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RESUMEN

Objetivo: Comparar el efecto antimicrobiano in vitro del aceite esencial de
Matricaria chamomilla y Curcuma longa embebidos con CaOH. frente al
Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Material y Método: El estudio fue longitudinal, comparativo y experimental; cada
aceite esencial estuvo conformado por 3 repeticiones para el ensayo de
espectrofotometria la muestra fue de 152 tubos y para el ensayo de difusion fue
de 24 placas. Para determinar la eficacia atimicrobiana de cada aceite esencial
se decidi6 usar 7 diferentes concentraciones : 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%,
3,13% y 1,56% ademas del grupo control ( Agua destilada + hidroxido de calcio).
Para la comparacion del efecto se aplicaron las pruebas estadisticas Anova y

Duncan.

Resultado: El efecto antimicrobiano de las combinaciones de los aceites
esenciales con CaOH: a traves de los dos metdédos se observé que por
espectrofotometria las concentraciones mas resaltantes fueron al 100 % (0.73
nm), 25%( 0.95nm) y 3,13% (1.60 nm) del aceite de Matricaria chamomilla. Y por
el método de difusién, segun Duncan las concentraciones ubicadas en el primer
grupo fueron: al 100% (1.43 mm) del aceite de Curcuma longa, al 100% (1,67
mm) del aceite de Matricaria chamomilla y el grupo control (CaOH:2 + agua
destilada) (1.53 mm).

Conclusion: El aceite esencial de Matricaria chamomilla al combinado con

hidréxido de calcio fue la méas eficaz .

PALABRAS CLAVE: Enterococcus faecalis, matricaria chamomilla,

curcuma longa.



ABSTRACT

Objective: To compare the in vitro antimicrobial effect of the essential oil of
Matricaria chamomilla and Curcuma longa embedded with CaOH2 against

Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Material and Method: The study was longitudinal, comparative and experimental;
each essential oil consisted of 3 repetitions for the spectrophotometry test the
sample was 152 tubes and for the diffusion test was 24 plates. To determine the
atimicrobial efficacy of each essential oil, it was decided to use 7 different
concentrations: 100%, 50%, 25%, 12.5%, 6.25%, 3.13% and 1.56% in addition
to the control group (Water distilled + calcium hydroxide). For the comparison of

the effect, the Anova and Duncan statistical tests were applied.

Result: The antimicrobial effect of the combinations of essential oils with CaOH2
through the two methods showed that by spectrophotometry the most
outstanding concentrations were 100% (0.73 nm), 25% (0.95nm) and 3.13% (
1.60 nm) of Matricaria chamomilla oil. And by the diffusion method, according to
Duncan, the concentrations located in the first group were: 100% (1.43 mm) of
the Curcuma longa oil, 100% (1.67 mm) of the Matricaria chamomilla oil and the

control group ( CaOH2 + distilled water) (1.53 mm).

Conclusion: The essential oil of Matricaria chamomilla when combined with

calcium hydroxide was the most effective

KEY WORDS: Enterococcus faecalis, Matricaria chamomilla, Turmeric.
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l. INTRODUCCION

El fracaso o el éxito de la terapia endoddntica depende de muchos factores
como: el mal manejo de la técnica por parte del profesional, el incumplimiento
del protocolo de desinfeccion, la anatomia compleja, la resistencia de los
microorganismos entre otros. Dentro de las infecciones endodonticas se puede
clasificarlas como infecciones primarias, secundarias y persistentes. En las
infecciones primarias se caracterizan por la presencia de bacterias anaerobias
gramm-negativas, en este grupo se encuentran las piezas que adn no son
sometidas a tratamiento pulpar pero tienen como diagndstico necrosis pulpar que
puede o0 no presentar rarefaccion periapical. Entre los generos mas
predominante se encuentran los Staphylococcus, Streptococcus vy
Lactobacillus.?

En las infecciones secundarias se caracterizan porque los microorganismos
presentes no son parte de la microbiota oral, entre ellos estan Pseudomonas
Aeroginosa, Escheria Coli, Stapylococcus aureus y Enterococcus faecalis que
son los mas comunes. Y por ultimo las infecciones persistentes pueden ser
causadas por los microorganismos mencionados en las infecciones primarias y
secundarias con la diferencia que estos microorganismos han resistido a los
procedimientos de desinfeccion de los conductos.?

Diversos estudios han encontrado que el Enterococcus faecalis se encuentra
presente hasta en un 90% en infecciones secundarias y persistentes como la
periodontitis apical, esto se debe a las propiedades que posee, entre esas se
destacan la capacidad de penetracion en los tubulos dentinarios, su excelente
capacidad de adaptacion, su capacidad de crecimiento en forma de biofilme o de

una colonia Unica.t?3



El término Enterococcus fue nombrado por primera vez en el afio 1899 por
Thiercelin, para describir un nuevo diplococo gram positivo de origen intestinal,
en el mismo afio, Mac Callun y Hasting publicaron un caso de endocarditis
producida por el Enterococcus faecalis. Los enterococcus se puede encontrar en
casos aislados de la cavidad bucal en donde pueden actuar como
microorganismos patdgenos en infecciones del tracto urinario y en casos de
endocarditis subaguda; ademas pueden originar infecciones intraabdominales,
pélvicas y en neonatales.*

El Enterococcus faecalis es uno de los organismos mas comunes que se pueden
cultivar a partir de los canales fallidos de la raiz que experimentan el
retratamiento. Este microorganismo tiene la capacidad de sobrevivir a la
preparacion biomecanica, la medicacion intracanal que finalmente resulta en la
reinfeccién del conducto radicular obturado y cumple un rol importante en la
presencia de lesiones periapicales en un rango de 24-77% como se menciond
anteriormente. Debido a sus factores de virulencia como la sustancia de
agregacion, citolusina, enzimas liticas, puede alterar las respuestas del huésped
y por lo tanto es capaz de esforzarse mejor que otros microorganismos producto
gue es la Unica cepa aislada después de un tratamiento endodéntico

infructuoso.>®

Los métodos mas efectivos para eliminar Enterococcus faecalis del conducto
radicular son mediante el uso del hipoclorito de sodio, y clorherxidina en forma
de gel o liquido actuando como irrigacion.® Sin embargo ambos irrigantes poseen
desventajas. El hipoclorito de sodio tiene un desagradable sabor, posee alta

toxicidad, no remueve el barro dentinario por completo y también ocasiona



irritacién en los tejidos bucales. Caso contrario ocurre con la Clorhexidina que
presenta una baja citotoxicidad y falta de mal sabor.®

A pesar de que la preparacion biomecanica y el uso de irrigantes disminuyen la
cantidad de bacterias es necesario que se aplique una sustancia que actué como
medicamento en los conductos para tratar de lograr la desinfeccién completa de
estos. Dentro de los medicamentos de conducto tenemos el Hidroxido de calcio;
gue es actualmente el mas utilizado. No obstante varios estudios demostraron
gue el Enterococcus faecalis es resistente a este medicamento, es por eso que
actualmente la busqueda de medicamentos a base de plantas naturales es una
tendencia global.

El hidréxido de calcio es un polvo blanco que es consecuencia de la calcinacion
del carbonocélcico siendo su formula: CO3Ca= CaO + CO2Cao + H20 = Ca
(OH) 2. Este hidroxido Tiene un importante papel en la endodoncia ya que por
sus propiedades puede ser usado como medicacion temporaria en los conductos
a traves de varias sesiones. Logrando un efecto antimicrobiano , asimismo
necesita de un vehiculo, que puede ser acuoso, viscoso o aceite.*

El hidroxido de calcio representa una herramienta en la terapéutica endodontica
por su gran propiedad como antiséptico y de crear condiciones para un ambiente
favorable para la reparacion histica. Este material es el medicamento para los
conductos radiculares més utilizado, no obstante tiene otras indicaciones como
el tratamiento y posterior control en las reabsorciones radiculares control,
perforaciones, para el tratamiento de fracturas transversales, e apicogénesis.
Por lo que; presenta un alto poder bactericida y su accidn antiséptica se debe

por su pH , que es 12.4, cuyo fin es inhibir el desarrollo bacteriano .



Por otro lado, una de las plantas que se estudiaran en el ensayo es la Matricaria
chamomilla, que es una planta medicinal muy empleada por sus potentes
efectos. La extraccion de su aceite esencial se realiza a través del método de
destilacién de sus flores secas cuyo resultado final sera un aceite con aroma muy
dulce. Esta planta ha sido utilizada durante siglos por sus grandes beneficios y
actia como un antinflamatorio, ademas posee otras propiedades como
antioxidantes, astringente, analgésico, antibacteriano entre otros.!!

Desde hace mucho tiempo; en los paises mas pobres han optado por plantas
medicinales como una opcion alternativa a la terapéutica farmacologica debido
a un bajo costo, a su escasa toxicidad y también la simplicidad en su manejo y
elaboracion.1? 13

La planta curcuma longa, pertenece a la familia Zingiberaceae conocida como
el palillo para condimentar las comidas. La circuma presenta un amplio espectro
ademéas de sus propiedades biol6gicas como antiinflamatorio, antioxidante,
anticancerigeno, antidiabético, antibacterial y antifingico. Praveenkumar and
col. Encontraron en un estudio in vitro que la Curcuma era eficaz contra
microorganismos como Streptococcus mutans, Actinomyces Viscosus,
Lactobacillus casei, Porphyromonas gingivalis y Prevotella intermedia Y ademas
encontré que la curcumina, cuyo componente de su composicion, fotoactivada
tenia la capacidad de eliminar el biofilm de E. faecalis dentro de las paredes del
conducto radicular.**

La Curcumina (diferuloylmetano) es el principal componente bioactivo amarillo
de la curcuma presenta un amplio espectro de acciones biologicas y esto
proporciona una base para explorar futuras aplicaciones endodonticas y en el

campo de la odontologia debido a sus propiedades. >/
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Este componente fue aislado por primera vez en 1815 por vogel y pelletier. Y
su estructura quimica fue determinada en 1910 por j. Milobedzka en una extensa
investigacion sobre ella demostré un amplio espectro de efectos terapéuticos.
Ademas de la curcumina, tambien se puede hallar otros componentes en dicha
planta como los curcuminoides que son polifenoles con una fuerte funcion
antioxidante.® 18-20

Por ende, Se han realizado innumerables estudios farmacotoxicoldgicos de la
Curcuma longa ,reconociendo que esta planta contiene flavonoides, polifenoles,
glucésidos, taninos, triterpenos y otros compuestos con accién antioxidante,

antiinflamatorio.?%%2

Coy et al (2013) evaluaron sobre la actividad antibacteriana de los aceites
esenciales de romero (rosmarinus officinalis), tomillo (thymus vulgaris) y
curcuma (curcuma longa) de colombia” cada uno frente a Staphylococcus aureus
ATCC 6538 y Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC 25922
y Salmonella tiphymurium ATCC 14028.En donde se concluyé que el aceite

esencial de Curcuma fue el mas activo frente al Enterococcus Faecalis.?®

Prabhakar et al (2013) evaluaron la comparacion de la eficacia antibacterial del
Hidréxido de calcio, Clorhexidina en gel y Cdrcuma longa como medicamento
intracanal frente al Enterococcus faecalis, el estudio se dividié por grupos: grupo
| (Hidréxido de Calcio), grupo Il (Clorhexidina en gel), grupo 11l ( Curcuma Longa)
y grupo IV (solucion salina) en donde se obtuvo una inhibicion completa del
Enterococcus faecalis por parte de la Clorhexidina seguido de un 64% del

Hidroxido de Calcio y un 54% por parte de la Cdrcuma Longa. 24

11



Anuradha et al (2015) evaluaron la actividad antimicrobiana de 4 grupos: grupo
A: 2% Clorhexidina, grupo B: 5% extracto de ajo, grupo C: 5% Curcuma longa y
el grupo D: Agua destilada en contra del Enterococcus faecalis y se obtuvé que
la Clorhexidina (25.3%) y la Curcuma longa (19.2%) obtuvieron mayores efectos

inhibitorios al Enterococcus faecalis.?®

Dakshita et al (2017) evaluaron la desinfeccion de los tubulos dentinarios usando
Clorhexidina gel 2%, Miel, Gel de Alde Vera, Curcuma Longa , Gel Propolis y
Hidroxido de Calcio en contra del Enterococcus faecalis en un estudio in vitro
con intervalos de 1, 3y 5 dias. Los resultados fueron que la Clorhexidina obtuvo

mayor efecto seguido por la Curcuma longa.?®

Desde hace muchos afios el Enterococcus faecalis ha sido uno de los
microorganismos mas persistentes en los conductos radiculares no logrando su
erradicacion total en el tratamiento endoddntico. Como medicamento intracanal
se uso el hidroxido de calcio y actualmente es el medicamento de eleccion. Es
por eso que en la actualidad las investigaciones para la erradicacion total de ese
microorganismo se inclinaron hacia la medicina natural como una nueva
alternativa terapéutica. Como es el caso de la Curcuma longa; que si bien es un
ingrediente para la comida presenta propiedades favorables como
antimicrobiano, antiinflamatorio, antioxidante y actividad antitumoral pero su
posible uso como medicamento intracanal tiene limitadas referencias

investigativas, lo mismo ocurre con el aceite esencial de Matricaria chamomilla.

12



Por todo ello; el presente estudio permite comprobar si existe efecto

antibacteriano de ambas sustancias sobre el Enterococcus faecalis.

1. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢,Cual sera el efecto antimicrobiano in vitro del aceite esencial de
Matricaria chamomilla y Curcuma longa combinados con CaOHz: frente al

Enterococcus faecalis ATCC 292127

2. HIPOTESIS DE INVESTIGACION
Existe diferencia en el efecto antimicrobiano in vitro del aceite esencial
de Matricaria chamomilla y Cdrcuma longa embebidos con CaOH: frente

al Enterococcus faecalis ATCC 29212.

3. OBJETIVO DE INVESTIGACION
3.3 Objetivo General
- Comparar el efecto antimicrobiano in vitro del CaOHz mas
aceite esencial de Matricaria chamomilla y el CaOHz mas
aceite esencial de Curcuma longa frente al Enterococcus
faecalis ATCC 29212.
3.4 Objetivos Especificos
- Determinar el efecto antimicrobiano in vitro del CaOH2 mas aceite
esencial de Matricaria chamomilla frente al Enterococcus faecalis

ATCC 29212, por el método de espectrofotometria.

13



Determinar el efecto antimicrobiano in vitro del CaOH2> mas aceite
esencial de Matricaria chamomilla frente al Enterococcus faecalis

ATCC 29212, por el método de difusion.

Determinar el efecto antimicrobiano in vitro del CaOH2 mas aceite
esencial de Curcuma Longa frente al Enterococcus faecalis ATCC

29212, por el método de espectrofotometria.

Determinar el efecto antimicrobiano in vitro del CaOH2 mas aceite
esencial de Curcuma Longa frente al Enterococcus faecalis ATCC

29212, por el método de difusion.

14



Il. DISENO METODOLOGICO

1. Material De Estudio

1.1Tipo De Investigacion

Segun el Seguln la Segun la Segun la

periodo en | evolucién | comparacion | interferencia

que se del de del
captala fenébmeno | poblaciones | investigador
informacion | estudiado en el estudio

Prospectivo | Longitudinal | Comparativo | Experimental

1.2Area De Estudio
El estudio se realiz6 en el laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia del
Departamento de Ciencias de la Universidad Privada Antenor Orrego filial

Trujillo.

1.3Definicion De La Poblacion Muestral
1.3.1 Caracteristicas Generales
Estuvo constituido por el total de aplicaciones en agar Nutritivo con la
cepa bacteriana del Enterococcus faecalis ATCC 29212 con CaOH: +
Agua Destilada, CaOH: + aceite esencial de Curcuma longa y CaOH: +
Aceite esencial de Matricaria chamomilla, que cumplieron con los

criterios de inclusion.
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1.3.1.1 Criterios De Inclusién

e Tubo de plastico de 500 ul conteniendo la microdiluciéon en caldo Lb
2X del microorganismo Enterococcus faecalis ATCC 29212 con el
volumen correspondiente de la dilucibn de los aceites esencial
Curcuma longa y Matricaria chamomilla combinados con CaOHo..

e Placa Petri conteniendo agar Nutritivo con el microorganismo
Enterococcus faecalis ATCC 29212 con el volumen
correspondiente de la dilucion de los aceites esenciales de Curcuma

longa y Matricaria chamomilla combinados con CaOH..

1.3.1.2 Criterios De Exclusion
¢ Aplicacion con agar Nutritivo con las cepas Enterococcus faecalis
ATCC 29212 contaminados.
e Placa Petri que present6 algun tipo de dafio o alguna rajadura en su
estructura o deshidratada.
e Tubo de plastico de 500 pl que presentd algun tipo de darfio /
rajadura en su estructura.
1.3.1.3 Criterios de Eliminacién
e Tubo de plastico de 500 pl conteniendo la microdilucion que haya
sufrido contaminacioén durante la conservacion.

e Placa Petri que haya sufrido contaminacion durante el periodo de

incubacion.

16



1.3.2 Disefio Estadistico De Muestreo
1.3.2.1 Unidad De Analisis
Cada tubo de plastico de 500 ul conteniendo la microdilucién en calgo
LB 2X y Enterococcus faecalis ATCC 29212 con el volumen
correspondiente de la dilucion de los aceites esenciales de Curcuma
longa y Matricaria chamomilla combinados con CaOH2 cumpliendo

con los criterios de seleccion establecidos.

Cada placa Petri conteniendo agar Nutritivo y Enterococcus faecalis
ATCC 29212 con el volumen correspondiente de la dilucién de los

aceites esenciales combinado con CaOHza.

1.3.2.2 Unidad De Muestreo
Cada uno de los tubos de plastico de 500 pl contiendo la microdilucién
en caldo LB2X y Enterococcus faecalis ATCC 29212 con el volumen
correspondiente de la dilucion de los aceites esenciales de Curcuma

longa y Matricaria chamomilla combinados con CaOHz.

Cada una de las placas Petri conteniendo agar Nutritivo y
Enterococcus faecalis ATCC 29212 con el volumen correspondiente
de la dilucién de los aceites esenciales de Curcuma longa y Matricaria

chamomilla combinados con CaOHo.
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1.3.2.3 Tamafo Muestral
Por las condiciones propias a un trabajo de investigacién experimental
y en las condiciones del Laboratorio de Microbiologia Molecular y
Biotecnologia del Departamento de Ciencias de la Universidad
Privada Antenor Orrego. Se creyé conveniente 3 repeticiones por
cada aceite Esencial que origind una muestra de 152 tubos de plastico

de 500 pl entre las 00:00 horas y 24 horas, y 24 placas Petri.

1.3.3 Métodos de seleccion

Muestreo no probabilistico, por conveniencia.

2. Métodos, técnica e instrumento de recoleccién de datos
2.1Método
Se realizé la observacién de los sistemas de ensayos con sus respectivos

controles (positivo y negativo).

2.2Descripcion del procedimiento
A. De la aprobacién del proyecto
El primer paso para la realizacion del presente estudio de investigacion fue
la obtencion del permiso para su ejecucion, tras la aprobacién del proyecto
por parte de la Comision de Investigacion de la Escuela de Estomatologia
de la Universidad Privada Antenor Orrego . Resolucion N° 0079-2019-

FMEHU-UPAO ( Anexo 1)

18



B. De la autorizacion para la ejecucién
Una vez aprobado el proyecto se procedié a solicitar el permiso al Jefe del
Laboratorio de Microbiologia y Biotecnologia del Departamento de

Ciencias de la Universidad Privada Antenor Orrego filial Trujillo. (Anexo 2)

C. Andlisis de la determinacion taxondémica de la Curcuma longa
Se entregaron las plantas de Curcuma Longa al “Herbarium Truxillense”
de la Facultad de Ciencias Biologicas para la constancia de la
determinacion taxondmica del espécimen vegetal. En donde se describio
la clase, subclase, superorden, orden, familia, género y especie. (Anexo

3).

D. Extraccion del aceite esencial de curcumalonga
Se utiliz6 como materia prima la curcuma (palillo), que fue traida de la
ciudad de Pucallpa, y se realiz6 lo siguiente: primero se efectud la limpieza
de la materia, eliminando con cuidado las raices que cubren el rizoma.
Posteriormente se continu6 con el lavado para eliminar los udltimos
vestigios de tierra a traves del agua potable a temperatura ambiente y
luego se dejo escurrir y se le dejé un oreado por seis (06) horas para
eliminar el exceso de humedad. Esto se realizé en forma manual con ayuda
de cuchillos de acero inoxidable luego se realizé el secado natural bajo el
sol y secado en la estufa por 2 semanas en el laboratorio. El tiempo total
de secado comprendid entre una a dos semanas. Por ultimo se trituro en

un molino de martillo de malla intermedia. Para obtener un mayor niamero
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de particulas que haran mas eficiente la extraccibn al aumentar la

superficie de contacto.

E. Obtencion del aceite esencial de Matricaria chamomilla
Se decidi6 adquirir el producto del aceite esencial de Matricaria chamomilla
ya preparado de la marca SWISSJUST, posteriormente se le hizé un

control de calidad y de esterilizacion.

F. Obtencién de la cepa
Se us6 un cultivo de la cepa del Enterococcus faecalis ATCC 29212, la
cual fue proporcionada por el Laboratorio de Microbiologia Molecular y

Biotecnologia del Departamento de Ciencias de la Universidad Privada

Antenor Orrego.

G. Reactivacion de la cepa
El vial criogénico (-30°) se descongeld inicialmente a 4° C durante al menos
4 horas; posteriormente se incub6 a 37° C durante 4 horas mas. Para la
reactivacion de la cepa se colocé en un tubo de ensayo conteniendo caldo

LB estéril durante toda la noche.

H. Siembra

Se sembré 02 placas Petri con agar Nutritivo, las cuales fueron las placas

Master, la técnica usada fue por estrias.

20



Preparacién de in6culo
A partir de las placas Master se efectud el overnight( cultivo de noche) en

tubos de ensayo con caldo LB a 37°C por 18 a 24 horas.

Método de Microdilucién en caldo para los aceites esenciales

Para el método de macrodilucion de los aceites esenciales se comenzo
primero con la dilucién con agua para los respectivos aceites esenciales.
Se dispuso de 7 tubos por cada aceite esencial en donde el primer tubo
(tubo N° 0) tenia 2 ml de agua destilada y 2 ml de cada aceite, este tubo
se agité hasta conseguir homogeneidad, este paso se repitié en cada tubo
hasta llegar al tubo N°7, cada tubo contenia 2 ml de la mezcla a excepcion
del ultimo tubo que tuvo 4 ml. Posteriormente se esterilizaron las diluciones
para el ensayo. Este procedimiento se repiti6 por cada aceite para
determinar su concentracion en cada tubo.

Posteriormente se uso la técnica de microdilucion para el ensayo en donde
se usaron placas de poliestireno con micropocillos que reemplazaron a los
tubos, en cada posillo tenia el caldo Ib 2x (150 ul); la dilucién de cada aceite
(150 ul) la cepa (50 ul) y CaOH (0.15 pg), en donde la lectura fue dos
veces: la primera fue a las 00:00 horas y la segunda post 24 horas de
incubacion a 37°C. Ademas se conté con 3 grupos controles: (se leyd
primero DO), 1) Aceite + LB 2x ,2) la cepa + LB 2x y 3) la cepa + Aceite ,
Que también estos controles fueron leidos dos veces en el

Espectrofotometro.
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K. Determinacién de Densidad Optica
Las concentraciones que se ensayaron fueron los siguientes: 100% ,50%,
25%, 12.5%, 6.25%, 3.13%, 1.56% Yy para cada sistema se realiz6 los
siguientes controles:
Control Negativo de esterilidad del caldo = (LB 2X + Enterococcus faecalis)
Control Positivo = (dilucion + Enterococcus faecalis)
Control Negativo de Esterilidad de la Dilucion= (LB 2X+ dilucion)

Ensayos= (LB2X + dilucion 1) + Enterococcus faecalis

Ensayos= (LB2X + dilucion 7) + Enterococcus Facalis
Pasadas las 24-48 horas de incubacion, se efectud las lecturas por

espectrofotometria a una D.O de 620 nm para cada lectura.

L. Determinacion de los Halos de Inhibicién
Se procedid a la siembra de la cepa en forma de extensién con hisopos
previamente esterilizados por 10 minutos. Luego se colocaron 10 uL de la
sustancia antimicrobiana sobre la superficie del agar. En cada placa se
colocé diversas concentraciones diluidas de cada aceite combinado con el
hidroxido de calcio, para determinar también en que concentracion existe
la efectividad. La lectura fue pasada a las 5 minutos del sembrado y 24
horas.
2.3Instrumento de recoleccion de datos

Se utilizé una ficha elaborada especificamente para la investigacion (Anexo 3).
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2.4Variables

VARIABLE DEFINICION’ DEFINICION | INDICADOR | SEGUN SU SEGUN | SEGUN
CONCEPTUAL OPERACION | ES NATURALEZ | SU SuU
AL A FUNCIO | ESCALA
N DE
MEDICI
ON
SUSTANCIA Sustancia v' Matricaria
ANTIMICROBIA | quimica  que chamomill
NA impide el + CaOHz
desarrollo o | - v' Curcuma | CUALITATIV || NOMINA
favorece la longa + A L
muerte de un CaOH:
microorganism v’ Control
0.” (Agua
destilada 4
CaOH,)
EFECTO Capacidad del
ANTIMICROBIA | medicamento a v" Didmetro
NO usar para del halo (
producir el CMmI mm)
efecto deseado v' Densidad | CUANTITATI RAZON
frente a un Optica VA D
microorganism (nm)
0‘27

3. Anédlisis estadistico de la informacidn

Se realiz6 la colocacion de los datos obtenidos en una base de datos de Excel

para su tabulacién y graficos. Los andlisis estadisticos se realizaron

empleando el software SPSS version 18 para obtener las medidas

estadisticas descriptivas: Media, y Desviacion Estandar.

El andlisis estadistico se realizO mediante la prueba ANOVA que fue

complementada con la prueba de DUNCAN, para la determinacion de la

concentracién Minima Inhibitoria. La significacion estadistica considerada fue

de 5% ( P<0,05).
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. RESULTADOS

El presente estudio de tipo experimental “in vitro”, se desarroll6 en los ambientes
del Laboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia del Departamento de
Ciencias de la Universidad Privada Antenor Orrego; tuvo como préposito
determinar si existe efecto antimicrobiano de los aceites esenciales de Curcuma
longa y Matricaria chamomilla combinados con hidroxido de calcio, para lo cual
emplearon 7 concentraciones y el grupo control, donde se obtuvo los siguientes

resultados.

El efecto antimicrobiano a las 24 horas de exposicion, por medio de la prueba de
espectrofotometria quedd evidenciado a través del analisis estadistico de Anova,
donde se muestra que existe diferencia significativa ( p< 0.001) entre los
promedios para las 7 concentraciones del aceite de Matricaria comparado con
un grupo control (Agua destilada + hidréxido de calcio). Tabla 1

Posterior al analisis de ANNOVA se opt6 por utilizar la prueba de Duncan. Esta
prueba determind 3 grupos; en el primer grupo se ubico la concentracion al 100%
(0.73 nm), en el segundo grupo: también incluy6 la concentracién al 100% (0.73
nm), al 25% (0.95 nm) y el Ultimo grupo: 3.13% (1.60 nm), 50%(1.65 nm), 12.5%
(2.73 nm), 1.56% (1.77nm), el grupo control ( 1.81 nm) y al 6.25% (1.84
nm).Tabla la

Por otro lado se realiz6 el otro ensayo usando la técnica de difusion pasada las
24 horas del ensayo, conjuntamente con el ANOVA respectivo; donde
evidenciamos  aparentemente  diferencias  siginificativas  entre  los

tratamientos.Tabla 2
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Posteriormente fue analizada por Duncan y establecié 5 grupos, como se
observa en la tabla, que dentro de estos grupos , se determiné que el primer
grupo; en donde se encontrd que el agua destilada (1.53 mm)y el aceite al 100%
(1.67 mm) combinados con hidroxido de calcio fueron mas eficaces que los
demas grupos, a pesar que el grupo 5 fue aquel que obtuvo mayor diametro en
halos de inhibicion: al 6.25% (1.93 mm) y al 50% (2.07 mm). Tabla 2a

Por otro lado, se realizaron los ensayos del segundo producto, el aceite esencial
de Curcuma longa. los resultados obtenidos del ensayo a través de la densidad
optica de las combinaciones entre las distintas concentraciones del aceite
esencial de Curcuma longa con CaOH: , en donde se observa que si muestra
diferencia significativa (0.00025) entre los promedios de cada tratamiento
pasadas las 24 horas del ensayo. Tabla 3

Asimismo a traves de la prueba de DUNCAN se pudo determinar dos grupos y
se observa que en el primero se agrupo a las concentracionees al 1,56% ( 1.56
nm), 50% ( 1.57 nm) , 6,25% (1.65 nm), 25% (1.67 nm), el grupo control (1.81
nm), 100% (1.82 nm) y al 3,13% (1.88 nm) y el segundo grupo: incluyé las
concentraciones del grupo control, al 100%, 3.13% y al 12.5% ( 2.11 nm)
evaluados por el método de espectrofotometria. Tabla 3a

Por otro lado, se realiz6 el otro ensayo con la prueba de difusion. En donde se
observan los resultados que fueron analizados a través de la prueba de ANOVA
y que determind que si hubo una diferencia pasada las 24 horas del ensayo entre
las 7 concentraciones.Tabla 4

Tambien se utilizé la prueba de DUNCAN para complementar los resultados

obtenidos en la tabla 4. En consecuencia esta prueba determino 3 grupos. En
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donde encontramos a la concentracion al 100% (1.43 mm) y el agua destilada
(1.53 mm) combinados con hidréxido de calcio en el primer grupo. Tabla 4a

Los valores obtenidos en la comparacibn de ambos aceites esenciales
combinados con CaOH: frente al Enterococcus faecalis se observa en esta tabla,
en donde la combinacion del aceite esencial de Matricaria chamomilla al 100 %
(0.73 nm) fue la mas resaltante por el método de espectrofotometria y la
concentracion al 100% (1.43 mm) del aceite esencial de Curcuma longa por el

método de difusion. Tabla 5
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Tabla 1

Ensayo in vitro de la combinacion del aceite esencial de Matricaria chamomilla con
Hidroxido de calcio frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212 mediante

espectrofotometria analizado por la prueba ANOVA.

Grupos de Investigacion DO nm -- 00:00 hrs DO nm -- 24:00 hrs
X S X S
Aceite al 100% + CaOH 1.37 0.54 0.73 0.11
Aceite al 50% + CaOH 1.46 0.40 1.65 0.71
Aceite al 25% + CaOH 1.79 0.21 0.95 0.38
Aceite al 12.5% + CaOH 1.40 0.43 1.73 0.33
Aceite al 6.25% + CaOH 1.79 0.13 1.84 0.28
Aceite al 3.13% + CaOH 1.24 0.67 1.60 0.52
Aceite al 1.56% + CaOH 1.30 0.76 1.77 0.01
AGUA DESTILADA + CAOH 1.52 0.20 1.81 0.33
Fo= 3.962 7.495
P= 0.007 0.000204
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Tabla la
Ensayo in vitro de la combinacién del aceite Matricaria chamomilla combinado con
Hidréxido de calcio frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212 a través del método de

espectrofotometria y analizados por la prueba de Duncan a las 24 horas.

Tratamientos Ni Grupos para alfa = 0.05

Gl G2 G3
Aceite al 100% + CaOH 3 0.73 0.73
Aceite al 25% + CaOH 3 0.95
Aceite al 3.13% + CaOH 3 1.60
Aceite al 50% + CaOH 3 1.65
Aceite al 12.5% + CaOH 3 1.73
Aceite al 1.56% + CaOH 3 1.77
AGUA DESTILADA + CACH 3 1.81
Aceite al 6.25% + CaOH 3 1.84
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Tabla 2
Ensayo in vitro del aceite esencial de Matricaria chamomilla combinados con hidroxido de calcio

frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212 a través de la prueba de difusion a las 24 horas.

Grupos de Investigacion Diametro de Halo (mm) -- Diametro de Halo (mm) --

00:00 hrs 24:00 hrs

X S X S
Aceite al100% + CaOH 1.00 0.00 1.67 0.06
Aceite al 50% + CaOH 1.57 0.06 2.07 0.06
Aceite al 25% + CaOH 1.03 0.06 1.80 0.00
Aceite al 12.5% + CaOH 1.03 0.12 1.83 0.06
Aceite al 6.25% + CaOH 1.10 0.17 1.93 0.15
Aceite al 3.13% + CaOH 0.87 0.06 1.87 0.23
Aceite al 1.56% + CaOH 0.83 0.12 1.77 0.06
AGUA DESTILADA + CACH 1.16 0.18 1.53 0.07
Fo= 9.88 10.672
P= 0.000007 0.000004
Tabla 2a

Ensayo in vitro de la combinacién del aceite Matricaria chamomilla combinado con hidréxido de

calcio frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212 a través del método de difusién y analizados

por la prueba de Duncan a las 24 horas.

Tratamientos Ni Grupos para alfa = 0.05
Gl G2 G3 G4 G5
AGUA DESTILADA + CACOH 8 1.53
Aceite al100% + CaOH 3 1.67 1.67
Aceite al 1.56% + CaOH 3 1.77 1.77 1.77
Aceite al 25% + CaOH 3 1.80 1.80 1.80
Aceite al 12.5% + CaOH 3 1.83 1.83 1.83
Aceite al 3.13% + CaOH 3 1.87 1.87
Aceite al 6.25% + CaOH 3 1.93 1.93
Aceite al 50% + CaOH 3 2.07
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Tabla 3

Ensayo in vitro de la combinacién del aceite esencial de Curcuma longa con hidréxido de calcio

frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212 através del método de espectrofotometria analizado

por la prueba ANNOVA.

Grupos de Investigacién DO nm -- 00:00 hrs DO nm -- 24:00 hrs
X S X S

Aceite al 100% + CaOH 1.94 0.17 1.82 0.17
Aceite al 50% + CaOH 1.89 0.13 1.57 0.27
Aceite al 25% + CaOH 1.89 0.12 1.67 0.05
Aceite al 12.5% + CaOH 1.24 0.80 211 0.10
Aceite al 6.25% + CaOH 1.75 0.12 1.65 0.17
Aceite al 3.13% + CaOH 1.66 0.25 1.88 0.06
Aceite al 1.56% + CaOH 1.72 0.07 1.56 0.22
AGUA DESTILADA + CAOH 1.52 0.20 1.81 0.33
Fo = 11.44 25.751

P= 0.000012 0.00025

Tabla 3a

Ensayo in vitro de la combinacion del aceite Curcuma longa combinado con hidréxido de calcio
frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212 a través del método de espectrofotometria y

analizados por la prueba de Duncan a las 24 horas

Tratamientos Ni Grupos para alfa = 0.05
Gl G2

Aceite al 1.56% + CaOH 3 1.56

Aceite al 50% + CaOH 3 157

Aceite al 6.25% + CaOH 3 1.65

Aceite al 25% + CaOH 3 1.67

AGUA DESTILADA + CAOH 3 1.81 1.81

Aceite al 100% + CaOH 3 1.82 1.82

Aceite al 3.13% + CaOH 3 1.88 1.88

Aceite al 12.5% + CaOH 3 211
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Tabla 4
Ensayo in vitro del aceite esencial de Curcuma longa combinados con hidréxido de calcio frente

al Enterococcus faecalis ATCC 29212 a través de la prueba de difusion a las 24 horas.

Grupos de Investigacion Diametro de Halo (mm) -- Diametro de Halo (mm) --

00:00 hrs 24:00 hrs

X S X S
Aceite al 100% + CaOH 0.93 0.06 1.43 0.06
Aceite al 50% + CaOH 1.27 0.06 1.77 0.06
Aceite al 25% + CaOH 1.03 0.06 1.87 0.06
Aceite al 12.5% + CaOH 1.03 0.06 1.77 0.15
Aceite al 6.25% + CaOH 1.33 0.06 1.73 0.06
Aceite al 3.13% + CaOH 1.07 0.06 1.97 0.21
Aceite al 1.56% + CaOH 0.97 0.06 1.90 0.10
AGUA DESTILADA + CAOH 1.16 0.18 1.53 0.07
Fo = 10.647 12.295
P= 3.93E-06 1.13E-06
Tabla 4a

Ensayo in vitro de la combinacion del aceite de Curcuma longa combinado con hidroxido de
calcio frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212 a través del método de difusion y analizados

por la prueba de Duncan a las 24 horas

Tratamientos Ni Grupos para alfa = 0.05

Gl G2 G3
Aceite al 100% + CaOH 3 1.43
AGUA DESTILADA + CAOH 8 1.53
Aceite al 6.25% +CaOH 3 1.73
Aceite al 50% + CaOH 3 1.77
Aceite al 12.5% + CaOH 3 1.77
Aceite al 25% + CaOH 3 1.87 1.87
Aceite al 1.56% + CaOH 3 1.90 1.90
Aceite al 3.13% + CaOH 3 1.97

31



Tabla5b

Ensayos in vitro de los aceites esenciales de Matricaria chamomilla y Curcuma longa combinados

con CaOH: frente al Enterococcus faecalis ATCC 29212 mediante ESPECTROFOTOMETRIA

Grupos de Investigacién X S

100% Matricaria 0.73 0.11
25% Matricaria 0.95 0.38
1,56% Curcuma 1.56 0.22
50% Curcuma 1.57 0.27
3.13% Matricaria 1.6 0.52
50% Matricaria 1.65 0.71
6.25% Curcuma 1.65 0.17
25% Curcuma 1.67 0.05
12.5% Matricaria 1.73 0.33

Tabla 5a

Ensayos in vitro de los aceites esenciales de Matricaria chamomilla y Curcuma longa combinados

con CaOH:zfrente al Enterococcus faecalis ATCC 29212 mediante difusion

TRATAMIENTOS X S
100% Curcuma 1.43 0.06
GRUPO 1.53 0.07
CONTROL
100% Matricaria 1.67 0.06
6.25% Curcuma 1.73 0.06
50% Curcuma 1.77 0.06
1.56% Matricaria 1.77 0.06
12.5% Curcuma 1.77 0.15
25% Matricaria 1.80 0
12.5% Matricaria 1.83 0.06
3.13% Matricaria 1.87 0.23
25% Curcuma 1.87 0.06
1.56% Curcuma 1.90 0.10
6.25% Matricaria 1.93 0.15
3.13% Curcuma 1.97 0.21
50% Matricaria 2.07 0.06
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IV.  DISCUSION

El tratamiento de conductos radiculares depende de muchos factores para que
llegue al éxito como la asepsia, antisepsia antes y durante el tratamiento, la
destreza junto con los conocimientos del endodoncista, las técnicas aplicadas,
la efectividad de los materiales, y la resistencia de los microorganismos a los
antimicrobianos, resultando una complicaciéon el poder erradicarlos de los
conductos radiculares.

Cuando el tratamiento de conductos fracasa, es muy importante tratarlo
raudamente, ya que puede generar complicaciones graves en un futuro al
paciente. En estos conductos radiculares contaminados pueden estar implicados
varios géneros de microorganismos, como los Streptococcus entre otros, pero
cuando la infeccion persiste, se puede encontrar microorganismos que ya no
forman parte de la microbiota oral como Escherichia coli, Entercoccus faecalis

etc.

Uno de los microorganismos mas frecuentes es Enterococcus faecalis y se
puede encontrar hasta en un 90% de las infecciones radicuales persistentes,

ademas también en cuadros de periodontitis apical.

El Enterococcus faecalis ha desarrollado factores de virulencia tales como
sustancias de agregacion, produccion de superéxido extracelular, polisacaridos
extracelulares y determinantes de resistencia a los antibioticos. Por otro lado,
este se caracteriza por la capacidad que tiene para colonizar y penetrar en los
tubulos dentinarios, una buena capacidad de adaptacion , la posible resistencia

al pH del hidroxido de calcio, la capacidad de sintetizar proteinas cuando se
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expone a condiciones ambientales adversas crecimiento en forma de colonia

Unica.l?

Por todo lo mencionado anteriormente; el presente estudio se realiz6 bajo
condiciones ‘in vitro” y determind la existencia de un efecto antimicrobiano de
dos aceites esenciales de dos plantas muy conocidas: Matricaria chamomilla y
Curcuma longa, cuya eleccion se realizd debido a las diversas propiedades que
presentan y que fueron mencionadas anteriormente.

Por otro lado; se conoce que uno de los materiales mas usados dentro de los
conductos radiculares, es el hidroxido de calcio, cuyo pH es 12,4 y presenta
Optimas caracteristicas cuando se encuentran en el interior de ellos.

En lo que respecta a los ensayos tanto por el método de espectrofotometria 'y de
difusion se registrd que la concentracién al 100% del aceite de manzanilla fue el
de mayor efecto entre los dos aceites esenciales. Esto puede deberse a que
dentro de sus componentes del aceite esencial de la Matricaria se encuentran el
azuleno, camazuelo, lactonas sesquiterpénicos entre otros. Entre las lactonas
sesquiterpénicas se encuentran la matricina, matricarina, y desacetilmatricarina
gue son compuestos quimicos encargados de la actividad antimicrobiana, cito
toxica, antiinflamatoria, antibacteriana, antiviral de la planta, y el mecanismo de
la planta es la ruptura de la membrana celular que puede ser por un desequilibrio

de la estabilidad estructural, o por un aumento de la permeabilidad.?®

Por otro lado también se observé a traves de la prueba de difusion las
concentraciones con mayor efecto fueron las combinaciones del hidréxido de

calcio con los dos tipos de aceites al 100% y el agua destilada. En donde

34



podemos sospechar que la combinacién del agua con el aceite ha podido influir
en las diferentes concentraciones de los aceites de curcuma y matricaria. Esto
puede ser motivo para que en un futuro se realicen investigaciones que analicen

esas caracteristicas.

Los resultados obtenidos en el ensayo usando el aceite esencial de Matricaria
discrepan con los resultados de Hidalgo* debido a que concluyé que el efecto
inhibitorio de la combinacion del aceite de Matricaria con hidréxido de calcio es
minimo o nulo en comparacibn con el hidréxido de calcio mas
paramonoclorofenol e hidréxido de calcio puro los cuales mostraron halos de
inhibicion més significativos, ademas en ese estudio solo se empled la prueba
de difusion de discos, caso contrario con el presente estudio que se usé dos
métodos : obtener la densidad oOptica por medio de la espectrofotometria y la

prueba de difusion.

Por otro lado coincidimos con Linares 2 que el aceite esencial de Matricaria
chamomilla presenta efecto antibacteriano in vitro sobre el crecimiento de
Enterococcus faecalis y que esto puede deberse a los flavonoides vy los
sesquiterpenos en general, ambos son componentes de la composicion quimica
de la Matricaria chamomilla. Ademas concluyé que el aceite esencial de
Manzanilla presenta efecto al 50% sobre el crecimiento del Enterococcus
faecalis y recomendo realizar estudios que usen concentraciones mayores del
50%. En este ensayo el autor trabajo con la prueba de difusion en discos y conto

con la participacion del hidroxido de calcio para este ensayo.
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Sin embargo; en los resultados del ensayo con aceite de Curcuma longa; si se
obtuvo efecto sobre el Enterococcus faecalis pero solo super6 al grupo control
y a la vez fue superado por el aceite de Matricaria. Esto confirma lo mencionado
por Prabhakar y cols?*, Anuradha Rani y cols 2%y también por Agrima y cols 28
que realizaron diversos estudios donde compararon el efecto antimicrobiano del
aceite de curcuma, el hidroxido de calcio y otras sustancias donde concluyeron
gue la Curcuma longa presentaba una ligera ventaja sobre el hidroxido de calcio
pero que ambos no superaban aun el efecto de la Clorhexidina, ademas el efecto
antimicrobiano de la curcuma , puede deberse a su componente llamado
‘curcumina”. Este componente ha demostrado actividades antiinflamatorias,
antioxidantes y antimicrobianas.

Ademas se debe tomar en cuenta que el tiempo que duré el ensayo fue el minimo

a comparacién de esos estudios y por ende, los resultados de los posibles

efectos son muy prematuros.
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V. CONCLUSIONES

El efecto de la combinacion del aceite esencial de Matricaria chamomilla

con CaOH: fue mayor que del aceite de Curcuma longa.

La concentracion al 100% del aceite de Matricaria chamomilla combinado
con CaOH: fue la mas eficaz en el ensayo por espectrofotometria a las 24

horas.

Las concentraciones al 6.25% y 50% del aceite de Matricaria chamomilla
combinado con CaOH: presentaron mayores halos de inhibicion en el

ensayo de difusion a las 24 horas.

la concentracion al 1.56% del aceite de Curcuma longa combinado con
CaOH: fue la més eficaz en el ensayo por espectrofotometria a las 24

horas.

Las concentraciones al 25%, 1.56% y 3.13% del aceite de Curcuma longa

combinado con CaOH: presentaron mayores halos de inhibicion en el

ensayo de difusion a las 24 horas.
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VI. RECOMENDACIONES

Ampliar en la investigacion los tiempos de exposicion, pasadas los 3,5y
hasta 7 dias para verificar si existe eficacia de los aceites de Manzanilla y

Curcuma sobre la cepa del Enterococcus Faecalis.

Seguir buscando nuevas propuestas terapéuticas de origen natural para

la mejoria del paciente.

Ampliar el nUmero de repeticiones para generar mejor confiabilidad en los

resultados.
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ANEXO 2

SOLICITO PERMISO PARA

EJECUCION DE PROYECTO DE TESIS

Dr. JOSE GUILLERMO GONZALES CABEZA

JEFE DEL LAl
B
MOLECULAR Y E(: RATORIO DE INVESTIGACION DE MICROBIOLOGIA
St IOTECNOLOGIA DEL DEPARTAMENTO ACADEMICO DE
E LA UNIVERSIDAD PRIVADA ANTENOR ORREGO

S.D.

YO ! :
, Leén Gallardo, Milagros Isabel, estudiante egresada de la escuela

profesional de Estomatologia de la prestigiosa universidad, identificado con el ID
N° 000121786

Ante Ud. Me presento y expongo:

Que, siendo requisito indispensable para poder realizar mi trabajo de
investigacion, recurro a su despacho a fin que se me autorice realizar mi estudio
en el ambiente del Laboratorio de Investigacion de Microbiglogia Molecular y
Biotecnologia Y poder ejecutar el proyecto de tesis titulado: “EFECTO
ANTIMICROBIANO IN VITRO DEL ACEITE ESENCIAL DE MATRICARIA
CHAMOMILLA Y CURCUMA LONGA COMBINADOS CON CAOH:2 FRENTE AL

ENTEROCOCCUS FAECALIS ATCC 29212".

Por tanto
Ruego a usted acceder @ mi peticion por ser de justicia

Trujillo, 15 de mayo del 2018

__—-_—_—_-,./"‘ |Sabe|
o A
Gallardo, Milagro:
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ANEXO 3

J'.*v‘f“ R\ . ~
g ¥ Herbarium Truxillense (HUT)
e /7 Universidad Nacional de Trujillo
. faat Facultad de Ciencias Bioldgicas
Jr. San Martin 392, Trujillo - Pert

Constancia N° 017 - 2018- HUT

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLENSE (H
NACIONAL DE TRUJILLO et i

Da Constancia de la determinacion taxonémica de un (01) espécimen vegetal:

Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae.
Superorden: Lilianae
Orden: Zingerales
Familia: Zingiberaceae
Género: Curcuma
Especie: C. longa L.

Muestra alcanzada a este despacho por MILAGROS ISABEL LEON GALLARDO,
identificado con DNI N° 71738313, con domicilio legal en Av. Espafia N°2726,
Trujillo; estudiante de la Facultad de Estomatologia, de la Universidad Privada
Antenor Orrego, cuya determinacién taxondmica servird para la realizacion del
Proyecto de Tesis: "Eficacia antimicrobiana in vitro del aceite esencial de
Matricaria chamomilla “manzanilla® y Curcuma Longa "clrcuma® combinados
con hidréxido de Calcio frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212 .

Se expide la presente Constancia a solicitud de la parte interesada para los fines
que hubiera lugar.

OSTACERO LEON
r de erbario HUT
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ANEXO 4

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA COMBINACION DEL
CaOH2 CON ACEITE DE MATRICARIA A TRAVES DEL METODO DE

ESPECTOFOTOMETRIA

ACEITE DE MATRICARIA + CAOH,

DO mm

CONCENTRACIONES

300 ul de c/u Ensayo 1 Ensayo 2

R1 R2 R3 R1 R2 R3

LB[2X] + DT 100% + 50 ul
EF

LB[2X] + DT 50% + 50 ul EF | T2
LB[2X] + DT 25% + 50 ul EF | T3
LB[2X] + DT 12.5% + 50 ul

T1

EF T4
LB[2X] + DT 6.25% + 50 ul
T5
EF
LB[2X] + DT 3.13% + 50 ul
T6
EF
LB[2X] + DT 1.56% + 50 ul
T7
EF
ACEITE DE MATRICARIA + CAOH,
DO mm
Ensayo 1 Ensayo 2
CONTROLES Lb 2x + Dilucion | Lb 2x + Dilucion
Dilucion | C- + EF Dilucion | C- + EF
B C+ B C+
DT 100% T1
DT 50% T2
DT 25% T3
DT 12.5% T4
DT 6.25% T5
DT 3.13% T6
DT 1.56% T7
LB[2X] + 100 ul EF C-
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FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA COMBINACION DEL
CaOH2 CON ACEITE DE MATRICARIA A TRAVES DEL METODO DE

DIFUSION

ACEITE DE MATRICARIA + CAOH:

OBSERVACION EN PLACAS PETRI
CONCENTRACIONES

O HORAS 24 HORAS

A B C A B C

Control -

Control +

Blanco

100%

50%

25%

12.50%

6.25%

3.13%

1.56%
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FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA COMBINACION DEL
CaOH> CON ACEITE DE CURCUMA A TRAVES DEL METODO DE

ESPECTOFOTOMETRIA

ACEITE DE CURCUMA + CAOH,

DO mm
CONCENTRACIONES Ensayo 1 Ensayo 2
300 ul de c/u
R1 R2 R3 R1 R2 R3

LB[2X] + DT 100% + 50 ul EF T1
LB[2X] + DT 50% + 50 ul EF T2
LB[2X] + DT 25% + 50 ul EF T3

LB[2X] + DT 12.5% + 50 ul EF T4

LB[2X] + DT 6.25% + 50 ul EF T5

LB[2X] + DT 3.13% + 50 ul EF T6

LB[2X] + DT 1.56% + 50 ul EF T7

ACEITE DE CURCUMA + CAOH,
DO mm
Ensayo 1 Ensayo 2
CONTROLES
Lb 2x + Dilucion | Lb 2x + Dilucion
Dilucion| C- +EF |Dilucion| C- +EF
B C+ B C+

DT 100% T1
DT 50% T2
DT 25% T3
DT 12.5% T4

DT 6.25% T5
DT 3.13% T6

DT 1.56% T7
LB[2X] + 100 ul EF C-
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FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA COMBINACION DEL
CaOH> CON ACEITE DE CURCUMA A TRAVES DEL METODO DE

DIFUSION

ACEITE DE CURCUMA + CAOH;

OBSERVACION EN PLACAS PETRI
CONCENTRACIONES

O HORAS 24 HORAS

A B C A B C

Control -

Control +

Blanco

100%

50%

25%

12.50%

6.25%

3.13%

1.56%
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FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA COMBINACION DEL
CaOH2 CON AGUA DESTILADA A TRAVES DEL METODO DE

ESPECTOFOTOMETRIA

AGUA DESTILADA + CAOH;

DO mm
CONCENTRACIONES Ensavo 1 Ensavo 2
300 ul de c/u Y y
LB[2X] + DT 100% + 50 ul EF T1
AGUA DESTILADA + CAOH;
DO mm
CONTROLES Ensayo 1 Ensayo 2

DT 100% T1

LB[2X] + 100 ul EF C-
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FICHA DE RECOLECCION DE DATOS PARA LA COMBINACION DEL

CaOH> CON AGUA DESTILADA A TRAVES DEL METODO DE DIFUSION

AGUA DESTILADA + CAOH:

OBSERVACION EN PLACA PETRI
CONCENTRACIONES 00 HORAS 24 HORAS
A B
C- Control -
C+ Control +
Blco Blanco
T1 R1
T2 R2
T3 R3
T4 R4
T5 R5
T6 R6
T7 R7
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ANEXO 5

REGISTRO FOTOGRAFICO

PREPARACION DEL ACEITE DE CURCUMA
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REACTIVACION Y SEMBRADO
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ACEITE DE MATRICARIA + CAOH;

CONCENTRACIONES DO mm
300 ul de c/u Ensayo 1 00:00 hrs Ensayo 2 24:00 hrs
R1 R2 R3 R1 R2 R3
LB[2X] + DT
100% + 50 T1 1.33 1.928 0.847 0.83 0.605 0.75
ul EF
LB[2X] + DT
50% + 50 ul T2 1.588 1.781 1.006 2.197 1.9 0.846
EF
LB[2X] + DT
25% + 50 ul T3 1.742 1.608 2.018 0.52 1.096 1.238
EF
LB[2X] + DT
12.5% + 50 T4 1.603 0.903 1.687 1.95 1.349 1.887
ul EF
LB[2X] + DT
6.25% + 50 T5 1.741 1.695 1.945 2.092 1.897 1.531
ul EF
LB[2X] + DT
3.13% + 50 T6 0.487 1.78 1.461 1.025 1.738 2.037
ul EF
LB[2X] + DT
1.56% + 50 T7 0.417 1.693 1.776 1.757 1.778 1.762
ul EF

58




ACEITE DE MATRICARIA + CAOH

OBSERVACION EN PLACA PETRI

CONCENTRACIONES 00 HORAS 24 HORAS

A B C A B

C- Control - NO NO NO NO NO

C+ Control + NO NO NO NO NO
Blco Blanco 0.8 0.85 0.95 1.8 1.6

T1 100% 1 1 1 1.7 1.7

T2 50% 1.6 1.6 1.5 2.1 2

T3 25% 1.1 1 1 1.8 1.8

T4 12.50% 1.1 0.9 1.1 1.8 1.9

T5 6.25% 1.2 1.2 0.9 2.1 1.9

T6 3.13% 0.8 0.9 0.9 1.6 2

T7 1.56% 0.9 0.7 0.9 1.7 1.8

ACEITE DE MATRICARIA + CAOH
DO mm
Ensayo 1 Ensayo 2
CONTROLES Lb 2x + Dilucién + Lb 2x + Dilucién +

Dilucién C- EF Dilucién C- EF

B C+ B C+
DT 100% T1 0.064 0.193 0.104 0.045
DT 50% T2 0.107 0.121 0.082 0.21
DT 25% T3 0.126 0.282 0.059 0.047
DT 12.5% T4 0.096 0.245 0.23 0.328
DT 6.25% T5 0.086 0.073 0.226 0.041
DT 3.13% T6 0.097 0.074 0.22 0.073
DT 1.56% T7 0.053 0.204 0.368 0.061

;?)E)zf;] e c- 0.068 0.22
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ACEITE DE CURCUMA + CAOH,

CONCENTRACIONES DO mm
300 ul de c/u Ensayo 1 Ensayo 2
R1 R2 R3 R1 R2 R3
LB[2X] +
DT 100% + T1 2.024 2.05 1.738 1.816 1.983 1.647
50 ul EF
LB[2X] +
DT 50% + T2 1.765 2.017 1.889 1.711 1.256 1.743
50 ul EF
LB[2X] +
DT 25% + T3 1.959 1.754 1.951 1.7 1.707 1.617
50 ul EF
LB[2X] +
DT 12.5% T4 1.945 0.377 1.398 1.992 2.149 2.175
+50ul EF
LB[2X] +
DT 6.25% T5 1.858 1.629 1.769 1.728 1.46 1.774
+ 50 ul EF
LB[2X] +
DT 3.13% T6 1.583 1.458 1.931 1.848 1.855 1.95
+ 50 ul EF
LB[2X] +
DT 1.56% T7 1.747 1.638 1.764 1.358 1.528 1.8
+ 50 ul EF
ACEITE DE CURCUMA + CAOH,
DO mm
Ensayo 1 Ensayo 2
CONTROLES Lb 2x + Dilucién + Lb 2x + Dilucién +
Dilucion C- EF Dilucion C- EF
B C+ B C+
DT 100% T1 0.272 0.116 0.315 0.078
DT 50% T2 0.076 0.139 0.308 0.081
DT 25% T3 0.058 0.079 0.439 0.054
DT 12.5% T4 0.065 0.096 0.308 0.523
DT 6.25% T5 0.086 0.092 0.235 0.287
DT 3.13% T6 0.085 0.111 0.345 0.09
DT 1.56% T7 0.091 0.065 117 0.059
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ACEITE DE CURCUMA + CAOH,

OBSERVACION EN PLACA PETRI

CONCENTRACIONES 00 HORAS 24 HORAS
A B C A B
C- Control - NO NO NO NO NO
C+ Control + NO NO NO NO NO
Blco Blanco 1.5 1.6 1.6 1.8 1.9
T1 100% 1 0.9 0.9 1.5 1.4
T2 50% 1.2 13 1.3 1.8 1.7
T3 25% 1 1 1.1 1.9 1.9
T4 12.50% 1.1 1 1 1.9 1.8
T5 6.25% 1.3 1.3 14 1.8 1.7
T6 3.13% 1.1 1 1.1 2.2 1.9
T7 1.56% 1 1 0.9 1.8 1.9
AGUA DESTILADA + CAOH;
CONCENTRACIONES DO mm
300 ul de c/u Ensayo 1 Ensayo 2
R1 R2 R3 R1 R2 R3
LB[2X] + DT
100% + 50 T1 1.613 1.29 1.648 2.092 1.889 1.443
ul EF
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AGUA DESTILADA + CAOH

DO mm
Ensayo 1 Ensayo 2
CONTROLES Lb 2x + Dilucién + Lb 2x + Dilucién +
Dilucidn C- EF Dilucion C- EF
B C+ B C+
DT 100% T1 0.72 1.293 1.687 1.732
;g[ozzj(ll ;F c- 0.068 0.22
AGUA DESTILADA + CAOH
OBSERVACION EN PLACA
PETRI
CONCENTRACIONES 00 HORAS | 24 HORAS
A B
C- Control - NO NO
C+ Control + NO NO
Blco Blanco 1 1.5
T1 R1 1 1.5
T2 R2 1 1.6
T3 R3 1.3 1.5
T4 R4 1 1.6
T5 R5 14 1.6
T6 R6 1.3 14
T7 R7 1.3 1.5
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