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Estudio in vitro de la actividad antimicrobiana del extracto de menta sobre
Streptococcus Mutans.
Rosa Elena Loja Chimborazo, Nube Patricia Safiay Zumba — Dra. Doris Eliana Calderén

Aleman. Mgs. Universidad Catdlica de Cuenca. relojacO0l@est.ucacue.edu.ec

npsanayz23@est.ucacue.edu.ec

RESUMEN

OBJETIVO: Evaluar mediante un estudio in vitro la actividad antimicrobiana del extracto
de menta sobre Streptococcus mutans.

MATERIALES Y METODOS: Estudio experimental in vitro, prospectivo, se analizaron
72 discos de papel filtro blanco, divididos en seis grupos, G1 correspondi6 a extracto de
menta al 25%, G2 extracto de menta al 50%, G3 extracto de menta al 75%, G4 extracto
de menta al 100%, G5 Clorhexidina al 0,12% como control positivo y G6 agua destilada
como control negativo. La menta se procesé por maceracion hasta obtener el extracto
etanolico. Se sumergieron los discos en cada concentracion y se colocaron en las cajas
Petri cultivadas con Streptococcus mutans, se midi6 el halo de inhibicién para comprobar
la eficacia sobre el microorganismo a las 24,48 y 72 horas. Los datos se registraron en
una matriz de Excel y se pasaron al programa IMB SPSS v27.0 los resultados se
presentaron en tablas de estadisticos descriptivos y la significancia estadistica se obtuvo
mediante la prueba de U de Mann Witney, el estudio tuvo una confiabilidad del 95%.
RESULTADOS: Se determin6 que la actividad antibacteriana del extracto de menta para
Streptococcus mutans ATCC 25175 al 25% tuvo un promedio en los halos de inhibicion
de 2,33 mm, al 50% de 2,67 mm, al 75% fue de 1,67, al 100% 2,17mm y la clorhexidina
al 0,12% fue de 6,67 mm.

CONCLUSIONES: Las diferentes concentraciones de extracto de menta son efectivos
contra el Streptococcus mutans, desde las 24 horas variando su comportamiento segun

la concentracién y el tiempo.

Palabras clave: Aceite esencial, concentraciones, menta, microorganismo,

Streptococcus Mutans
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In Vitro Study of The Antimicrobial Activity of Peppermint Extract on
Streptococcus Mutans.
Rosa Elena Loja Chimborazo, Nube Patricia Safiay Zumba -. Doris Eliana Calderén
Aleman. Dr., Mgs. Catholic University of Cuenca. relojacOl@est.ucacue.edu.ec

npsanayz23@est.ucacue.edu.ec

ABSTRACT

OBJECTIVE: To evaluate through an in vitro study the antimicrobial activity of
peppermint extract on Streptococcus mutans.

MATERIALS AND METHODS: In vitro, prospective experimental study in vitro. Seventy-
two white filter paper discs were analyzed and divided into six groups, G1 corresponded
to 25% mint extract, G2 to 50% mint extract, G3 to 75% mint extract, G4 100% mint
extract, G5 0.12% Chlorhexidine as positive control and G6 distilled water as a negative
control. The mint was processed by maceration to obtain the ethanolic extract. Discs
were immersed in each concentration and placed in Petri dishes cultured with
Streptococcus mutans; the inhibition halo was measured to check the efficacy of the
microorganism at 24, 48, and 72 hours. The data were recorded in an Excel matrix and
transferred to the IMB SPSS v27.0 software, the results were presented in tables of
descriptive statistics, and the statistical significance was obtained utilizing the Mann
Witney U test; the study had a reliability of 95%.

RESULTS: It was determined that the antibacterial activity of peppermint extract for
Streptococcus mutans ATCC 25175 at 25% had an average inhibition halos of 2.33 mm;
at 50% of 2.67 mm; at 75%, it was 1.67; at 100%, 2.17 mm and chlorhexidine at 0.12%
was 6.67 mm.

CONCLUSIONS: The different concentrations of peppermint extract are effective against
Streptococcus mutans for 24 hours, varying their behavior according to concentration

and time.

Keywords: Essential oil, concentrations, peppermint, microorganism, Streptococcus

mutans
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INTRODUCCION

En la actualidad se considera a la medicina natural como fuente primaria para tratar y
controlar distintos tipos de enfermedades, la Organizacion Mundial de la Salud reconoce
el valor de la medicina tradicional y su alcance global. Hasta el 80% de la poblacion de
los paises desarrollados utiliza medicinas naturales porque los considera curativos.! En
algunos paises que pertenecen a Latinoamérica, especialmente Ecuador, aun existen
culturas indigenas que mantienen el conocimiento de los usos de las plantas
medicinales, con formas conocidas de clasificaciéon de enfermedades y seleccion de
plantas ya definidas.? Se realizan diferentes investigaciones con el fin de poder
desarrollar en un futuro formulaciones terapéuticas que puedan ser utilizadas en forma

farmacéutica de origen natural y disponible para la poblacién en general. ?

La diversidad de especies bacterianas presentes en la cavidad oral, hace que las
bacterias de la placa, especialmente el Streptococcus mutans, tengan la propiedad de
invadir y causar enfermedades como la caries dental.? La medicina natural, que se basa
en las plantas y sus propiedades antibacterianas, han despertado gran interés entre los
cientificos en los ultimos afios, ya que tienen actividad antibacteriana capaz de combatir
los patégenos como S. mutans, siempre que se consideren coadyuvantes para el control

mecanico de biopeliculas por medios fisicos. 3

Tras varias investigaciones *° se evidencié que la Mentha piperita exhibe un alto grado
de inhibicién de Streptococcus mutans frente al 100% de la concentraciéon de la menta.
También, el aceite esencial de menta es capaz de producir actividad antibacteriana y
antifingica significativa, contra microorganismos patdégenos presentes en la cavidad
bucal como Staphylococcus aureus, de igual forma consideran que el aceite esencial de
menta es efectivo frente a Candida albicans, observandose halos de inhibicién de

crecimiento de hasta 9 mm. °

La Menta piperita demuestra su actividad antimicrobiana por la presencia de
monoterpenos oxigenados en su composicién quimica.® Ademas, el aceite esencial de
menta produce una minima actividad inhibitoria contra Porphyromona gingivalis con una
méxima efectividad a la concentracion de 100%, causando el mayor efecto sobre la cepa
bacteriana, el halo inhibitorio alcanzé a la medida de 14mm a las 72 horas como intervalo

de tiempo.’



En vista de no existir informacion suficiente sobre la efectividad del extracto de menta
sobre S. mutans, la presente investigacion busca evaluar mediante un estudio in vitro la

actividad antimicrobiana del extracto de menta sobre este microorganismo.

MATERIALES Y METODOS

Se trata de un estudio experimental, de corte longitudinal in vitro con enfoque
cuantitativo. El estudio se realiz6 con 72 discos de papel filtro blanco, 48 discos utilizados
en concentraciones de: 25, 50, 75, y 100% de extracto de menta. Adicionalmente se
utilizaron 12 discos con clorhexidina 0,12% como control positivo y 12 discos con agua
destilada como control negativo. Se midié el halo de inhibicion para comprobar la eficacia

sobre el S. mutans a las 24, 48 y 72 horas, respectivamente.

Se utilizaron cepas puras de Streptococcus mutans ATCC 25175, discos blancos de
papel estériles en buen estado, excluyendo asi algunas placas petri que se

contaminaron o sufrieron algun tipo de fracturas al momento de realizar el estudio.
Se procedié como se detalla a continuacion:

1) Recoleccion de las hojas de Menta piperita (menta): Se recolectaron 2kg de hojas de
menta. Se transportaron las hojas hacia el Laboratorio de Principios Activos y Seguridad
Alimentaria de la Universidad Catélica de Cuenca (UCACUE), en bolsas limpias para
evitar la contaminacién y asegurar la ventilacién, evitando la putrefaccion en pocas
horas. Para secar los 2 kg de hojas frescas se us6 un liofilizador, este equipo ayuda al
proceso de secado de las hojas por congelacion al vacio, conservando las propiedades

originales de la menta, este proceso durd 72 horas (Figura 1).

Las hojas totalmente secas se almacenaron al vacio para evitar la contaminacién por

hongos o bacterias que puedan afectar el proceso de obtencién del extracto (Figura 1).



Figura 1. A. Hojas frescas, B. Liofilizador, C. Hojas almacenadas al vacio.

2) Obtencion del extracto de Menta piperita (menta): las hojas de menta secas se
pulverizaron en una trituradora, Se obtuvieron 128.3 g. de hoja triturada; se enfrascé en
recipientes de vidrio, se le agreg6 1 litro (1000ml) de etanol quimicamente puro (QP) por
cada 100 g de hoja triturada, luego se almacené a temperatura ambiente por un periodo
de 20 dias para su maceracion® (Figura 2).

Figura 2. A. Menta pulverizada, B. Alcohol QP, C. Maceracion.

Se realizo la filtracion con papel, 3 veces para evitar el paso de remanentes hacia el
extracto, posteriormente fue sometido a una estufa al vacio a una temperatura de 40°y
con una presion de 160 mb por 8 dias, obteniendo de esta manera un extracto etanélico
fiable al 100%, a partir del cual se prepararon las soluciones al 25%, 50% y 75% (se
utilizé como diluyente el alcohol)® (Figura 3).

Se aplico la formula C1 x V1 = C2 x V2 para calcular la cantidad de soluto y solvente
necesarios para preparar las soluciones a las concentraciones establecidas®, en dénde:
- C1 = concentracion inicial del extracto.
- V1 = volumen desconocido.
- C2 = concentracion deseada



- V2 =Volumen final deseado

Figura 3. A. Filtracion, B. Estufa al vacio, C. Concentracion de la menta

2) Evaluacion de la actividad antibacteriana

a. Preparacion del in6culo: se utilizd Kwik Stik S. mutans ATCC 25175, que consta de
tres partes: microorganismo liofilizado, una ampolla con liquido hidratante y un hisopo
de inoculacion. Se retir6 la etiqueta despegable y se peg6 a la placa del agar sangre, se
presioné la ampolla para liberar el liquido hidratante, se sujet6 verticalmente golpeando
suavemente sobre una superficie dura, para facilitar que el liquido fluya por el hisopo e
hidrate el microorganismo, se mezclé el in6culo hasta que la suspensién sea
homogénea, se usé el hisopo para transferir el material hidratado al agar, se inoculé el
agar pasando suavemente el hisopo sobre un tercio de la placa en forma de estrias. Se

incubd a 37° en condiciones de anaerobiosis durante 48 horas'® (Figura 4).

Después de la incubacion se observaron colonias blanquecinas (Figura 5), que a la
tincion de Gram se comprob6 que eran cocos en cadena (estreptococos) Gram positivos
como se observa en la (Figura 5).

£

Figura 4. A. Materiales, B. Etiquetado, C. Preparacion del inoculo, D. Siembra, E. Anaerobiosis, F. Incubacién



A .

Figura 5. A. Colonias Bacterianas, B. Vista microscopica del S. mutans

b. Difusiobn en Agar sangre: con un asa bacteriolégica estéril, se inocularon algunas
colonias obtenidas en un tubo que contenia agua destilada estéril, tomando como

referencia el patron de McFarland para igualar su turbidez!! (Figura 6).

Seguidamente con hisopos se tomd la soluciéon bacteriana para sembrar de manera
homogénea en las placas petri, se colocaron cuatro discos en cada placa petri
embebidos en las diferentes concentraciones del extracto de menta, y los controles
positivos (clorhexidina al 0,12%) y control negativo (agua destilada), se trabaj6é en

triplicado. Se incubaron las placas en condiciones de anaerobiosis durante 24, 48y 72

horas, para medir los halos de inhibicidn en los tiempos establecidos (Figura 6).

X ‘\

Figura 6. A. Toma de colonias bacterianas, B. patron McFarland, C. Siembra, D. Colocacién de discos,

C. Incubacién



RESULTADOS

Para el estudio se us6 como control positivo el gluconato de clorhexidina al 0,12%,
demostrando efectivamente un mayor halo de inhibicion a las 72 horas (Media 6.67)
como se muestra en latabla 1, esto evidencia que a medida que se incrementa el tiempo,

el halo de inhibicion es decir el efecto bactericida de este antiséptico se incrementa.

Tabla 1. Halo de inhibicion de la clorhexidina

N Minimo Maximo Media Dez\(/eiz\(/:.ién
G0_24 12 4 5 4,75 0,452
G0_48 12 4 7 55 0,798
G0_72 12 6 8 6,67 0,651

Clorhexidina 24h (Go_24), Clorhexidina 48h(Go_48), Clorhexidina 72h (Go_72).

En la tabla 2 se han colocado los diferentes grupos a diferentes concentraciones y
tiempos, estan representadas por G= grupo, concentraciones del extracto (25%, 50%
,75%, 100%) y tiempo (24h,48h,72h).

El extracto de menta mostr6 efecto bactericida a diferentes concentraciones. Al 50% ya
refleja un halo de inhibicion desde las 48 horas, mejorando en la misma concentracion
a las 72 horas. Un efecto similar se evidencia con las concentraciones del 25%, 75% y

100%, aunque el halo de inhibicion que se observa tiene un diametro menor (Tabla 2).

Tabla 2. Halo de inhibicion del extracto de menta a diferentes concentraciones

n=12

N Minimo Maximo Media Deg\siz\gién
G25 24 12 0 1 0,58 0,515
G25 48 12 0 4 1,92 1,24
G25 72 12 1 4 2,33 1,155
G50_24 12 0 2 0,83 0,835
G50 48 12 0 5 2,42 1,621
G50_72 12 0 5 2,67 1,67
G75 24 12 0 1 0,33 0,492
G75_48 12 0 3 1 0,853
G75_72 12 1 3 1,67 0,651
G100 24 12 0 1 0,33 0,492
G100_48 12 0 3 1,17 1,03
G100_72 12 1 4 2,17 0,937




En la tabla 3 se busca una relacion estadisticamente significativa entre el extracto de
menta a diferentes concentraciones e intervalos de tiempo y con el grupo control; en el
caso del extracto de menta al 25% se encuentra a las 48 y 72 horas (p 0,011 y 0,005),
al 50% a las 24, 48 y 72 horas (p 0,046 y 0,009 y 0,007), al 75% a las 48 y 72 horas (p
0,023-0,003), al 100% a las 48 y 72 horas (p 0,007-0,007); es decir el extracto de menta
a una misma concentracion tiene diferente accion en relacién con el factor tiempo
observando efectividad en todas las concentraciones a las 72 horas, y una accion
inhibitoria inicial desde las 24 horas. Al contrastar con el grupo control la clorhexidina
demuestra mayor estabilidad que el extracto de menta desde las 24 horas manteniendo

estabilidad hasta las 72 horas.

Tabla 3. Relacion del extracto me menta entre sus diferentes concentraciones y
tiempos de accion, y el grupo control

MENTA CLORHEXIDINA
25% 50% 75% 100%
C25% C25% C25% C50% CS50% G50% C75% C75% C75% Cl00% C100% Cl00% CO  CO €O
24H 48H 72H 24H 48H 72H 24H 48 72H 24H 48H 72H 24H 48H 72H
C25%
2 0,011 0,005 038 0009 0007 018 0096 0004 0366 0705 0002 0002 0,002 0,002
C25%
oo 0,317 0,046 0,368 0,280 0,005 0,027 0,564 0,007 0,101 0490 0,002 0,002 0,002
C25%
o 0,004 0,893 0,572 0,002 0,002 0,107 0,003 0,012 0,603 0,002 0,002 0,002
C50%
o 0021 0,012 0,034 0608 0008 0,107 0271 0,010 0,000 0,000 0,000
C50%
o 0,586 0,007 0,045 0,177 0,007 0,068 0,720 0,001 0,000 0,000
G50%
o 0,004 0,011 0,134 0005 0,015 0,369 0,002 0,000 0,000
C75%
o 0,023 0,003 1,000 0,028 0,002 0,000 0,003 0,000
0,
ng" 0,033 0,070 0557 0,002 0000 037 0,000
0,
%a/ 0,004 0119 0083 0000 0202 0,000
0,
gigm 0,007 0,007 0,000 0,001 0,000
0,
Z;ﬂw’ 0290 0,000 063 0,000
<
£ c100%
g 0,000 0,709 0,000
s 72H
ggH 0,005 0,000
Z
R
[a)
S ash 0,004
Z 0
2 72H

*p > 0.05 Prueba Test U Mann Whitney



DISCUSION

La Mentha piperita, ofrece beneficios tanto terapéuticos como antibacterianos por sus
componentes quimicos como: saponinas, taninos, fenoles, flavonoides, triterpenoides y
antraquinonas cada uno de este compuesto tiene su propio mecanismo de accion
antibacteriano.'?> Las saponinas actian alterando la permeabilidad de la membrana
celular y el crecimiento bacteriano. El fenol provoca la hiperpolarizacion de la membrana
celular e interrumpe la divisién del ADN. Los flavonoides son lipofilicos y dafian las
membranas celulares. Los taninos pueden dafar el protoplasma. Los triterpenoides
dafian las porinas. Las antraquinonas provocan la desestabilizacion de la pared celular
y pueden alterar el metabolismo bacteriano por estrés oxidativo. Este conjunto de
compuestos ejerce acciones de forma sinérgica provocando una actividad antibacteriana
contra microorganismos como Streptococcus mutans.!?

Los resultados de esta investigacion inician evidenciando una accién desinfectante de
la clorhexidina desde las 24 horas, con halos de inhibiciébn mayores a los del extracto de
menta, sin embargo se observé un alto nivel de inhibicién para Streptococcus mutans
por parte del extracto de menta en diferentes concentraciones, siendo el factor tiempo
el que influye en un mayor o menor poder de inhibicién, pues desde concentraciones al
25% ya se presenta accion desinfectante, aumentado su efectividad a concentraciones
mayores y a un mayor tiempo de permanencia ante las colonias bacterianas; entonces
si bien la clorhexidina al 0,12% mantiene un alto nivel de inhibicion a los tres tiempos, el
extracto de menta podria ser un agente bactericida de uso recomendado.

Morales et.al.’®* demostr6é en sus resultados efectividad antimicrobiana del extracto de
menta a las concentraciones de 75y 100 %, a las 48 y 72 horas, sobre el Streptococcus
mutans, si comparamos con los resultados de esta investigacion la menta inicia su
accion desinfectante desde las 24 horas.

Zahidha et.al'*. En su investigacion se evidencié que el extracto de menta muestra halos
de inhibicion desde una concentracion del 50% en 72 horas, mientras que en este
estudio ya mostraron halos de inhibicién en una concentracion del 25% en 72 horas. En
el mismo estudio se observé que cuanto mayor es su concertacion, mayor era el
diametro de la zona de inhibicién formada, ya que al 100% de concentracion presento
halos de inhibiciébn con un mayor diametro, en nuestro estudio se pudo observar que a
la concentracién del 100% se obtuvieron didmetros menores, sin embargo, Si
presentaron halos de inhibicion dentro del rango de las medias obtenidos en otras
concentraciones. Mahboubi M et. al'® corrobora similares resultados con Morales,
observando mayor efectividad a concentraciones del 75 y 100% en 72 horas frente al

Streptococcus mutans.



Tafrihi M et.al® y Gerra R et al.” manifiestan que existe una diferencia entre el extracto y
el aceite esencial de menta en el nivel de efectividad antimicrobiana, esto puede deberse
a los componentes que presenta cada uno, el factor inhibitorio en el aceite de menta
puede ser el mentol y mentona, en cambio, en el extracto uno de sus componentes es
el saponinas, taninos, fenoles, flavonoides, triterpenoides y antraquinonas. En futuras
indagaciones se deberia investigar a mayor detalle el componente especifico que inhibe
a la bacteria.



CONCLUSION

La efectividad del extracto de menta sobre el Streptococcus mutans se comprob6 desde
las 24 horas y en concentraciones del 50% resulta efectivo desde las 48 horas y se
mantiene a las 72 horas en concentraciones del 25%, 75 y 100%. Frente a la
Clorhexidina se evidencia un menor poder inhibitorio, aunque la accién desinfectante es
estable en relacion a la concentracién y al tiempo de accién del extracto de menta sobre

las colonias bacterianas.
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