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RESUMEN

Objetivo: determinar el efecto antimicrobiano in vitro del aceite esencial de Tagetes

minuta sobre Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis.

Materiales y métodos: se recolectaron 7 kg de hojas de T. minuta en Cajamarca,
Peru, de las cuales 4 kg fueron destiladas para obtener el aceite esencial. Se utilizo
el método de Kirby-Bauer para evaluar la actividad antimicrobiana, variando las
concentraciones del aceite. Los datos se analizaron con ANOVA y la prueba HSD

de Tukey.

Resultados: el aceite esencial mostro actividad antimicrobiana en ambas bacterias.
En S. mutans, las zonas de inhibicion variaron de 9 a 13 mm a una concentracion
del 10% y de 16 a 19 mm al 100%. La clorhexidina al 0,12% mostré zonas de
inhibicibn mayores (16 a 22 mm). Para E. faecalis, las zonas de inhibicion fueron de
6 a9 mmal 10% y de 14 a 17 mm al 100%, mientras que la clorhexidina presento

zonas de 13 a 16 mm. El etanol, usado como control, no mostré efecto inhibitorio.

Conclusion: el aceite esencial de Tagetes minuta demostré actividad
antimicrobiana in vitro contra Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis,

aunque la clorhexidina fue mas efectiva en todas las concentraciones evaluada

Palabras clave: Aceite Esencial, Actividad Antimicrobiana, Enterococcus faecalis,

Streptococcus mutans, Tagetes minuta. (Fuente: DeCS BIREME)
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ABSTRACT

Objective: To determine the in vitro antimicrobial effect of Tagetes minuta essential

oil on Streptococcus mutans and Enterococcus faecalis.

Materials and Methods: A total of 7 kg of T. minuta leaves were collected in
Cajamarca, Peru, of which 4 kg were distilled to obtain the essential oil. The Kirby-
Bauer method was used to evaluate the antimicrobial activity, varying the oil
concentrations. Data were analyzed using ANOVA and Tukey’s HSD test.

Results: The essential oil showed antimicrobial activity against both bacteria. In S.
mutans, inhibition zones ranged from 9 to 13 mm at a 10% concentration and from
16 to 19 mm at 100%. Chlorhexidine at 0.12% showed larger inhibition zones (16 to
22 mm). For E. faecalis, inhibition zones ranged from 6 to 9 mm at 10% and from 14
to 17 mm at 100%, while chlorhexidine presented zones of 13 to 16 mm. Ethanol,
used as a control, showed no inhibitory effect.

Conclusion: Tagetes minuta essential oil demonstrated in vitro antimicrobial activity
against Streptococcus mutans and Enterococcus faecalis, although chlorhexidine

was more effective at all tested concentrations.

Keywords: Essential Oil, Antimicrobial Activity, Enterococcus faecalis,

Streptococcus mutans, Tagetes minuta. (Source: DeCS BIREME)
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I. INTRODUCCION

En la cavidad bucal humana existen un conjunto de microorganismos que
conforman la denominada microbiota oral, este ecosistema microbiano debe estar
en equilibrio para asegurar un adecuado funcionamiento de esta cavidad asi como
evitar la aparicion de enfermedades, como las caries o las afecciones periodontales
(1). Este tipo de enfermedades estan asociadas a ciertas bacterias como los
estreptococos y los enterococos, dichas bacterias se apoyan de mecanismos como
la producciéon de acido o produccion de biofilms, con el objetivo de aumentar su
patogenicidad, puesto que estas poblaciones microbianas son susceptibles a las
condiciones de la cavidad oral como la presencia de oxigeno, el pH de la saliva, la
disponibilidad de nutrientes o los factores inmunoldgicos. Ademas, este tipo de
infecciones estan ligadas a ciertos factores de riesgo en las personas como
diabetes, enfermedades cardiovasculares y tumores, por lo que es muy importante
controlar este tipo de bacterias patdgenas a fin de reducir el riesgo de desarrollar

dichas enfermedades (2).

Streptococcus mutans es el principal patdgeno cariogénico responsable de
la caries dental humana, con una alta capacidad para formar biopeliculas. En
particular, la caries dental es provocada por la disbiosis de la biopelicula dental
adherida a la superficie del esmalte. Esta bacteria productora de &cido coloniza la
superficie dental y causan dafio a la estructura dental dura en presencia de
carbohidratos fermentables(3). Por otro lado, Enterococcus faecalis es un coco
anaerobio facultativo grampositivo que puede sobrevivir en condiciones adversas.
Esta bacteria se puede encontrar con frecuencia en tratamientos de endodoncia
fallidos con su capacidad para sobrevivir en un ambiente que carece de nutrientes
y en el ambiente dental que es altamente alcalino después del tratamiento con

medicamentos intraconducto (4).

Para el afio 2019 se report6 que el 90,4% de los peruanos sufren de caries
dental y el 85% sufre de enfermedades periodontales, las cuales son causadas por

los malos habitos de higiene bucal e inflamacion gingival de origen infeccioso,

1



representado un problema grave en la salud publica del pais, por lo cual es muy
importante desarrollar medicamentos y/ tratamientos que reduzcan el riesgo de
padecer este tipo de enfermedades, aprovechando el potencial de los recursos

biolégicos del pais (5).

El tratamiento farmacologico de las enfermedades como caries y periodontitis
involucran el uso de antibiéticos B — Lactamicos y productos antisépticos como la
clorhexidina sin embargo el uso de dichos productos origina ciertos inconvenientes,
como las reacciones de sensibilidad sobre los tejidos de la cavidad oral, estos
tratamientos también afectan al microbiota normal de esta cavidad, ademas el uso
no adecuado de los antibiéticos puede originar resistencia bacteriana (6), por esto
es importante desarrollar alternativas que puedan dar solucién a dichos problemas

mediante el aprovechamiento de la diversidad bioldgica del pais.

El género Tagetes es utilizado en la agricultura y también posee actividad
biolégica sobre organismos patdogenos de animales, plantas y humanos, siendo un
insumo ampliamente utilizado en la medicina tradicional (7). Este tipo de plantas
tienen propiedades nematicidas y fungicidas, sus fitoconstituyentes y aceites
esenciales se componen de monoterpenos, sesquiterpenos, flavonoides, tiofenos y
compuestos aromaticos aciclicos, monociclicos y biciclicos. Ademas es utilizada en

la alimentacion y también posee usos ornamentales (8).

Los aceites esenciales son un conjunto de compuestos volatiles, de olor
intenso e insolubles en el agua, este tipo de compuestos son producidos por
diversos géneros vegetales como metabolitos secundarios, en las diferentes
estructuras de la planta como las hojas, el pericarpio de algunos citricos, el tallo, los
pétalos entre otros, estos compuestos son responsables de la fragancia de estas
plantas y son obtenidos principalmente por la destilacion por arrastre de vapor (9).
Estos metabolitos son importantes debido a su gran actividad biolégica, dado que
en la naturaleza cumplen funciones como la proteccion a insectos y herbivoros, asi
como regular el estrés hidrico en condiciones de sequia, por otro lado, a nivel de

laboratorio, se ha demostrado que poseen actividad bioldgica in vitro frente a



diversos grupos bacterianos, inhibiendo su crecimiento mediante su interaccion con

las estructuras bacterianas.

Tomando todo esto en cuenta debemos establecer cual es el efecto
antimicrobiano in vitro del aceite esencial de Tegetes minuta sobre S. mutans y E.

Faecalis.

Tagetes minuta o Huacatay pertenece a la familia Asteraceae, siendo origen
de América del Sur y cultivada de manera amplia por sus fitoconstituyentes. Esta
planta ha sido utilizada durante mucho tiempo por los pueblos indigenas como
hierba medicinal y especia. El Huacatay es una planta de caracter aromatico anual
con brotes lefiosos verticales de 1 a 2 metros. La importancia de T. minuta se debe
a la presencia de aceite esencial en todas las partes de la planta. Esta especie
vegetal posee metabolitos activos como los terpenos, sesquiterpenos, flavonoides
y tiofeno (10)-(11).

Para evaluar el efecto antimicrobiano de un compuesto activo sobre bacterias
pueden utilizarse procedimientos como el método de Kirby Bauer, este método se
basa en la interaccion de los microorganismos en el medio de cultivo con los
principios activos por medio de la difusibn en pozo, este método es utilizado
frecuentemente en las pruebas de susceptibilidad de los microrganismos a
diferentes antibidticos en donde se observa zonas con ausencia de crecimiento
cercanas al pozo con el antibiético (halo de inhibicidn), la aparicién de estas zonas
puede evidencian la sensibilidad del microorganismo al compuesto en cuestion, es
preciso mencionar que para un adecuado analisis se evalua el didmetro del hallo de

inhibicién. EI medio de cultivo utilizado en este método es el agar Miller Hinton (12).

Entre los principales antecedentes internacionales a esta investigacion
tenemos algunos trabajos como el realizado por Chahrazed B. en 2021 el cual tuvo
como objetivo evaluar la interaccion del aceite esencial de flor de naranja amarga
(Citrus aurantium L.) con la bacteria cariogénica Streptococcus mutans y las células
epiteliales gingivales humanas. Demostrando que pasadas de 24 h de cultivo, se

observd la inhibicibn del crecimiento celular de S. mutans incluso a una



concentracion baja de aceite esencial. A 0,3 pg/mL, la densidad 6ptica a 600
nandometros disminuyo6 de 0,24 + 0,067 a 0,09 + 0,05. A la concentracion mas alta
(7 pg/mL) este parametro disminuyo hasta 0,009 + 0,008, lo que confirma el efecto

antimicrobiano del aceite esencial (13).

En otras investigaciones como las de Ausama A. en 2020, se evalud La
actividad antibacteriana del aceite esencial de Tagetes patula contra cinco
aislamientos bacterianos gramnegativos) y cinco aislados bacterianos
grampositivos. Obteniendo como resultado que el aceite esencial de T. patula
muestra una potente actividad antibacteriana contra las bacterias estudiadas con la
mayor inhibicién del crecimiento observada en E. coli después de 24 h de incubacion
con una concentracion minima inhibitoria de valor 0.08 puL/mL y una concentracion
minima bactericida de 0.32 puL/mL (14).

En la publicacion de Fatemeh H. de 2020 se estudio los efectos inhibitorios y
antibiopelicula in vitro e in vivo del aceite esencial de orégano en los aislamientos
de Streptococcus mutans obtenidos de estudiantes de escuela primaria. Como
resultado se obtuvo que la frecuencia de S. mutans fue del 15,3 %, de los cuales el
87 % eran capaces de formar biopeliculas. La CMI del aceite esencial de orégano
fue de 50 pl/ml frente a los aislados de S. mutans, y el 82% de los aislados no

crecieron a las concentraciones = 512 pl/ml (15).

En relacion a los antecedentes nacionales podemos citar a Pure N. del afio
2018 el cual tuvo como objetivo determinar el efecto de la concentracion del aceite
esencial de las hojas de Tagetes minuta L. (Huacatay) sobre su actividad
antimicrobiana frente a cepas ATCC. El resultado mostro que el aceite esencial en
concentraciones al 100%, 75%, 50% y 25% presentaron actividad antimicrobiana
frente a Escherichia coli ATCC 8739 mostrando halos de inhibicion con un promedio
de 19.22 mm, 17.14 mm, 16.49 mmy 12.44 mm y frente a Staphylococcus aureus
ATCC 6538 con promedios de 27.29 mm, 24.82 mm, 22.18 mm y 14.73 mm,

respectivamente (16).



Ademas, tenemos investigaciones realizadas por Cordero M. en 2019 la cual
tuvo como objetivo evaluar la actividad antimicrobiana in vitro del extracto etandlico
de las hojas de Tagetes Minuta (huacatay) en cepas de Pseudomona aeruginosa.
Dicha investigacion revelo que este extracto etandlico presenta sensibilidad baja a
una concentracion de 20 mg/ml, a 50 mg/ml sensibilidad media y a 80 mg/ml

presenta sensibilidad alta, sobre Pseudomonas aeruginosa (17).

Investigaciones como las de Manuelo M. de 2020 buscé evaluar el efecto
antimicético del unglento a base del aceite esencial de Tagetes minuta L.
“Huacatay” provocadas por Candida albicans en ratas albinas. Como resultado se
pudo determinar que el ungiento a base del aceite esencial de Tagetes minuta L.
“Huacatay” presenta considerable efecto antimicotico frente a Candida albicans en
lesion cutanea, debido a que al 3 y 6 % produce disminucion en la formacion de

colonias segun los dias de tratamiento (18).

La importancia de este estudio radica en encontrar alternativas a los
tratamientos convencionales contra los patdégenos que originan las enfermedades
dentales como las caries, y explorar el potencial de los aceites esenciales como una
opcion terapéutica. Los tratamientos deben poseer la misma efectividad que los
tratamientos tradicionales, pero con la caracteristica diferencial de reducir los
inconvenientes de dichos tratamientos, como efectos secundarios y resistencia a
los antibidticos. Los aceites esenciales al ser una fuente prometedora de
compuestos antimicrobianos naturales pueden ser utilizados en el tratamiento de

enfermedades dentales y mejorar la salud bucal en general.

El objetivo general de este estudio es determinar cual es el efecto
antimicrobiano in vitro del aceite esencial de Tagetes minuta sobre S. mutans y E.
Faecalis. Para alcanzar este objetivo se deben reactivar cepas bacterianas de S.
mutans y E. Faecalis., ademas se debe extraer el aceite esencial de Tagetes minuta
por arrastre de vapor y por ultimo se debe evaluar el efecto de las diferentes
concentraciones del aceite esencial de Tagetes minuta sobre el crecimiento de

células bacterianas S. mutans y E. Faecalis.



Hipotesis general de estudio: El aceite esencial de Tagetes minuta tiene efecto
antimicrobiano in vitro sobre el crecimiento de células bacterianas de Streptococcus
mutans ATCC 25175 y Enterococcus faecalis ATCC 29212



ll. MATERIALES Y METODOS
2.1. Enfoque y disefio de la investigacion.

Esta investigacién posee un enfoque cuantitativo puesto que se recolectaron
datos cuantitativos continuos (didmetro de halo de inhibicion en mm), los
cuales fueron analizados por pruebas estadisticas para verificar la hipétesis de
investigacion (19) . Ademas este estudio cuenta con un disefio experimental
dado que se manipuld la variable independiente, mediante la variacion en la
concentracion del aceite esencial para determinar si existe modificacion del
efecto antimicrobiano en funcion de la concentracion utilizada. EI método
utilizado en este estudio es inductivo — deductivo, dado que se observo
empiricamente la interaccion particular de las variables, permitiendo obtener
conclusiones generales del estudio. El presente estudio es de tipo explicativo
ya que busca explicar las causas que dan lugar al efecto antimicrobiano

originado de la interaccion dada entre las variables de la investigacion.

2.2. Poblacion, muestra y muestreo.

1.2.1Poblacion y muestra botanica:

La poblacién del presente estudio estuvo conformada por 7
Kilogramos de hojas de Tagetes minuta, los cuales fueron
recolectados en el Centro Poblado Paccha Chica Baja, distrito de
Cajamarca, provincia de Cajamarca, departamento de Cajamarca,
Peru, ubicado a 2720 msnm, latitud de 7° 11' 39.19" S y longitud de
78°29'41.84" W.

Se realiz6 un muestreo no probabilistico intencional, para lo cual se
aplicaron los criterios de inclusion y exclusion, seleccionando un total
de 4 Kg de hojas de Tagetes Minuta, para su uso en la presente

investigacion.
Criterios de Inclusion:
Material vegetal que pertenezca a la especie vegetal Tagetes minuta.
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Partes aéreas de la planta (hojas)

Hojas Maduras y diferenciadas.

Criterios de Exclusion:

Material vegetal con sefiales de dafio ambiental.

Material vegetal con sefiales de dafio por fitopatbgenos como

picaduras de insectos y/o presencia de dafio por hongos.

1.2.2Poblacién y muestra microbiolégica:
Estuvo conformada por Cepas de Referencia de las bacterias
Streptococcus mutans ATCC 25175 y Enterococcus faecalis ATCC
29212, adquiridas por medio del Laboratorio Genlab.

Criterios de Inclusion:

Cepas de referencia ATCC utilizadas en ensayos de evaluacion del
efecto antimicrobiano, morfologia caracteristica de las colonias de

Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis
Criterios de Exclusion:

Presencia de contaminantes microbiolégicos durante la fase de

reactivacion de las cepas ATCC.

2.3. Variables de investigacion.
Variable independiente:

Aceite esencial de Tagetes minuta.
Definicion conceptual:

El aceite esencial es una mezclas complejas de compuestos volatiles

producidos por plantas arométicas como Tagetes minuta (20).

Definicion operacional:



Obtencién por medio de extraccion por arrastre de vapor asistido por
Clevenger, para la extraccion del aceite esencial (21)

Variable dependiente:

Efecto antimicrobiano del aceite esencial de Tagetes minuta sobre
Streptococcus Mutans y Enterococcus Faecalis

Definicion conceptual:

Inhibiciébn del crecimiento de Streptococcus Mutans y Enterococcus

Faecalis originado por la aplicacién del aceite esencial (22).

Definicion operacional:

Metodologia Kirby Bauer por medio de la evaluacion de la medida de los
halos de inhibicion de crecimiento de Streptococcus Mutans vy

Enterococcus Faecalis (22).

2.4. Técnica e instrumentacion de recoleccién de datos

La técnica utilizada en el presente estudio es la observacional (23).El
instrumento utilizado, fue la guia de observacion, ficha de datos en la cual
se anotaron las medidas de los halos obtenidos durante la prueba de
efecto antimicrobiano, se utilizo lista de cotejo y escala de estimaciones

para la prueba de solubilidad.

La recoleccion de datos microbiolégicos se utilizé el método Kirby Bauer,
para lo cual se sembraron las bacterias por agotamiento en el medio de
cultivo Agar Muller Hinton suplementado con sangre, posteriormente se
excavaron pocillos en el agar para colocar las concentraciones de aceite
esencial y los controles, luego de la incubacion se observo la presencia de
halos de inhibicion, los cuales fueron medidos haciendo uso de una regla
Finalmente, los datos obtenidos fueron ingresados a una base de datos en
el Software Excel 2021 (Licencia de Prueba) y analizados en los softwares
SPSS 23 (Statistical Package for Social Sciences) y Minitab Version 22.



2.5. Plan de recoleccion de datos

251

2.5.2

2.5.3

Recoleccion de droga vegetal.
La recoleccion de la Droga Vegetal perteneciente a la planta Tagetes

Minuta se realizd durante el mes de agosto que corresponde a la
época de lluvia se recolectaron un total de 7 kilogramos de material
vegetal el Centro Poblado Paccha Chica Baja, distrito de Cajamarca,
provincia de Cajamarca, departamento de Cajamarca, Perd, a
continuacion, se seleccionaron las hojas que no presentaron sefiales
de deterioro ni dafio causado por fitopatbgenos o factores
ambientales (24).

Identificacion Taxonomica del material Vegetal Recolectado.
La identificaciéon Taxondmica del material recolectado fue realizada

en las instalaciones del Herbario Institucional de la Universidad
Nacional de Cajamarca, para lo cual se transportaron 3 ejemplares
en prensa botanica para su identificacion, los cuales fueron
previamente seleccionados, priorizando los ejemplares mas
desarrollados y en mejor estado de conservacion, se determinaron
los siguientes Taxones, Reino, Divisién, Clase, Orden, Familia,
Género y Especie.

Extraccion del aceite esencial:
La extraccién del aceite esencial de Tagetes minuta se realizé

mediante destilacién por arrastre de vapor, para esto se pesaron 500
gr el material vegetal previamente escogido, luego fue colocado
cuidadosamente en la recamara superior del sistema de extraccion
Clevenger, en la camara inferior se vertié 1 litro de agua destilada,
todas las juntas del equipo fueron engrasadas con vaselina y se
aseguraron con abrazaderas de plastico, la destilacion se inici6 al
encender la fuente de calor (24).

Se realizaron un total de 8 destilaciones, hasta procesar los 4 kg de
material vegetal seleccionado, para lo cual se deja enfriar el sistema

y se vuelve a cargar el material vegetal en la recamara del equipo,
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cada destilacion tuvo una duracion de 2 horas y se dejé enfriar el
equipo por aproximadamente 30 minutos.

Al finalizar cada extraccion el producto obtenido se recolecto y
trasvaso a un embudo de decantacion, el cual permitié la separacion
del hidrolato y el aceite esencial por medio de diferencia de densidad.
Culminada la separacion de fases se procedié a la decantacion del
hidrolato y el aceite esencial obtenido se conservo en un frasco
ambar hermético y se almaceno en condiciones de refrigeracion (2°
— 8°) hasta su uso en los ensayos de efecto antimicrobiano.

Para calcular el rendimiento de extraccion se utilizd la siguiente

expresion (24):

R9% = @) 100
(mv)
Donde:
R%= Porcentaje de Rendimiento
M@e)= Masa del aceite esencial extraido en Gramos
Mmv)= Masa total del material vegetal utilizado en la extraccién en
Gramos

Caracterizacién Fisico Quimica del Aceite esencial de Tagetes
minuta.
Finalizada la extraccion se determinaron las siguientes

caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial de Tagetes minuta.

e Indice de Refraccién: Se tomaron 0,6 mL de aceite esencial y se
colocaron sobre el prisma del refractometro, luego se realizo la
medicion a contraluz.

e Olor: Se agrego 0,5 mL del aceite esencial, a un vaso de
precipitacion para determinar su olor.

e Color: Se agrego 0,5 mL del aceite esencial, a una placa de Petri
y haciendo contraste con una hoja blanca se determiné el color.

e Sabor: Con una espatula limpia y desinfectada se tomd una

muestra de la superficie del aceite y se determiné el sabor
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2.5.5

2.5.6

e Densidad: Con ayuda de una micropipeta se tomé una alicuota
de 1 mL y se vertio en un crio vial previamente pesado y tarado en
una balanza analitica. La densidad se obtuvo dividiendo la masa
obtenida entre el volumen medido.

e Textura: Con una espatula limpia se evalué la textura de 0.5 mL
de aceite esencial sobre una placa de Petri limpia.

Prueba de solubilidad del Aceite esencial de Tagetes minuta
Para determinar la solubilidad del aceite esencial se tomaron 0.5 ml

de aceite esencial y se colocaron en 6 tubos de ensayo, los cuales
contenian 5 ml de los disolventes seleccionados para esta prueba
(agua, etanol 96°, alcohol Isopropilico, cloroformo y éter de petréleo)
los tubos fueron agitados manualmente, se anotaron todos los
cambios que se observaron en la ficha de recoleccion de datos.

Reactivacion de Cepas de Referencia Streptococcus mutans
ATCC 25175y Enterococcus faecalis ATCC 29212
El proceso de reactivacion de las cepas ATCC, fue realizado

siguiendo las indicaciones de microbiologics utilizando medios
microbioldgicos indicados para el crecimiento de Streptococcus
mutans y Enterococcus faecalis (25) .

Para S. mutans se utilizé caldo BHI (Caldo Infusion Cerebro Corazon)
previamente preparado y esterilizado en autoclave a 121 °C y 1,5
Atm, luego los tubos inoculados se llevaron a incubacién a 37°
durante 48 horas (25).

Para E. faecalis se utiliz6 caldo tripticasa de soya previamente
preparado y esterilizado en autoclave a 121 °C y 1,5 Atm y el medio
luego fue suplementado con 5% de sangre desfibrinada, una vez

inoculado se llevo a incubacion a 37° durante 48 horas (25).
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2.5.7 Evaluacion de la actividad antimicrobiana del aceite esencial
de Tagetes minuta por el método de Kirby Bauer.
La evaluacion de la actividad antimicrobiana in vitro del aceite

esencial de Tagetes minuta sobre Streptococcus mutans ATCC
25175 y Enterococcus faecalis ATCC 29212, fue realizada por el
método de Kirby Bauer (26).
Para iniciar el ensayo se procedio a preparar 3 concentraciones (10%
,25%, 50%) del aceite esencial a partir del aceite extraido y como
solvente de dilucion alcohol etilico de 96 °, para esto se aplico la
siguiente expresion:

GV, =GV,
Donde:
C,= Concentracion inicial del aceite esencial puro (100%)
V1= Volumen inicial del aceite esencial puro
C,= Concentracion final del aceite esencial a preparar
(10%,25%,50%)
V,= Volumen final del aceite esencial a preparar
Una vez obtenidas las 3 concentraciones, se sellaron los tubos de
ensayo y se procedio a realizar la preparacion del medio de cultivo
para el antibiograma.
Se preparo Agar Miller Hinton, segun las instrucciones del fabricante
(Difco), el cual fue esterilizado por autoclave a 121 °C y 1,5 atm;
debido a los requerimientos nutricionales de las bacterias de este
trabajo, el medio fue suplementado con 5% sangre para un adecuado
crecimiento (27).
A partir de un cultivo joven (18 - 24 horas), se prepard suspensiones
bacterianas de cada bacteria, para ajustar la turbidez del inoculo se
utilizé un espectrofotometro UV- VIS, el cual fue configurado con una
longitud de onda de 595 nm, siendo 0,1 el valor final de absorbancia
que se fij6 para los indculos. Luego se procedié a sembrar por
agotamiento en las placas con el medio de cultivo con ayuda de

hisopos estériles.
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Una vez completada la siembra, se realizaron pocillos excavados y
se afiadieron 20 pL de las 4 concentraciones de aceite esencial
establecidas para este estudio (10%, 25%, 50% y 100%). Como
control negativo, se utilizé alcohol al 96%, y como control positivo,
clorhexidina al 0.12%. En condiciones de esterilidad, estos controles
se distribuyeron sobre las placas previamente sembradas con las
suspensiones bacterianas (Figura 1). Cada microorganismo se

sembré en 10 repeticiones.

Figura 1 Esquema de la distribucion de los pocillos con Aceite
esencial de Tagetes minuta y los controles sobre las placas con
Agar Muller Hinton suplementado con Sangre.

Finalmente las placas sembradas se llevaron a incubacion por 24
horas a 37 °C, en una incubadora microbioldgica

Pasado el tiempo de incubacién se procedio a verificar el crecimiento
y medir los halos de inhibiciéon formados alrededor de los pocillos que
contenian las concentraciones del aceite esencial y los respectivos
controles. Los datos obtenidos se apuntaron en la ficha de datos
disefiada para este procedimiento.

Se empled la escala de Duraffourd para determinar la sensibilidad
bacteriana al efecto inhibitorio del aceite esencial. Esta escala
permite clasificar el grado de sensibilidad en funcion del diametro de
la zona de inhibicion alrededor del pocillo que contenia el aceite
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esencial: una zona de didmetro menor a 9 mm seré considerada
como nula (-), entre 9 y 13 mm como sensible (+), entre 14y 19 mm
como muy sensible (++) y mayor a 19 mm como sumamente sensible
(S.S.= +++). Este andlisis se realizard en triplicado para cada
concentraciéon del aceite esencial y se utilizard como control positivo

clorhexidina y como control negativo son solucion etanol 96% (27)

2.6. Andlisis estadistico:
A partir del didmetro de los halos de inhibicidn, se calculé la media y las

medidas de dispersion (desviacion estandar y varianza) (28). Para dar
inicio a las pruebas de contrastacion de hipotesis se aplico la prueba de
Shapiro - Wilk la cual nos permitié evaluar si los datos obtenidos siguen

una distribucién normal.

Los datos obtuvieron un P valor mayor al 0.05 de significancia por lo que
fueron considerados como datos Normales, por lo tanto se le aplico la
prueba paramétrica de ANOVA a un factor, seguido de una prueba de HSD

de Tukey.

Las pruebas fueron seleccionadas, considerando los supuestos previos

para su aplicacion y precision.

2.7. Aspectos éticos
Durante el desarrollo de este trabajo se aplicaron medidas de bioseguridad

y ademas se siguieron las buenas practicas de laboratorio para garantizar
la seguridad de los investigadores, debido a la manipulacion de
microorganismos que podrian ser potencialmente patdgenos. Asimismo,
se prestd especial atencion durante la recoleccion del material vegetal

para preservar el medio ambiente y minimizar el impacto en el ecosistema.
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lll. RESULTADOS
3.1. Recoleccion de droga vegetal.

Tabla 1. Informacion de los datos obtenidos durante la recoleccion de ladroga

vegetal

Zona Cantidad Coordenadas Altitud

Paccha chica/ Cajamarca/ 7°11'39.19" S 2720

Cajamarca / Cajamarca kg 78°29'41.84" W msnm

Fuente: Elaboracién propia

En la Tabla 1 se observa la ubicacion geogréfica y altitud en donde se realizo la

recoleccién de Tagetes minuta.
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3.2. Extraccion del aceite esencial:

Tabla 2. Datos obtenidos durante la extraccion del aceite esencial por el

meétodo de arrastre de vapor

Planta Cantidad Volumen obtenido Masa

Tagetes minuta 5 kg 9,7 mL 8,63 ¢

Fuente: Elaboracién propia

En la Tabla 3 se observa el volumen y la masa de aceite obtenido durante la
extraccion de aceite esencial de Tagetes minuta que corresponden a los 5 Kg de
material vegetal utilizado durante la extraccion. Con estos datos se calculd el

rendimiento de aceite esencial obteniendo un rendimiento de extraccion de 0,21%.
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3.3. Caracterizacion Fisico Quimica del Aceite esencial de Tagetes
minuta.

Tabla 3 Caracterizacién Fisico Quimica del Aceite esencial de Tagetes

minuta

Caracterizacion Fisico Quimica

indice de 1,46 Sabor Herbaceo/ Intenso
Refraccion
Olor Sui Generis Densidad 0,89 g/ml
Color Amarillo Textura Oleosa

Fuente: Elaboracién propia

El aceite tiene un indice de refraccion de 1.46, lo que indica cémo interactla con la
luz, estos valores indican que el aceite posee una alta pureza. Su sabor es herbaceo
e intenso, sugiriendo un perfil de sabor fuerte y vegetal. El olor es sui generis, lo que
implica que tiene un aroma distintivo y caracteristico. La densidad del aceite es de
0.89 g/ml, siendo menor a la del agua lo que permite su separacion. Su color es

amarillo y presenta una textura oleosa, reflejando una consistencia aceitosa.
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3.4. Prueba de solubilidad del Aceite esencial de Tagetes minuta

Tabla 4. Prueba de solubilidad del aceite esencial de Tagetes minuta

Prueba de solubilidad

Solvente Resultado Solvente Resultado
Agua - Cloroformo +++
Etanol 96° ++ Eter De Petréleo +++
Alcohol
) ++
Isopropilico

Fuente: Elaboracidon propia

Donde:
e (-) =insoluble
e (+) = poco soluble
e (++) =soluble

e (+++) = muy soluble

En la tabla 5 se observa que el aceite esencial es insoluble en agua y
tiene una mayor afinidad por solventes apolares como el cloroformo o el

éter de petréleo, en etanol de 96° la solubilidad es moderada.
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3.5. Evaluacién de la actividad antimicrobiana del aceite esencial
de Tagetes minuta por el método de Kirby Bauer.

Tabla 5. Medida en milimetros de los diametros de Halo de inhibicion (mm)

del Aceite Esencial sobre Streptococcus mutans ATCC 25175

Diametros de Halo de inhibicién (mm) de AE sobre Streptococcus mutans

ATCC 25175
AE 10 % AE25% AES50% AE 100 % CP (CHX 0,12%) Czﬁl\lOH
10 12 14 17 18 0
10 14 14 18 18 0
10 13 14 16 16 0
9 12 13 18 22 0
9 11 12 19 19 0
11 12 14 16 20 0
13 12 15 18 17 0
11 13 14 17 17 0
9 11 13 16 18 0
12 13 15 18 18 0

Fuente: Elaboracion propia

La tabla 7 muestra los diametros de los halos de inhibicion en milimetros
del aceite esencial sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 a diferentes
concentraciones: 10%, 25%, 50% y 100%. A medida que aumenta la
concentracion del aceite esencial, los diametros de los halos también
incrementan, indicando una mayor efectividad antimicrobiana. Por
ejemplo, en la concentracion del 10%, los diametros varian entre 9 y 13
mm, mientras que en la concentracion del 100%, los diametros se

encuentran entre 16 y 19 mm.

El control positivo, clorhexidina al 0,12%, muestra consistentemente los
diametros mas altos, entre 16 y 22 mm, lo que indica una mayor efectividad
gue el aceite esencial, incluso en su concentracion mas alta. El control
negativo, etanol, no presenta halos de inhibicion, confirmando que no tiene
actividad antimicrobiana y que los efectos observados se deben

exclusivamente al aceite esencial.
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Tabla 6 Medida en milimetros de los didmetros de Halo de inhibicién (mm)

del Aceite Esencial sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212

Diametro de Halo de inhibicion (mm) de AE sobre Enterococcus faecalis

ATCC 29212
AE 10 % AE25% AES50% AE 100% CP (CHX 0,12%) ngL\IOH
8 10 12 16 13 0
9 12 12 14 14 0
7 9 13 16 15 0
6 11 12 14 16 0
7 10 11 14 13 0
8 9 13 17 14 0
7 12 12 15 15 0
7 9 12 15 14 0
9 10 13 17 15 0
8 11 14 16 16 0

Fuente: Elaboracion propia

La tabla 8 presenta los diametros de los halos de inhibiciébn en milimetros del aceite
esencial sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212, evaluados a las mismas
concentraciones del aceite: 10%, 25%, 50%, y 100%. Similar a la tabla anterior,
también se incluyen un control positivo (clorhexidina al 0,12%) y un control negativo
(etanol). En Enterococcus faecalis, los diametros de los halos de inhibicion
aumentan con la concentracion del aceite esencial, pero los valores son
generalmente menores en comparacion con los observados en Streptococcus
mutans. En la concentracion del 10%, los diametros varian entre 6 y 9 mm, y a la
concentracién del 100%, los valores van de 14 a 17 mm. Esto indica que el aceite
esencial es menos efectivo contra Enterococcus faecalis que contra Streptococcus
mutans, donde los halos a la concentracion del 100% alcanzaron entre 16 y 19 mm.
El control positivo (clorhexidina 0,12%) muestra halos de inhibicién en Enterococcus
faecalis de entre 13 y 16 mm, lo cual es inferior a los resultados obtenidos con
Streptococcus mutans, donde los halos fueron consistentemente mayores (16 a 22
mm). Esto sugiere que Enterococcus faecalis es menos susceptible a la clorhexidina
que Streptococcus mutans. El control negativo (etanol) no presenta halos de
inhibicion en ninguna de las bacterias, confirmando nuevamente la ausencia de

actividad antimicrobiana del solvente.

21



Tabla 7. Estadisticos descriptivos de los diametros de los halos de inhibicion

Estadisticos descriptivos

Minimo Méximo Media Desviacion
estandar
AE 10% Streptococcus mutans 9,0 13,0 10,4 1,3
AE 25 % Streptococcus mutans 11,0 14,0 12,3 0,9
AE 50 % Streptococcus mutans 12,0 15,0 13,8 0,9
AE 100 % Streptococcus mutans 16,0 19,0 17,3 1,1
CP CHX Streptococcus mutans 16,0 22,0 18,3 1,7
AE 10 % Enterococcus Faecalis 6,0 9,0 7,6 1,0
AE 25 % Enterococcus Faecalis 9,0 12,0 10,3 1,2
AE 50 % Enterococcus Faecalis 11,0 14,0 12,4 0,8
AE 100 % Enterococcus Faecalis 14,0 17,0 15,4 1,2
CP CHX Enterococcus Faecalis 13,0 16,0 14,5 11

Fuente: Elaboracion propia

El control negativo de etanol de 96 °, no presento halos de inhibicién por lo que se
puede asumir que su uso como solvente para la preparacién de las diferentes
concentraciones de aceite esencial no influyo en la formacién de halos de inhibicién

del crecimiento para ambos microorganismos.

Por otro lado el control positivo presento halos de inhibicién en todas las placas de
ambos microoganismos por lo que se constituye como una referencia adecuada
para la comparacibn de la actividad antimicrobiana de las diferentes

concentraciones de aceite esencial.
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Tabla 8. Perfil de sensibilidad expresado por Streptococcus mutans ATCC
25175 a las diferentes concentraciones del aceite esencial.

Perfil de Sensibilidad de Streptococcus mutans ATCC 25175 al AE
AE 10% AE 25% AE 50% AE 100% CP

Sensibilidad Nula (-) 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
Sensible (+) 10/10 9/10 3/10 0/10 0/10

Muy Sensible (++) 0/10 1/10 7/10 10/10 7/10
Sumamente Sensible (+++) 0/10 0/10 0/10 0/10 3/10

Fuente: Elaboracion propia

Perfil de Sensibilidad Streptococcus mutans

ATCC 25175
10.00
9.00
8.00
7.00
6.00
5.00
4.00
3.00
2.00
1.00
0.00

AE 10% AE 25% AE 50% AE 100% CP

m Sensibilidad Nula (-) mSensible (+) ® Muy Sensible (++) mSumamente Sensible (+++)

Figura 2. Perfil de sensibilidad expresado por Streptococcus mutans ATCC
25175 a las diferentes concentraciones del aceite esencial.

En la Tabla 8 se observa que , todas las concentraciones utilizadas presentan efecto
inhibitorio sobre Streptococcus mutans siendo la concentracion de 100 %, la que
posee mayor efecto inhibitorio, ya que se observé que todas las repeticiones tienen
un didmetro mayor a 16 mm, que ubicado en la escala de Duraffourd corresponde
a un nivel catalogado como Muy Sensible (+ + +).Solo la concentracion del 10%
tuvo halos comprendidos entre 9 mm y 13 mm por lo que segun Duraffourd su nivel
de sensibilidad es el mas bajo para esta escala. Las otras dos concentraciones

presentaron en 1y 7 de las repeticiones un nivel Muy Sensible (+ + +).
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Tabla 9. Perfil de sensibilidad expresado por Enterococcus faecalis ATCC

29212 a las diferentes concentraciones del aceite esencial.

Perfil de Sensibilidad de Enterococcus faecalis ATCC 29212 al AE

AE 10% AE 25% AE 50% AE 100% CP

Sensibilidad Nula (-) 4/10 0/10 0/10 0/10 0/10
Sensible (+) 5/10 10/10 9/10 0/10 2/10

Muy Sensible (++) 1/10 0/10 1/10 10/10 8/10
Sumamente Sensible (+++) 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10

Fuente: Elaboracion propia

El perfil de sensibilidad de Enterococcus faecalis ATCC 29212 frente al AE y el CP

muestra lo siguiente:

Para el AE a baja concentracion, 4 de 10 muestras no muestran sensibilidad, 5 de

10 son sensibles, 1 de 10 es muy sensible, y ninguna muestra es sumamente

sensible. Con el AE a concentracion media-baja, ninguna muestra sensibilidad nula,

10 de 10 son sensibles, y no hay casos de alta sensibilidad (+ + +). A concentracion

media-alta, 9 de 10 muestras son sensibles, 1 de 10 es muy sensible, y ninguna

muestra es sumamente sensible. Con el AE a concentracion maxima, todas las

muestras (10 de 10) son muy sensibles, sin casos de sensibilidad basica ni extrema.

El control positivo (CP) muestra que 2 de 10 muestras son sensibles, 8 de 10 son

muy sensibles y ninguna es sumamente sensible.

Perfil de Sensibilidad Enterococcus faecalis ATCC 29212

10.00
8.00
6.00
4.00
2.00
0.00

AE 10% AE 25% AE 50% AE 100%

M Sensibilidad Nula (-) M Sensible (+) Muy Sensible (++) B Sumamente Sensible (+++)

CP

Figura 3. Perfil de sensibilidad expresado por Enterococcus faecalis ATCC

29212 a las diferentes concentraciones del aceite esencial.
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Tabla 10 Prueba de Normalidad de Shapiro — Wilk aplicada a los diametros

3.6. Andlisis estadistico

de los halos de inhibicién

Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk

Estadistico gl Sig.
Aceite Esencial 10 % Streptococcus mutans 0,90 10,00 0,20
Aceite Esencial 25 % Streptococcus mutans 0,91 10,00 0,29
Aceite Esencial 50 % Streptococcus mutans 0,88 10,00 0,15
Aceite Esencial 100 % Streptococcus mutans 0,87 10,00 0,11
Control Positivo CHX Streptococcus mutans 0,90 10,00 0,24
Aceite Esencial 10 % Enterococcus Faecalis 0,90 10,00 0,24
Aceite Esencial 25 % Enterococcus Faecalis 0,88 10,00 0,12
Aceite Esencial 50 % Enterococcus Faecalis 0,89 10,00 0,17
Aceite Esencial 100 % Enterococcus Faecalis 0,88 10,00 0,12
Control Positivo CHX Enterococcus Faecalis 0,91 10,00 0,26

La prueba de Normalidad (Tabla 12) evidencio que todos los datos analizados

siguen una distribucion normal, puesto que el P valor es mayor a 0,05 en todos los

casos, por lo que para la comparacién de medias se aplicara ANOVA.

Gréafica de Distribucion Normal de los Didametros de Halo de Inhibicidn
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Figura 4 Representacién grafica de la distribucion normal para los diametros

de halos de inhibicidn
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Tabla 11. Andlisis de la varianza a un factor de los didmetros de halo para la

bacteria Streptococcus mutans ATCC 25175

ANOVA

Streptococcus mutans ATCC 25175

Sumade Media ,

cuadrados g cuadrética S19.
Entre grupos 2176,7 50 435,3 344,2 0,0
Dentro de 683 54,0 1,3
grupos
Total 2245,0 59,0

El valor p en el andlisis de varianza (ANOVA) para Streptococcus mutans ATCC

25175 es 0,0 lo que indica que existen diferencias estadisticamente significativas

entre las medias de los grupos. Esto sugiere que al menos uno de los grupos es

significativamente diferente de los otros. Para identificar especificamente cuéles

grupos difieren entre si, se realizé una prueba de Tukey, que ayuda a determinar

los subconjuntos homogéneos y a identificar las diferencias entre los grupos de

manera mas detallada.
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Tabla 12 Prueba Post hoc de HSD TUKEY de diametros de halo para la bacteria
Streptococcus mutans ATCC 25175

Comparaciones multiples HSD Tukey

Tratamiento

Diferen
ciade Error

Intervalo de
confianza al 95%

medias estandar Limite Limite

(1-J) inferior  superior

Aceite Aceite Esencial 25 % -1,9 0,50 0,01 -3,39 -0,41

Esencial Aceite Esencial 50 % -3,4 0,50 0,00 -4,89 -1,91

10 % Aceite Esencial 100 % -6,9 0,50 0,00 -8,39 -5,41

Control Negativo 10,4 0,50 0,00 8,91 11,89

Control Positivo -7,9 0,50 0,00 -9,39 -6,41
(Clorhexidina)

Aceite Aceite Esencial 10 % 1,9 0,50 0,01 0,41 3,39

Esencial Aceite Esencial 50 % -1,5 0,50 0,05 -2,99 -0,01

25 % Aceite Esencial 100 % -5 0,50 0,00 -6,49 -3,51

Control Negativo 12,3 0,50 0,00 10,81 13,79

Control Positivo -6 0,50 0,00 -7,49 -4,51
(Clorhexidina)

Aceite Aceite Esencial 10 % 3,4 0,50 0,00 1,91 4,89

Esencial Aceite Esencial 25 % 1,5 0,50 0,05 0,01 2,99

50 % Aceite Esencial 100 % -3,5 0,50 0,00 -4,99 -2,01

Control Negativo 13,8 0,50 0,00 12,31 15,29

Control Positivo -4,5 0,50 0,00 -5,99 -3,01
(Clorhexidina)

Aceite Aceite Esencial 10 % 6,9 0,50 0,00 5,41 8,39

Esencial Aceite Esencial 25 % 5 0,50 0,00 3,51 6,49

100 % Aceite Esencial 50 % 3,5 0,50 0,00 2,01 4,99

Control Negativo 17,3 0,50 0,00 15,81 18,79

Control Positivo -1 0,50 0,36 -2,49 0,49
(Clorhexidina)

Control  Aceite Esencial 10 % -10,4 0,50 0,00 -11,89 -8,91

Negativo Aceite Esencial 25 % -12,3 0,50 0,00 -13,79 -10,81

Aceite Esencial 50 % -13,8 0,50 0,00 -15,29 -12,31

Aceite Esencial 100 % -17,3 0,50 0,00 -18,79 -15,81

Control Positivo -18,3 0,50 0,00 -19,79 -16,81
(Clorhexidina)

Control  Aceite Esencial 10 % 7.9 0,50 0,00 6,41 9,39

Positivo  Aceite Esencial 25 % 6 0,50 0,00 4,51 7,49

(CHX) Aceite Esencial 50 % 4,5 0,50 0,00 3,01 5,99

Aceite Esencial 100 % 1,0 0,50 0,36 -0,49 2,49

Control Negativo 18,3 0,5030 0,000 16,814 19,786
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Los resultados de la prueba de comparaciones multiples HSD Tukey muestran las
diferencias significativas entre los tratamientos. El Aceite Esencial al 10% es
significativamente menos efectivo en comparacion con las concentraciones del
25%, 50% y 100% del Aceite Esencial, asi como con el Control Positivo
(Clorhexidina). El Aceite Esencial al 25% es mas efectivo que el Aceite Esencial al
10%, pero menos efectivo que el Aceite Esencial al 50% y al 100%. También es
mas efectivo que el Control Negativo y el Control Positivo (Clorhexidina). El Aceite
Esencial al 50% es mas efectivo que el Aceite Esencial al 10% y al 25%, pero menos
efectivo que el Aceite Esencial al 100%. Ademas, es mas efectivo que el Control
Negativo y el Control Positivo (Clorhexidina). El Aceite Esencial al 100% muestra la
mayor efectividad, siendo significativamente mas efectivo que el Aceite Esencial al
10%, al 25% y al 50%.
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Tabla 13 Subconjuntos obtenidos de la aplicacion de las diferentes
concentraciones del aceite esencial sobre Streptococcus mutans ATCC 25175

Subconjuntos Homogéneos

HSD Tukey
Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N

1 2 3 4 5
Control Negativo 10 0,000
Aceite Esencial 10 % 10 10,400
Aceite Esencial 25 % 10 12,300
Aceite Esencial 50 % 10 13,800
Aceite Esencial 100 % 10 17,300
Control Positivo 10 18,300
(Clorhexidina)
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 0,362

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 13 se muestran los subconjuntos homogéneos determinados por la
prueba HSD Tukey, los tratamientos se agrupan segun su efectividad. El Control
Negativo se encuentra en el primer subconjunto, indicando que tiene la efectividad
mas baja comparado con los otros tratamientos. El Aceite Esencial al 10% forma
parte del segundo subconjunto, mostrando una efectividad superior al Control
Negativo pero inferior a otras concentraciones de Aceite Esencial. El Aceite Esencial
al 25% esta en el tercer subconjunto, con una efectividad superior al 10%, pero aun
por debajo de concentraciones mas altas. El Aceite Esencial al 50% se encuentra
en el cuarto subconjunto, siendo mas efectivo que al 25%, pero menos efectivo que
al 100%. Finalmente, el Aceite Esencial al 100% y el Control Positivo (Clorhexidina)
estan en el quinto subconjunto, siendo los mas efectivos. El Control Positivo muestra
la mayor efectividad entre todos los tratamientos. Los valores de significancia
indican que las diferencias entre estos subconjuntos son estadisticamente

significativas.
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Tabla 14 Analisis de la varianza a un factor de los didmetros de halo
producidos frente al control positivo para la bacteria Enterococcus faecalis

ATCC 29212

ANOVA
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Sumade Media = S
cuadrados 9 cuadratica 9.
Entre 1610,1 5,0 322,0 349,2 0,0
grupos
Dentro de 49,8 54,0 0,9
grupos
Total 1659,9 59,0

El analisis de varianza (ANOVA) para Enterococcus faecalis ATCC 29212 muestra
que, el valor p en el andlisis de varianza (ANOVA) para Enterococcus faecalis ATCC
29212 es 0,0, lo que indica que las diferencias entre las medias de los grupos son
altamente significativas. Esto sugiere que al menos uno de los tratamientos o

condiciones tiene un efecto significativamente diferente de los otros.
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Tabla 15 Prueba Post hoc de HSD TUKEY de diametros de halo para la bacteria
Enterococcus faecalis ATCC 29212

Comparaciones multiples HSD Tukey

Diferen Intervalo de
Tratamiento ciade Error confianza al 95%
medias estandar Limite Limite
(1-J) inferior  superior
Aceite Aceite Esencial 25 % -2,7 0,43 0,00 -3,97 -1,43
Esencial Aceite Esencial 50 % -4,8 0,43 0,00 -6,07 -3,53
10 % Aceite Esencial 100 % -7,8 0,43 0,00 -9,07 -6,53
Control Negativo 7,6 0,43 0,00 6,33 8,87
Control Positivo -6,9 0,43 0,00 -8,17 -5,63
(Clorhexidina)
Aceite Aceite Esencial 10 % 2,7 0,43 0,00 1,43 3,97
Esencial Aceite Esencial 50 % -2,1 0,43 0,00 -3,37 -0,83
25 % Aceite Esencial 100 % -5,1 0,43 0,00 -6,37 -3,83
Control Negativo 10,3 0,43 0,00 9,03 11,57
Control Positivo -4,2 0,43 0,00 -5,47 -2,93
(Clorhexidina)
Aceite Aceite Esencial 10 % 4.8 0,43 0,00 3,53 6,07
Esencial Aceite Esencial 25 % 2,1 0,43 0,00 0,83 3,37
50 % Aceite Esencial 100 % -3 0,43 0,00 -4.27 -1,73
Control Negativo 12,4 0,43 0,00 11,13 13,67
Control Positivo 2,1 0,43 0,00 -3,37 -0,83
(Clorhexidina)
Aceite Aceite Esencial 10 % 7,8 0,43 0,00 6,53 9,07
Esencial Aceite Esencial 25 % 51 0,43 0,00 3,83 6,37
100 % Aceite Esencial 50 % 3 0,43 0,00 1,73 4,27
Control Negativo 15,4 0,43 0,00 14,13 16,67
Control Positivo 0,9 0,43 0,31 -0,37 2,17
(Clorhexidina)
Control  Aceite Esencial 10 % -7,6 0,43 0,00 -8,87 -6,33
Negativo Aceite Esencial 25 % -10,3 0,43 0,00 -11,57 -9,03
Aceite Esencial 50 % -12,4 0,43 0,00 -13,67 -11,13
Aceite Esencial 100 % -15,4 0,43 0,00 -16,67 -14,13
Control Positivo -14,5 0,43 0,00 -15,77 -13,23
(Clorhexidina)
Control  Aceite Esencial 10 % 6,9 0,43 0,00 5,63 8,17
Positivo  Aceite Esencial 25 % 4,2 0,43 0,00 2,93 5,47
(CHX) Aceite Esencial 50 % 2,1 0,43 0,00 0,83 3,37
Aceite Esencial 100 % -0,9 0,43 0,31 -2,17 0,37
Control Negativo 14,5 0,43 0,00 13,23 15,77
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En la tabla 15 se observan las comparaciones multiples mediante la prueba HSD de
Tukey, estas muestran diferencias significativas en la efectividad de los
tratamientos. El Aceite Esencial al 10% es menos efectivo de todas las
concentraciones y el Control Positivo (Clorhexidina), pero mas efectivo que el
Control Negativo. El Aceite Esencial al 25% es mas efectivo que el 10%, pero menos
que el 50%, el 100%, y el Control Positivo. El Aceite Esencial al 50% supera al 10%
y al 25%, pero es menos efectivo que el 100% y el Control Positivo. El Aceite
Esencial al 100% es altamente efectivo, superando a todas las demas
concentraciones y al Control Negativo, sin diferencia significativa con el Control
Positivo. El Control Negativo es consistentemente el menos efectivo, mientras que
el Control Positivo es més efectivo que las concentraciones de Aceite Esencial al
10%, 25%, y 50%, y similar al 100%. Estas diferencias son significativas (valor p <
0,05), excepto entre el Aceite Esencial al 100% y el Control Positivo (p = 0,31).
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Tabla 16 Subconjuntos obtenidos de la aplicacion de las diferentes
concentraciones del aceite esencial sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212

Subconjuntos Homogéneos

HSD Tukey
Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N

1 2 3 4 5
Control Negativo 10 0,000
Aceite Esencial 10 % 10 7,600
Aceite Esencial 25 % 10 10,300
Aceite Esencial 50 % 10 12,400
Aceite Esencial 100 % 10 14,500
Control Positivo 10 15,400
(Clorhexidina)
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 0,305

Fuente: Elaboracion Propia

La tabla 16 muestra los subconjuntos homogéneos segun la prueba HSD Tukey,
agrupando los tratamientos por su eficacia antimicrobiana. El Control Negativo tiene
la menor efectividad, con un valor de inhibicion de 0 mm, mientras que el Aceite
Esencial al 10% es mas efectivo, pero todavia por debajo de las concentraciones
superiores, con un valor de 7.6 mm. A medida que la concentracién del aceite
aumenta, también lo hace su eficacia. El Aceite Esencial al 25% es mas efectivo
que el 10%, pero inferior al 50% y 100%.

Finalmente, el Aceite Esencial al 100% y la Clorhexidina (Control Positivo) son los
tratamientos mas efectivos, con valores de inhibicion de 14.5 mm y 15.4 mm
respectivamente. Las diferencias entre los tratamientos son estadisticamente
significativas (p < 0.05), salvo entre el Aceite Esencial al 100% y la Clorhexidina,
que presentan una eficacia similar. Esto sugiere que a concentraciones elevadas,

el aceite esencial tiene un efecto comparable al de la Clorhexidina.
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IV. DISCUSION

4.1. Discusion de resultados
Las enfermedades de la cavidad bucal, como las caries y las afecciones

periodontales, representan un problema de salud significativo, el cual esta
estrechamente relacionado con un desequilibrio en la microbiota oral. Esta
microbiota esta compuesta por un conjunto diverso de microorganismos que, bajo
condiciones normales, mantienen un equilibrio necesario para la salud bucal. Sin
embargo, cuando este balance se altera, patbgenos como Streptococcus sp. y
Enterococcus sp. proliferan, aprovechando mecanismos como la producciéon de
acidos y la formacion de biofilms para aumentar su patogenicidad y resistencia a las
condiciones adversas de la cavidad oral, como el pH de la saliva, la presencia de
oxigeno y los factores inmunolégicos (29). Ademas, estas infecciones bucales no
solo afectan la salud oral, sino que también estan asociadas a factores de riesgo
sistémicos, como la diabetes, enfermedades cardiovasculares y ciertos tumores,
subrayando la importancia de controlar estas bacterias para prevenir

complicaciones mayores.

Teniendo en cuenta todo esto en el presente trabajo de investigacion determinamos
el efecto antimicrobiano in vitro del aceite esencial de Tagetes minuta sobre S.
mutans y E. Faecalis. Para lo cual se propuso una metodologia similar a la realizada
por Chota V. en el cual se determiné el efecto antibacteriano del extracto del
Mastuerzo sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.(30). En la primera etapa se
realizé la recoleccién del material, con lo cual se pudieron obtener 9,7 ml de aceite
esencial, lo que representa un rendimiento de extraccion del 0,21% este valor es
superior al obtenido por Zarate- Escobedo, en cuya investigacion se reportaron
rendimientos cercanos al 0.05%, estas diferencias estan relacionadas con las
condiciones de cultivo de la planta, factores como la calidad del suelo, el riego y las
condiciones ambientales impactan directamente en el rendimiento de extraccion de
los aceites esencial, ademas otros factores como el clima y la edad de la planta

también influyen en este parametro (31).

En relacion a la caracterizacion fisicoquimica del aceite esencial se apreciaron

caracteristicas que pueden influir en el efecto inhibitorio frente a bacterias. El indice
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de refraccion de 1.46 sugiere una composicion rica en compuestos aromaticos y
volatiles tipicos de los aceites esenciales, lo cual es importante para su actividad
bioldgica (32). Los compuestos responsables de este indice suelen incluir terpenos
y compuestos fendlicos, conocidos por sus propiedades antimicrobianas (22). Sin
embargo, este parametro por si solo no indica la potencia antimicrobiana directa,
sino mas bien la pureza y composicion del aceite. El sabor herbaceo e intenso y el
olor sui generis sugieren la presencia de compuestos volatiles especificos de esta
especie vegetal. Este perfil sensorial no solo aporta a su identidad, sino que también
puede afectar la aceptabilidad en formulaciones de productos. Los valores de
densidad menores a 1 g/ml (0.89 g/ml) son comunes en aceites esenciales (33),
reflejando una estructura ligera que facilita la penetracion en membranas celulares
y que al ser menor a la del agua facilita su separacion durante la extraccién. Esta
propiedad es clave cuando se considera la biodisponibilidad del aceite en medios
acuosos y en aplicaciones terapéuticas. El color amarillo y la textura oleosa son
caracteristicas visuales y tactiles que refuerzan la identificacién del aceite esencial
y sugieren la presencia de compuestos como carotenoides y otros pigmentos
naturales, ademas se observo la formacidén de emulsiones. Si bien estos aspectos
no impactan directamente en la actividad antimicrobiana, son indicadores de la

composicion quimica global del aceite.

Con respecto a los halos obtenidos durante la prueba de Kirby Bauer se observo
gue el aceite esencial (AE) tiene una actividad antimicrobiana que aumenta con su
concentracion sobre Streptococcus mutans ATCC 25175. A una concentracion del
10%, los halos de inhibicién son pequefios, entre 9 y 13 mm. Con concentraciones
del 25% y 50%, los halos crecen, alcanzando entre 11y 14 mm y 12 y 15 mm,
respectivamente. A la concentracion mas alta del 100%, los halos de inhibicién son
los mayores, variando entre 16 y 19 mm, lo que indica la maxima eficacia del aceite
esencial en esta concentracion. Comparado con el control positivo, clorhexidina al
0,12%, que presenta halos de entre 16 y 22 mm, el aceite esencial muestra una
eficacia menor, aunque su actividad mejora con la concentraciéon. El control
negativo, etanol, no muestra halos de inhibicion, confirmando que no tiene efecto

antimicrobiano. En resumen, el aceite esencial es mas efectivo a concentraciones
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mas altas, pero no supera la eficacia de la clorhexidina.

El diametro de los halos de inhibicion del aceite esencial sobre Enterococcus
faecalis ATCC 29212 aumenta con la concentracion del aceite. A una concentracion
del 10%, los diametros de los halos varian entre 6 y 9 mm. Al elevar la concentracion
al 25%, los halos van de 9 a 12 mm, y con una concentracion del 50%, los diametros
aumentan a un rango de 11 a 14 mm. Finalmente, a una concentracién del 100%,
los halos de inhibicion alcanzan entre 14 y 17 mm. Esto demuestra que el aceite
esencial tiene una mayor actividad antimicrobiana a concentraciones mas altas. El
control positivo, clorhexidina al 0,12%, muestra halos de inhibiciéon de 13 a 16 mm,
lo que indica que es mas efectivo que el aceite esencial, aunque la diferencia es
menos pronunciada en comparacion con Streptococcus mutans. El control negativo,
etanol, no produce halos de inhibicién, confirmando la ausencia de actividad

antimicrobiana del etanol.

Para iniciar el analisis estadistico la prueba de Shapiro-Wilk evalu6 la normalidad
de los datos de los didmetros de los halos de inhibicion del aceite esencial y del
control positivo en Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis. Para
Streptococcus mutans, los resultados muestran valores de significancia de 0.20,
0.29, 0.15 y 0.11 para las concentraciones de aceite esencial de 10%, 25%, 50% y
100%, respectivamente. Estos valores estan por encima del umbral de 0.05, lo que
sugiere una tendencia a la normalidad, aunque los datos de las concentraciones
mas altas, especialmente al 100%, estan cercanos al limite, lo que indica una
posible desviacion leve de la normalidad. El control positivo de clorhexidina en
Streptococcus mutans presenta un valor de 0.24, que indica una distribucién normal.
Para Enterococcus faecalis, los valores de significancia del aceite esencial a las
concentraciones de 10%, 25%, 50% y 100% son 0.24, 0.12, 0.17 y 0.12,
respectivamente. Esto indica que los datos tienden a la normalidad, aunque las
concentraciones del 25% y 100% estan cercanas al umbral de 0.05, sugiriendo una
ligera desviacion. El control positivo de clorhexidina en Enterococcus faecalis tiene

un valor de 0.26, mostrando una distribucién normal.
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Los andlisis ANOVA realizados para los tratamientos con aceites esenciales y
Clorhexidina mostraron diferencias significativas en la eficacia de los tratamientos
(p < 0,05). En Streptococcus mutans, la variabilidad entre los grupos fue altamente
significativa, con un valor p < 0,001, indicando que al menos uno de los tratamientos
difiere en su efectividad para inhibir la bacteria. De manera similar, en Enterococcus
faecalis, los resultados reflejaron diferencias significativas entre los tratamientos, lo
que destaca la importancia de evaluar cada concentracion de aceite esencial y su

comparacion con el control estandar, la Clorhexidina.

Los resultados de las comparaciones multiples mediante la prueba HSD de Tukey
revelan patrones claros de efectividad dependientes de la concentracion. Para
Streptococcus mutans, el Aceite Esencial al 10% mostré una efectividad
significativamente menor en comparacion con las concentraciones al 25%, 50% y
100%, asi como con la Clorhexidina. El aumento en la concentracion del aceite
esencial mejord significativamente la efectividad, alcanzando su maximo en la
concentraciéon al 100%, la cual no mostrd diferencias significativas con la
Clorhexidina, sugiriendo una equivalencia en la eficacia antimicrobiana entre ambos

tratamientos a estas concentraciones elevadas.

En cuanto a Enterococcus faecalis, se observo un patrén similar. El Aceite Esencial
al 10% tuvo la menor efectividad, aumentando progresivamente con las
concentraciones mas altas. El Aceite Esencial al 100% y la Clorhexidina fueron los
tratamientos mas efectivos, sin diferencias estadisticamente significativas entre
ellos. Esto indica que, al igual que en Streptococcus mutans, el Aceite Esencial al
100% puede ser tan eficaz como la Clorhexidina para inhibir Enterococcus faecalis,
ofreciendo una alternativa potencialmente menos toxica y con menos efectos

secundarios.

El analisis de los subconjuntos homogéneos mediante la prueba de Tukey permitié
agrupar los tratamientos segun su efectividad. El Control Negativo se posicioné
consistentemente en el subconjunto de menor efectividad, mientras que el Aceite

Esencial al 10% se situé en un grupo superior, pero siempre separado de las
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concentraciones mas altas y la Clorhexidina. A medida que aument6 la
concentracion del Aceite Esencial, se observd una progresion clara hacia
subconjuntos de mayor efectividad, culminando con el Aceite Esencial al 100% y la

Clorhexidina en el grupo mas efectivo.

En estudios previos, como el de Chahrazed B. (2021), se encontrd que el aceite
esencial de Citrus aurantium L. era efectivo incluso a concentraciones bajas,
inhibiendo el crecimiento de Streptococcus mutans a 0.3 pg/mL. Esto contrasta con
los resultados obtenidos en el presente estudio, donde el aceite de Tagetes minuta
mostro halos de inhibicion entre 9 y 13 mm a una concentracion del 10%, y entre 16
y 19 mm a una concentracion del 100%. A pesar de que el aceite de Tagetes minuta
tiene una accién antimicrobiana notable, su efectividad es menor a bajas
concentraciones en comparacion con Citrus aurantium, lo que sugiere que este
ultimo es mas potente a dosis bajas. Sin embargo, el aumento en la concentracion
de Tagetes minuta mejora su eficacia, alcanzando valores comparables en

concentraciones mas altas (13).

En otra investigacion realizada por Ausama A. (2020) con el aceite esencial de
Tagetes patula, se observé una potente actividad antibacteriana contra bacterias
grampositivas y gramnegativas. En particular, los resultados contra Escherichia coli
fueron destacados, con concentraciones minimas inhibitorias de hasta 0.08 pL/mL.
En el presente estudio, el aceite de Tagetes minuta mostré una actividad similar,
pero a concentraciones mucho mas altas, lo que sugiere que Tagetes patula podria
ser mas efectivo que Tagetes minuta en algunos contextos, como contra bacterias
gramnegativas. No obstante, los resultados obtenidos frente a Enterococcus
faecalis demuestran que Tagetes minuta sigue siendo una alternativa prometedora,

con halos de inhibicion de hasta 17 mm a 100% de concentracion (14).

Asimismo, el aceite de orégano, estudiado por Fatemeh H. (2020), mostré una
actividad antimicrobiana comparable contra Streptococcus mutans. En ese estudio,
el aceite de orégano produjo halos de inhibicion entre 12 y 15 mm a concentraciones

similares a las empleadas en el presente trabajo. Al comparar ambos aceites, se
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puede observar que Tagetes minuta tiene una efectividad similar frente a S. mutans,
con halos de inhibicién que alcanzan hasta los 19 mm en las concentraciones mas
altas, aunque el aceite de orégano parece tener una mayor potencia a dosis mas
bajas. Esto sugiere que, aunque ambos aceites son efectivos, la concentracion

juega un papel crucial en la actividad antimicrobiana de cada uno (15).

El trabajo de Pure N. (2018) sobre el efecto antimicrobiano de Tagetes minuta frente
a Escherichia coli y Staphylococcus aureus encontré que el aceite mostro halos de
inhibicién mas grandes frente a S. aureus (hasta 27.29 mm) que los observados en
el presente estudio contra S. mutans y E. faecalis. Esta diferencia en los tamafios
de los halos sugiere que Staphylococcus aureus es mas susceptible a Tagetes
minuta que los patégenos bucales estudiados, lo que podria deberse a diferencias
en las estructuras de las membranas celulares de las bacterias. Sin embargo, los
resultados obtenidos en esta investigacion aln son consistentes con los hallazgos
previos, confirmando la eficacia del aceite esencial a concentraciones elevadas
(16).

Por ultimo, en el estudio de Cordero M. (2019) se evalué el extracto etandlico de
Tagetes minuta frente a Pseudomonas aeruginosa, una bacteria notoriamente
resistente. El extracto mostré una sensibilidad alta a concentraciones de 80 mg/mL.
Aunque el presente estudio utilizo el aceite esencial en lugar del extracto etandlico,
se obtuvieron resultados comparables con halos de inhibicion de hasta 19 mm frente
a Streptococcus mutans y 17 mm frente a Enterococcus faecalis a concentraciones
de 100%. Estos datos refuerzan la idea de que Tagetes minuta tiene un amplio
espectro de actividad antimicrobiana, aunque su efectividad varia segun la especie

bacteriana y la formulacién empleada (17).

Teniendo en cuenta los resultados del presente estudio coinciden con la literatura
existente en cuanto a la capacidad de los aceites esenciales para inhibir el
crecimiento de bacterias patdgenas, pero también resaltan la importancia de las
concentraciones utilizadas. A diferencia de aceites mas potentes a bajas dosis,

como el de naranja amarga o el de orégano, el aceite de Tagetes minuta requiere
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concentraciones mas elevadas para alcanzar niveles comparables de inhibicion. Sin
embargo, su efectividad contra S. mutans y E. faecalis demuestra su potencial como
alternativa en el tratamiento de infecciones orales, especialmente cuando se buscan
opciones menos toxicas y mas naturales en comparacion con antisépticos
convencionales como la clorhexidina. Estos hallazgos refuerzan la idea de que la
efectividad antimicrobiana del Aceite Esencial es altamente dependiente de su
concentracién, con un impacto significativo en la inhibicién de Streptococcus mutans
y Enterococcus faecalis. Mientras que las concentraciones mas bajas proporcionan
algun nivel de proteccién, las concentraciones al 100% alcanzan un nivel de
efectividad comparable a los tratamientos antimicrobianos tradicionales, como la
Clorhexidina (35).

4.2. Conclusiones

e El aceite esencial de Tagetes minuta presenta efecto antimicrobiano in vitro
del sobre Streptococcus mutans ATCC 25175 y Enterococcus faecalis
ATCC 29212, a las concentraciones de 25%, 50% y 100%

e Larecoleccion de Tagetes minuta se llevo a cabo en Paccha Chica,
Cajamarca, Peru, a una altitud de 2720 msnm. La ubicacion geografica
especificaes 7° 11' 39.19" Sy 78° 29' 41.84" W, y se recolectaron un total
de 7 kg de material vegetal.

e Se obtuvo un rendimiento de extraccion del aceite esencial de Tagetes
minuta fue de 0,21% a partir de 5 kg de material vegetal.

e El aceite esencial de Tagetes minuta presenta propiedades fisico-quimicas
tipicas, con un indice de refraccién de 1,46, densidad de 0,89 g/ml, y
caracteristicas sensoriales intensas (olor sui generis, sabor herbaceo)

e El efecto antimicrobiano in vitro del aceite esencial de Tagetes minuta sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175 y Enterococcus faecalis ATCC 29212
incrementa con el valor de la concentracion del aceite esencial.

e La concentracidn de aceite esencial de Tagetes minuta que presento mayor
actividad antimicrobiana sobre Streptococcus mutans ATCC 25175y
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Enterococcus faecalis ATCC 29212 segun el analisis realizado fue la de
100%

4.3. Recomendaciones
Se sugiere la realizacién de ensayos in vivo para evaluar la eficacia y

seguridad de este aceite esencial.

Se recomienda la realizacién de un andlisis de cromatografia de gases para
la caracterizacion del aceite a fin de describir los principales compuestos
responsables de la actividad antimicrobiana descrita.

Se recomienda evaluar la capacidad antimicrobiana de este aceite esencial
sobre otros microrganismos que estén implicados en los procesos
patogénicos de las caries dentales.

Se recomienda realizar andlisis de concentracion minima inhibitoria (CMI) y
concentraciéon minima bactericida (CMB) a fin de profundizar en la
caracterizacion precisa de la eficacia antimicrobiana de los aceites

esenciales frente a Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis.
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ANEXOS:

Anexo A Instrumentos de recoleccién de datos

Ficha de Resultados

Caracterizacion Fitoquimica Aceite esencial de Tagetes Minuta:

N° Caracteristicas Fisicoquimicas
Muestra
L ., . Punto De
Indice De Refraccién Densidad .., Color Olor Textura
Ebullicion
1 | Aceite
esencial de
Tagetes
Minuta

a7




Ficha de Resultados

Ficha de recoleccion de Datos (Diametros de Halo de inhibicién)

Cepa

Repeticion

Aceite
Esencial
10 %

Aceite
Esencial
25 %

Aceite
Esencial
50 %

Aceite
Esencial 100
%

Control
Positivo

Control Negativo

Streptococcus
mutans ATCC
25175

R1

R2

R3

R4

R5

R6

R7

R8

R9

R10

Enterococcus
faecalis ATCC
29212

R1

R2

R3

R4

R5

R6

R7

R8

R9

R10
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Escala de estimacién de solubilidad

Solubilidad

Solvente

++

+++

Agua

Etanol 96°

Alcohol
Isopropilico

Cloroformo

Eter De Petréleo

Donde:
e (-) =insoluble
e (+) = poco soluble
e (++) =soluble

e (+++) = muy soluble
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Anexo B Matriz de Operalizacion de Variables

: Definicion Definicion : : : L N° de
Variables . Dimensiones Indicadores Escala de medicion | ., Valor
conceptual operacional items
indice de
Obtenci6n por refraccion: #
medi .
. edio de densidad: o
: . Metabolito extraccion por 0
Aceite esencial ) o
secundario de la | arrastre de vapor Marcha color (Cuantitativo y
de Tagetes o . . g/L 4 .
. planta Tagetes asistido por Fisicoquimica Cualitativo)
Minuta . lubilidad:
minuta. Clevenger, para la Solubihiaad: +/-
extraccion del o
. . color y apariencia
aceite esencial.
Efecto o Metodologia Kirb i4
. . Inhibicién del g . y Zona de Q|ametro
antimicrobiano . Bauer por medio de menor o igual a 8
. crecimiento de . .
del aceite SreDtoCOCCUS la evaluacion de la mm sera
esencial de Mut:fns medida de los nhibicién del co|nS|derada cgm014
Tagetes minuta y halos de inhibicién e Diametro de halo | Ui (). entre 8 y 8-19 mm
sobre Enterococcus de crecimiento de crecimiento de inhibicién mm como sensible 4
Faecalis bacteriano (+), entre 14y 19 (Cuantitativo)
Streptococcus . Streptococcus mm como muy
originado por la :
Mutans y S Mutans y sensible (++) y
aplicacion del
Enterococcus aceite esencial Enterococcus mayor a 19 mm
Faecalis Faecalis. como sumamente

sensible (S.S.= +++)

Anexo C Identificacion taxonOmica especie vegetal Tagetes minuta

50




0 SAy,
OV,

WERBAZ/ |

P UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAJAMARCA -
N :' '& FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD q
w ‘3 DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
s AREA DE BOTANICA E
7‘. \ HERBARIO CPUN “ISIDORO SANCHEZ VEGA™ A j
PR :.._ horbariocpunisvdgmall com Av_Atahualpa N* 1050 - Cojamarca TR

Asunto: Constancla de Identificacién Botanlca

A QUIEN CORRESPONDA:

QUIEN SUSCRIBE, EL CURADOR DEL HERBARIO CPUN “ISIDORO SANCHEZ VEGA", DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAJAMARCA — PERU

HACE CONSTAR:

Que, de parte de: Norma Hilda Chiclote Minchan y Yandira Elizabeth Alfaro Rulz,
bachilleres de la Escuela Profesional de Farmacla y Bloquimica, de la Universidad
Particular Maria Auxiliadora (UMA) de la ciudad de Lima; es parte del Proyecto de tesis.
Efecto antimicroblano In vitro del aceite esenclal de Tagetes minuta L. sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175y Enterococcus faecalls ATCC 29212, han recibldo una
muestra botdnica, las misma que fue identificada y ublcada taxonémicamente, en esta

dependencia, como:

e Reino Plantae

e Divisidn Magnolyophyta

e (lase Magnoliosida

e Orden Asterales

e Familia Asteraceae

s Género Tagetes

e Especie Tagetes minuta L.

La especie es conocida como en el medio como “Huacatay, y otros, fue colectada en el
centro poblado Paccha Chica Baja, distrito de Cajamarca, provincla y departamento de
Cajamarca a 2720 msnm, en las coordenadas 7° 11’ 39.19” S. 78° 29’ 41.84" W.

A peticion de la parte interesada y para los fines legales que conllevan, se extiende la
presente constancia para los fines que sean necesarios.

@loya Quino

dor del Herbario “Isidoro Sanchez Vega”
CPUN-UNC

cc: Secretarla del Herbarlo,



Anexo D Evidencias fotograficas

Recoleccién del material vegetal Centro
Poblado Paccha Chica Baja - Cajamarca

Hojas Sanas

Hojas Dafiadas

Ejemplares foliares de Tagetes
Minuta

Seleccion del material vegetal de
Tagetes Minuta

i

~

r.
1S

-

Extraccion del aceite esencial de
Tagetes minuta por arrastre de
vapor
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Reactivacion de Cepas Bacterianas
ATCC

Preparacion de Medio de cultivo
Microbiol6gico

Incubacién de bacterias reactivadas

Servido de Placas con Agar Miller
Hinton suplementado con Sangre

53



Placas con Agar Muller Hinton suplementado con Sangre para la prueba
de Antibiograma

Placas con Agar Muller Hinton con pocillos que contienen las
concentraciones de aceite de Tagetes minuta
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Resultados del ensayo de actividad antimicrobiana por el método de Kirby Bauer, en
donde se observa la formacion de halos de inhibicién sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175

Resultados del ensayo de actividad antimicrobiana por el método de Kirby
Bauer, en donde se observa la formacion de halos de inhibicidon sobre
Enterococcus faecalis ATCC 29212
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Medida de Halos de inhibicion formados
durante la prueba de antibiograma
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