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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la actividad antibacteriana el extracto hidroalcohdlico de hojas
de Mufa (Minthostachys mollis) frente a la cepa de E. coli ATCC 25922.

Método: Se preparé un extracto hidroalcohdlico de Mufia, se realizaron las
pruebas de tamizaje fitoquimico y evaluacion de la actividad antibacteriana
empleando diversos antibiéticos como control positivo, aplicando el método del
Método Kirby Bauer. Para establecer la similitud y diferencia de los grupos se

procedi6 a realizar el test de Tukey

Resultado: El extracto hidroalcohdlico con las hojas de Mufia presento6 actividad
antibacteriana frente E. coli ATCC 25922, revelando halo de inhibicién promedio
de 16.68 mm al 25%, 17.92 mm al 50% y 18.81 mm al 75%, valores que al ser
comparados con los antibiéticos mediante el test de Tukey al 95% de confianza
mostro que no hay diferencia significativa con la amikacina. El tamizaje
fitoquimico identificd6 notable presencia de Fenoles; moderada presencia de

taninos, flavonoides y poca presencia de alcaloides.

Conclusién: El extracto hidroalcohdlico con las hojas de Muiia (Minthostachys
mollis) presenta actividad antibacteriana frente a la cepa E. coli ATCC 25922 en
sus diversas concentraciones, siendo el metabolito secundario mayoritario los

Fenoles.

Palabras claves: actividad antibacteriana, Minthostachys mollis, extracto

hidroalcohdlico, Escherichia coli.
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ABSTRAC

Objective: To evaluate the antibacterial activity of the hydroalcoholic extract of
Mufa leaves (Minthostachys mollis) against the E. coli strain ATCC 25922.

Method: A hydroalcoholic extract of Mufia was prepared, phytochemical
screening tests and evaluation of antibacterial activity were carried out using
various antibiotics as a positive control, applying the Kirby Bauer Method. To
establish the similarity and difference of the groups, the Tukey test was

performed.

Result: The hydroalcoholic extract with Mufia leaves presented antibacterial
activity against E. coli ATCC 25922, revealing an average inhibition zone of 16.68
mm at 25%, 17.92 mm at 50% and 18.81 mm at 75%, values that when compared
with antibiotics using the Tukey test at 95% confidence showed that there is no
significant difference with amikacin. Phytochemical screening identified a notable
presence of Phenols; moderate presence of tannins, flavonoids and little

presence of alkaloids.

Conclusion: The hydroalcoholic extract with Mufia leaves (Minthostachys mollis)
presents antibacterial activity against the E. coli ATCC 25922 strain in its various

concentrations, the majority secondary metabolite being Phenols.

Keywords: antibacterial activity, Minthostachys mollis, hydroalcoholic extract,

Escherichia coli.
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I. INTRODUCCION

A nivel mundial las Enfermedades Transmitidas por los Alimentos; también
conocidas por sus siglas ETAs, son provocadas por la ingesta de agua o
alimentos contaminados con microorganismos o sustancias quimicas, a la fecha
se considera que 1 de cada 10 personas en el mundo presentan un episodio de
ETASs, reportandose al afio un total de 420 mil muertes, de las cuales, 125 mil
son nifios?. Esta situacion es alarmante evidenciandose que la morbimortalidad
dentro de los sistemas de Salud Publica de los diversos paises es elevada.
Asimismo, las ETAs constituyen un importante retraso laboral, ya que, las
personas que las padecen suelen ausentarse de sus labores entre 2 dias hasta
3 meses segln el tipo de infeccién adquirida®#, siendo las mas comunes la
salmonelosis, shigelosis, intoxicacion estafilococica, triquinosis, listeriosis,
gastroenteritis por Escherichia coli patdgenas® 6, esta Ultima es mas com(n en
paises latinoamericanos, suele provocar enterocolitis cuyos sintomas aparecen
4 horas después de estar expuesto a alimentos o liquidos contaminados por
heces, las personas infectadas suelen presentar diarrea, vémitos y fiebre leve’.

Otro de las preocupaciones y amenazas para la salud a nivel mundial es la
resistencia bacteriana a los antibioticos, la cual se produce cuando las bacterias
mutan en respuesta al uso de farmacos, generando resistencia por diversos
mecanismos como disminuyendo la permeabilidad de su membrana, mediante
sus bombas de expulsion permitiendo el ingreso de sustancias necesarias y
eliminando la toxicas, también pueden alterar el sitio donde se fija y actua el
antibiotico; impidiendo su accidon y expresando enzimas que originan cambios en
la estructura del antibidtico, haciendo que pierda su funcionalidad®. Esta
condicion puede afectar a cualquier persona, sin importar su edad, sexo o0 pais
en el que resida®. Si bien es cierto que la farmacorresistencia bacteriana es un
fenomeno natural, esta se ve incrementada a consecuencia del uso indebido de
los farmacos tanto en el ser humano como en los animales, lo cual ocasiona que
se acelere dicho proceso. Este hecho se demuestra al observar que, cada vez,
es mayor el numero de casos registrados de personas que presentan
infecciones, cuyos tratamientos se vuelven complicados a causa de la pérdida

de eficacia de los antibi6ticos. Esta situacion también origina que los pacientes
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permanezcan mucho mas tiempo en el area de hospitalizacion, lo cual conlleva
al incremento de los costos médicos y sobre todo generan mayores tasas de
morbi-mortalidad. Por esta razén la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
desde el afio 2017 viene publicando una lista de patdgenos prioritarios
resistentes a los antibioticos incluyendo 12 familias de bacterias mas peligrosas
para la salud humana y en union con el Centro de control y prevencion de
enfermedades de los Estados Unidos (CDC) manifestaron en el 2020, que una

de sus prioridades es el de luchar contra la resistencia antimicrobiana?.

El Peru es uno de los paises que presenta cifras alarmantes de resistencia
antimicrobiana (RAM), considerandose hoy en dia como una grave amenaza de
salud publica, ya que, diversos antibidticos utilizados para tratar infecciones
bacterianas moderadas o graves no son de utilidad, tal es el caso del S. aureus,
por presentar una resistencia a la meticilina (84%), penicilina (99%), eritromicina
(80%) y clindamicina (75%). De igual manera, para P. aeruginosa cuya
resistencia a todos los antimicrobianos sobrepas6 el 30%. Asimismo, la K.
pneumoniae muestra ser resistente en un 50% a la cefalosporina y la E. coli cuya
mayor resistencia es a la ampicilina y fluoroquinolonas superando el 80% y 60%
respectivamente!®!!, teniendo la capacidad de hidrolizar a las penicilinas,
aminopenicilinas, monobactamicos, colistina, ureidopenicilinas y cefalosporinas
de primera, segunda y tercera generaciones, aun si estas son administradas de
forma cruzada, siendo sensibles frente a los carbapenémicos y de manera
relativa a la piperacilina-tazobactam y a la cefepimal'?!4. Esta situaciéon es
preocupante, ya que, considerando que una de las formas de empleo en el pais
es la venta de alimentos en la via publica; existiendo un gran abanico de comidas
que se ofrecen sin el mayor control sanitario, sumado a que un gran porcentaje
de la poblaciébn no cuenta con agua y desagle, establecen las condiciones
necesarias para que los peruanos estén mas expuestos a adquirir una ETAs?®®
En los ultimos cinco afios se han reportado 45 brotes de ETAs, de los cuales el
20% se originaron en Lima, el 10% en Junin, el 9.6% en Cajamarca, el 8.6% en
Cusco, el 6% en Huanuco, el 5.6% en Loreto y el 4.7% en Piura, esta informacion
fue registrada a través del sistema de vigilancia epidemioldgica. Pese a que el
Peru cuenta con diversas entidades nacionales, regionales y locales encargadas
de tomar acciones dirigidas a vigilar, prevenir y controlar las ETAs, es el Centro
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de Epidemiologia, Prevencion y Control de Enfermedades los que realizan las
coordinaciones para que sea un trabajo integrado y de esta manera se pueda
intervenir este gran problema de salud publica. Lamentablemente, los esfuerzos
no son suficientes, siendo los nifios y ancianos la poblacién mas vulnerable, ya
gue suelen hacer una enfermedad diarreica aguda (EDA)*, incluso el Ministerio
de Salud (MINSA) refiere que en el afio 2022 se reportaron mas de 270 mil
episodios de EDA a nivel nacional, considerandose como la segunda causa de
mortalidad en nilos menores de 5 afios, especialmente en zonas de bajos
recursos!’. Tampoco podemos olvidar el hecho de que en muchas ocasiones
los antibidticos son comercializados y consumidos libremente, sin contar con la
supervision responsable y profesional de un médico, sumado a las deficiencias
en el sector salud hace que las condiciones empeoren'®. Por ello, es de suma
importancia la realizacién de investigaciones que aporten informacion cientifica
sobre las propiedades de los diversos recursos naturales, tal es el caso de la
Mufa (Minthostachys mollis) procedente del departamento de Arequipa, a quien
se le atribuye empiricamente propiedades antibacterianas, sin embargo, estas
tienen que ser demostradas, de esta manera se podra dar a conocer sus
beneficios brindando una alternativa de tratamiento que evite el incremento de la

resistencia bacteriana.

Por lo mencionado, se plantea como problema general ¢ Presentara actividad
antibacteriana in vitro el extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufa
(Minthostachys mollis) al 25%, 50% y 75%, frente a la cepa de Escherichia coli
ATCC 259227

Como preguntas especificas tenemos:

- ¢Cuales son los principales metabolitos secundarios presentes en el
extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufa (Minthostachys mollis)

responsables de la actividad antibacteriana?

- ¢A qué concentracion el extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufa
(Minthostachys mollis) presentara mayor actividad antibacteriana frente a
la cepa de Escherichia coli ATCC 259227

15



- ¢ Cual sera la susceptibilidad antibacteriana de la cepa de Escherichia
coli ATCC 25922 frente al extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufa
(Minthostachys mollis) en sus diversas concentraciones comparado con

el antibiético ciprofloxacino?

- ¢ Cual sera la susceptibilidad antibacteriana de la cepa de Escherichia coli
ATCC 25922 frente al extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia
(Minthostachys mollis) en sus diferentes concentraciones comparado con
el antibidtico Sulfametoxazol + trimetoprima?

- ¢ Cual sera la susceptibilidad antibacteriana de la cepa de Escherichia coli
ATCC 25922 frente al extracto hidroalcohdlico de hojas de Muia
(Minthostachys mollis) en sus diferentes concentraciones comparado con
el antibidtico ceftriaxona?

- ¢ Cual sera la susceptibilidad antibacteriana de la cepa de Escherichia coli
ATCC 25922 frente al extracto hidroalcohdlico de hojas de Muia
(Minthostachys mollis) en sus diferentes concentraciones comparado con

el antibiético amikacina?

Se define como actividad antibacteriana a la accién de matar o inhibir la
multiplicacion bacteriana patdégena de un compuesto; el cual es obtenido ya sea

de forma biosintética o natural®®.

El extracto hidroalcohdlico de Mufia (Minthostachys mollis) es una solucién que
se obtiene aplicando la técnica de extraccion de una parte de la materia prima
(hojas), para lo cual es necesario hacer uso del solvente etanol de esta manera

se logra solubilizar los componentes presentes en la muestra.
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Entre los antecedentes a nivel internacional tenemos:

Cecchinib M., et al (2021) buscaron “obtener una nanoemulsion basada en AE
de M. verticillata y evaluar su actividad antibacteriana contra Staphylococcus
aureus” La muestra se obtuvo en una tienda comercial en Argentina. Los
resultados evidencian que la nanoemulsion del extracto etanélico de Mufia,

presenta actividad antibacteriana frente a S. aureus ATCC292132°,

Hernandez A., et al. (2021) Buscaron conocer los metabolitos secundarios
presentes en las especies Lamiaceae en México. Para ello realizaron una
busqueda bibliografica de 1200 articulos de los cuales se seccionaron 217
articulos ya que reconocen al género y especies mexicanas. Concluyendo que
los constituyentes bioactivos de estos géneros fueron principalmente terpenos
(volatiles y no volatiles) y compuestos fendélicos como los flavonoides (glucosidos

y agliconas) 2.

Faraone |, et al (2020) buscaron determinar los metabolitos y la capacidad
antioxidante relativa del Acetato de etilo de la Mufia. La muestra se obtuvo de
los cultivos en Italia. Concluyendo que el analisis de cromatografia liquida y
espectrometria de masas en tandem de la fraccion de acetato de etilo mostré

mas de 30 compuestos polifendlicos, incluidos triterpenos??.
Entre los antecedentes a nivel nacional tenemos:

Aparicio M. (2022) buscaron “evaluar la susceptibilidad de 34 cepas bacterianas
de Aeromonas spp., frente a aceites esenciales de mufia, molle y limén, las
cuales fueron cultivadas en Cajamarca. Aplicaron el método de difusion en agar,
los resultados evidenciaron que el aceite esencial de mufia, a una concentraciéon
del 15%, presentd halos de inhibicion de 16.466 + 0.840 mm de didmetro a
diferencia de los aceites de molle y limén que mostraron actividad moderada,
concluyendo que los aceites de mufia, molle y limon presentan fuerte actividad

antibacteriana frente a las cepas patogénicas de Aeromonas spp23.

Sanchez M., et al. (2021) buscaron determinar el “Efecto antibacteriano del

aceite esencial de Minthostachys mollis (Griseb) L. frente a Streptococcus
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mutans and Lactobacillus acidophilus”. La muestra de mufa fue recolectada en
Tacna. Sus resultados evidenciaron que aceite de Mufia inhibid el crecimiento
de Streptococcus mutans obteniendo halos de inhibicion de 19,040 mm y para
Lactobacillus acidophilus 18,008 mm, concluyendo que aceite esencial de
Minthostachys mollis presenta actividad antibacteriana, siendo los terpenos los

que le confieren dicha propiedad?*.

Bardn Y., et al (2021) tuvo como objetivo “Demostrar la eficacia antibacteriana
del aceite esencial de Mufia (Minthostachys mollis) sobre cepas de
Staphylococcus aureus”, la muestra fue recolectada en Cajamarca, para
determinar la actividad antibacteriana se aplico la técnica de arrastre de vapory
la técnica de difusién en pozo, se obtuvo que el aceite de Mufia al 50% tuvo halos
de inhibicién promedio de 6.02 mm, al 75% halos de 11,57 mm y al 100% halos
de 14.20 mm concluyendo gue el aceite esencial de Mufa (Minthostachys mollis)

solo presento eficacia al 75y 100 % frente a Staphylococcus aureus?.

El estudio presenta una justificacion teorica, ya que, permite obtener informacion
cientifica confiable sobre las propiedades antibacterianas de la Mufa
(Minthostachys mollis), proveniente del departamento de Arequipa, la misma que
servird de antecedentes para diversos investigadores en el area de salud.
Asimismo, presenta una justificacion practica, ya que, dicho conocimiento
contribuye a la realizacion de investigaciones enfocadas a la preparacion de un
producto farmacoldgico, los cuales presenten un nulo o minimo riesgo de efectos
secundarios por ser en base a un recurso natural. De igual manera tiene una
justificacion metodologia, ya que, se corrobora que tanto el andlisis fitoquimico
descrito por Olga Locket como el Método Kirby Bauer descrita por Bauer, Kirby,
Sherris y Turk son técnicas que brindan resultados cientificos confiables,
Finalmente presenta una justificacion Social, ya que, gracias al estudio, la

poblacion podra corroborar los beneficios de la Mufia atribuidos empiricamente.

La presente investigacion tiene por objetivo general: “Evaluar la actividad
antibacteriana el extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys
mollis) al 25%, 50% y 75%, frente a la cepa de Escherichia coli ATCC 25922”.
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Como objetivos especificas tenemos:

- Determinar los principales metabolitos secundarios presentes en el
extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys mollis).

- Determinar a qué concentracion el extracto hidroalcohdlico de hojas de
Mufia (Minthostachys mollis) presenta mayor actividad antibacteriana
frente a la cepa de Escherichia coli ATCC 25922.

- Evaluar la susceptibilidad antibacteriana de la cepa de Escherichia coli
ATCC 25922 frente al extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufa
(Minthostachys mollis) en sus diversas concentraciones comparado con
el antibidtico ciprofloxacino.

- Evaluar la susceptibilidad antibacteriana de la cepa de Escherichia coli
ATCC 25922 frente al extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufa
(Minthostachys mollis) en sus diferentes concentraciones comparado con
el antibidtico Sulfametoxazol + trimetoprima.

- Evaluar la susceptibilidad antibacteriana de la cepa de Escherichia coli
ATCC 25922 frente al extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufa
(Minthostachys mollis) en sus diferentes concentraciones comparado con
el antibiotico ceftriaxona.

- Evaluar la susceptibilidad antibacteriana de la cepa de Escherichia coli
ATCC 25922 frente al extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufa
(Minthostachys mollis) en sus diferentes concentraciones comparado con

el antibidtico amikacina.

El presente trabajo de investigacion presenta la siguiente hipétesis general: El
extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys mollis) al 25%, 50% y
75% presenta actividad antibacteriana frente a la cepa de Escherichia coli ATCC
25922.

Como hipaotesis especificas tenemos:

- El extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys mollis) posee

metabolitos secundarios con actividad antibacteriana.
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El extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys mollis) posee
actividad antibacteriana a mayor concentracion frente a la cepa de
Escherichia coli ATCC 25922.

La susceptibilidad antibacteriana de la cepa de Escherichia coli ATCC
25922 frente al extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys
mollis) en sus diferentes concentraciones presenta mayor porcentaje de
inhibicién en comparacién con el antibiético ciprofloxacino.

La susceptibilidad antibacteriana de la cepa de Escherichia coli ATCC
25922 frente al extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys
mollis) en sus diferentes concentraciones presenta mayor porcentaje de
inhibicion en comparacion con el antibidtico Sulfametoxazol +
trimetoprima.

La susceptibilidad antibacteriana de la cepa de Escherichia coli ATCC
25922 frente al extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys
mollis) en sus diferentes concentraciones presenta mayor porcentaje de
inhibicion en comparacion con el antibidtico ceftriaxona.

La susceptibilidad antibacteriana de la cepa de Escherichia coli ATCC
25922 frente al extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys
mollis) en sus diferentes concentraciones presenta mayor porcentaje de

inhibicion en comparacion con el antibiético amikacina.
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ll. MATERIALES Y METODOS

II.L1. Enfoquey disefio de lainvestigacion

La investigacion presenta un enfoque cuantitativo ya que los resultados
obtenidos sobre la actividad antibacteriana del extracto de Mufia (Minthostachys
mollis) son expresados con valores numéricos. El disefio es experimental debido
a que se manipul6é la variable independiente bajo condiciones controladas,
haciendo uso de instrumentos tecnoldgicos para asegurar la obtencion de
resultados exactos. Asimismo, es de nivel explicativo ya que se buscéd dar
explicacion de la relacién causa y efecto que presentan las variables de estudio.
Finalmente es transversal, ya que la medicién de la variable independiente fue

en un solo momento?s.

II.2. Poblacion, muestray muestreo

La poblacion de estudio estuvo conformada por 4 kg de hojas del recurso vegetal
Mufia (Minthostachys mollis) procedente del distrito de Chiguata del

departamento de Arequipa a una altitud de 2946 m.s.n.m.

La muestra estuvo conformada por 2 kg de hojas del recurso vegetal Muia
(Minthostachys mollis)

Criterios de Inclusion de la Muestra:

- Hojas de la Mufia (Minthostachys mollis) que se encuentren libres de algun
defecto producido por envejecimiento.

- Hojas de la Muia (Minthostachys mollis) que se encuentren sanos.

Criterios de exclusion de la Muestra:

- Hojas de la Mufa (Minthostachys mollis) que estén infectado por plagas
- Hojas de la Mufia (Minthostachys mollis) que procedan de un lugar diferente

al distrito de Chiguata del departamento de Arequipa.
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Asimismo, la muestra microbiolégica estuvo conformada por la cepa de E. coli
ATCC 25922, proporcionada por el docente investigador Elvis Gilmer Gonzales

Condori de los laboratorios de la Universidad Tecnoldgica del Pert en Arequipa.

El tipo de muestreo es no probabilistico, ya que la seleccion de las hojas de la
Mufa (Minthostachys mollis) fue intencional y por conveniencia, teniendo en

consideracion los criterios de inclusién y exclusion descritos anteriormente.

II.3. Variables de investigacion

Variable independiente: Extracto hidroalcohdlico de hojas de Muia

(Minthostachys mollis)

Definicién conceptual: Es la obtencién de una solucion del recurso vegetal en

estudio, haciendo uso de la técnica de extraccion por Soxhlet, se procedio a la
extraccién con 150ml de etanol. La extraccién duro 8 horas que fue donde el

cartucho ya no daba coloraciéon al contacto del etanol?’.

Definicién operacional: Es una solucibn obtenida a base del “extracto

hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys mollis)” a diferentes

concentraciones.

Variable dependiente: Actividad antibacteriana

Definicién conceptual: Es un compuesto que se obtiene de forma biosintética o

natural, cuya accioén es la de matar o inhibir la multiplicacién bacteriana?®2°.

Definicion operacional: Es un compuesto que se obtiene del “extracto

hidroalcohdlico de hojas de Muia (Minthostachys mollis)” cuya accién es la de
matar o inhibir que la cepa Escherichia coli se multiplique, este resultado es

medido por difusién agar Kirby-Bauer.

22



II.4. Técnicas e instrumentos para larecoleccidén de datos

El instrumento utilizado fue una ficha de recoleccion de datos para la “prueba de
solubilidad, marcha fitoquimica y actividad antibacteriana” del extracto

hidroalcohdlico de hojas de Muia (Minthostachys mollis).
II.5. Plan metodolégico paralarecoleccion de datos
El procedimiento para la realizacion del estudio consiste en:

a) Obtencion y Seleccién de la Muestra:

La Mufa (Minthostachys mollis) fue obtenida del distrito de Chiguata del
departamento de Arequipa durante el mes de junio se procedié a seleccionar
dos kilos de hojas del recurso vegetal en buenas condiciones, separando las
gue tuvieron signos de estar dafadas, contaminadas por plagas o
envejecidas, para posteriormente pasar a lavarlos con agua destilada y

eliminar las particulas de polvo y tierra.

b) Identificacién taxonémica de la Muestra:

Se realizo la identificacion taxondmica del recurso vegetal en la Universidad
Nacional de San Agustin de Arequipa, quien nos proporcioné una Constancia
donde acredite que la muestra en estudio corresponde a la especie

Minthostachys mollis (Anexo ).

c) Obtencion del extracto:

La muestra seleccionada fue depositada en una fuente de acero inoxidable,
luego fue llevada a una estufa a 37°C por un periodo no mayor a 48 horas,
luego se procedié a “triturarlas con ayuda de un molino y se tamizd con la
finalidad de tener particulas de tamafio homogéneo”, posteriormente Se
pesaron 10 g del pulverizado de hojas de mufia y se empaquetaron en papel
filtro de porosidad alta. El empaque se llevo a la camara de extraccion de un
equipo Soxhlet y se procedio a la extraccion con 150 mL etanol . La extraccion
duré 8 horas que fue donde el cartucho ya no daba coloracion al contacto con
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el etanol. Finalizada la extraccion por Soxhlet se llevo el extracto a un balon
de 500 mL y se conectd este a un Rotavapor donde se llevé a cabo la
concentracion del extracto hasta 10 mL. Posteriormente, los 10 mL del
extracto se llevaron a un vaso de precipitados donde se completé la

evaporacion del extracto hasta sequedad (Anexo F) 3031,

d) Prueba de solubilidad:

Para determinar la solubilidad del extracto es necesario hacer uso de
solventes como: Cloroformo, metano, éter de petrdleo, n-Hexano, etanol,
y agua destilada. La forma de prepararlo es colocando 1ml de cada

solvente con 5 mg del extracto seco y se visualizara si es o0 no soluble®?.

e) ldentificacion de metabolitos secundarios:

Para la identificacion de los principales metabolitos secundarios presentes
en las hojas de Mufa (Minthostachys mollis) fue necesario la aplicacién
de varios reactivos segln corresponda a cada prueba?3°3! (Anexo G)
para lo cual se peso6 1 g del extracto seco y se disolvio en una fiola de 10

mL con etanol (Tabla 1)
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TABLA 1: Identificacidon de metabolitos secundarios

METABOLITOS | REACTIVO DE REACCION
SECUNDARIOS | IDENTIFICACION |~ PROCEDIMIENTO POSITIVA
Alcaloides Reaccion de Colocar 2 gotas de la Se forma un
Dragendorff muestra, luego se adiciona | precipitado
dos gotas de reactivo
Flavonoides Reaccion de Colocar 1 ml de muestra, Presencia de
Shinoda luego se afiadira una burbujas y
pequefia limadura de cambio de
magnesio y 3 gotas de color
acido clorhidrico
concentrado al 37%.
Esteroles Reaccion de Colocar 2 gotas de la Se produce
Libermann- muestra, luego adicionar 3 | cambio de
Burchard gotas de anhidrido acético | color
y 2 gotas de acido sulfurico.
Saponinas Prueba de la Colocar 1 ml de la muestra,| La espuma se
espuma luego se procederd a agitar| mantiene por
1 minuto. mas de un
minuto
Taninos Cloruro férrico al | Colocar 3 ml de muestra, | Se produce un
5% luego se agregaran gotas | precipitado
de cloruro de férrico al 5%
Fenoles Reaccion de Folin | Colocar 2 gotas de Se produce
Ciocalteu muestra, luego se cambio de
adicionara 1 gota de color a azul
reactivo de Foliny 2 gotas
de carbonato de sodio al
7.5 %.
Antocianinas | NaOH al 10% colocar 1 ml de muestray | Se produce
después adicionar unas cambio de
gotas de reactivo color

Fuente: Elaboracién basada en Curinambe W y Zelada 1.%°

f) Determinacion de la sensibilidad antibacteriana

Para determinar la sensibilidad antibacteriana primero se adquirié con el

Docente investigador Elvis Gilmar Gonzales Condoris la cepa de E. coli
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)

h)

ATCC 25922. Esta fue activada en Agar Mueller Hinton y después de 48
hrs de incubacion se obtuvo el crecimiento de la cepa (Anexo J).

Preparacion del inéculo

Se preparo un indculo bacteriano en suero fisioldgico utilizando la cepa de
E. coli ATCC 25922. El procedimiento se realiz6 en un tubo de ensayo
donde se agregaron colonias y se agitaron hasta que la turbidez de la
suspension fue equivalente a la turbidez del tubo 0.5 de la escala de Mc
Farland (1x108 UFC/mL). De este tubo se adicionaron 100 uL de inoculo
bacteriano a placas de Mueller Hinton donde con un asa de Colle se

realizaron sembrados por estria en angulo recto.

Preparacion de concentraciones del extracto

Para la preparacion de los extractos a concentraciones de 25%, 50% y
75% se pesaron 0.25, 0.50 y 0.75 g del extracto seco y se suspendio en
1 mL de DMSO.

Método Kirby Bauer

Posterior al sembrado de la placa se agregaron discos que fueron
preparados sumergiendo cada disco de 6 mm de diametro en tubos de
ensayo que contenian el extracto de Mufia a 25%, 50% y 75%
suspendidas en dimetilsulfoxido (DMSO). Los discos se pusieron de forma
equidistantes en la placa y se adicioné un disco impregnado con DMSO
como blanco o control. Luego se llevaron a incubacion por 24 horas a

37°C en una incubadora. El proceso se realizo por triplicado.

También, se realizaron pruebas con antibidticos utilizando discos con
ciprofloxacino (CIP), Sulfametoxazol + trimetoprima (COT), ceftriaxona
(CTR) y amikacina (AK) y se procedio de la misma forma que en el parrafo

anterior. (Anexo H).
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I1.6. Procesamiento del analisis estadistico

Los resultados de los halos de inhibicibn se expresaron como promedio y
desviacion estandar. El analisis estadistico consistié en una prueba de
normalidad, andlisis de varianza y prueba confirmatoria de Tukey. El nivel
de significancia fue del 95 %. Una probabilidad p<0.05 se consider6 como

diferencia significativa®®.
II.7. Aspectos éticos

Para la ejecucion del presente trabajo se consider6 cumplir con las
recomendaciones sefialadas en el Manual de las Buenas Practicas de
Laboratorio, donde hace hincapié en la prevencion de posibles riesgos que
podria sufrir el investigador, debido que frecuentemente esta expuesto a agentes
contaminantes, por lo cual es importante el tener una indumentaria adecuada
para poder manipular reactivos y la cepas bacterianas como la Escherichia coli,
asimismo, una vez culminado el trabajo se debe cumplir como los protocolos de
seguridad al medio ambiente ademas, eliminando adecuadamente los

residuos?°,
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|. RESULTADOS PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

[1l.1 Marcha fitoquimica:

Tabla 2. Resultados de la identificacion de metabolitos secundarios presentes
en el extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys mollis)

Metabolitos Reactivo de Resultado Observacion
secundarios identificacion
Alcaloides Reaccion de + Form& un precipitado
Dragendorff precip
Flavonoides | Reaccion de Shinoda ++ Presenma_ de burbujas y
cambio de color
Reaccion de No se produce cambio de
Esteroles ) -
Libermann- Burchard color
Saponinas | Prueba de la espuma - No se produjo espuma
Taninos Cloruro férrico ++ Se pro_dgce un
precipitado
Fenoles Reaccion con Follr_1 y et Se produce cambio de
carbonato de sodio color
Antocianinas NaOH al 10% - No se produce cambio de
color
Leyenda:

(-) La coloracion o precipitado no se evidencia
(+) La coloracion o precipitado se evidencia poco
(++) La coloracion o precipitado se evidencia moderadamente

(+++) La coloracion o precipitado se evidencia notablemente
Fuente: Propia

En la tabla N° 2, se muestra los diferentes ensayos empleados para identificar
los metabolitos secundarios, evidencidndose una notable presencia (+++) de
fenoles; presencia moderada (++) de taninos y flavonoides, y poca presencia (+)

de alcaloides; asimismo ausencia de esteroles, saponinas y antocianinas.
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PRUEBA DE SOLUBILILIDAD:

Solubilidad de las hojas de Mufia (Minthostachys mollis)

Solvente Solubilidad

Hexano -
Cloroformo -

Eter de petréleo -

Agua destilada ++

Metano ++

Etanol +++
Leyenda:

(-) No soluble o insoluble
(+) Poco soluble
(++) Mediano o moderadamente soluble

(+++) Completamente soluble

En la tabla se aprecia los diversos solventes empleados, para determinar la
solubilidad del extracto; los cuales presentan diferentes polaridades. Se
evidencia una completa solubilidad (+++) con el etanol, seguido del metanol y
agua destilada que fue de moderada o mediana (++),asi mismo se observa nula

solubilidad o insoluble (-) para éter de petréleo, cloroformo y hexano.
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I11.2 Actividad antibacteriana:

Tabla 3. Halos de inhibicién del extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia
(Minthostachys mollis) y antibioticos sobre el crecimiento de la cepa Escherichia
coli.

Halos de inhibicién (mm)

Repeticion Blanco Antibidticos Extracto
DMSO | CIP COT |CTR | AK 75% |50% | 25 %
1 6 32.47 | 29.98 | 28.77 | 17.84 | 18.43 | 17.73 | 16.62
2 6 33.05| 31.19 | 29.86 | 17.23 | 18.98 | 18.12 | 17.14
3 6 32.69 | 31.89 | 28.45 | 18.12 | 19.02 | 17.88 | 16.27
Promedio 6 32.74 | 31.02 | 29.03 | 17.73 | 18.81 | 17.91 | 16.68
Desviacioén
0 0.29 | 0.97 0.74 | 0.46 | 0.33 | 0.20 | 0.44
Estandar

Fuente: Propia

En la Tabla 3 se presentan los halos de inhibicibn para los antibidticos
ciprofloxacino (CIP), Sulfametoxazol + trimetoprima (COT), ceftriaxona (CTR) y
amikacina (AK) los cuales fueron de 32.74 £ 0.29 mm, 31.02 + 0.97 mm, 29.03 +
0.74 mm, 17.73 + 0.46 mm, respectivamente. No se present6 halo de inhibicion
en el blanco que consistié en dimetilsulféxido (DMSO) por lo que se considero 6
mm que corresponde al diametro del disco. Los extractos disueltos en DMSO a
concentraciones de 75 %, 50 %y 25 % dieron halos de inhibicion de 18.81 + 0.33

mm, 17.92 £ 0.20 mm y 16.68 £ 0.44 mm, respectivamente.
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Figura 1. Diagrama de cajas de los halos de inhibicion del extracto
hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys mollis) al 25%, 50%, 75%,
antibiéticos ciprofloxacino (CIP), Sulfametoxazol + trimetoprima (COT),
ceftriaxona (CTR), amikacina (AK) y blanco (DMSO).

Fuente: Propia

En la Figura 1 se presenta el diagrama de cajas de los halos de inhibicion
obtenidos en la Tabla 2. Se observa que los extractos de Mufia presentan efecto
antibacteriano frente a E. coli semejante a la amikacina (AK). En cambio,
presentan halos de inhibicion menores a ciprofloxacino (CIP), Sulfametoxazol +
trimetoprima (COT) y ceftriaxona (CTR).
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Figura 2. Pruebas de normalidad de la actividad antibacteriana del extracto

hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys mollis)

Fuente: Propia

La Figura 2 muestra que los datos presentan una distribucion normal por lo que

se realizé una prueba estadistica paramétrica para comparacion de grupos.

Tabla 4. Analisis de varianza para comparacion de halos de inhibicion

Origen de Grados | Promedio Valor
Suma de o

. Ia§ cuadrados | . de de los F p critico
variaciones libertad | cuadrados para F
Entre
grupos 1712.55 7 244.65 | 926.70 | 1.19x10*° | 2.66
Dentro de
los grupos 4.22 16 0.26
Total 1716.77 23

El analisis de varianza de los datos de la Tabla 2 se presenta en la Tabla 3 donde

la probabilidad resulto ser menor a 0.05 (p<0.05) lo cual indica que al menos uno
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de los tratamientos presentaria diferencia en el efecto antibacteriano frena a E.

coli al 95 % de confianza.

ICs simultaneos de 95% de Tukey

CIP - M50+ ——
COT - DMS0 ——
CTR - DMS0 ——

AK - DM50- ——
75 % - DM50 ——
50 % - DM30 ——
25 % - DM50 ——

COT-CIP ——
CTR - CIP ——
AK - CIP ——
75 % - CIP ——
50 % - CIP ——
25 % - CIP ——
CTR- COT+
AK - COTH ——
75 % - COT ——
50 % - COTH ——
——
——
——
|_._|
——

25% - COTH
AK - CTR

-
(T3]
E
=
T
1

50% - AK-
25 % - AK A
50 % - 75 %
25 % - 75 %
25 % - 50 %

'

T
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=]
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5i wn intervale no contiene cero. las medios correspondientes son significotivamente
diferentes.

Figura 3. Grafico de comparacion multiple de Tukey que compara los halos de
inhibicion del extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys mollis)
al 25 %, 50%, 75 %, antibioticos ciprofloxacino (CIP), Sulfametoxazol +
trimetoprima (COT), ceftriaxona (CTR), amikacina (AK) y blanco (DMSO).

Finalmente, para establecer la similitud y diferencia de los grupos se procedio a
realizar un andlisis confirmatorio posterior al ANOVA que fue el test de Tukey. El
resultado del testo de Tukey se presenta en la Figura 3 donde los datos que caen
en la linea roja indican que no existe diferencia significativa. Entonces, se podria
decir que los extractos de muiia 25%, 50%, 75% no difieren significativamente
del efecto antibacteriano de la amikacina (AK), sin embargo, si existe diferencia
significativa entre los extractos y el efecto antibacteriano obtenido por
ciprofloxacino (CIP), Sulfametoxazol + trimetoprima (COT) y ceftriaxona (CTR),
siendo estos antibioticos los que generan halos de inhibicion significativamente

superiores a los extractos al 95 % de confianza.
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[11.3 Contrastacion de Hipotesis:

3.3.1 Contrastacion de la hipétesis general:

Ho: El extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys mollis) al 25%,
50% y 75% no presenta actividad antibacteriana frente a la cepa de Escherichia
coli ATCC 25922.

Ha: El extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys mollis) al 25%,
50% y 75% presenta actividad antibacteriana frente a la cepa de Escherichia coli
ATCC 25922.

Tal como se evidencia en la tabla 3, donde se considera la media de desviacion
estandar, el extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys mollis) al
75%, 50 % y 25 % presentan halos de inhibicién de 18.81 + 0.33 mm, 17.92 +
0.20 mm y 16.68 £ 0.44 mm, respectivamente, frente a la cepa de Escherichia
coli ATCC 25922, por lo cual se rechaza la hipétesis nula (Ho) y se acepta la

Hipétesis alterna (Ha).

3.3.1 Contrastacion de hipétesis especificas:
e Hipdtesis especifica 1

Ho: El extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufa (Minthostachys mollis) no

posee metabolitos secundarios con actividad antibacteriana.

Ha: El extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys mollis) posee

metabolitos secundarios con actividad antibacteriana.

Tal como se evidencia en la tabla 2, los diferentes ensayos empleados para
identificar los metabolitos secundarios, demostraron la presencia de fenoles
(+++); taninos y flavonoides (++) y alcaloides(+), por lo cual se rechaza la

hipétesis nula (Ho) y se acepta la Hipotesis alterna (Ha).
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e Hipdtesis especifica 2

Ho: El extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufa (Minthostachys mollis) no
posee actividad antibacteriana a mayor concentracion frente a la cepa de
Escherichia coli ATCC 25922.

Ho: El extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys mollis) posee
actividad antibacteriana a mayor concentracion frente a la cepa de Escherichia
coli ATCC 25922.

Tal como se evidencia en la tabla 3, el extracto hidroalcohélico de hojas de Mufia
(Minthostachys mollis) al 75%, 50 % y 25 % presentan halos de inhibicion de
18.81 + 0.33 mm, 17.92 + 0.20 mm y 16.68 + 0.44 mm respectivamente,
evidenciandose que a mayor concentracibn existe mayor actividad
antibacteriana frente a la cepa de Escherichia coli ATCC 25922, por lo cual se

rechaza la hipotesis nula (Ho) y se acepta la Hipotesis alterna (Ha).

e Hipdtesis especifica 3

Ho: La susceptibilidad antibacteriana de la cepa de Escherichia coli ATCC 25922
frente al extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys mollis) en sus
diferentes concentraciones no presenta mayor porcentaje de inhibicion en

comparacion con el antibiético ciprofloxacino.

Ha: La susceptibilidad antibacteriana de la cepa de Escherichia coli ATCC 25922
frente al extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys mollis) en sus
diferentes concentraciones presenta mayor porcentaje de inhibicion en

comparacion con el antibiético ciprofloxacino.

Tal como se evidencia en la figura 3, donde se considera el analisis confirmatorio
de Tukey evidencia que el extracto hidroalcohdlico de hojas de Muia
(Minthostachys mollis) al 75%, 50% y 25% difieren significativamente con los
resultados obtenidos por ciprofloxacino, ya que, el antibidtico presenta halos de
inhibicion significativamente superiores a los extractos al 95% de confianza. Por

lo cual se rechaza la hipotesis alterna (Ha) y se acepta la Hipétesis nula (Ho).
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e Hipdtesis especifica 4

Ho: La susceptibilidad antibacteriana de la cepa de Escherichia coli ATCC 25922
frente al extracto hidroalcohdlico de hojas de Muiia (Minthostachys mollis) en sus
diferentes concentraciones no presenta mayor porcentaje de inhibicion en

comparacion con el antibidtico Sulfametoxazol + trimetoprima.

Ha: La susceptibilidad antibacteriana de la cepa de Escherichia coli ATCC 25922
frente al extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys mollis) en sus
diferentes concentraciones presenta mayor porcentaje de inhibicion en

comparacion con el antibidtico Sulfametoxazol + trimetoprima.

Tal como se evidencia en la figura 3, donde se considera el analisis confirmatorio
de Tukey evidencia que el extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufa
(Minthostachys mollis) al 75%, 50% y 25% difieren significativamente con los
resultados obtenidos por Sulfametoxazol + trimetoprima, ya que, el antibiético
presenta halos de inhibicion significativamente superiores a los extractos al 95%
de confianza. Por lo cual se rechaza la hipétesis alterna (Ha) y se acepta la

Hipotesis nula (Ho).

e Hipotesis especifica 5

Ho: La susceptibilidad antibacteriana de la cepa de Escherichia coli ATCC 25922
frente al extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys mollis) en sus
diferentes concentraciones no presenta mayor porcentaje de inhibicidbn en

comparacion con el antibiético ceftriaxona.

Ha: La susceptibilidad antibacteriana de la cepa de Escherichia coli ATCC 25922
frente al extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys mollis) en sus
diferentes concentraciones presenta mayor porcentaje de inhibicion en

comparacién con el antibiético ceftriaxona.

Tal como se evidencia en la figura 3, donde se considera el analisis confirmatorio
de Tukey evidencia que el extracto hidroalcohélico de hojas de Mufa

(Minthostachys mollis) al 75%, 50% y 25% difieren significativamente con los

36



resultados obtenidos por ceftriaxona, ya que, el antibidtico presenta halos de
inhibicion significativamente superiores a los extractos al 95% de confianza. Por

lo cual se rechaza la hip6tesis alterna (Ha) y se acepta la Hipétesis nula (Ho).
e Hipotesis especifica 6

Ho: La susceptibilidad antibacteriana de la cepa de Escherichia coli ATCC 25922
frente al extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys mollis) en sus
diferentes concentraciones no presenta mayor porcentaje de inhibicion en

comparacion con el antibiético amikacina.

Ha: La susceptibilidad antibacteriana de la cepa de Escherichia coli ATCC 25922
frente al extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys mollis) en sus
diferentes concentraciones presenta mayor porcentaje de inhibicion en

comparacién con el antibiético amikacina.

Tal como se evidencia en la figura 3, donde se considera el analisis confirmatorio
de Tukey muestra que el extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufa
(Minthostachys mollis) al 75%, 50% y 25% no existe diferencia significativa con
los resultados obtenidos por amikacina, ya que, el antibiético presenta halos de
inhibicion similares a los extractos al 95% de confianza. Por lo cual se rechaza

la hipbtesis nula (Ho) y se acepta la Hipétesis alterna (Ha).
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IV. DISCUSION

IV.1 Discusién de resultados

En el Mundo, son frecuentes los problemas de salud ocasionado por infecciones
bacterianas, siendo considerados uno de los principales agentes que conllevan
al deceso del paciente, debido a su accién acelerada en desarrollar mecanismos
de evasion ante los antibioticos, conocido comunmente como resistencia
bacteriana, esta situacion se ve agravada por diversos factores tales como: la
automedicacion, el uso prologando de antibiéticos o la falta de investigaciones
relacionadas a encontrar principios activos provenientes de recursos vegetales
gue permitan la elaboracién de nuevos productos farmacéuticos, siendo esta
dltima una de las maneras de aportar a la ciencia y dar a conocer alternativas

naturales en beneficio de la poblacion.

Por lo mencionado lineas arriba, se plantea como objetivo general evaluar la
actividad antibacteriana el extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufa
(Minthostachys mollis) al 25%, 50% y 75%, frente a la cepa de Escherichia coli
ATCC 25922, obteniéndose como resultado que la Minthostachys mollis, en sus
tres concentraciones, muestra halos de inhibicion de 16.68 + 0.44 mm, 17.92 +
0.20 mm y 18.81 + 0.33 mm respectivamente, evidenciandose actividad
antibacteriana. Dichos valores fueron corroborados por el estudio de Cecchinib
M., et al (2021) quienes buscaron obtener una nanoemulsion (NE) basada en AE
de Minthostachys verticillata y evaluar su actividad antibacteriana contra
Staphylococcus aureus, obteniendo como resultado que, la incubacion de S.
aureus con NE presenta una inhibicion del crecimiento bacteriano de 58,87%
0,99 (p< 0,05) demostrando actividad antibacteriana frente a la cepa
Staphylococcus aureus?’. También con el estudio de Aparicio M. (2022) quien se
enfoco en “evaluar la susceptibilidad de 34 cepas bacterianas de Aeromonas
spp., frente a aceites esenciales de mufia cultivada en Cajamarca”, demostrando
gue la Mufa al 15%, presenta halos de inhibicion de 16.466 = 0.840 mm
evidenciando fuerte actividad antibacteriana frente a las cepas de Aeromonas
spp?3. Ademas, el estudio de Sanchez M., et al. (2021) determino el “efecto

antibacteriano del aceite esencial de Minthostachys mollis (Griseb) L. frente a
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Streptococcus mutans and Lactobacillus acidophilus”, demostrando que el aceite
de Muia inhibe el crecimiento de ambas bacterias presentando halos de
inhibicion de 19mm y 18mm respectivamente.?*. Finalmente, hay similitud con el
trabajo de Bardn Y., et al (2021) quienes buscaron “demostrar la eficacia
antibacteriana del aceite esencial de mufa (Minthostachys mollis), recolectada
en Cajamarca, sobre cepas de Staphylococcus aureus”, obteniendo que el aceite
de Mufa tuvo los siguientes halos de inhibicién: al 50% ( 6.02 mm), al 75% (11,57
mm) y al 100% (14.20 mm), evidenciandose eficacia®>. Cabe mencionar que los
resultados obtenidos en los diversos estudios respaldan la actividad
antibacteriana de Minthostachys mollis, sin embargo, muchos de ellos fueron
realizados en bacterias diferentes al presente trabajo, lo cual determina que el
recurso vegetal en estudio presenta una fuerte accién bacteriostatica en diversas

cepas.

Asimismo, se demuestra que el extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufha
(Minthostachys mollis) presenta metabolitos secundarios, evidenciandose una
notable presencia de fenoles; moderada presencia de taninos y flavonoides, y
poca presencia de alcaloides. Dichos valores son corroborados por el estudio de
Hernandez A., et al. (2021) quienes buscaron conocer los metabolitos
secundarios presentes en las especies Lamiaceae en México, obteniendo como
resultado que los constituyentes bioactivos de estos géneros fueron
principalmente terpenos y compuestos fendlicos como los flavonoides 2. De
igual modo con el estudio de Faraone 1., et al (2020) quienes se plantearon
“‘determinar los metabolitos del Acetato de etilo de la Muia” obteniendo como
resultado que el andlisis de cromatografia liquida mostré6 mas de 30 compuestos
polifendlicos, incluidos triterpenos??. A diferencia del estudio de Aparicio M.
(2022) quien busca “evaluar la susceptibilidad de 34 cepas bacterianas de
Aeromonas spp., frente a aceites esenciales de mufia cultivada en Cajamarca”.
mostrando que el metabolito mayoritario es el monoterpeno, cuyos principales
constituyentes son Isomentona, Pulegona y Acetato de carvacrol?®, y con el
estudio de Sanchez M., et al. (2021) quienes demuestran que el aceite esencial
de Minthostachys mollis (Griseb) L. tiene efecto antibacteriano frente a
Streptococcus mutans and Lactobacillus acidophilus, atribuyéndole dicha
propiedad a la presencia mayoritaria de terpenos?*. La notable diferencia en los
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resultados obtenidos posiblemente se deba a que ambos autores trabajaron con
aceites esenciales, ademas, los recursos vegetales en estudio provienen de
diversos lugares, lo cual es un factor determinante, debido a que, tanto el suelo

y el clima donde son cultivados influyen en sus componente y propiedades.

Finalmente se evalla la susceptibilidad antibacteriana de la cepa de Escherichia
coli ATCC 25922 frente al extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufa
(Minthostachys mollis) en sus diversas concentraciones, comparandolas con
diversos antibiéticos, obteniendo que no hay diferencia significativa con la
amikacina, sin embargo, si la hay con la ciprofloxacino, Sulfametoxazol +
trimetoprima y ceftriaxona, ya que, estos antibiéticos generaron halos de
inhibicion significativamente superiores a los extractos. A diferencia del estudio
de Aigaje A. (2016) quien determina la “efectividad antimicrobiana del aceite
esencial de Minthostachys mollis (tipo) frente a porphyromonas gingivalis”, sin
embargo, en comparacion con los valores obtenido con el antibiético ampicilina
se evidencio menor sensibilidad*'. Estos resultados posiblemente se deban a
gue, al ser comparados con un antibiotico disefiados para eliminar las bacterias
patdégenas, mientras que un recurso vegetal esta en inicios de investigacion,

existiendo aun una variedad de informacion por validar.

IV.2 Conclusiones

- El extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufa (Minthostachys mollis) al
25%, 50% y 75%, presenta actividad antibacteriana frente a la cepa de
Escherichia coli ATCC 25922.

- Los principales metabolitos secundarios presentes en el extracto
hidroalcoholico de hojas de Mufia (Minthostachys mollis) fueron fenoles,
taninos, flavonoides y alcaloides, siendo los compuestos quimicos

quienes le proveen la actividad antibacteriana.
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El extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys mollis) a una
concentracion del 75% presenta mayor actividad antibacteriana frente a la
cepa de Escherichia coli ATCC 25922, ya que, obtuvo un promedio de

halo de inhibicion de 18.81mm.

La susceptibilidad antibacteriana de la cepa de Escherichia coli ATCC
25922 frente al extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys
mollis) en sus diferentes concentraciones, presenta diferencia significativa
en comparacion con el antibiético ciprofloxacino, ya que, el antibiético

presenta halos de inhibicién significativamente superiores a los extractos.

La susceptibilidad antibacteriana de la cepa de Escherichia coli ATCC
25922 frente al extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys
mollis) en sus diferentes concentraciones, presenta diferencia significativa
en comparacion con el antibiético Sulfametoxazol + trimetoprima, ya que,
el antibidtico presenta halos de inhibicidn significativamente superiores a

los extractos.

La susceptibilidad antibacteriana de la cepa de Escherichia coli ATCC
25922 frente al extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys
mollis) en sus diferentes concentraciones, presenta diferencia significativa
en comparacion con el antibiético ceftriaxona, ya que, el antibiético

presenta halos de inhibicion significativamente superiores a los extractos.

La susceptibilidad antibacteriana de la cepa de Escherichia coli ATCC
25922 frente al extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufia (Minthostachys
mollis) en sus diferentes concentraciones, no presenta diferencia

significativa en comparacién con el antibidtico amikacina.
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IV.3 Recomendaciones

- Se recomienda fomentar y continuar realizando investigaciones
relacionadas a la propiedad antibacteriana de las hojas de Mufa
(Minthostachys mollis) frente a diversas cepas bacterianas, ya que es un

valioso aporte a la ciencia.

- Se recomienda realizar investigaciones comparativas sobre la actividad
antibacteriana del recurso vegetal de Mufia (Minthostachys mollis) que
procedan de diferentes departamentos del Perd con la finalidad de

determinar si existe variacion respecto a sus principios activos.

- Se recomienda realizar investigaciones sobre los componentes
fitoquimicos de la Mufia (Minthostachys mollis), de esta forma se podria
identificar de forma independiente su actividad antibacteriana.
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ANEXO A: Matriz de consistencia

Formulacion del problema

Objetivos

Hipotesis

Problema General

Objetivo General

Hipotesis General

¢ Presentara actividad antibacteriana in vitro
el extracto hidroalcohdlico de hojas de Muiia
(Minthostachys mollis) al 25%, 50% y 75%,
frente a la cepa de Escherichia coli ATCC
259227

Evaluar la actividad antibacteriana el extracto
hidroalcohdlico  de de
(Minthostachys mollis) al 25%, 50% y 75%,
frente a la cepa de Escherichia coli ATCC
25922.

hojas Muha

El extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufa
(Minthostachys mollis) al 25%, 50% y 75%
presenta actividad antibacteriana frente a la
cepa de Escherichia coli ATCC 25922.

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipotesis Especificas

¢, Cudles son los principales metabolitos
secundarios presentes en el extracto de
hojas de Muia (Minthostachys mollis)

responsables de la actividad antibacteriana?

Determinar los principales metabolitos

secundarios presentes en el extracto de

hojas de Muia (Minthostachys mollis)).

El extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufa

(Minthostachys mollis) posee metabolitos

secundarios con actividad antibacteriana.

50




concentracion el extracto
de de

(Minthostachys mollis) presentara mayor

A

hidroalcohdlico

queé
hojas Mufa
actividad antibacteriana frente a la cepa de
Escherichia coli ATCC 259227?

Determinar a qué concentracion el extracto
de de
mollis) presenta mayor

hidroalcoholico hojas Muha
(Minthostachys
actividad antibacteriana frente a la cepa de

Escherichia coli ATCC 25922.

El extracto hidroalcohdlico de hojas de Mufa

(Minthostachys  mollis) posee actividad

antibacteriana a mayor concentracion frente a la
cepa de Escherichia coli ATCC 25922.

¢, Cual sera la susceptibilidad antibacteriana
de la cepa de Escherichia coli ATCC 25922
frente al extracto hidroalcoholico de hojas de
Mufia (Minthostachys mollis) en sus
diferentes concentraciones comparados con
los antibioticos ciprofloxacino,
sulfametoxazol + trimetoprima, ceftriaxona y

amikacina?

Evaluar la susceptibilidad antibacteriana de
la cepa de Escherichia coli ATCC 25922
frente al extracto hidroalcohdlico de hojas de
Mufia (Minthostachys mollis) en sus
diferentes concentraciones comparados con
los antibioticos ciprofloxacino,
sulfametoxazol + trimetoprima, ceftriaxona y

amikacina.

La susceptibilidad antibacteriana de la cepa de
Escherichia coli ATCC 25922 frente al extracto
de de

(Minthostachys mollis) en sus diferentes

hidroalcohdlico hojas Mufa
concentraciones presenta mayor porcentaje de
inhibicion en comparacion con los antibiéticos
ciprofloxacino, sulfametoxazol + trimetoprima,

ceftriaxona y amikacina.

PROCEDIMIENTO PARA COLECTA DE DATOS USANDO EL CUESTIONARIO

Recoleccion de la muestra vegetal
Identificacion taxondmica
Obtencidén del extracto

Prueba de solubilidad

Marcha fitoquimica

NookrwhE

Analisis estadistico de los datos

Determinacion de la actividad antibacteriana
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ANEXO B: Operacionalizacion de las variables

VARIABLES DEFINICION CONCEPTUAL DEFINICION DIMENSIONES | INDICADORES | ESCALA DE | N2DE VALOR
OPERACIONAL MEDICION | ITEMS
Extracto Es la obtencién de una Es una solucion Concentracion 25% No
hidroalcohdlico | solucién del recurso obtenida a base del del Extracto Razon aplica Porcentaje
de hojas de vegetal en estudio, “extracto hidroalcohdlico 50%
Mufia haciendo uso de la hidroalcohdlico de de hojas de
(Minthostachys | técnica de extraccion de | hojas de Mufia Mufa 75%
mollis) (V.1) un equipo Soxhlet (Minthostachys mollis)” | (Minthostachys
(Figura 1) y se procedi6 a | a diferentes mollis)
la extraccion con 150 ml | concentraciones.
etanol. La extraccién Efecto Presenciade | Nominal No Ausente (-)
dur6 8 horas que fue fitoquimico metabolitos aplica | Leve (+)
donde el cartucho ya no secundarios Moderado (++)
daba coloracién al Abundante
contacto con el etanol de (++++)
esta manera se obtendra
Su concentracion.
Actividad Es un compuesto que se | Es un compuesto que
antibacteriana | obtiene de forma se obtiene del “extracto < 8mm: Nula
frente a la cepa | biosintética o natural, hidroalcohdlico de
Escherichia cuya accion es la de hojas de Mufna 9 - 14 mm:
coli 25922 matar o inhibir la (Minthostachys mollis)” sensibilidad
(v.D)) multiplicacién bacteriana. | cuya accion es la de Halo de Diametro del No limite
matar o inhibir que la inhibicion del Halo de Razén aplica
cepa Escherichia coli crecimiento inhibicion 15 - 19 mm:
se multiplique, este bacteriano (mm) Sensibilidad
resultado es medido media
por difusién agar Kirby-
Bauer. = 20mm:
Sumamente
sensible
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ANEXO C: Ficha de Marcha Fitoquimica del extracto hidroalcohélico de hojas de Mufia (Minthostachys mollis)

METABOLITOS
SECUNDARIOS

REACTIVO DE
IDENTIFICACION

RESULTADOS

COMENTARIO

Alcaloides

Flavonoides

Esteroles

Saponinas

Taninos

Fenoles

Leyenda:

(-) La coloracién o precipitado no se evidencia

(+) La coloracion o precipitado se evidencia poco

(++) La coloracion o precipitado se evidencia moderadamente
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(+++) La coloracién o precipitado se evidencia notablemente

ANEXO D: Ficha de Analisis Microbioldgico del extracto hidroalcohélico de hojas de Mufia (Minthostachys mollis)

REPETICION

HALOS DE INHIBICION (mm)

Blanco

Antibioticos

Extracto hojas de muia
(Minthostachys mollis)

DMSO

CIP

COoT

CTH

AK

75% 50% 25%

2

3

PROMEDIO

DESVIACION
ESTANDAR

Leyenda:

Escala interpretativa Duraffourd y Lapraz (1983)

(-) Nula: Didmetro (<8mm)
(+) Sensible bajo: Diametro (8-14mm)

(++) Medio (muy sensible): Diametro (14-20mm)
(+++) Sumamente sensible: Diametro (>20mm)

Controles positivos: ciprofloxacino, sulfametoxazol + trimetoprima, ceftriaxona y amikacina.
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ANEXO E: Ficha de Prueba de solubilidad del extracto hidroalcohélico de hojas

Mufa (Minthostachys mollis)

SOLVENTE

RESULTADOS

Hexano

Cloroformo

Eter de petréleo

Etanol

Metano

Agua destilada

Leyenda:

(-) No soluble o insoluble

(+) Poco soluble

(++) Mediana o moderadamente soluble

(+++) Completamente soluble
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ANEXO F: Evidencias de la obtencion del extracto y obtencién de la cepa de E.
coli ATCC 25922

F 2. Equipo de reflujo
Fuente: propia

F. 3: Balanza electrénica F 4. Balania electrénica
Fuente: propia Fuente: propia
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F. 5: Extraccion por Soxhlet F 6. Concentracion del extracto
Fuente: propia Fuente: propia
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F 7. Extracto etandlico F 8. Cepa de E. coli ATCC 25922
Fuente: propia Fuente: propia



ANEXO G: Evidencias de la identificacién de metabolitos secundarios

Reoctives Fenoles Ex+troc fm

G 1. Ensayo de identificacion de fenoles

En la Figura G1 se observan los resultados de la identificacion de fenoles donde se
utilizé el reactivo de Folin y carbonato de sodio, se observa que en el pocillo del medio
el extracto al contacto con los reactivos da un color azul intenso lo cual indica la

presencia de fenoles en el extracto de mufa.

i

f

G 2. Ensayo de identificacion de flavonoides

En la Figura G2 se observa el resultado del ensayo de identificacion de flavonoides
donde se observa que al colocar el magnesio con HCI se presenta formacién de
burbujas y dio un cambio de color del extracto de verde (izquierda) a café rojizo

(derecha) esto indica la presencia de flavonoides en el extracto de mufia.
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G 3. Ensayo de identificacion de alcaloides

En la Figura G3 se observa el resultado del ensayo de identificacion de alcaloides
donde se observa que al colocar el reactivo de Dragendorff (derecho) se presenta

formacion de precipitado lo que indica la presencia de alcaloides.

(-8B o4 B +Exie

G 4. Ensayo de identificacidén de esteroles

En la Figura G4 se observa el resultado del ensayo de identificacion de esteroles
donde se observa que al colocar los reactivos de la prueba de Libermann- Burchard y

se observo cambio significativo en la coloracién lo cual indica ausencia de esteroles.

Gb5. Ensayo de identificacion de taninos
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En la Figura G5 se observa el resultado del ensayo de identificacion de taninos donde
se observa que al afiadir el FeCls al 5 % se observo cambio significativo en la

coloracion y formacion de precipitado lo cual indica presencia de taninos.

] W A — —

G6. Ensayo de identificacién de saponinas

En la Figura G6 se observa el resultado del ensayo de identificacion de saponinas

donde se observa que al agitar el extracto no se evidencia formacion de espuma.

G7. Ensayo de identificacién de antocianinas

En la Figura G7 se observa el resultado del ensayo de identificaciéon de antocianinas
gue al agregar el hidroxido de sodio al 10 % no se presentd cambio alguno en la

coloracion.
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ANEXO H: Evidencias de los resultados de los halos de inhibiciéon

H 1. Halos de inhibicion correspondiente a extractos de mufia

de 25 %, 50 % y 75 % frente a E. coli.

En la Figura H1 se presentan los resultados del ensayo de sensibilidad
antibacteriana del extracto de mufia a concentraciones de 25 %, 50 % y 75 %
frente a E. coli donde se observan halos definidos. Se observa que el DMSO no

presento halo de inhibicion al carecer de efecto antibacteriano frente a esta cepa.
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H2. Halos de inhibicion correspondiente al antibiograma con los antibiéticos
ciprofloxacino (CIP), Sulfametoxazol + trimetoprima (COT), ceftriaxona (CTR)
y amikacina (AK)

En la Figura H2 se presentan los resultados del ensayo de sensibilidad

antibacteriana los antibioticos ciprofloxacino (CIP), Sulfametoxazol +

trimetoprima (COT), ceftriaxona (CTR) y amikacina (AK) frente a E. coli donde

se observan halos definidos.
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ANEXO |: Constancia Taxon6mica

HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA
CONSTANCIA N2 0013-2023-HUSA

El director del Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de
San Agustin de Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que la muestra biologica presentada por los Bachilleres Reyna Kelly Peralta

Rodriguez y Giancarlo Frank Cama Arias de la Escuela Profesional de Farmacia
y Bioquimica, Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Maria
Auxiliadora, vienen realizando su proyecto de investigacion “ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE HOJAS DE MUNA
(Minthostachys mollis (Benth.) Griseb.) SOBRE LA CEPA DE Escherichia coli
ATCC25922". La muestra fue traida al Laboratorio de Botanica al estado
fenoldgico fresco, para su determinacion en el Herbarium Areqvipense (HUSA)
y corresponde a la siguiente especie.

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae

Orden Lamiales

Familia Lamiaceae

Genero Minthostachys
Especie Minthostachys mollis

Se le expide la presente a solicitud del interesado

Arequipa, 3 de julio del 2023

Mg.-L cio-Marifo Herrera
DIRECTOR
Herbarium Areqvipense (HUSA)

Avenida Daniel Alcides Carrién s/n cercado-Teléfono: (054) 237755 / 993659045

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN 2

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS R ;&;
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA ~ 5\\
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y andlisis microbioldgico

CONSTANCIA

A QUIEN CORRESPONDA

CQluien suscribe Elvis Gilmar Gonzales Condori, identificado con DNI 46441764 en mi
calidad de Docente Investigador a Tiempo Completo por la Universidad Tecnologica del
Perud y director del Grupo de Investigacion en Biotecnologia y Ciencia de los Alimentos
(GIBYCA) de la misma institucion HAGO CONSTAR QUE:

Los Bachilleres en Farmacia y Bioguimica REYNA KELLY PERALTA RODRIGUEZ
(DNI: 72550330) y GIANCARLO FRANK CAMA ARIAS (DNI: 46932999) realizaron los
experimentos correspondientes a la obtencion de exiractos etanolicos de hojas de
mufa, identificacion de metabolitos secundarios y determinacion del efecto
antibacteriano correspondientes a su proyecto de investigacion titulado "ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE HOJAS DE MUNA
(Minthostachys mollis) SOBRE LA CEPA DE Escherichia coli ATCC 25922° los cuales

fueron llevados a cabo en el mes de setiembre del 2023.

Durante la sjecucion de los experimentos los estudiantes mostraron puntualidad y

trabajo en equipo.

Esta constancia se expide a peticion de los interesados, en Arequipa a los 26 dias de
octubre del 2023.

Adjunto mi correo electronico personal e institucional para fines que vea por conveniente

Gl

gaatgd

Elvis Gilmar Gonzales Condori
Docente investigador
Universidad Tecnologica del Pert

Correo 1: C180989@utp.edu.pe

Correo 2: elvgonzalesci@agmail.com
Cadigo RENACYT: P0020135

Link CTI Vitae

ANEXO J: Constancia de obtencién del extracto, identificacién de metabolitos
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ANEXO K: Certificado de Escherichia coli ATCC 25922

Microbiologics
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