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RESUMEN

El estudio Actividad antibacteriana “in vitro” del aceite esencial de menta (Mentha piperita L.) frente a
Escherichia coli enteropatégena (EPEC), se redizd en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno, durante los meses de agosto a
diciembre del 2016, cuyos objetivos fueron determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite
esencial y comparar € efecto inhibitorio respecto a la Tetraciclina. La extraccion del aceite esencia se
realizd por e método de arrastre a vapor de agua. La evaluacién de la concentracion minima inhibitoria
(CMI) se realizo por el método de dilucion en placa adosis de 0.01, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.5, 1, 2.5, 5%. Para
la comparacion inhibitoria se empled e método de difusion en placa a concentraciones de 5ul, 10ul, 15ul,
20ul, 25pl, y 30ul de aceite esencial, teniendo como control positivo € antibidtico Tetraciclina (30ug). Se
aplico estadistica descriptiva, andlisis de varianza y prueba de rango mltiple de Tukey. La concentracion
minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de menta (Mentha piperita L.) frente a EPEC, “in vitro” fué
2.5%. Se determind ademas que €l efecto de la inhibicién porcentual del aceite esencial de menta frente a
Escherichia coli enteropatdgena respecto a control positivo (Tetracicling) fue de 54,20% a una dosis
aplicable de 30 pl por disco de sensibilidad de aceite esencial, en donde para la fuente de variacion de
concentraciones se obtuvo diferencia estadistica altamente significativa (p<0.0001).
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ABSTRACT

The study In vitro antibacterial activity of peppermint essentiad oil (Mentha piperita L.) against
Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) was carried out in the Laboratory of Microbiology of the Faculty
of Biological Sciences of the National University of the High Plateau of Puno, During the months of August
to December of 2016, whose objectives were to determine the minimum inhibitory concentration (MIC) of
essential oil and to compare the inhibitory effect with respect to Tetracycline. The extraction of the essential
oil was carried out by the method of drag to steam of water. The minimum inhibitory concentration (MI1C)
evaluation was performed by the plate dilution method at doses of 0.01, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.5, 1, 2.5, 5%.
For the inhibitory comparison, the plate diffusion method was used at concentrations of 5ul, 10ul, 15ul, 20ul,
25ul, and 30ul of essentia oil, with the antibiotic Tetracycline (30ug) as positive control. Descriptive
statistics, analysis of variance and Tukey's multiple rank test were applied. The minimum inhibitory
concentration (MIC) of mint essential oil (Mentha piperita L.) versus EPEC, "in vitro" was 2.5%. It was
further determined that the effect of the percentage inhibition of essential oil of mint against enteropathogenic
Escherichia coli relative to the positive control (Tetracycline) was 54.20% at an applicable dose of 30 ul per
essential oil sensitivity disc, where For the source of variation of concentrations was obtained statistically
significant difference (p <0.0001).
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INTRODUCCION

Las enfermedades diarreicas (EDA) son comunes en todo e mundo, provocadas por muchos
microorganismos siendo las més frecuentes por enterobacterias como Escherichia cali
enteropatdgena (EPEC) causante de enfermedades diarreicas transmitidas por 1os alimentos. Afecta
a los nifos en los primeros afos de vida. Las enfermedades diarreicas son la segunda causa de
muerte de nifios menores de cinco afios, ocasionando la muerte de 760 000 nifios (OM S, 2013). En
la Region de Puno para €l afio 2016 hasta el mes de junio se reportaron un total de 174,343 casos
de diarreas en nifios menores de 5 afios (DIRESA, 2016). En los Ultimos afios un 80% de la
poblacién mundia ha recurrido a las plantas medicinales para tratar diversas enfermedades o
afecciones, porque son accesibles y més barato que los productos farmacéuticos (UICN et al.,
1993), d empleo de plantas medicinales como tratamiento de diversos males, se registra desde
tiempos muy remotos, (Pastor, 1991).

Hoy en dia muchas propiedades terapéuticas de diversas plantas han sido demostradas
cientificamente, en base a la extraccién de sus principios activos (Castro, 2005), en respuesta a la
necesidad de conseguir alternativas eficaces para el control de las infecciones bacterianas, por €lo
se ha recurrido ala fotoquimica y fitofarmaceutica, logrando encontrar nuevas moléculas (Avila et
al., 2006). Asi, se acepta que a pesar del avance acanzado por la sintesis quimica, las plantas son
una valiosa fuente de sustancias activas con propiedades antibacterianas (Nascimiento et al., 2000),
apoyados en que estas producen més de 100.000 metabolitos secundarios, muchos de los cuaes
pueden ser antibacterianos (Domingo & lopez, 2003).

En Puno las plantas medicinales como la menta (Mentha piperita L.) se vienen utilizando
ancestralmente, es consumida por muchos pobladores del area rural en forma de infusion para
aiviar dolores estomaca es, también tiene eficacia contralaflatulenciay €l mal de altura.

Evaluaron la actividad antibacteriana en los extractos de agua de hojay aceite esencia de menta
(Mentha piperita L.) frente a Bacillus subtilis, Pseudomona aeruginosa, Escherichia cali,
Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, |os resultados presentaron actividad antibacteriana sobre
las especies estudiadas, Inhibiendo con una zona de 12.00 mmy 9.00 mm de aceite esencid y €
extracto acuoso (Hayyan, 2014). Asi mismo En la Investigacion, determinaron la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de Mentha piperita, frente a Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomona fluorescens, y la levadura
Candida albicans. En la investigacion los microorganismos evaluados resultaron ser susceptibles,
excepto para Pseudomonas aeruginosa MU 187 (Ceylan et al., 2014).

Se estudi6 la actividad antibacteriana del jugo y aceite esencial de menta (Mentha piperita), frente a
100 aislamientos de 11 diferentes especies de bacilos, E. coli (30), Klebsiella pneumoniae (25), P.
aeruginosa (15), Salmonella typhi (5), S paratyphi A (1), S paratyphi B (1), Proteus mirabilis
(10), Proteus vulgaris (2), Shigella dysenteriae (5), Yersinia enterocolitica (1), y Enterobacter
aerogenes (5). El aceite esencia y jugo presentaron actividad antimicrobiana de 11,78 mmy 10,41
mm de zona de inhibicion respectivamente (Sabahat et al., 2006), por otro lado en e Instituto
Superior de Medicina Militar (Cuba), estudiaron la actividad de una decoccion de mentha piperita
Linn sobre lalombriz terrestre del género rojo California, reportaron que la decoccién de las hojas
posee un efecto vermifugo. (De laPaz et al., 2006).

En la investigacion evaluaron el efecto antimicrobiano del aceite esencia de Aloysia tripilla sobre
Saphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Salmonella sp, Listeria monocitogenes y
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Pseudomonas aeruginosa. En la investigacion los microorganismos evaluados resultaron ser
susceptibles excepto para Salmonella sp y Pseudomonas aeruginosa, a aceite esencia Escherichia
coli fueinhibida con una zona de 13.00 mm a una concentracion de 30 pl/ml (Sanchez et al., 2002).

Este mecanismo de accion hacia los microorganismos es complejo y ain no ha sido del todo
entendido y explicado. EI modo de accidn de los aceites esenciales también dependera del tipo de
microorganismos y estd principamente relacionado con la estructura de la pared celular y la
membrana externa de los mismos (Cano, 2007);

El modo de accion de los aceites esenciales en cuestion a su caracter (hidréfilo o hidréfobo) se
debe a que tienen la capacidad de aterar y penetrar en la estructura lipidica de la pared ceular
perturbando estructuras celulares lo que lleva a la desnaturalizacion de las proteinas y a la
destruccion de la membrana celular (Smith — Palmer et al., 1998; Kalemba & Kunicka 2003;
Holley & Patel, 2005; Fisher & Phillips, 2008; Solorzano- Santos & Miranda- Novales 2011).

Mencionan que los componentes fendlicos son los principales responsables de las propiedades
antimicrobianas de los aceites esenciales (Delaquis et al., 2002 & Holley & Patel 2005); en €
mismo sentido, reportaron que € carvacrol aumenta la fluidez de la membrana y causa fuga de
protones e iones de potasio, |0 que resulta en un colapso del potencial de membranay lainhibicion
de la sintesis del ATP. (Fisher & Phillips 2008). Reportan que la susceptibilidad de las bacterias
Gram negativas puede estar relacionada con la membrana externa que posee este tipo de bacterias,
yaque la hidrofobicidad de la membrana |a hace impermeable (Smith-Palmer et al., 1998, Kalemba
& Kunicka 2003 & Fisher & Phillips, 2008), Sin embargo, mencionan gque solo hay un retardo del
efecto por lo que sugieren que para alcanzar e mismo efecto letal en ambos tipos de bacterias, se
requeriria de un mayor periodo de tiempo de exposicion a los aceites esenciales en los sistemas
modelos. No obstante, esta sensibilidad de los diferentes tipos de bacterias solo se ha observado al
utilizar aceites esenciades en formain vitro, pero no en alimentos. (Fisher & Phillips, 2008),

En este sentido, se puede resumir que la actividad antimicrobiana de | os aceites esenciales depende
principalmente de tres caracteristicas; su carécter hidrofilo o hidréfoba, sus componentes quimicos
y €l tipo de microorganismo al que se debe atacar (Fisher y Phillips, 2008; Sol6rzano - Santos &
Miranda — Novales, 2011). La presente investigacion tiene importancia cientifica y social ya que
aportard a conocimiento, la menta como planta medicinal con propiedades antibacterianas, las
cuales podrian ser alternativas de prevencion y tratamiento de la patologia més frecuente como las
enfermedades diarreicas. Por o considerado se plantearon los siguientes objetivos. Determinar la
concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencia de menta frente a E. coli
enteropatogena (EPEC) y comparar € efecto inhibitorio respecto ala Tetraciclina.

MATERIALESY METODOS

El estudio se realiz6 en la ciudad de Puno, ubicado en coordenadas UTM: 0393076 y 8242866, a
una altitud de 3838 msnm, la recoleccidn de plantas de mentha (Mentha piperita L.) se efectud en
el Centro Poblado de Jayllihuaya Puno, ubicado a 15°5” 3.5 latitud Sur y 69° 58 4.5 longitud
Oeste a 3882 msnm, La obtencion del aceite esencial de (Mentha piperita L.) se rediz6 en la
Facultad de Ciencias Agrarias. La evaluacion de la actividad antibacteriana se realizd en €
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Naciona del
Altiplano - Puno.
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La poblacion estuvo conformada por un microorganismo tipificado: Escherichia coli
enteropatégena (EPEC) e mismo que se ensayd frente a diferentes concentraciones del aceite
esencial de Mentha piperita L. (menta). La muestra bioldgica estuvo constituida por la cepa de
Escherichia coli enteropatdgena (EPEC) que fue proporcionado por € Instituto Nacional de Salud
Lima (INS). Planta de Menta en buen estado de desarrollo, sin signos de enfermedades y dafio
fisico. Materia vegetal que se encuentre en mal estado decrecimiento o desarrollo y que presente
signos visibles de dafio.

Recoleccion del material vegetal

Primeramente hay que tener en cuenta que dependiendo de la planta que interesa recolectar
debemos distinguir donde se encuentre los principios activos mas intensos y en qué momento de
recoleccion del dia. La horaindicada paralarecoleccion de las especies vegetal es es realizarla por
la mafiana (Sisa, 2004).

Se colecto 41 kg de planta entera, se cortaron los tallos con tijeras de podar, se seleccionaron y
separaron las impurezas (ramas secas, tallos secos o dafados, tierra, otras plantas, etc.),
inmedi atamente se almacenaron en bolsas de papel kraft previamente etiquetados, con la finalidad
de evitar su deterior6 o maltrato de la planta durante su traslado. Posteriormente fueron trasladadas
al laboratorio Taller de Frutas y Hortalizas de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional del Altiplano.

Extraccion del aceite esencial por destilacion de arrastre a vapor de agua

Consiste en calentar la planta hasta que sus componentes mas volatiles pasen alafase de vapor y a
continuacion se enfria e vapor para recuperar dichos componentes en forma liquida por medio de
la condensacion e aceite esencial (Tadeo, 2004). Se separaron manuamente las hojas de los tallos
de la planta, y se cargd en un hidrodestilador, de manera que forme un lecho fijo compacto
colocandose en total 2500g se espero el tiempo requerido para que € vapor del agua por presion
suba y entre en contacto con la célula de las hojas, rompiendo y liberando la esencia contenida en
dichas hojas, atrapandola en las gotitas de agua del vapor; este vapor se condensa y vuelve a ser
liquido por medio de la entrada de agua fria, este liquido pasa a la pera de decantacion donde se
separa el aceite esencial del agua El aceite esencial contiene € principio activo de la menta que
esté congtituido por las sustancias quimicas que tiene actividad antibacteriana que se probo en esta
investigacion. El aceite por diferencia de densidades flota en la superficie del baldn, e proceso
termino cuando el volumen del aceite esencial acumulado en la bureta no varia con € tiempo, a
continuacion el aceite fue retirado de la bureta y fue almacenado en frascos ambar con tapas
estériles, todo el proceso de extraccion se realizo en un periodo de 3 horas y 30 minutos. Se obtuvo
11 ml de aceite esencial de la menta de 2500 g los frascos se colocaron en refrigeracion hasta su
posterior utilizacion en los andlisis.

Se utiliz6 Cepa de Escherichia coli enteropatdgena (EPEC), fue proveniente del Instituto Naciona
de Salud (INS) Lima, las plantas de menta (Mentha piperita L.) fueron recolectados del centro
Poblado de Jayllyhuaya (Puno), asi mismo se usaron discos de sensibilidad para antibiograma TET
30 pg Tetraciclina (marca LyD Insumed, lote TET1618, vence diciembre 2018). Se usaron los
siguientes: Matraz, tubos de ensayo, probetas, frascos &mbar con tapa estéril, pipetay placas Petri
devidrio pirex.
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Se utilizaron los siguientes: refrigeradora (modelo CA29, marca Coldex, nimero de serie
0101036696), Incubadora (modelo TZ4ST, marca Autonics, nimero de serie 1D-110507), Estufa
de esterilizacion (modelo, ED 23, marca BINDER), Autoclave ( marca: BIONET, nimero de serie:
AV-201207) contador de colonias (marca: Quimis, nimero de serie: 045, procedencia: Brasil),
Camara Bioldgica de Clase | (modelo: JSCB-1200SB, marca: BIOHAZARD SAFETY CABINET,
nimero de serie: 071025-04, procedencia: Corea), Destilador por arrastre a vapor (destilador de
aceites esenciales, nimero de serie; 22.25.9441.04), Pipetas calibradas, mechero Bunsen, balanza
(modelo: balanza tipo reloj con platillo, nimero de serie: 22.22.9442.04) y asa de Kholle. En los
siguientes medios. Agar Muller Hinton (procedencia: Germania vence: 11/03/2021). Agar Mac
Conkey (lote: 0000240299, vence: 08-2019).

Agua destilada (lote: R1060546, vence: 06-2020), alcohol (alcohol medicina 70° laboratorio
Alkofarma lote: 122245, vence: diciembre 2020), suero fisiolégico (vence: 08-2019), bolsas de
papel, tijeras podadoras, guante de goma (guantes de latex), algodon (hidrdfilo, lote: 105065,
vence: 05-2020), 1apiz de cera, papel Kraft, punteras de pléstico, pabilo, hisopos (marca
ALFYMEDIX, lote: AM1015HE, vence: 2018), Barbijo (marca: N95, lote: A12263).

Preparacion del estdndar Mc Farland

El inéculo bacteriano debe contener una cantidad normatizada de unidades formadoras de colonias
(UFC), paraminimizar la variacion de la poblacion bacteriana, esta cantidad es de 1x10° UFC/ml la
que se determina mediante el estdndar de Mc Farland (INS, 2002). Para estandarizar la densidad
Opticadel indeulo se utilizd una suspensién de sulfato de bario como estandar de turbidez (0.5 de la
escala de Mac Farland). Para prepararlo se procedié de la siguiente manera: se agregd 0.5 ml de
B 5 a995 ml de H,S 4. Luego se verifico la densidad correcta del estandar usando un
espectrofotometro; la absorbancia a 625 nm fue de 0,03 — 0,10 para el estandar 0.5 de Mac Farland.
Se distribuyeron de 2 — 4 ml de la solucion en tubos similares a los que se usan para preparar |os
in6eculos y se mantuvieron guardados a temperatura ambiente al abrigo de laluz. Antes de su uso y
paralograr unaturbidez homogénea, se agito vigorosamente cada estandar. .

Preparacion del medio de cultivo agar Muller Hinton

El agar Miller-Hinton se considera & mejor medio para las pruebas de sensibilidad de rutina dado
gue muestran buena reproductibilidad lote a lote en las pruebas de sensibilidad, contiene bajo nivel
de inhibidores de sulfonamidas, trimetoprima y tetraciclina, es adecuado para el desarrollo de la
mayoria de las bacterias patdgenas y finalmente existen suficientes datos recopilados que avalan la
experiencia de las pruebas de sensibilidad redizadas en este medio (INS, 2002). Segin
especificacion para su respectiva hidratacidn, se prepar6 3.4g de agar Miller Hinton con 100 ml de
agua destilada. Luego se esterilizd el medio de cultivo en autoclave, a 120° C por 30 minutos,
transcurrido ese tiempo y antes que el medio de cultivo se enfrie completamente, se hizo €l plagueo
vertiendo aproximadamente 20 ml de medio en cada placa estéril, luego se esperd su solidificacion
y se verifico @ pH (7,2 - 7,4); empleando tiras reactivas. Para evitar la acumulacién de humedad en
latapa de las placas, se incubaron durante 10 a 30 minutos a 35°C y se conservaron a temperatura
baja hasta su utilizacion.

Preparacién del medio agar MUller Hinton mas aceite esencial de menta

El procedimiento de preparacion fue similar a anterior. Al medio autoclavado para cada
tratamiento se adiciono € aceite esencial de menta, en los matraces correspondientes, luego de
agregar €l aceite de menta se homogenizo el medio y se plagueo.
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Preparacién del inéeculo de Escherichia coli enteropatogena (EPEC).

Las cepas Escherichia coli enteropatégena (EPEC), fueron obtenidas del Instituto Naciona de
Salud de Lima, (INS) las cuales fueron inoculadas en medio de cultivo Mac Conkey, con 24 a 48
horas de ser cultivados, a partir del cual se seleccionaron y recogieron con asa de Kolle, 4 a 5
colonias, bien aisladas y con similar morfologia, teniendo e cuidado de no recoger medio de
cultivo. Con estas colonias se preparé una suspension en 4 a5 ml en solucion salina. Luego la
suspension bacteriana fue incubada a 35°C hasta a canzar o exceder la turbidez estdndar durante (2
horas) finalmente se realizd el gjuste ala turbidez del indculo por comparacion visual, agregando
solucién salina, hasta una turbidez equivaente a tubo 0,5 del estdndar de Mc. Farland, paraello, se
observaron los tubos contra un fondo blanco con una linea negra como contraste (INS, 2002). Para
determinar la concentracién minima inhibitoria se inoculo con la suspension de 1x10%UFC de la
cepa de Escherichia coli enteropatdgena (EPEC) en estudio de acuerdo a estandar de Mc Farland,
en las placas contenidas con agar Muller - Hinton mas aceite esencial de menta, preparados en
diferentes concentraciones o dosis de aceite de menta sin diluir 0.01, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.5, 1, 2.5,
5% respectivamente, simultaneamente se colocO una placa control sin ninguna concentracion de
aceite sin tratamiento (control de crecimiento). Se procedi6 a la incubacién por 24 horas, después
de la incubacion las placas se examinaron en busca del desarrollo para demostrar a que
concentracion minima inhibitoria (CMI) la bacteria mostraba sensibilidad.

Método de difusidn con discos

El antibiograma disco-placa consiste en depositar, en la superficie de agar de una placa de Petri
previamente inoculada con el microorganismo, discos de papel secante impregnados con los
diferentes antibidticos. Tan pronto e disco impregnado de antibiético se pone en contacto con la
superficie himeda del agar, el filtro absorbe agua y e antibidtico difunde al agar. El antibidtico
difunde radialmente a través del espesor del agar a partir del disco formandose un gradiente de
concentracion. Transcurridas 18-24 horas de incubacion 1os discos aparecen rodeados por una zona
de inhibicién (Picazo, 2000). Se sumergieron los discos de papel filtro con diferentes volimenes de
aceite esencia sin diluir 5 pl, 10 pl, 15 pl, 20 pl, 25 pl y 30 ul, & mismo que es equivaente a (30
pl = 28.02 mg ) de acuerdo ala densidad (d = 0.9347 g/ml) del aceite esencial de menta (Mentha
piperita L.), se sumergio un hisopo estéril en la suspension bacteriana de 1x10% UFC/ml (turbidez
estandar de 0.5 de Mc Farlan), se inocul$ la superficie en cada placa de Agar Mller Hinton, se
dispersd en la superficie del medio con € hisopo en diferentes direcciones para asegurar una
digtribucion uniforme del inoculo, luego con la ayuda de una pinza estéril se colocaron los discos
de papd filtro sobre la superficie del Agar con cada una de las concentraciones de 5, 10, 15, 20, 25
y 30 pl respectivamente del aceite esencial de menta, como control positivo se utilizaron discos de
tetraciclina (30 pg). Posteriormente se incubo las placas en posicion invertida a 37°C durante 24 a
48 horas, para su posterior lectura e interpretacion.

Después del tiempo de laincubacion se examinaron cada placay se procedié a medir con unaregla
milimetrada, |os diametros de | os hal os de inhibicion alrededor de cada disco.

RESULTADOSY DISCUSION

Para definir los rangos de concentracion de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de menta
(Mentha piperita L.). Las concentraciones empleadas fueron 10%, 20% y 30% determinéndose que
la concentracion minima inhibitoria, se encontraba por debgo de los porcentgjes referidos, se

establ ecieron nuevas concentraciones de eval uacion arangos de 0.01% a 5% de aceite esencial.
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Tabla 1. Concentracion minimainhibitoria (CMI) por accion antibacterianain vitro del aceite esencial dela
menta frente a Escherichia coli enteropatégena (EPEC).

Dosis de aceite Crecimiento de Escherichia (CMI)
esencid (%) coli enteropatégena
Rl R2 R3
0.01 + + +
0.05 +
0.1 +
0.2 +
4 +
+
+

Py

4

Py
ol

0
Leyenda: (+) Con 05 crecimiento; (-) sin

crecimiento 1
25
5 - - - - -
Muestra los 10 - - - - - resultados del

crecimiento de 58 ) ) ) ) ) Escherichia coli
enteropatégena (EPEC) frente a las
diferentes concentraciones de aceite esencial de menta (Mentha piperita L.) estableciéndose que la
concentracion minima inhibitoria en todos |os bioensayos fue de 2.5% evidenciando por la ausencia
de crecimiento bacteriano. Los resultados de 5 repeticiones se observa que en el rango de
concentracion del aceite de 0.01 hasta 1% presentd crecimiento de la bacteria patégena (+),
mientras que en el rango de 2.5% hasta 30% se evidencialainhibicion del crecimiento de lamisma

(tabla 1).

o+ o+ o+ o+
o+ o+ o+ o+ o+
o+ o+ 4+ + 4+
4+ o+ 4+ 4

2.5%

Tabla 2. Inhibicion (%) antibacteriana “in vitro” del aceite esencial de la menta (Mentha piperitaL.) frente a
Escherichia coli enteropatégena (EPEC).

Dosis de aceite Numero de (%) de Halos de inhibicion (mm)

esencial de TEPENiciones  Miinimo  Maximo  Media D.E.
menta ()

5 7 33.91 45.45 39.54 432
10 7 36.17 54.55 44.42 5.95
15 7 40.00 53.33 46.11 5.48
20 7 40.00 55.56 46.24 6.26
25 7 44 57 61.36 51.70 6.34
30 7 46.74 65.91 54.20 6.46
Control 7 100.00 100.00 100.00 0.00
tetraciclina 30

Hg

La inhibicion porcentual del aceite esencia de menta sobre Escherichia coli enteropatdgena
(EPEC), para el control positivo (tetraciclina) se tiene un valor minimo de 100 % y méaximo de 100,

250
Downloadable from:
Av. Floral N° 1455, Ciudad Universitaria, Pabell6n de la Escuela de Posgrado, tercer piso oficina de Coordinacién de investigacion. Teléfono (051) 363543
@080

S I MDD
Revista de Investigaciones de la Escuela de Posgrado - UNA by Escuela de Posgrado de la Universidad Nacional del Altiplano is licensed under a Creative Commons Reconocimiento-NoComercial-
SinObraDerivada 4.0 Internacional License.




UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO

REVISTA DE INVESTIGACIONES DE LA ESCUELA DE POSGRADO
Version electrénica ISSN 2077 — 8686

Version Impresa ISSN 1997-4035

ARTICULO ORIGINAL

Vol. 6, No.3, pp. 244-254, Julio/Setiembre, 2017
Recibido 22/08/2017

Aceptado 02/09/2017

Publicado 02/10/2017

DOI: http://dx.doi.ora/10.26788/riepg.2017.47

con media de 100%,; para la primera concentracién de aceite esencia de 5 pl se obtuvo un minimo
de 33.91% y maximo de 45.45% con media de 39.54%; con 10 ul de aceite se presentd un minimo
de 36.17% y maximo de 54.55% con media de 44.42%; para 15 pl de aceite se tiene minimo de 40
y maximo 53.33% con promedio de 46.11%; con 20 pl se obtuvo un minimo de 40 y maximo de
55.56% con media de 46.24% de inhibicion; para 25 ul se obtuvo minimo de 44.57 y maximo
61.36% con media de 51.7%; para 30 pl se tiene minimo de 46.74 y méximo de 65.91% con media
54.20%; la desviacion estandar fue minima de hasta 6.46% de desviacion (Tabla 2).

Para analizar estadisticamente las diferencias observadas se procedio con € andlisis de varianza
(ANOVA) respectivo:

Tabla 3. Anélisis de varianza para inhibicion (%) antibacteriana “in vitro” del aceite esencia de la menta
(Mentha piperita L.) frente a Escherichia coli enteropatégena (EPEC).

F.V G.L S.C CM Fc Pr>F
Concen 6 17794.800 2965.800 101.114 <
tracion 0.0001**
Error 42 1231.912 29.331
Total 48 19026.712

El andisis de varianza (ANOVA) para € efecto inhibitorio porcentual, se observa que para la
fuente de variacidén de concentraciones se obtuvo diferencia estadistica altamente significativa
(p<0.0001), de lo cua se interpreta que por 10 menos una concentracion de las utilizadas muestra
un efecto diferente respecto a su efecto inhibitorio (Tabla 3).

Una vez comprobada la existencia de diferencia significativa, se procede con la aplicacion de la
prueba de rango muiltiple de Tukey para verificar diferencias especificas.

Tabla 4. Prueba de rango multiple de Tukey para Inhibicién (%) antibacterianain vitro del aceite esencia de
la menta (Mentha piperita L.) frente a Escherichia coli enteropatégena (EPEC)

Categoria Media Grupos de Tukey
Control 100.00 A

30 54.20 B

25 51.70 B C

20 46.23 B C D
15 46.11 B C D
10 44.42 C D
5 39.54 D

Medias con |etra diferente son estadisticamente diferentes entre si (p<0.05)

En el resultado de la prueba de Tukey, € primer lugar |o ocupa el tratamiento control (tetracicling)
con la mayor inhibicién porcentual estadisticamente superior al resto de tratamientos (p<0.05); €
segundo lugar 1o ocupa la mayor concentracion de aceite esencial de menta 30 ul con 54.20%; €
tercer grupo esté formado por las concentraciones de 25 hasta 15 pl con un efecto intermedio y
similar entre si; mientras que € menor efecto inhibitorio se determiné para 5 pl de aceite esencial
de menta con 39.54% de inhibicion (Tabla 4). Smith-Palmer et al., 1998; Kaembay Kunica 2003;
Holley y Patel, 2005; Fisher y Phillips, 2008; Solorsano-Santos y Miranda-Novales 2011

mencionan e modo de accion de los aceites esenciadles en cuestion a su carécter hidrofilo o
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hidréfobo se debe a que tienen la capacidad de alterar y penetrar en la estructura lipidica de la pared
celular perturbando estructuras celulares 1o que lleva a la desnaturalizacion de las proteinasy ala
destruccion de la membrana celular, haciéndolas mas permeables, 1o que conduce a rupturas o
fugas citoplasmicas, lisis celular y eventual mente la muerte del microorganismo. En este sentido se
puede resumir que la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales depende principalmente de
tres caracteristicas, su carécter hidréfilo o hidr6fobo, sus componentes quimicos y €l tipo de
microorganismo al que se debe atacar (kalembay Kunicka 2003; Lopez-Malo et al., Fisher Phillips.
Solorsano-Santos Miranda-Novales 2011).

Delaquis et al., (2002) y Holley y Patel (2005) mencionan que los componentes fendlicos son los
principales responsables de las propiedades antimicrobianas de l0s aceites esencides. En el mismo
sentido, en unainvestigacion realizada por Fisher y Phillips (2008), ellos reportan que e carvacrol
aumenta la fluidez de lamembranay causa fuga de protones e iones de potasio, |0 que resulta en un
colapso del potencial de membrana y la inhibicion de la sintesis del ATP. Por otra parte, la
citronela interfiere con los procesos de fotosintesis, o que sugeriria que los aceites esenciales no
solo pueden estar actuando en la pared celular, sino que ademés pueden tener un efecto mayor
sobre | os sistemas metab0licos.

Por otro lado, Cano (2007), sefida que e mecanismo de accion de los aceites esenciales también
dependera del tipo de microorganismos y esta principalmente relacionado con la estructura de la
pared celular y la membrana externa de los mismos. En las bacterias Gram negativas se ha
observado mayor susceptibilidad a los aceites esenciales a diferencia de las Gram positivos y
aunque aln no se sabe exactamente la razon por la cual se da este hecho. Por su parte Smith-Palmer
et al., (1998), Kalemba & Kunicka (2003) & Fisher, Phillips (2008), reportan que la susceptibilidad
de las bacterias Gram-negativas puede esta relacionada con la membrana externa que poseen este
tipo de bacterias, ya que la hidrofobicidad de la membrana la hace impermeable. Sin embargo,
Fisher & Phillips (2008), mencionan que solo hay un retardo del efecto por |o que sugieren que
para alcanzar el mismo efecto letal en ambos tipos de bacterias, se requeriria de un mayor periodo
de tiempo de exposicion a los aceites esenciades en los sistemas modelos. No obstante, esta
sensibilidad de los diferentes tipos de bacterias solo se ha observado al utilizar aceites esenciales en
formain vitro, pero no en alimentos.

Estudios redizados por (Hayyan, 2014), obtuvieron que el aceite esencia de menta frente a
Escherichia coli exhibié mayor actividad antibacteriana con 12.00 mm de zona de inhibicion, de
igual manera el extracto de agua de menta también poseia actividad antibacteriana con una zona de
inhibicién de 9.00 mm En esta misma vertiente, Sabahat et al., (2006), con infusion y decoccion y
aceite esencial de menta (Mentha piperita) frente a 100 aidamientos de diferentes especies de
bacilos Gram negativos, reportaron que €l aceite esencial de menta muestra mayor actividad
antibacteriana con 11.78 mm de zona de inhibicion, en tanto € jugo de menta también posee
actividad antibacteriana con 10.41mm zona de inhibicion. Del mismo modo Ceylan et al., (2014),
sefidla que observo efecto inhibitorio del aceite esencia de menta (Mentha piperita) frente a
Saphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomona fluorescens y la levadura
Candida albicans, excepto para Pseudomonas aeruginosa MU 187, En la misma linea Sanchez et
al., (2002), obtuvo que la cepa de Escherichia coli fue inhibida con una zona de 13.00 mm al aceite
esencia de Aloysia tripilla (Cedron). En tanto la investigacion realizada por (De la Paz et al.,
2006), en € Instituto Superior de Medicina Militar (Cuba), de una decoccion de mentha piperita
Linn sobre lalombriz terrestre del género rojo California, reportaron que la decoccion de las hojas
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de Mentha piperita L posee un efecto vermifugo. Nuestros resultados obtenidos son similares con
los estudios de otros autores del estudio con €l aceite esencia de menta.

CONCLUSIONES

La concentracion minimainhibitoria (CMI) del aceite esencial de menta (Mentha piperitaL.) frente
a Escherichia coli enteropatégena (EPEC) es del 2.5% de aceite, que seria la menor concentracion
con la que ya se produce €l efecto inhibitorio. La dosis de 30 pl el mismo que equivale a 28.02 mg
de acuerdo a la densidad del aceite esencial de menta present6 un 54.20 % de actividad
antibacteriana respecto al antibidtico tetraciclina de 30 pug. Existe efecto antibacteriano del aceite
esencial de menta en cepa de Escherichia coli enteropatégena (EPEC), a un (p<0.0001), y un a =
0.05, siendo esto estadistica altamente significativa.
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