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RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de Mufa
(Minthostachys mollis) frente a Streptococcus mutans ATCC 25175. Material vy
método: El estudio fue experimental, se obtuvo el aceite esencial de Mufa
(Minthostachys mollis) por el método de destilacion por arrastre de vapor de agua, de
10kg de mufia se logré obtener 40 ml de aceite y luego fue diluido para conseguir
concentraciones al 25%, 50%, 75% y 100%, se utilizé clorhexidina al 0,12 % como
control positivo y control negativo el agua destilada. Para la prueba de difusion de disco
de Kirby Bauer se realizd6 sobre medios de Mueller Hinton Agar (MHA), inoculado con
Streptococcus mutans a 37°C bajo anaerobiosis total por 24 horas. Resultados: Del
estudio por CG-EM se evidencié basicamente 2 componentes primordiales: Mentona
(32.9%) y Eucaliptol (28.06%). Se determind el efecto antibacteriano frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175 en las diferentes concentraciones mencionadas,
como resultado se obtuvo al 25% de < 6 mm de diametro es decir sensibilidad nula (-),
50% de 14.1425 mm es decir entre sensible (+) y muy sensible (++), 75% de 15.7388
mm, es decir muy sensible (++) y 100 % de 18.3038 mm es decir entre muy sensible
(++) y sumamente sensible (+++), segln en la Escala de sensibilidad de Duraffoourd y
Lapraz. Conclusién: Se evidencio el efecto antibacteriano 50%, 75% y 100%, solo en
el caso de la concentracion del 25% resultd ser nula frente a Streptococcus mutans
ATCC 25175.

Palabras clave: Efecto antibacteriano, cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM), Streptococcus mutans.



ABSTRACT

Objetive: Determine the vitro antibacterial effect of Mufia (Minthostachys mollis)
essential oil against Streptococcus mutans ATCC 25175. Material and method: The
study was experimental, the essential oil of Mufia (Minthostachys mollis) was obtained
by the distillation method by steam drag, from 10kg of muiia it was posible to obtain 40
ml of oil and then it was diluted to achieve concentrations of 25%, 50%, 75% and 100%,
0.12% chlorhexidine was used as a positive control and control distilled water is negative.
For the Kirby Bauer disk difusion test, it was performed on Mueller Hinton Agar (MHA)
media, inoculated with Streptococcus mutans at 37°C under total ananerobiosis for 24
hours. Results: The GC-MS study basically showed 2 main components: menthone
(32.9%) and eucalyptol (28.06%). Antibacterial effect was determined against
Streptococcus mutans ATCC 25175 in all concentrations, as a result, 25% of 6 mm
diameter was obtained, that is, zero sensitivity (-), 50% of 14.1425 mm, that is, between
sensitive (+) and very sensitive (++), 75% of 15.7388 mm, i.e. very sensitive (++) and
100% of 18.3038 mm i.e. between very sensitive (++) and extremely sensitive (+++), on
the Duraffoourd sensitivity scale and Lapraz. Conclusion: The antibacterial effect was
evident at 50%, 75% and 100%, only in the case of the 25% concentration it turned out

to be null against Streptococcus mutans ATCC 25175.

Key words: Antibacterial effect, gas chromatography coupled to mass spectrometry

(CG-EM), Streptococcus mutans.
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INTRODUCCION

La caries dental es una disbiosis, que se presenta como un cambio en el equilibrio y la
relacién entre distintas especies de microorganismos de la flora bucal. Este proceso se
muestra basicamente por la elevada ingesta de azUcares fermentables, que conlleva a
una disolucion quimica situada en la superficie dentaria que, a su vez, es causado por
eventos metabdlicos que ocurren en la placa dental. El proceso carioso inicia como una

lesion de mancha blanca que se forma por la desmineralizacion del esmalte. (1)

En el 2022, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), refiere que el 45% de la
poblacion mundial padece de enfermedades bucodentales, haciendo énfasis en la

problematica global actual. (2)

Por su parte el Ministerio de Salud — Minsa, indica que existe una alta morbilidad de
caries dental que afecta al 90.4% de la poblacién (3), en especial en edad escolar de 3
a 15 afos, existe una prevalencia del 85.6%, lo que significa que nueve de cada diez
escolares padecen caries dental, siendo una preocupacion en la salud publica de

nuestro pais. (4)

La caries dental continda siendo una principal preocupacion en la salud bucal, el
desarrollo de la caries dental dependera de las bacterias existentes en la cavidad oral,
ya gue podemos encontrar mas de 700 especies bacterianas, dentro de ellas podemos
resaltar a la familia de los Streptococcus, Lactobacillus, y Porphyromonas, quienes
participan en el desarrollo de enfermedades bucales méas prevalente, como la caries

dental y enfermedad periodontal. (5)

El Streptococcus mutans, es una bacteria anaerobia facultativa, tiene forma de coco,
crece en cadena, considerado la principal bacteria cariogénica ya que produce acidos,
metaboliza la sacarosa y produce polisacaridos extracelulares que destruyen el tejido

dentario y ayudan a la adhesién sobre la superficie dentaria respectivamente. (6)

El Peru es considerado uno de los paises més diversos del mundo por su gran variedad
biol6gica ya que posee una gran cantidad de plantas naturales medicinales que tienen
muchos beneficios para la salud entre ellas estan la maca (Lepidium meyenii), el matico
serrano (Jungia paniculata), hierba santa (Piper auritum), sangre de grado (Croton
lechleri), la ufia de gato (Uncaria tomentosa), chuchuhuasi (Maytenus macrocarpa) y la

mufa. (7)

Minthostachys mollis, conocida cominmente como mufia, oriunda del Peru, proviene de

la altura de la sierra en regiones andinas especialmente Apurimac, Cusco, Puno y

12



Tacna. En la ciudad de Tacna se encuentra en la provincia de Tarata, abunda en los

meses de Diciembre hasta Mayo, se encuentra en grandes cantidades.

Hoy en dia la mufia la podemos encontrar mediante infusiones, extracto, licores entre
otros, se han realizado investigaciones acerca del efecto antibacteriano, antimicrobiano,
antifingico entre otros, que tiene el aceite esencial de mufa (Minthostachys mollis) en

distintos microrganismos. (8)

En la actualidad se conoce que el aceite esencial de mufia (Minthostachys mollis) posee
un efecto antibacteriano en diversas bacterias bucales, asi como Porphyromonas
gingivalis, Staphylococcus aureus y Candida albicans (8), Enterococcus faecalis (9),

Staphylococcus epidermidis y Escherichia coli. (10) (11)

Por este motivo, la presente investigacion tiene como objetivo determinar el efecto
antibacteriano in vitro del aceite esencial de Mufia (Minthostachys mollis) frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175.

13



CAPITULO |

EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 FUNDAMENTACION DEL PROBLEMA

Streptococcus Mutans es el mas importante patégeno que fomenta la caries
dental. En la boca hallamos un gran niumero de bacterias aerobias y anaerobias,
aproximadamente 700 especies, de Streptococos principalmente especies mutans

(serotipos c,e,y f, sanguis, sobrinus y cricetus), se han asociado con caries. (12)

En la actualidad se reconoce 17 paises megadiversos, de los cuales 8 se localizan
en América Latina: Peru, Brasil, Colombia, Costa Rica, Ecuador, México, Venezuela
y Bolivia. De las especies vegetales existentes, menos del 10 % ha sido examinadas
cientificamente con fines terapéuticos. Se calcula por lo menos 15.000 plantas
terapéuticas ya estdn en amenaza de perderse segun la Organizacién Peruana de
la Salud (OPS) en el afio 2019. (7)

Peru cuenta con mucha biodiversidad y gran riqueza natural, en ella podemos
encontrar una gran variedad de plantas medicinales que ayudan a prevenir

enfermedades a la poblacién.

La flora a nivel mundial se compone de 250.000 especies, de las cuales el 10 % se
encuentra en el Per(. También se considera que sélo el 60 % de la vegetacion del

Pera ha sido estudiada y 1408 han sido de uso medicinal. (7)

Debemos aprovechar nuestra diversidad vegetal, mas aldn cuando tenemos a
nuestro alcance plantas medicinales que nuestros antepasados utilizaron
anteriormente para combatir enfermedades, y sus multiples beneficios que puede
mejorar las vias respiratorias y aparato digestivo, asimismo propiedades propias de
la planta natural y como conservante de alimentos por su propiedad antimicrobiana.
(13)

Por ello el interés de realizar esta investigacion, asi poder validar cientificamente el

efecto antibacteriano y de beneficios de la mufia en el area de odontologia.

Adicionalmente, hoy en dia la poblacién en su mayoria tiene una tendencia hacia el
interés de los productos naturales libres de aditivos quimicos que puedan ayudar a

combatir enfermedades por lo que resulta interesante investigar mas sobre esta

14



planta a través del aceite esencial que pueda tener un efecto antibacteriano frente
al Streptococcus mutans ATCC 25175.

1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢, Cual es el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de Mufia (Minthostachys
mollis) frente a Streptococcus Mutans ATCC 25175)?

1.3 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de Mufa

(Minthostachys mollis) frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Determinar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de Mufa

(Minthostachys mollis) al 25% frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

-Determinar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de Mufa

(Minthostachys mollis) al 50% frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

-Determinar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de Mufa

(Minthostachys mollis) al 75% frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

-Determinar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de Mufa
(Minthostachys mollis) al 100% frente a Streptococcus mutans ATCC
25175.

-Comparar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Mufa
(Minthostachys mollis) frente a la clorhexidina al 0.12% sobre el
Streptococcus mutans ATCC 25175.

15



1.4 JUSTIFICACION

La caries dental es un problema de salud en el Pertu y por eso se formula la
necesidad de averiguar una forma de controlar y prevenir en base a odontologia
alternativa, a través de plantas medicinales que nos ofrece la naturaleza y
aprovecharla como una opcién de tratamiento. Con este estudio se busca investigar
una fuente natural como la mufia (Minthostachys Mollis) para contrarrestar al
Streptococcus mutans ATCC 25175 cepa relacionada a la caries dental de alli la

importancia de esta investigacion.

Sabiendo que se ha desarrollado estudios en relacion a la efectividad de esta planta
en diversas bacterianas bucales, el propdsito es determinar el efecto antibacteriano
del aceite esencial de Muia (Minthostachys mollis) frente a Streptococcus mutans
ATCC 25175.

Con nuestros resultados ayudaremos a futuras investigaciones para proseguir con
la linea de investigacion y plantear una alternativa més natural y econémica ante el
uso de la mufa de nuestra regién, asimismo poder contribuir con informacion en el

area de la Odontologia y despejar dudas sobre los beneficios de la mufia.

Esta investigacion es factible ya que se tiene al alcance el insumo que es la Mufa
(Minthostachys mollis), la cual se obtuvé de la Provincia de Tarata, lo que es facil
de encontrar en los meses Diciembre hasta Mayo. Con respecto a los equipos y
materiales al usar se cont6 con el laboratorio de la Universidad Nacional Jorge
Basadre Grohmann (UNJBG) para determinar el efecto antibacteriano, ademas se
obtuvoé la ayuda de un biélogo especializado en proyectos experimentales y con su

apoyo se desarroll6 correctamente la ejecucion de la investigacion.

Este estudio es de interés porque conlleva a contribuir e investigar las propiedades
de la planta medicinal oriunda de nuestra region a través de su aceite esencial y es
una fuente natural para contrarrestar el Streptococcus mutans ATCC 25175 cepa

relacionada a la caries dental.

Este trabajo de investigacion es novedoso, al no tener estudios sobre el aceite
esencial de la Mufia (Minthostachys mollis) de nuestra Region. En la literatura,
generalmente se puede encontrar estudios tanto Nacionales e Internacionales que
evaluaron el efecto antibacteriano del aceite esencial de la Mufia (Minthostachys

mollis) en otras bacterias orales.
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Este estudio cumplié con los principios éticos respetando la vida, salud y derechos

de las personas.

Esta investigacion es relevante ya que aporta conocimiento cientifico porque se
realizé en un laboratorio con todo el protocolo estricto para conseguir resultados sin
error y presenta base para futuras investigaciones en la odontologia para que se

pueda establecer una preparacién de un producto viable en la practica odontoldgica.

Segun la linea de investigacion de la EPO este trabajo esté relacionado a la
innovacién tecnoldgica y biomateriales dentales y aporta en impulsar la exploracion

en el campo experimental.
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CAPITULO I

REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION
Investigaciones Internacionales

Torrenegra M et al. “Composicién Quimica y Actividad Antibacteriana del Aceite
Esencial de Minthostachys Mollis”; Colombia: 2016

Trabajo de caracter experimental, cuyo objetivo evalué la composicién quimica y la
actividad antibacteriana del aceite esencial de mufia de la regién de Norte de Santander,
Colombia. ElI método que se us6 para la extraccion del aceite esencial de esta planta

fue a través del método hidrodestilacion.

Para saber los componentes quimicos de la planta a través de su aceite esencial se
realizé CG-EM. Luego se analiz6 la actividad antibacteriana de 3 bacterias: S. aureus
ATCC 25923, S. epidermis ATCC 12228y E. coli ATCC 25922.

Para establecer la sensibilidad antibacteriana y CMI del aceite se disolvié la
concentracion deseada (1000-50 pg/mL) y se usé el procedimiento de microdilucién en
caldo, para el control positivo se us6 gentamicina sulfato (0.016 mg/mL) y se realiz6 su

lectura de las microplacas para cuantificar el crecimiento bacteriano.

Segun los resultados, el aceite esencial de Minthostachys mollis tenia una alta materia
de mono terpenos oxigenados como Timol (13.11 %), Carvacrol (21.24 %), Eucaliptol
(10.04 %) y Pulegona (9.84 %) y demostr6 actividad antibacteriana contra
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermis ATCC 12228 y
Escherichia coli ATCC 25922. Esta investigacion concluy6 que la mufia analizada es

prometedora en el control del componente bacteriano. (10)

Campo M et al. “Composicion quimica y actividad antibacteriana del aceite
esencial de Minthostachys Mollis griseb contra el Staphylococcus Aureus”;
Ecuador: 2019

Esta investigacion de tipo experimental, evaluaron la estructura quimica y actividad
antibacteriana del aceite esencial de esta planta contra S. aureus, se obtuvo el aceite
esencial a través de la combinacién de hojas y flores (Mpl) y partes aéreas (Mp2) de la

planta proveniente de Quito.

Para la realizacion de la combinacién de hojas y flores se usé el método de

hidrodestilacién para adquirir el aceite esencial y fue evaluado a través de (CG-EM).
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La investigacion tuvo como resultado en (CG-EM) que consiguié determinar
terpenoides, basicamente de clase monoterpenos y con elementos de mayoria en hojas
y flores, Neomentol (32.34%), Pulegona (28.42%) y Mentona (19.32%); en tanto en la
parte del tallo domino el Geraniol (24.93%) y el Citronelol (14.84%). Para la
determinacion in vitro de la actividad antibacteriana tuvo como resultado los halos de
inhibicién Mp1 de 25 mm, mientras que para la Mp2 fue de 23 mm, con estos resultados
concluyé que el aceite esencial de esta planta obtenida por Mp1 contiene un alto efecto

frente a la cepa de S. aureus. (11)
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Investigaciones Nacionales

Huari G. “Efecto Antibacteriano in vitro del Aceite Esencial de Minthostachys

Mollis (mufia) en Streptococcus Mutans”; Pera: 2014

Trabajo de caracter experimental, cuyo objetivo fue determinar el efecto antibacteriano
in vitro del aceite esencial de Mufia en S. mutans de la ciudad de Tarma (Junin). El
procedimiento que usé para la obtencién del aceite esencial fue por el método de
arrastre de vapor de agua. Se obtuvieron concentraciones de 25%, 50%, y 100% y con

un control positivo (amoxicilina).

Los resultados que se dio a conocer que el 100% demuestra considerablemente un
efecto antibacteriano en la cepa mutans teniendo un halo de inhibicion (10.79 mm)
comparandolo con el 50 % (7.6 mm) y 25 % (5 mm) y con la amoxicilina (control positivo)
fue (49.3mm).

Utilizando el rango Duraffourd dio como resultado 100 % en actividad sensible (+) en
Streptococcus mutans. Con el resultado facilitara seguir investigando para el empleo
de la mufia en productos odontolégicos y pueda llegar a la poblacion como una

alternativa natural.

Llego a la conclusiéon que el efecto antibacteriano del aceite esencial de esta planta al

100% era inferior al de la amoxicilina control positivo. (14)

Navarro Y. “Efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de mufia
(minthostachys mollis), comparado con la clorhexidina al 0.12% en cepas del

Streptococcus mutans”; Pera :2020

Esta investigacion de tipo experimental, se planteé evaluar el efecto antibacteriano del
aceite esencial de mufia mediante estudio in vitro y contrastar con el control positivo

(clorhexidina al 0.12%) sobre el Streptococcus mutans.

Para la obtencion del aceite fue a través de la técnica destilacién por arrastre de vapor
de agua, se extrajeron los tallos y las flores de la planta de la localidad de Salcedo-
Jayllihuaya situada en Puno y se hizo una comparacion con varias concentraciones al
100%, 75%, 50% y 25%. EIl control positivo fue clorhexidina al 0.12% y el control

negativo agua destilada.

El efecto antibacteriano a un 25% de concentracién de la sustancia aromatica de la
planta de la mufia resulté un promedio de 11.377 mm, a un 50% resulté un promedio de
12.67 mm, a un 75% demostré un promedio de 13.76 mmy a un 100% tuvé un promedio

de 14.99 mm, comparado los resultados de la CHX al 0.12% alcanzé un 19.276 mm.
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En conclusién, considerando los resultados al 25%, 50%, 75% y 100% se encuentran
dentro del intervalo de eficacia, a través de estos resultados nos facilita demostrar

cientificamente que tiene un efecto antibacteriano el aceite esencial de mufia. (15)

Bonifacio R. “Efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de hoja de
Minthostachys mollis sobre Streptococcus Mutans ATCC 25175”; Pera: 2019

Estudio de caracter experimental, cuyo objetivo fue examinar el efecto in vitro de 4
concentraciones de la sustancia aromatica de la mufa a través de sus hojas frente S.

mutans.

Para lograr la sustancia aromética de esta planta se efectu6 a través la técnica de
hidrodestilacion, se recolect6 los tallos de mufia proveniente de la sierra del distrito de
Otuzco del Departamento de la Libertad. Luego se realizo6 diferentes concentraciones al
5%, 10%, 25% y 50%. Para el efecto antibacteriano usé la técnica método de difusion
en agar. Los resultados que obtuvieron son al 5% fue 9.6 mm,10% fue 10.3 mm, 25%
fue 17.9 mm y 50% fue 22.9 mm. Con estos resultados se lleg6 a la conclusion que la
sustancia aromatica de mufia al 50% tiene una alta eficacia frente al S. mutans en
estudio in vitro a diferencia de aquellas 3 concentraciones méas que se realizd

anteriormente. (16)
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2.2 MARCO TEORICO
2.2.1 MINTHOSTACHYS MOLLIS

Cientificamente conocido como Minthostachys mollis en la lengua gquechua
nuestros ancestros la conocian como “Mufia” y en el idioma aymara posee 2

nombres: “Coa” y “Huaycha”.

En Sudamérica en la zona andina se le puede encontrar esta planta aromética
en diferentes altitudes de varios paises entre ellos esta el Peru, Argentina,

Colombia, Bolivia, Ecuador y Venezuela. (15)

En nuestro pais se puede encontrar en gran parte de la sierra del Peru entre
2500 — 3500 m.s.n.m aproximadamente como los departamentos de Cusco,
Puno, Tacna entre otros. Y podemos encontrar en nuestra regién de Tacna en
la serrania de Tarata en gran abundancia en los meses de Diciembre hasta

Mayo.

En la época pre-inca fue reconocida por sus propiedades medicinales y
nuestros ancestros los hombres de los andes utilizaban la mufia porque posee
un alto porcentaje de Cay P clave para favorecer el desarrollo y sostenimiento

de los huesos y dientes.
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2.2.1.1 TAXONOMIA

= Nombre Cientifico: Minthostachys mollis

= Reino: Plantae

= Division: Magnoliophyta

= Clase: Magnoliophyta

= Orden: Lamiales

= Familia: Lamiaceae

= Subfamilia: Nepetoideae

= Género: Minthostachys mollis

= Especie: Minthostachys mollis (Benth) Griseb

=  Nombre comin:; Mufia

2.2.1.2 COMPOSICION QUIMICA

Minthostachys mollis seca aproximadamente 100gr (17).

COMPONENTES CANTIDAD

Energia 299 kcal
Agua 169
Proteinas 3.29
Grasas 2 8g
Carbohidratos 66.3g
Fibra 9.4g
Ceniza 1.7
Calcio 22370
Fosforo 269mg
Hierro 22.4mg
Retinol 306mg
Tiamina 0.35mg
Riboflavina 1.81mg
Niacina 6.85mg

Acido ascérbico reducide  0.0085mg
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2.2.1.3 PROPIEDADES
2.2.1.3.1 PROPIEDADES MEDICINALES
DIURETICO:

Una de las mejores opciones para obtener una adecuada
digestion o para molestias estomacales se recomienda la

mufia y adicionalmente se utiliza para gases.

EXPECTORANTE POR NATURALEZA:

En el caso de molestias respiratorias es muy bueno como

expectorante y limpia las vias respiratorias.

FORTALECE LOS HUESOS:

Si deseamos obtener huesos fornidos y eludir la
osteoporosis se recomienda utilizar la mufia que también
beneficia al Sistema NC, impedir la descalcificacion y

respalda a la mejoria de las fracturas 6seas.

2.2.1.4 BENEFICIOS DE LA SALUD

= Elimina la gastritis y parasitos intestinales

= Previene el malestar de mal de altura

= Favorece el sistema nervioso

*= Ayuda a eliminar gases y célicos estomacales

= Posee alto contenido de calcio y fortalece los huesos

= Evitar la osteoporosis

= Su ungiento es utilizado para sanar afeccones reumaticas,

fracturas, luxaciones y golpes. (18).

2.2.1.5 VALOR NUTRICIONAL (19)

COMPONENTES POR 100 Gr

Calorias 268 g
Energia 1,121 kJ
Grasa total 28g
Carbohidratos totales 663g
Proteinas 32¢g
Calcio 2237 mg
Fosforo 269mg
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Hierro

Agua

Cenizas
Vitamina A

22 4mq
16.0g
11749
306 ug

2.2.1.6 PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS (14) (20)

Aspecto Liquida, clara,
transparente

Color Incoloro

Olor Caracteristico en menta

Sabor Picante

Densidad relativa 0.92

indice de refraccion 1.4699

Solubilidad en alcohol al 70 % 55

indice de mentona 33.838%

indice de menta 22%

indice de acidez 1682

indice de esteres 5.819

Rotacion especifica -2

indice de éter 16.80 %

Contenido de mentol total 4042 %

Solubilidad en etanol 95 %

2.2.1.7 UTILIDAD DE LA PLANTA

La poblacion conoce al Minthostachys mollis por su usé digestivo

contra los colicos,

nauseas,

indigestion, tos seca, asma,

expectorante, espasmos musculares, aliviar el dolor, disminuir la

inflamacién entre otros. Es perfecto para la halitosis y prevenir el

malestar del dolor de cabeza como de altura.
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Asimismo, es empleado como alifio para sazonar platos peruanos.
En otras areas se utiliza en el mantenimiento de materia prima

agricola como los tubérculos.

También como limpiador organico natural contra antimoho. En
diferentes lugares de Latinoamérica se encuentra la mufa, pero
especialmente en el Perd se utiliza como aromatizante y para

elaborar licores como bebidas con esta planta natural. (10)
2.2.2 ESTREPTOCOCCUS MUTANS
2.2.2.1 CONCEPTO

Se tiene como conocimiento que el Streptococcus mutans es Gram
positivo y con una forma de coco, anaerobio facultativo dispuesto en serie
pequefias de 4 a 6 cocos, con un tamafio de 0.5 a 0.8 um, inmovil,
catalasa negativo y generador del 4cido lactico. (21) (22). La bacteria mas

sefialada de la caries y la formacion de placa.

Berkowitz et al. han considerado que el S. mutans es el principal

patdgeno de la caries dental. (23)

2.2.2.2 TAXONOMIA

REINO Bacteria

CLASE Bacilli

FAMILIA Streptococcaceas
GENERO Streptococcus

ESPECIE Streptococcus mutans

2.2.2.3 CARACTERISTICAS

Esta bacteria esta dispuesta por cadenas simples e inmoviles, capaz de
fermentar carbohidratos haciendo habitable a la placa bacteriana y
diversas bacterias. Dispone de un medio de pH 7 (alcalino o basico) a pH

4.2 (acido) aprox a lo largo 24 horas. (24)

Las bacterias acidogenas y el Streptoccocus Mutans generan acido
lactico, propionico entre otros es ahi donde empieza la relacion con los

hidratos de carbono (sacarosa, glucosa, fructuosa, etc.) que los &cidos se
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expanden hacia el esmalte, cual este procedimiento se llamaria
desmineralizacién. La desmineralizacion y remineralizacibn es un
proceso dinamico, es el producto del metabolismo microbiano, es por eso

que asi inicia el proceso de la caries dental. (25) (26)

2.2.2.4 HABITAT
En la cavidad bucal la superficie dental es su habitat. Persiste en la
cavidad oral luego de la etapa de erupcion dentaria, ya que su
proliferacion requiere fundamentalmente de la existencia de un 6rgano
duro no descamativo. Sus colonias se dirigen a adherirse a la superficie
del diente conectandose con otros streptococcos y bacterias, asimismo

se pueden hallar en las lesiones cariosas. (25)

2.2.2.5 MEDIO DE CULTIVO
El cultivo infusion de cerebro-corazén (BHI) es el medio de cultivo
utilizado para S. mutans. En la mayoria de los casos, es el método mas
eficaz para cultivar bacterias resistentes como el neumococo y el

estreptococo. (27) (28)

2.2.3 CARIES DENTAL

2.2.3.1 CONCEPTO
La caries dental es una disbiosis, que se muestra basicamente por el alto
consumo de azlcares fermentables. Es un cambio en el equilibrio y la

relacion entre distintas especies de microorganismos en la flora bucal.

También es una disolucién quimica ubicada en la superficie del diente
causada por eventos metabdlicos que ocurre en la placa dental y cubre el
area afectada. Estos eventos metabdlicos son llamados como el proceso

carioso. (1)

2.2.3.2 PREVALENCIA

El Ministerio de Salud (Minsa) indica que existe una alta morbilidad de
esta patologia ya que afecta al 90.4% de su poblacién (1), en especial en

la edad temprana desde los 5 afios.
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En la edad escolar existe una prevalencia de 3 a 15 afos en un 85.6%
por lo tanto nueve de cada diez escolares padecen esta enfermedad que

es una preocupacion en la salud publica de nuestro pais. (2)

2.2.3.3 ETIOLOGIA
Posiblemente el factor etiolégico que tiene suma importancia en la caries
dental, es la ingesta de la sacarosa, especialmente su constante

consumo.

Las bacterias de la cavidad oral, principalmente S. Mutans, son
metabolizadas por la sacarosa. La patogenicidad de estas bacterias varia

en funcion de sus rasgos individuales o de sus interacciones con otras

bacterias (biopeliculas). (29)
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CAPITULO 1l
HIPOTESIS, VARIABLES Y DEFINICIONES OPERACIONALES

3.1 HIPOTESIS

HO: El aceite esencial de Mufia (Minthostachys mollis) no presenta efecto

antibacteriano en estudio in vitro frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

H1: El aceite esencial de Mufa (Minthostachys mollis) presenta efecto

antibacteriano en estudio in vitro frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

3.2 VARIABLES

Variable independiente

Aceite esencial de mufia (Minthostachys mollis)

Variable dependiente

Efecto Antibacteriano
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3.3 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLE INDICADOR TIPO ESCALA VALOR
FINAL
Diametro de Cuantitativa | Razon mm
los halos de
EFECTC inhibicion
ANTIBACTERIANO
Acelte esencial | Cualitativa Ordinal Concentracion
de Muiia 2l 25 %
MINTHOSTACHYS {Min_thostachys _
MOLLIS {MUNA) Mollis) Concentracion
al 50%
Concentracion
al 75 %
Concentracion
al 100 %
Clorhexidina Cualitativa Mominal Clorhexidina al
(control +) 0.12 %
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CAPITULO IV

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

4.1 DISENO DE LA INVESTIGACION

4.1.1 DISENO

Esta investigacion es experimental, porque se utilizé la técnica de cultivo in
vitro inoculados con S. mutans ATCC 25175 para lo cual se aplico en
discos embebidos con aceite esencial de muia en distintas

concentraciones como 100%, 75%,50% y 25%.

4.1.2 TIPO DE INVESTIGACION

Es un proyecto experimental debido que se ejecuté de forma in vitro el
efecto del aceite esencial de mufa a distintas concentraciones ante S.

mutans.

o Trasversal porque se experimenté el fendmeno en un determinado
intervalo de tiempo.

o Prospectivo porque los datos recopilados son de primera fuente.
Ocurren en el momento que se disefia la investigacion.

o Analitico porque se analizaron los resultados investigados para
averiguar el efecto antibacteriano del aceite esencial de la Mufa ante la

cepa bacteriana estudiada.

4.2 AMBITO DE ESTUDIO

Este estudio se realiz6 en las instalaciones del laboratorio de la Universidad
Privada de Tacna para la adquisicion del aceite esencial de Mufa y también se
ejecutd en la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann (UNJBG) en el
laboratorio de la Facultad de Ciencias Biol6gicas para determinar el efecto

antibacteriano.

4.3 MUESTRA Y UNIDAD DE ESTUDIO

Unidad de estudio: Se llevé a cabo a través de las placas Petri el sembrado con

S. mutans en varias concentraciones con aceite esencial de Mufia.

Unidades de muestreo microbiano: Colonia de microrganismos de S. mutans
ATCC 25175.
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Unidades de muestreo bioldgico: Aceite esencial de Mufia (Minthostachys mollis)

en distintas cantidades.

Muestra:

Previamente, se conté con la ayuda de un estadistico que nos guié con nuestros

datos. Se instalo el sofware con los datos obtenidos de nuestros antecedentes

investigados, luego se colocé los datos al G*Power para obtener resultados de

las cantidades de repeticiones que se vaya hacer y todo este proceso es a priori.

Tamario de la muestra: (Ver Anexo 1)

Test family

Statistical test
[F tests V} |ANOVA: Fixed effects, omnibus, one-way V]
Type of power analysis
[A priori: Compute required sample size - given o, power, and effect size VJ

Input Parameters

Determine =2 Effect size f

o err prob
Power (1-B err prob)

Number of groups

Output Parameters

Noncentrality parameter A 116.9211
Critical F 6.5913821
Numerator df 3
Denominator df -
Total sample size 8
Actual power 0.9996172
X-Y plot for a range of values J l Calculate ]

Number of groups

SD o within each group

415

1.249444

Group

Mean

1

2
3
4

I Calculate

18.1787
15.945
16.4713

Size
8
8
8

s I

Total sample size

Effect size f

8

32

3.822975

l Calculate and transfer to main window J

Close

Es asi que se obtuvd 4 grupos experimentales con concentracion de aceite

esencial de Mufia al 100%,75%,50% y 25%, 02 grupos controles, control positivo

y negativo, con 8 repeticiones para cada grupo.

4.3.1 CRITERIOS DE

INCLUSION

o Activacion de cepa S. mutans ATCC 25175.

o Cajas de Petri con agar BHA estériles.

o Hojas y tallos de Minthostachys mollis (mufia) en buen estado, sin

hongos.

4.3.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

o Cepas de S. mutans que no se han sembrado correctamente.

o Cajas de Petri dafiadas en el proceso de ejecucion.

o Hojasy tallos de Minthostachys Mollis (mufia) en mal estado, con hongos.
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4.4 TECNICA E INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

4.4.1 TECNICA
Se empled en esta investigacion la técnica de observacion directa.
4.4.2 INSTRUMENTO

Los resultados obtenidos fueron anotados en una ficha creada propia para

registrar el didmetro de los halos de cada concentraciéon en mm. (Anexo 3
y4)

4.5 MATERIALES Y EQUIPOS DE LABORATORIO
4.5.1 EQUIPO Y MATERIAL PARA LA OBTENCION DEL ACEITE

o Hojas y talluelos de Minthostachys mollis
o Agua destilada

o Balanza

o Vaso de precipitado

o Balén de fondo plano

o Base

o Papel Kraft

o Sacos
4.5.2 MATERIALES PARA LA ELABORACION DEL MEDIO DE CULTIVO

o Agar Mueller Hinton (MH)
o Caldo Infusién Cerebro Corazon (BHI)

4.5.3 INSTRUMENTOS Y MATERIALES PARA EL EXAMEN DE
SENSIBILIDAD ANTIBACTERIANA

o Streptococcus mutans ATCC 25175
o Discos de papel filtro estériles

o H20

o Aceite esencial de Minthostachys Mollis
o Micropipetas de 10 pl, 100 pl

o Discos de sensibilidad x 50 und.

o Jarra anaerobiosis

o Tubo 0.5 de Mc. Farland
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@)

Agua destilada

Clorhexidina 0.12%

Asa de Kolle

Asa de siembra Drigalsky

Ron industrial

Mechero

Puntas descartables para micropipetas
Papel aluminio

Papel Kraft y papel filtro

Pavilo

Encendedor

4.5.4 INSTRUMENTOS Y MATERIALES PARA CUANTIFICAR
RESULTADOS Y OTROS

Vernier digital

Céamara fotogréfica

Lapiz

Calculadora

Cubrebocas descartables
Guantes quirlrgicos descartables
Mandil

Marcadores

Cuadro de recopilacion de datos.
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CAPITULO V

PROCEDIMIENTO DE ANALISIS DE DATOS
5.1 RECOLECCION DE LA PLANTA
5.1.1 PROCEDIMIENTO DE RECOLECCION

Se recolectaron hojas verdes y talluelos de mufia (Minthostachys mollis) del
Distrito de Tarata, Departamento de Tacna ubicado a (3080 m.s.n.m) en los

terrenos de Tukinbaya, Sirca, Hiscacahua.

Las cudles fueron mantenidas en condiciones correctas y requerimientos
apropiados y a temperatura ambiente sin desecarlo. Se llegé a juntar 10 kg

de esta materia prima.
5.1.2 IDENTIFICACION DE MINTHOSTACHYS MOLLIS (MUNA)

Se solicité la taxonomia del ejemplar de la planta andina que fue llevada a
la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Nacional Jorge
Basadre Grohmann (UNJBG) para su ldentificacién a la Dra. Rosario
Zegarra Viuda de Chavez, y se tuvé como resultado de la muestra como

Minthostachys mollis (Griseb). (Anexo 2).
5.2 OBTENCION DEL ACEITE ESENCIAL DE LA MUNA

Para la adquisicion del aceite esencial de Mufia (Minthostachys mollis) se
procedié mediante la forma descrita por Huari (14): El procedimiento que se
uso fue el método de destilacion con arrastre de vapor de agua, es el que

mas se recomienda porque no utiliza ningln solvente.

Se coloc6 10 kg Minthostachys mollis en un balén de fondo plano, asimismo
gue la materia prima no tenga comunicacion de frente con el agua, después
se calentd separando el vapor del agua, en instantes se percibi6 la entrada
del vapor de agua sometiendo el aceite esencial por medio de los
refrigerantes de vidrio, luego recolectado en una pera de decantacion; se
dej6 en reposo hasta percibir el apartamiento del agua y del aceite
seguidamente su decantacion. Después se filtrd y por ultimo se obtuvé 40
mL de aceite esencial de Mufia (Minthostachys mollis) que se puso en un
frasco sellado &mbar marcado y se conservo en refrigeracion a 4°C hasta

Su uso.
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5.2.1 DILUCION DEL ACEITE ESENCIAL DE LA MUNA

Determinacion de la densidad:

Donde:
d = densidad (g/ml)
m = masa (g)
v=yolumen (ml)
m=0.021 g

v="1ml

i

d=0.021q
Tml
d=0.021g/ml

1000mg ...
X ...0021¢g

X =21 mg/mi

29mg...................... 1000 ul

Después de haber obtenido el aceite esencial de Mufa puro se realizé

seguidamente las diluciones del aceite aplicando un solvente TWEEN 80

descrito por Bonifacio. (16)

Concentracion al 75 %

Concentracion al 50 %

Concentracion al 25 %

750ul de AE de mufia

Tween 80 (250ul)
500ul de AE de mufa

Tween 80 (500ul)
250ul de AE de mufa

Tween 80 (750ul)

Luego paso por vibrador unos 30 segundos para una buena dilucion y se

envolvio los frascos con papel aluminio para su conservacién hasta su

utilizacion y refrigerarlo.



5.3 OBTENCION DEL STREPTOCOCCUS MUTANS

La cepa bacteriana que se trabaj6é en esta investigacion es el Streptococcus
mutans ATCC 25175. Se pudo conseguir de la empresa distribuidora de cepas

microbiana liofilizadas GenLab.
5.3.1 ACTIVACION DE LA CEPA BACTERIANA

La activacion de la cepa bacteriana se emple6 en un medio de caldo B.H.I

(infusién cerebro — corazén).

Se realizo el preparado caldo infusion cerebro- corazén (caldo BHI) luego
se procedi6 a colocar en un tubo con caldo B.H.l (infusién cerebro —
corazén) y luego se sembré con un asa de Kolle por suspension
incubandolo por 24 horas a 37°C. Todo este procedimiento se realizé a lado
de un mechero encendido con alcohol aprox. 15-20 cm de la flama para

obtener una zona aséptica.

Luego se sembré en Agar y de ahi el siguiente paso fue sembrarlo en caldo.
Siguiendo el protocolo descrito por Mendo (30): se esterilizo el asa de Kolle
0 asa de siembra por flameo y como estuvo en altas temperaturas (hasta
gue esté rojo) se dejo enfriar y con eso aseguramos su esterilizacion. Con
el tubo de ensayo de vidrio se hizo un pequefio declive, se abrié
suavemente para impedir alguna contaminacién con microorganismos del
entorno. Se evitd el contacto con las paredes, se inserté el asa

bacterioldgica en el tubo de ensayo, luego se retir6 el asa cuidadosamente.

Inmediatamente se tomo el vial y se abri6 delicadamente y se us6 el método
de siembra por agotamiento en estrias. Fue llevado a 24 horas a 37°C bajo

anaerobiosis total.

A partir del vial con Agar se traslado la bacteria a caldo BHI por 2-3 horas
bajo anaerobiosis total. Pasado el tiempo se verificO la estandarizacion
segun la escala de 0.5 de Mc Farland, consiguiendo la misma turbidez que
el patron de la escala de Mc Farland (1.5x 10 UFC/ml)

5.4 PREPARACION DE LOS DISCOS DE SENSIBILIDAD

Se empled discos de sensibilidad prefabricados de la marca Oxoid que fueron
adquiridos a la distribuidora Medi.Lab.S.R.L.
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Los discos pasaron por un proceso de desnaturalizacion, para ello, se coloc6 en

un vaso de precipitado de 100 ml con HO2 a la autoclave a 121 °C a lo largo de

15 min para su esterilizacion a calor himedo. Se procedié al retiro del agua,

luego de los 15 minutos se repartié los discos de sensibilidad marca Oxoid

hamedos en las paredes del vaso de precipitado, luego se trasladé hacia la

estufa por 30 minutos a 180 °C para su esterilizacion por calor seco.

5.5 DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD ANTIBACTERIANA (METODO
DE KIRBY BAUER)

El método que se uso6 para este estudio es la difusién de disco de Kirby Bauer

(31) para determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Mufa

(Minthostachys mollis).

A)

B)

Elaboracién del agar Muller Hinton: Se realizé el preparado de Agar Mueller
Hinton y se repartié en 10 placas Petri en total distribuidas 8 placas Petri para
las concentraciones y 2 placas para los controles positivo y negativo. Se
elaboré MHA con las indicaciones del autor, para después ser colocado en
las placas Petri anticipadamente esterilizadas y aguardar hasta que solidifico.
Se verifico el tubo inoculado con el del tubo 0.5 en la escala de Mc Farland
(1.5x10 UFB/ml) al analizar la turbidez se procedi6 con el proceso.

Método siembra por diseminacién o siembra por superficie: Continuando el
protocolo detallado por Mendo (30), en cada placa Petri con el agar Muller
Hinton se colocé la turbidez 0.1ml o 100ul de caldo BHI inoculado con cepa
de Streptococcus mutans con la ayuda de asa de Digralsky se va a
diseminar y lo dejamos secar y este procedimiento se realiz6 en todas las

placas Petri a usar. Mientras tanto se procedié al marcado de las placas Petri.

C) Aplicacion de los discos: En una placa se dividi6 en 4 para tener una

separacion los discos de cada porcentaje 100%, 75%, 50% y 25%. Para
colocar la solucién de aceite esencial respectivamente con ayuda de una
micropipeta. También se uso6 para el control positivo y negativo placas. Se
agarrd una pinza estéril y se coloc6 en cada recuadro 8 discos de papel de
filtro empapado de aceite esencial de mufia 100% (30 pl), 8 discos de papel
de filtro empapado de la mezcla de aceite esencial 75% de muiia (30 pl), 8
discos de papel de filtro empapado de la mezcla de aceite esencial al 50%
de mufia (30 pl) y por ultimo 8 discos de papel de filtro empapado de la

mezcla de aceite esencial al 25% de mufa (30 pl). El control positivo con
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clorhexidina y el negativo con agua destilada. Luego en cada placa Petri que

estuvo ya listo con Agar Muller Hilton se colocé 4 discos de papel de filtro

empapado de aceite esencial de mufia 100% (30 ul), 4 discos de papel de

filtro empapado de aceite esencial de mufia 75% de mufa (30ul), 4 discos de

papel de filtro empapado de la mezcla de aceite esencial al 50% de mufa

(30 ul) por ultimo 4 discos de papel de filtro empapado de la mezcla de aceite

esencial al 25% de mufia (30 ul). El control positivo con clorhexidina y el

negativo agua destilada. Luego las placas Petri se empaqguetaron en papel

craft y pasaron a la jarra de anaerobiosis total a 37 °C por una duracion de

24 horas.

COMPROBACION DE SUCEPTIBILIDAD
BACTERIANA (METODO DE KIRBY BAUER)

Grupo experimental

¥
ACEITE ESENCIAL DE MUNA
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5.6 LECTURA DE RESULTADOS

milimetros con el apoyo del vernier digital.
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Fuente: Elaboracion propia.

Posteriormente se hizo una interpretacion y se midié los halos de inhibicién en

Para el analisis de los resultados se realizé la comparacién con la escala de sensibilidad

Para evidenciar la susceptibilidad que posee los microorganismos en relacion al

didmetro de halo de inhibicion del crecimiento bacteriano.



Mula (-) menor a 8 mm

Sensibilidad limite (sensible = +) entre & a 14 mm

Medio (muy sensible = ++) entre 14 y 20 mm
sumamente sensible (+++). Y por dltimo mayor a 20 mm

Los resultados observados se encuentran anotado en la hoja de datos. (Anexo 3y 4)
5.7 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados conseguidos se registraron en una ficha, después los datos fueron
trasladados a una hoja de célculo en el programa Microsoft Excel 2019 Windows
minuciosamente para evitar errores. Se emple6 SPSS Statistics para Windows en su
version 27.0 para examinar la informacién cuidadosamente. Luego los datos expuestos

se realizaron tablas y figuras con estadistica descriptiva.

Se determiné que la informacion posee una distribucién normal efectuando la prueba de

Shapiro- Wilk, para elegir la estadistica inferencial.

Luego para la prueba estadistica inferencial paramétrica se empleé la prueba de Analisis
de la Varianza (ANOVA) para demostrar la diferencia entre medias de los grupos
analizados, luego se utilizé la Prueba Post Hoc de Tuckey para comparaciones

multiples.

5.8 CONSIDERACIONES ETICAS

Este estudio se rige a través del cédigo de ética de la Universidad Privada de Tacna, el
cual abarca los principios y compromisos de la investigacion. Este estudio no llevé a
causar ningun tipo de dafio a los participantes, investigadores y a la comunidad, lo cual

no afectd de alguna manera ni fisica o psicol6gicamente.
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CAPITULO VI

RESULTADOS

En una primera fase se realiz6 en las instalaciones del laboratorio de la Universidad

Privada de Tacna para la extraccion del aceite esencial de Mufa.

En una segunda fase se ejecutd las instalaciones del laboratorio de Biologia y
Microbiologia de la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann (UNJBG) para

determinar el efecto antibacteriano mediante el método de Kirby Bauer.

Por dltimo, se entregd la muestra de la sustancia aromatica de Mufia (Minthostachys
mollis) a la Institucién de Educacion Superior Privada UCSM de Arequipa para la
realizacion de identificacion de los componentes quimicos del aceite esencial de Mufa

(Minthostachys mollis) sometiéndolo a (CG-EM).

A través de los resultados obtenidos se pudo realizar tablas, gréficos y figuras con los

datos alcanzados.
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Tabla 1. Compuestos quimicos de la sustancia aromatica de Mufa

(Minthostachys mollis) por Cromatografia de Gases.

'No. Compuestos ~~ TR(min) CANTIDAD

(%)

1 Alfa — Pineno 7,970 3,2

2 Beta — Pineno 8,130 3,51

3 Benceno, -1-metil-2-(1-metiletil) 9,275 9,69

4 Eucaliptol 9,505 28,06

5 Formiato de 1,6-octadien-3-ol,3,7-dimetilo 10,930 1,4

6 Acetato de octen -1-ol 11,035 5,76

7 Ciclohexanona,5-metil-2-(1-metiletil)-, cis- mentona 12,195 2,19

8 Mentona 12,435 32,9

9 Ciclohexanona,5-metil-2-(1-metiletil)-, trans - mentona 13,770 11,99

10 Gamma - Elemeno 17,850 1,3

TR= Tiempo de retencién medido en minutos

INTERPRETACION:

La tabla 1, muestra los compuestos quimicos de la sustancia aromética de Mufia
(Minthostachys mollis). El andlisis que se realizé fue a través del método de
Cromatografia de Gases (CG-EM) para conocer sus componentes organicos de
la sustancia aromatica de la Mufia. Esta tabla detalla 10 componentes de los

cuales hay 2 principales: Mentona (32.9%) y Eucaliptol (28.06%).
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Tabla 2: Resultados estadisticos descriptivos del efecto antibacteriano del aceite
esencial de Mufia (Minthostachys mollis) frente a Streptococcus mutans ATCC
25175 al 25%.

Concentracidn N Minimo Mdximo Media Desviacion Varianza

estandar

<,00 =6,00 =6,00 0,00000 0,00000

INTERPRETACION:

Se percibe en esta tabla 2, que la sustancia aromatica de esta planta en una
concentracion al 25% mostré un minimo de <6.00 mm, un maximo de <6.00 mm,
y una media <6,00 mm y con desviacion tipica de 0.00000 mm. En la escala de
sensibilidad de Duraffourd y Lapraz se encuentra nula (-) todos fueron menores

de 6 mm.
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Tabla 3: Resultados estadisticos descriptivos del efecto antibacteriano del aceite
esencial de Mufia (Minthostachys mollis) frente a Streptococcus mutans ATCC
25175 al 50%.

Concentracion M Minimo Miximo Media Desviacion Varianza

estandar

50% 2 13,18 14,90 1414325 0.62278 0,328

INTERPRETACION:

Se percibe en esta tabla 3, que la sustancia aromatica de esta planta en una
concentracion al 50 % mostro efecto antibacteriano, con un minimo de 13.18
mm, un maximo de 14.90 mm, una media 14.1425 mm y con desviacion tipica
de 0.62278 mm. En la escala de sensibilidad de Duraffourd y Lapraz se

encuentra entre sensible (+) y muy sensible (++).
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Tabla 4: Resultados estadisticos descriptivos del efecto antibacteriano del aceite
esencial de Mufia (Minthostachys mollis) frente a Streptococcus mutans ATCC
26175 al 75%.

Concenfracion N Minimo Maiximoe Media Desviacion Varianza
estindar

14,42 17,60 15,7383 1.25071 1,564

INTERPRETACION:

Se percibe en esta tabla 4, para una concentracién del 75% de la sustancia
aromatica de esta planta mostré efecto antibacteriano, con un minimo de 14.42
mm, un maximo de 17.60 mm, una media 15.73 mm y con desviacion tipica de
1.25071 mm. En la escala de sensibilidad de Duraffourd y Lapraz se encuentra

en muy sensible (++).
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Tabla 5: Resultados estadisticos descriptivos del efecto antibacteriano del aceite
esencial de Mufia (Minthostachys mollis) frente a Streptococcus mutans ATCC
25175 al 100%.

Concentracion N Minimo Maximo Media Desviacion  Varianza
estindar

“ 8 17,15 2026 183038 1,10745

INTERPRETACION:

Se percibe en esta tabla 5, para una concentracion del 100 % de la sustancia
aromatica de esta planta mostr6 efecto antibacteriano, con un minimo de 17.15
mm, maximo de 20.26 mm, media de 18.30 mm y con desviacion tipica de
1.10745 mm. En la escala de sensibilidad de Duraffourd y Lapraz se encuentra

entre muy sensible (++) y sumamente sensible (+++).
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Tabla 6: Resultados estadisticos descriptivos del efecto antibacteriano del aceite
esencial de Mufia (Minthostachys mollis) frente a Streptococcus mutans ATCC
25175 al 25%, 50%, 75% y 100%.

Concentracion | N Desviacion Error 95% de intervalo de Minimo
estandar | estandar confianza para la
media
Limite ipf.
25% & <=G,00 0,00000 0,00000 0,0000 0,0000 <6,00 =G,00
50% & 14,1425 062278 022018 13,6218 14,6632 13,18 14,90
T5% & 15,7388 1,25071 0,44219 14,6931 16,7844 14,42 17,60
100% & 18,3038 1,10745 0,39154 17,3779 19,2206 17,15 20,26
CHX & 11,9600 0,00000 0,00000 11,9600 11,9600 11,96 11,96

INTERPRETACION:

Se percibe en esta tabla 6, al examinar el efecto antibacteriano de la sustancia
aromatica de esta planta a diversas concentraciones se observa que, para una
concentracion de 25% el efecto es nulo (-), para una concentracion del 50% entre
sensible (+) y muy sensible (++), para la concentracién del 75% obtiene muy
sensible (++) y para la concentracién del 100% entre muy sensible (++) y
sumamente sensible (+++), es decir el efecto antibacteriano se comporta de

manera proporcional y creciente a la concentracion.
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Figura 1: Diagrama de cajas del aceite esencial de Mufia (Minthostachys mollis)
frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 al 25%, 50%, 75%, 100% y
clorhexidina 0.12%.

INTERPRETACION:

A excepcion de la concentracion del 25 % que es nula, el diagrama de cajas de
la Figura 1 de la sustancia aromatica de Mufia a distintas concentraciones
demuestra un efecto antibacteriano creciente contra S. mutans ATCC 25175 al

50%,75% y 100% superando la eficacia antibacteriana de la clorhexidina 0.12 %.
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Figura 2: Diagrama de barras de error del aceite esencial de Mudna
(Minthostachys mollis) frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 al 25%,
50%, 75%, 100% y clorhexidina 0.12%.

INTERPRETACION:

A excepcion de la concentracion del 25 %, todas las concentraciones de
sustancia aromatica de Mufa superan el efecto antibacteriano a la clorhexidina,
como se muestra en el grafico de barras de error de la Figura 2 comunmente

conocida como intervalo de confianza.

49



- Aceite esencial de Mufia
20,00 -5 CHX

18,30

15,00

11,96 11,96 11,96 1196

10,00

Media

5,00

00

25% 50% 5% 100%

Concentracion

Figura 3: Grafico de lineas del aceite esencial de Mufia (Minthostachys mollis)
frente a Streptococcus mutans ATCC 25175 al 25%, 50%, 75%, 100% y

clorhexidina 0.12%

INTERPRETACION:

La Figura 3 se percibe, haciendo un comparativo del efecto antibacteriano de la
sustancia aromatica de esta planta a distintas concentraciones con el efecto
antibacteriano de la clorhexidina, se puede observar que para la concentracién
de 25% el efecto antibacteriano es nulo, a partir del 50% de concentracién a mas,
el efecto de la sustancia aromatica de Mufia es mayor que el efecto que presenta

la clorhexidina, como se puede ver en la Figura 3.
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CONTRASTE DE HIPOTESIS

Para verificar si los diametros de los halos de crecimiento (mm) cumplen con el
criterio de normalidad a través de la prueba Shapiro — Wilk por medicién y grupo

de estudio.

Tabla 7: Prueba de normalidad de Shapiro — Wilk para muestras del aceite

esencial de la muia (Minthostachys mollis) frente a S. mutans ATCC 25175.

Kolmogorov-Smirnove Shapiro-Wilk

Estadistico Gl Sig. Estadistico g Sig.
8 - 8
0,236 g 200* 0,906 ] 0,324
0,251 8 0,146 0,865 8 0,134
0,267 8 0,096 0,890 8 0,233
0,213 g 200* 0,944 ] 0,653

HO: Los datos se distribuyen de manera normal.

H1: Los datos se distribuyen de manera No normal.

INTERPRETACION:

Se percibe en esta tabla 7, los resultados que comprende la prueba de
normalidad de Shapiro — Wilk. Cuando los datos son menores a 50 se realiza la
prueba de normalidad de Shapiro — Wilk en este caso la investigacion

corresponde.

También en esta tabla nos presenta que los valores p 6 significancia son
mayores a 0.05 por lo que aprobamos HO. Por ende, se debe aplicar una prueba
Paramétrica de andlisis de varianza (ANOVA). También para argumentar la
diferencia de medias entre los grupos estudiados se desarrolld la prueba de
ANOVA.
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Tabla 8: Resultados del analisis de varianza

Entre grupos 1618, 426
Dentro de grupos 22250 a5 0,636
Total 1640676 39

636,459 <=0,001

HO: El aceite esencial de Mufia (Minthostachys mollis) no presenta efecto
antibacteriano en estudio in vitro frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

H1: El aceite esencial de Mufia (Minthostachys mollis) presenta efecto

antibacteriano en estudio in vitro frente a Streptococcus mutans ATCC 25175.

INTERPRETACION:

Se percibe en esta tabla 8, que se desarrollo la prueba de ANOVA para indicar
la diferencia de medias entre los resultados del efecto antibacteriano de las
diferentes concentraciones de la sustancia aromética de Mufia y la clorhexidina.
De acuerdo a esta tabla, se observa que el p-valor o significancia es menor a
0.05. Por lo siguiente, la sustancia aromatica de Mufia presenta efecto
antibacteriano frente a Streptococcus Mutans ATCC 25175 y este efecto es

diferente para las diferentes concentraciones.
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Tabla 9: Comparaciones multiples, prueba Post Hoc, de Tukey.

(n (J) Diferencia de Error Intervalo de
Concentracién | Concentracion medias (1)) | estindar confianza al 95%
Limite Limite

inferior superior

50% -14,14250* 039866 <=0,001 -152337 -129963
T5% -15,73875% 0,39866 =0001 -16,2849 -145926
100% -18,30375* 039566 <=0,001 -19.4499 171576
CHX -11,96000* 039866 =0,001 -13,1062 -10,8138
25% 14,14250* 0,392866 =0,001 12,9962 152887
T5% -1,59625* 0,39%66 0,003 -2,7424  -D,4501
100% -4 16125 0,39866 =0,001 -53074  -3,0131
CHX 2,18250% 0,393866 =0,001 1,0363 33237
25% 15,73875* 0,39866 =0,001 14,5026 16,5849
50% 1,59625% 0,39%66 0,003 0,4501 2,7424
100% -2,56500% 0,39866 =0,001 -3 7112 -1,4188
CHX 3,77875* 0,39866 =0,001 26326 49249
25% 18,30375* 0,39866 =0,001 17,1576 19,4409
50% 4,16125* 0,39866 =0,001 3,0151 5,3074
T5% 2,56500* 0,39866 =0,001 1,4185 37112
CHX 6,34375% 039866 <=0,001 5,1976 7,4899
25% 11,96000* 0,39866 =0,001 10,8138 13,1062
50% -2,18250% 0,39866 =0,001 -3.3287  -1,0283
T5% -3,77875* 0,39866 =0,001 -4.9249 -2 6326
100% -6,24375% 0,39866 =0,001 -7,4899  -51976

*La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05

INTERPRETACION:

Se percibe en esta tabla 9, las comparaciones multiples a través de la prueba
Post Hoc de Tukey, es decir, se realiz las comparaciones inter grupo de estudio
en forma independiente, se puede observar que la columna de significancia
(Sig.), los p-valores son menores a 0.05 en todas las comparaciones uno a uno
entre los grupos, por lo tanto, todos los grupos son diferentes.
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DISCUSION

Hoy en dia, una de las problematicas mas frecuente de la salud publica son las
enfermedades bucales. La poblacion tiene una alta frecuencia en primer lugar a
la caries dental y en segundo lugar enfermedad periodontal. El agente bacteriano
fundamental de una de las enfermedades bucodentales mas comunes es el S.

mutans.

En los ultimos afios, la poblacion tiene mayor interés a las alternativas
terapéuticas, como los productos naturales. Se han realizado estudios sobre uso
de agentes naturales como una nueva propuesta de caracter preventivo o de
tratamiento con un solo fin de querer constatar su efecto sobre la cepa

Streptococcus mutans entre otras bacterias de la cavidad oral.

En el campo de la salud la mufia ha estado considerablemente empleada como
digestiva, antiinflamatoria, respiratoria, antiséptica, lo cual permite aliviar dolores
o enfermedades. Esta investigacion trata de determinar el efecto antibacteriano
de una de las plantas oriundas del Peri como la mufia. Destacando el uso del
aceite esencial de la mufa Peruana — Taratefia para este estudio, haciendo
énfasis que de igual manera que la mufia de diferentes paises de América Latina,
la mufia de origen Taratefio presenta efecto antibacteriano para disminuir el S.
Mutans en la cavidad bucal y por lo tanto minorar una de las enfermedades mas

comunes de la cavidad oral.

El primer paso realizado fue obtener la materia prima como es la muia que se
encuentra en la sierra de nuestra Region de Tacna especificamente en la
Provincia de Tarata luego se efectud la extraccion de la sustancia aromatica de
la mufia para luego enviar una muestra para la realizacion de una cromatografia
de gasesy a través de estos resultados saber los componentes de quimicos que
contiene. Los principales compuestos quimicos de la sustancia aromatica de
mufa identificados fueron: Mentona (32.9%), Eucaliptol (28.06%),
Ciclohexanona,5-metil-2-(1-metiletil)-,trans - mentona (11.99%), Benceno,-1-
metil-2-(1-mentiletil)(9.69%),Acetato de octen -1-ol (5.76%),Beta-Pineno
(3.51%),Alfa- Pineno (3.2%), Ciclohexanona,5-metil-2-(1-metiletil)-cis-mentona
(2.19%), Formato de 1.6-octadien-3-ol,3.7-dimetilo (1.4%) y Gamma.-Elemeno
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(1.3%); en este sentido, hay resultados semejantes en cuanto a la existencia de

algunos componentes mencionados.

Torrenegra My cols. (9) en esta investigacion mostraron la composicién quimica
del aceite esencial de Minthostachys mollis segun el analisis por cromatografia
de gases identificando los componentes: Timol (13.11%), Carvacrol (21.24%),
Eucaliptol (10.04%) y Pulegona (9.84%) estos son los componentes primordiales
gue se hallaron. En este caso encontramos coincidencia con nuestra muestra la
presencia de Eucaliptol, pero en diferentes porcentajes, demostrando que
nuestro aceite esencial tiene mayor porcentaje de Eucaliptol (28.0.6 %) a

diferencia de la investigacion realizada en Colombia.

Campo M y Cols. (10) en dicho articulo mostraron la composicion quimica del
aceite esencial de Minthostachys mollis segun el andlisis por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM). Se identificaron los
siguientes compuestos en Mp1l (hojas y flores) el neomentol (32.34%), pulegona
(28.42%) y mentona (19.32%), en tanto Mp2 (partes aéreas) dominé el geraniol
(24.93%) vy el citronelol (14.84%). En este caso encontramos coincidencia con
nuestra muestra la presencia de Mentona, pero en diferentes porcentajes,
demostrando que nuestro aceite esencial tiene un mayor porcentaje de mentona

(32.9 %) a diferencia de la investigacion mencionada de Ecuador.

Hay similitudes respecto a los componentes quimicos pero diferentes en cuanto
a porcentajes esto puede originarse a diferentes circunstancias: donde se tomé
la materia prima de la planta, condiciones ambientales, condiciones del cultivo,
época de cosecha, la region, diferentes nutrientes que tiene la propia tierra del

lugar y distintos factores que pueden influir a la materia prima.

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo determinar el efecto
antibacteriano del aceite esencial de Muia (Minthostachys mollis) al 25%, 50%,
75% y 100% frente a Streptococcus mutans y se observaron halos de inhibicion
de sensibilidad <6mm, 14.1425 mm, 15.7388 mm vy 18.3038 mm
correspondientemente, actuando un efecto antibacteriano sobre esta cepa

bacteriana.

Huari G (14) en su investigacion concluy6 que la sustancia aromatica de mufia

dispone de efecto antibacteriano sobre el S. mutans solo en el 100% de
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concentracion con un halo de 10.79 mm siendo sensibilidad limite (sensible = +)
segun la escala de sensibilidad de Duraffourd a diferencia de sus otras diluciones

gue se realizaron al 50% de 7.6 mmy 25% de 5 mm.

Navarro Y (15) en su investigacion presento efecto antibacteriano en todas sus
concentraciones sobre el S. mutans con estos resultados al 25% un 11.37 mm,
al 50% un 12.67 mm, al 75% un 13.76 mm y al 100 % un 14.99 mm, mientras
tanto en la clorhexidina al 0.12% consiguié un 19.276 mm. Sabiendo los
resultados al 25%, 50%, 75% y 100% se sitian dentro del intervalo de eficacia.
El efecto antibacteriano se intensifica a medida que aumenta la concentracion.
Con respecto a nuestro estudio podemos estar de acuerdo la sustancia
aromatica de mufa tiene efecto antibacteriano, pero no estamos de acuerdo en
que la clorhexidina al 0.12% sea mayor a la mufia ya que tenemos diferentes

porcentajes que nos distingue.

Bonifacio R (16) en su estudio evidencié que la materia prima que uso tiene
efecto antibacteriano ya que obtuvo halos de inhibicion 9.6 mm,10.3 mm,17.9
mm y 22.9 mm usando concentraciones de 5%, 10%, 25%, 50%. Indicando asi
los resultados que el aceite esencial Minthostachys mollis tiene efecto sobre
Streptococcus mutans. Estamos de acuerdo en que el aceite esencial de mufia
tiene efecto antibacteriano a mayores concentraciones, basandonos en nuestro

estudio de investigacion y en los resultados obtenidos.
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CONCLUSIONES

. Se determind la existencia de efecto antibacteriano in vitro del aceite

esencial de Muia frente a S. mutans ATCC 25175, demostrando un
efecto antibacteriano positivo por el método de difusién de discos Kirby

Bauer.

. Se determindé que no hay efecto antibacteriano del aceite esencial de
Mufia al 25% de concentracion frente a S. mutans ATCC 25175, todas

las muestras resultaron menores a 6 mm, es decir, sensibilidad nula (-).

. Se determiné el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de Mufa

para una concentracion del 50% frente a S. mutans ATCC 25175, igual a
14.1425 + 0.5207 mm (p<0.05), es decir, entre sensible (+) y muy sensible

(++).

. Se determiné el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de Mufa

al 75% frente a S. mutans ATCC 25175, igual a 15.7388 + 1.0456 mm

(p<0.05), es decir, muy sensible (++).

y

. Se determiné el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de Mufa

para una concentracion del 100% frente a S. mutans ATCC 25175, igual
a 18.3038 £ 0.9258 mm (p<0.05), es decir, entre muy sensible (++) y
sumamente sensible (+++), en la escala de sensibilidad de Duraffourd y

Lapraz.

. Al comparar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Mufia frente a
la clorhexidina al 0.12% sobre el S. mutans ATCC 25175, se determind
un efecto antibacteriano creciente a partir de 50% de concentracién por
encima del efecto antibacteriano de la clorhexidina al 0.12% con un 11.96

mm; ademas se comprobs que existe diferencias significativas entre las
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concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%, solo en el caso de la
concentracion del 25% resulto ser nula, en consecuencia, no significativa

el efecto antibacteriano.
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RECOMENDACIONES

Continuar la investigacion sobre el efecto antibacteriano del aceite
esencial de Mufa en distintas bacterias de la cavidad oral como el

Lactobacillus y Actinomyes.

Ahora que se ha demostrado que el aceite esencial de mufa tiene efecto
antibacteriano se aconseja promoverlo, utilizarlo y desarrollarlo como

complemento de dentifricos y colutorios.

Se recomienda seguir desarrollando investigaciones sobre plantas
provenientes de la region de Tacnha, las cuales son empleadas en la
medicina alternativa, con el fin de encontrar componentes beneficiosos

para el &mbito odontoldgico.
Realizar la investigacion de los compuestos quimicos de la sustancia

aromatica de la Mufia de los diversos departamentos del Perd que

contiene esta planta para evaluar sus componentes.
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ANEXO 1

e G*Power3192
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ANEXO 2: ANALISIS TAXONOMICO

Ubicacién taxondmica de la especie
Reino : Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden ; Lamiales
Familia : Lamiaceae
Subfamilia : Nepetoideae
Género : Minthostachys
Especie: Minthostachys mollis (Benth} Griseb

Nombre comin : Mufta

Descripcion botdnica de la especie:
Es un arbusto aromatico de 0,80-1 mde altura, frondosc en la parte superior, erecto y pubescente,
Tallo cuadrado, ramificado desde la base.

Hojas simples, opuestas, ovoides, ligeramente aserradas, penninervias. Peciolo de 4-6 mm de
longitud. Limbo pubescente tanto en el haz como en el envés.

Inflorescencia: Flores pequefias reunidas en verticilos falsos, ubicados en la parte superior de las
ramas, con pedidnculos cortos.

Flores cigomorfas, hermafroditas. Caliz gamosépalo, con 5 lébulos dentados. Corola dividida en dos
labios: dos pétalos constituyen el labio superior y tres conforman el labio inferior. Estambres
didinames. Ovario slpero bicarpelar.

Pl —F_H‘_\!\\
e w@w%;
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ANEXO 3: INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Instrumento de recolecciéon de datos: Medicién del halo de inhibicién

Cuadro: Aplicacion de aceite esencial de mufia 100 %, 75%, 50 % y 25 %.

BACTERIA:
STREPTOCOCCUS
MUTANS

ACEITE ESENCIAL DE MUNA (MINTHOSTACHYS GRUPO
MOLLIS) CONTROL
+

Clorhexidina al
0.12%

CONCENTRACION | 25% | 50% | 75% | 100%
1° Repeticiéon HALOS mm
2° Repeticion HALOS mm
3° Repeticion HALOS mm
4° Repeticién HALOS mm
5° Repeticion HALOS mm
6° Repeticion HALOS mm
7° Repeticion HALOS mm
8° Repeticion HALOS mm

PROMEDIO FINAL
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ANEXO 4: INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS

Instrumento de recolecciéon de datos: Medicién del halo de inhibicién

Cuadro: Aplicacion de aceite esencial de mufia 100 %, 75%, 50 % y 25 %.

BACTERIA: ACEITE ESENCIAL DE MUNA (MINTHOSTACHYS MOLLIS) GRUPO

STREPTOCOCCUS CONTROL

MUTANS +
Clorhex | -
idina al

CONCENTRACION | 25% 50% 75% 100% 0.12%

1° Repeticién HALOS mm <6mm | 14.72 14.89 17.42

2° Repeticion HALOS mm <6mm | 14.12 14.47 17.79

3° Repeticion HALOS mm <6mm | 13.30 14.70 19.47

4° Repeticién HALOS mm <6mm | 13.18 14.42 17.90

11.96 | -

5° Repeticion HALOS mm <6mm | 14.55 17.60 18.87

6° Repeticion HALOS mm <6mm | 14.21 16.57 17.15

7° Repeticion HALOS mm <6mm | 14.16 16.80 17.57

8° Repeticion HALOS mm <6mm | 14.90 16.46 20.26

PROMEDIO FINAL <6mm | 14.14 mm | 15.73 mm | 18.30 mm | 11.96 -
mm
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ANEXO 5: FOTOGRAFIAS DE LOS DIFERENTES PROCEDIMIENTOS
DESARROLLADOS

FOTOGRAFIA 1 - 2 MUNA (Minthostachys mollis)
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FOTOGRAFIA 3 - 5 RECOLECCION DE LA MUNA (MINTHOSTACHYS
MOLLIS)
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FOTOGRAFIA 6: METODO DE DESTILACION POR ARRASTRE DE VAPOR
PARA MINTHOSTACHYS MOLLIS

FOTOGRAFIA 7- 8: ACEITE ESENCIAL DE MUNA MINTHOSTACHYS
MOLLIS
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FOTOGRAFIA 9-10: DILUCION DE LA MUNA MINTHOSTACHYS MOLLIS A
100 %,75%,50% Y 25 %

FOTOGRAFIA 11: FRASCOS ENVUELTO CON PAPEL ALUMINIO PARA SU
CONSERVA HASTA SU UTILIZACION DEL ACEITE ESENCIAL DE MUNA
MINTHOSTACHYS MOLLIS A 100 %,75%,50% Y 25 %
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FOTOGRAFIA 12-15: ACTIVACION DE LA CEPA STREPTOCOCCUS
MUTANS ATCC 25175
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FOTOGRAFIA 16-18: ESTERILIZACION DE LOS DISCOS DE
SENSIBILIDAD EN AUTOCLAVE Y ESTUFA.
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FOTOGRAFIA 19-20: PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO.
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FOTOGRAFIAS 21-31: DISTRIBUCION DE LOS DISCOS EMBEBIDOS CON
ACEITE ESENCIAL DE MUNA (MINTHOSTACHYS MOLLIS) SOBRE
PLACAS INOCULADAS CON STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC 25175
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FOTOGRAFIA 32-33: MEDICION DE LOS HALOS DE INHIBICION CON EL
APOYO DEL VERNIER DIGITAL.

FOTOGRAFIAS 34-35: HALO DE INHIBICION REPRESENTATIVO AL 25%
CON ACEITE ESENCIAL DE MUNA (MINTHOSTACHYS MOLLIS) FRENTE
A STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC 25175.
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FOTOGRAFIAS 36-37: HALO DE INHIBICION REPRESENTATIVO AL 50%
CON ACEITE ESENCIAL DE MUNA (MINTHOSTACHYS MOLLIS) FRENTE
A STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC 25175.

FOTOGRAFIAS 38-39: HALO DE INHIBICION REPRESENTATIVO AL 75%
CON ACEITE ESENCIAL DE MUNA (MINTHOSTACHYS MOLLIS) FRENTE
A STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC 25175.
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FOTOGRAFIAS 40-43: HALO DE INHIBICION REPRESENTATIVO AL 100%
CON ACEITE ESENCIAL DE MUNA (MINTHOSTACHYS MOLLIS) FRENTE
A STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC 25175.

FOTOGRAFIAS 44: HALO DE INHIBICION FORMADO POR LA
CLORHEXIDINA AL 0.12% FRENTE A STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC
25175.
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FOTOGRAFIAS 45: CONTROL NEGATIVO
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