 1.0, Listeria

Sample Hame Sample ID Organism (best match) Score Yalue
E12
380407 Staphylococcus. aureus
() [A)
Commeints:
N8,
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Anexo E. Evidencias de campo

Figura 2. Preparacién de los macerados de hojas de Mentha spitaca L. “Hierba buena”

Figura 3. Filtrado de los macerados de hojas de Figura 4. Evaporacion de los filtrados de Mentha
Mentha spitaca L. “Hierba buena” spitaca L. “Hierba buena”

Figura 5. Pesada de los
extractos de Mentha spitaca
L. “Hierba buena
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Figura 6. Preparacion de los extractos de Mentha spitaca L. “Hierba buena” a diferentes concentraciones

Figura 7. Activacion de Staphylococcus aureus Figura 8. Incubacién de Staphylococcus
ATCC 25923 aureus ATCC 25923

30



Figura 9. Preparacion del indculo de trabajo Figura 10. Preparacion de discos con extractos de
Mentha spitaca L. “Hierba buena”

Figura 12.
Incubacién de placas

Figura 13. Medicion de los halos de inhibicion

Figura 14. Formacion de halos de inhibicién
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Anexo F. Carta de autorizacion del propietario del terreno de cultivo

Carta de Autorizacion

Mediante la presente, yo Francisco Gerardo Salazar Cubas, con
DNI 16400882 dedicado a |la agricultura; autorizo a las pachilleres
Geovanna Veronika Fernandez Pérez identificada con DNI 41853723 y
Kanna Peorales Comrea identificada con DNI 46308226 para que s puedsn
desplazar en mie tierras ubicadas en la provinca de Ferrefale v asi poder
recolectar su planta de estudic Mentha spicata *Hierba buena” para el desarrolio
de su tesis

Expido la presente a solictud de 'as interesadas para Ics fnes que crean
convenientes

Chiclayo. 10 de octubre del 2020

Fran—ci:cb omfdo Salazar Cu—bes'
DNI N* 16400882
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