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RESUMEN

El proposito de esta investigacion fue evaluar la influencia de las dosis de los extractos
de hojas de menta (Mentha piperita L.) en la actividad antimicrobiana contra cepas de
Staphylococcus aureus, Salmonella y Escherichia coli. Se utiliz6 un disefio
experimental bifactorial A*B en un disefio completamente al azar, obteniendo nueve
tratamientos con tres réplicas. Posteriormente, se realizo el andlisis fitoquimico para
determinar la presencia de saponinas, taninos, fenoles, terpenos y flavonoides
mediante pruebas especificas, como el ensayo de espuma, cloruro férrico,
Liebermann-Burchard y Shinoda, respectivamente. El ensayo antimicrobiano se
efectué a través del método de difusion en discos de papel segun Kirby-Bauer,
teniendo como referencia la medicion del diametro de la zona de inhibicion del control
positivo y la medicion del halo del extracto. Se obtuvo poco contenido (+) de terpenos
y saponinas, presencia moderada (++) de flavonoides y taninos, mientras que mucha
presencia (+++) de fenoles. El extracto metandlico de hojas de menta papel mostro
sensibilidad para E. Coli un halo minimo de 6mm a 25% y un diametro maximo de
7.67mm a 100%, mientras que para Staphylococcus aureus se obtuvo un valor minimo
de 0.00mm a 25% y un méaximo de 7.33mm a 100%, por otro lado, para Salmonella se
obtuvo como valor minimo 0.00mm a 25% y un valor maximo 7.67mm a 100% de
concentracion, por tanto, se considera que las concentraciones influyen
significativamente en la actividad antimicrobiana, debido a que al aumentar la dosis de
extracto presentdé mejor efectividad antimicrobiana para las cepas patdgenas
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Salmonella).

PALABRAS CLAVE

Extractos, compuestos bioactivos, tamizaje fitoquimico, bacterias patégenas
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ABSTRACT

The purpose of this research was to evaluate the influence of doses of mint (Mentha
piperita L.) leaf extracts on the antimicrobial activity against strains of Staphylococcus
aureus, Salmonella and Escherichia coli. A bifactor A*B experimental design was used
in a completely randomized design, obtaining nine treatments with three replications.
Subsequently, phytochemical analysis was carried out to determine the presence of
saponins, tannins, phenols, terpenes and flavonoids using specific tests, such as the
foam test, ferric chloride, Liebermann-Burchard and Shinoda, respectively. The
antimicrobial test was carried out through the diffusion method on paper discs
according to Kirby-Bauer, with as reference the measurement of the diameter of the
inhibition zone of the positive control and the measurement of the halo of the extract.
A low content (+) of terpenes and saponins was obtained, a moderate presence (++)
of flavonoids and tannins, while a high presence (+++) of phenols was obtained. The
methanolic extract of paper mint leaves showed sensitivity for E. Coli a minimum halo
of 6mm at 25% and a maximum diameter of 7.67mm at 100%, while for Staphylococcus
aureus a minimum value of 0.00mm was obtained at 25% and a maximum of 7.33mm
at 100%, on the other hand, for Salmonella the minimum value was obtained 0.00mm
at 25% and a maximum value of 7.67mm at 100% concentration, therefore, it is
considered that the concentrations significantly influence the activity antimicrobial,
because by increasing the dose of extract it presented better antimicrobial
effectiveness for pathogenic strains (Escherichia coli, Staphylococcus aureus and

Salmonella).

KEY WORDS

Extracts, bioactive compounds, phytochemical screening, pathogenic bacteria



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

Hoy en dia la tendencia del consumidor a comprar productos alimenticios mas
naturales y menos procesados ha animado a la industria alimentaria a utilizar
alternativas naturales, lo que ha impulsado a los cientificos a investigar las nuevas
sustancias naturales presentes en las plantas aromaticas y medicinales (Mutlulngok,
2020). Actualmente, existe una preocupacion por parte de la poblacion, debido a la
contaminacion microbiana de los alimentos dando lugar a las ETA’s (Enfermedades
de Transmision Alimentaria) derivadas al ingerir productos contaminados por agentes
patogenos (Baggini, 2020), es por ello que la industria alimentaria busca alternativas

para el desarrollo y consumo de productos inocuos (Garofalo, 2021).

Martinez (2020), menciona que los alimentos son contaminados por microorganismos
alterantes, mismos que afectan a las propiedades fisicoquimicas, nutricionales y
organolépticas, produciendo su deterioro y enfermedades al ser humano, ocasionando
un grave problema para la industria alimentaria (Molina et al., 2014). Cordero et al.
(2017), menciona que “las plantas son muy utilizadas para diferentes fines como
comestibles y medicinales”. En el Ecuador, la flora ha sido reconocida por ser rica en
plantas utiles (Yanez y Clavijo, 2017), debido a que producen moléculas bioactivas con
actividad biologica y antibacteriana (Ramos y Portal, 2017), sin embargo, no se les ha

realizado un estudio profundo (Azuero et al., 2016).

Las propiedades antibacterianas que poseen las plantas van desde la inhibicion parcial
hasta completa del crecimiento microbiano (Pabodn et al., 2013), siendo los extractos
utilizados como fitoquimicos activos puros (Garcia et al., 2022), La actividad
antimicrobiana de los extractos de plantas contra las bacterias que contaminan los
alimentos ha sido demostrada por varios investigadores. Estas propiedades bioactivas

permiten su uso a nivel industrial (Ashraf et al., 2017).



En Manabi, las plantas medicinales son utilizadas como infusiones, sin embargo, se
desconocen los compuestos que se atribuyen al mejoramiento de la salud y
alimentacion (Murillo, 2018). Castillo et al. (2014), mencionan que las plantas
medicinales sintetizan compuestos quimicos como fenoles y derivados (quinonas,
flavonas, flavonoides, flavonoles, taninos y cumarinas), terpenoides, aceites
esenciales, alcaloides, pectinas y polipéptidos que poseen propiedades
antimicrobianas y antioxidantes (Gonelimali et al., 2018), que podrian servir como

mecanismos de defensa contra microorganismos.

Compuestos como terpenoides y polipéptidos, segun redacta Mendiola (2017), han
demostrado actividad antimicrobiana, antioxidante y conservante. Todas estas
caracteristicas nombran a los compuestos bioactivos como un instrumento relevante
para la industria alimentaria, despertando de esta forma, el interés cientifico por

alimentos naturales que contengan este tipo de compuestos (Sanz y Soria, 2019).

Diferentes estudios se han centrado en la identificacion y aislamiento de sustancias
gue tienen actividad antimicrobiana (Pramila et al., 2012) siendo las hojas de menta
una alternativa porque se utilizan en té y fines culinarios para afadir sabor y aroma,
ricas en fuentes de hierro y magnesio, registrando, ademas, efectividad inhibitoria
contra bacterias como E. coli, Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes,
Aspergillus flavus (Feitosa Alves et al., 2020 citado por Carrillo et al., 2021). Mientras
que, Sabahat S. y Col (2005) citado por Mamani (2013) manifiesta que los extractos
de las hojas y el tallo de Mentha piperita fueron seleccionados para actividad
antibacteriana contra cepas Gram-negativas: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella, siendo las hojas las que evidenciaron mayor

actividad antimicrobiana.

Sujana et al. (2013) y Herbozo (2015) mencionan que los extractos de las hojas
presentan una fuerte actividad antibacteriana a diferencia de los extractos de tallo y
raiz por la presencia de monoterpenos oxigenados en su composicion quimica (Feitosa
Alves et al., 2020 citado por Carrillo et al., 2021).



Existen diversos métodos de extraccibn de compuestos bioactivos, tanto
convencionales como no convencionales como destilacion simple, soxhlet (Duarte et
al., 2020), hidrodestilacion convencional e hidrodestilacion asistida por microondas
(Branimir et al., 2021). Morro (2021) manifiesta que, soxhlet se utiliza para extraer
compuestos bioactivos de materiales vegetales, el cual logra buenos resultados, el
solvente mas utilizado para extraer extractos vegetales por el método de soxhlet es el
etanol, también se emplean otros como el hexano y el metanol, sin embargo, cada
solvente produce extractos y composiciones especificas por la diferencia en sus
polaridades y afinidades (Gutiérrez, 2016).

El creciente numero de brotes de enfermedades son causadas por patdégenos de
transmision alimentaria como: La Salmonella y Escherichia coli que afectan a millones
de personas cada afio (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2020).El
microorganismo Staphylococcus aureus, se ha transformado en la principal fuente de
infecciones en el torrente circulatorio e intoxicaciones originadas por alimentos
(Zendejas et al., 2014), causando preocupacion por la inocuidad, conservacion y
consumo de productos naturales libres de aditivos sintéticos (Catherine et al., 2012),
lo que ha generado interés en el uso de antibacterianos naturales (Bin Shan, 2007),

como extractos de plantas comestibles y medicinales (Catherine et al., 2012).

De acuerdo con lo anterior expuesto se plantea la siguiente interrogante:

¢ Existira presencia de compuestos bioactivos y actividad antimicrobiana en extractos

metanolicos de hojas de menta?

1.2. JUSTIFICACION

La investigacion esta encaminada en evaluar de manera cualitativa la presencia o
ausencia de metabolitos secundarios en extractos metandlicos y el efecto inhibidor que
presentan en el crecimiento de microorganismos patdogenos de acuerdo con las dosis
aplicadas. La menta (M. piperita L), es una planta aromatica siendo su componente

principal el mentol, presente en las hojas en una proporcion de 45 - 70% (Quispe,



2016), este posee propiedades benéficas que permiten su utilizacién en la industria de

alimentos, cosméticos, medicina y aplicaciones farmacéuticas (Abdelhalim, 2021).

Ecuador al ser un pais en desarrollo, reporta pocas investigaciones en cuanto a la
composicién bioactiva de la menta asi lo indica Jiménez, et al. (2021), cuya
investigacion profundizé el conocimiento sobre la utilizacion de las plantas de interés
medicinal en diferentes localidades de Manabi indicando la presencia de compuestos
como flavonoides, fenoles, triterpenos y alcaloides, algo similar demostré Bernal,
(2021) sefialando que en las regiones del pais precisamente en la costa existe poca
investigacion cientifica sobre la evaluacién de compuestos activos presentes en los
extractos metandlicos de hojas de la menta y su actividad inhibidora en

microorganismaos, por lo que su estudio permitird su aplicacion en el ambito alimentario.

Segun el Departamento de Actualizacion Profesional (DAP, 2017) la menta es utilizada
en las industrias especialmente por su componente alcohol terpénico ciclico llamado
mentol el cual se ha utilizado en diversidad de formulaciones topicas, ademas de tener
propiedad antiséptica, analgésica, antiinflamatoria, rubefaciente y anti pruriginosa, por
ello, se estima proponer como alternativa la utilizacion de extractos en el tratamiento

de microorganismos para fines agroindustriales.

Como lo sefiala Ramirez, et al. (2018) los extractos de este tipo de planta medicinal
contienen compuestos bioactivos que pueden cumplir con la funcion de neutralizar
microorganismos, y al ser aplicados en alimentos lograrian alargar la vida de los
mismo, asi lo demostré Carrillo, et al. (2021) en su investigacion, evaluando el impacto
antimicrobiano del aceite esencial de menta demostrando una actividad antimicrobiana
significativa sobre las diferentes cepas Gram positivas y Gram negativas, lo que da
fundamento para la aplicacién de este tipo de extracto como un posible conservante

en la industria alimentaria.

Tomando en cuenta que el Ecuador presenta una rica biodiversidad de especies
silvestres, se da la necesidad de caracterizar fitoquimicamente y evaluar el efecto

antimicrobiano de los extractos metandlicos de las hojas de menta y de esta forma



contribuir al proyecto institucional de “Aplicacion de principios activos de plantas
silvestres para una bebida funcional en el mejoramiento de la cadena de valor de
productores de pequefa escala” y sea aplicada en el desarrollo de investigaciones en
productos agroindustriales innovadores, cumpliendo asi con el objetivo N° 9 de los
ODS (Objetivos de Desarrollo Sustentable) que indica que es necesario aumentar la
investigacion cientifica y mejorar la capacidad tecnolégica de los sectores industriales
de todos los paises, en particular los paises en desarrollo, entre otras cosas
fomentando la innovacion (PNUD, 2022).

1.3. OBJETIVOS
1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la influencia de las dosis de los extractos de hojas de menta (Mentha piperita
L) en la actividad antimicrobiana de cepas de Staphylococcus aureus, Salmonella y
Escherichia Coli.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |Identificar la presencia cualitativa de metabolitos secundarios en extracto

metandlico de hojas de menta (Mentha piperita L).

e Determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) del extracto de menta en
cepas gram positivas (Staphylococcus aureus) y gram negativas (Escherichia

coliy Salmonella).

e Establecer la concentracibn minima bactericida (CMB) del extracto que
presenta mejor efecto inhibidor en bacterias patégenas (Staphylococcus aureu,
Escherichia coli y Salmonella).

1.4. HIPOTESIS

Al menos una de las dosis del extracto metandlico de hojas de menta presentara mayor
efecto antimicrobiano frente a cepas de Salmonella spp, Escherichia coli y
Staphylococcus aureus.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. PLANTAS MEDICINALES

Son aquellas que por sus propiedades quimicas y composicién ejercen soluciones
curativas y se han usado desde tiempos ancestrales en diferentes regiones
geogréficas (Chevalier, 1997; Rojas Alba, 2009 citado por Aranda et al., 2017), se
aprovechan de diversas maneras: como materia prima, como extractos alcoholicos o
acuosos, en forma semi purificada o también como sustancias puras o semi sintéticas
(Zambrano, 2015).

En la composicion de las plantas, se encuentra la presencia de diversos metabolitos
secundarios, que exhiben un amplio rango de actividades bioldgicas (Milevskaya,
Prasad y Temerdashev, 2019 citado por Flores et al., 2020), se encuentran
principalmente en el aceite esencial y en los extractos de las plantas, que reportan
actividades antimicrobianas (Fikry et al., 2019). La presencia de estas moléculas en
las plantas varia, de acuerdo con las condiciones ambientales y del suelo donde ha
crecido la planta (habitat) (D"Armas, 2015), cambiando la composicion quimica de sus
aceites esenciales y extractos, es decir de sus metabolitos secundarios en general
(Flores et al., 2020).

Los metabolitos secundarios juegan un papel ecoldgico crucial, operando como
componentes de defensa frente a varios factores ambientales. La mayoria de las
especies vegetales producen metabolitos secundarios como terpenos, compuestos
fendlicos, alcaloides, saponinas y esteroides siendo una fuente importante de
principios activos para la medicina. Sus aplicaciones farmacéuticas son extensas,
abarcando propiedades analgésicas, antibacterianas, antioxidantes, fungicidas, entre

otras (Hernandez, et al., 2018).

En el Ecuador se encuentran diversas plantas medicinales endémicas, que pueden ser
utilizadas para diferentes fines por sus compuestos activos que sirven para la

elaboracion de productos en la industria farmacéutica y alimentaria.


https://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1405-888X2020000100212#B47
https://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1405-888X2020000100212#B47
https://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1405-888X2020000100212#B47

2.1.1. MENTA (Mentha Piperita L.)

Es una especie herbacea que pertenece a la familia Lamiaceae, con tallos erectos,
cuadrangulares ramificados, puede alcanzar una altura de 80cm (Maque, 2020) con
hojas opuestas pecioladas, lanceoladas o agudas, con bordes aserrados, color verde
oscuro (Garcia et al., 2019), cultivada en huertos, jardines o campos, crece
espontaneamente en tierras profundas, ricas en humus y con bastante humedad
(Carrillo y Fausto, 2021), siendo utilizada para preservar alimentos y bebidas debido a
gue poseen un efecto inhibitorio sobre el desarrollo de microorganismos (Maque, 2020)
y se emplea con frecuencia como agente aromatizante para alimentos y bebidas
(Garcia et al., 2019).

Sujana et al. (2013) en su estudio demostré que la Mentha piperita contiene
metabolitos secundarios presentes en los extractos de hoja evidenciando que contenia
mas fenoles y taninos ademas de contar con la presencia de alcaloides, flavonoides y
esteroides. Por otro lado, Hui (2022) menciona que cada vez hay mas pruebas que
demuestran que la menta posee una potente actividad antibacteriana frente bacterias
patdgenas como el Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus y

Escherichia coli.

La menta es apetecible por sus diversos usos tanto medicinales como alimentarios.
Tradicionalmente se la ingiere por infusiones para tratar enfermedades relacionadas
con las vias respiratorias, como anticongestivas y expectorantes (Mahendran y
Rahman, 2020).

2.2. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Es la capacidad de impedir la proliferacion de bacterias patdégenas que provocan
infecciones graves o incluso la muerte de los seres humanos (Garcia, 2015), siendo
una de las principales causas de morbilidad y mortalidad (Gorniak et al., 2019).
Alrededor del 60% de la poblacion mundial utiliza plantas naturales, para tratar

diversas enfermedades con farmacos derivados de productos naturales (Noles 2019).



2.2.1. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA Y CONCENTRACION
MINIMA BACTERICIDA

El término concentracidbn minima inhibitoria (CMI) hace referencia a la concentracion
mas pequefia de antibidtico que inhibe el crecimiento macroscopico de un
microorganismo después de un periodo de incubacién estandar, generalmente de 18
a 24 h (Marco et al., 2018). La CMI, es la concentracion mas baja (en pg/ml) de un
antibiotico que inhibe el crecimiento de una determinada cepa bacteriana (IDEXX,
2022).

La concentracion bactericida minima (CBM) es la concentracion mas pequefia de un
antibiotico que produce una reduccion igual o superior al 99.9 % en el namero de

células viables al compararlo con el inéculo inicial (Marco et al., 2018).

2.3. PRINCIPIOS ACTIVOS

Son compuestos quimicos conocidos como productos vegetales secundarios (Singh,
2008), se encuentran en las hojas, flores, tallos, semillas y raices entre los principales
se encuentran: flavonoides, taninos, vitaminas, alcaloides, minerales, acidos grasos
esenciales. Si se halla mas de un principio activo puede tener diversos usos (Moncayo,
2007), varian cuantitativamente en las diferentes estaciones del afio y la mayoria
suelen ser recolectadas mejor durante la estacion seca, cuando las hierbas estan en

su punto maximo de madurez y concentracion (Singh, 2008).

En una sola planta se encuentran principios activos llamados “principales”, los cuales
estan detrds de la accion principal, asi como distintos principios activos que son
considerados secundarios, los que a su vez realizan el papel de coadyuvantes en
algunos casos, mientras que en otros funcionan como moduladores de la accion
(Herrera, 2020). Dentro de los productos naturales mas populares se encuentran los
extractos de plantas que son una mezcla compleja de compuestos activos, que poseen
propiedades antioxidantes, antibidticas, antivirales, anticancerigena, antiparasitarios,
antifingicos entre otros (Armendariz-Barragan et al., 2016; Chiang et al., 2005; Yarnell

et al., 2016 citado por Rodriguez y L6pez, 2015).



2.3.1. PRINCIPIOS ACTIVOS DE LA Mentha Piperita

La Mentha piperita tiene como principal principio activo su aceite esencial, mismo que
contiene mentona, felandreno, acetato de mentilo, cineol o eucaliptol, flimoneno y
mentol desde un 50% a un 86%, también contiene flavonoides, alcanfor, &cidos

fendlicos y taninos (Lagarto et al., 1997).

Esta planta medicinal se utiliza para tratamiento de afecciones del estdbmago, faringe,
higado, refriados, ademas de poseer propiedades antiespasmaodicas y carminativas
sobre el sistema digestivo, antiséptico y antiinflamatorio sobre el sistema respiratorio y
antiséptico sobre la piel y mucosas. Otras propiedades que se le atribuyen son,
estimulante, hipostenizante cardiovascular, antidismenorreica y antihipocondriaca,
presencia de compuestos fendlicos como carnosol, rosmanol, acido carnosico y
desoxocarnosol, son los compuestos principales que le dan a esta planta actividad

antioxidante y antimicrobiana (Rosa et al. 2021).

2.4. TAMIZAJE FITOQUIMICO

Para determinar la naturaleza quimica de los metabolitos de las plantas, los ensayos
fitoquimicos constituyen una forma de realizar un analisis cualitativo de los extractos
(Prashant et al., 2011 citado por Castillo et al., 2017), se basa fundamentalmente en
la identificacion de los metabolitos secundarios presentes en los extractos de
productos naturales, a través de reacciones y analisis quimicos, se le realiza a los
extractos etéreo, alcohdlico y acuoso del producto natural con el fin de identificar y
comparar los metabolitos secundarios extraidos con cada disolvente de diferentes

polaridades (Garcia et al., 2020).

2.4.1. TERPENOS

Compuestos organicos aromaticos y volatiles que estan conformados por cinco &tomos
de carbono (Vera y Alvarez, 2021). Grupo de mayor importancia con mas de 40000
moléculas, se consideran pieza fundamental para la supervivencia de las plantas. Son

insolubles en agua y se derivan de la unién de unidades de isopreno (Hernandez et
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al., 2018), ademas posee propiedades antimicrobianas tanto contra las bacterias
susceptibles y resistentes a los antibiéticos como por ejemplo Staphylococcus aureus,
especialmente por su capacidad para promover la ruptura celular y la inhibicion de la
sintesis de proteinas y ADN (Sanchez et al., 2023).

2.4.2. SAPONINAS

Son compuestos no volatiles caracterizados por la presencia de una aglicona nopolar
(sapogenina) acoplada con moléculas polares de azucar. La naturaleza anfifilica de
las saponinas las convierte en fuertes compuestos activos de superficie y se ha
reportado que el consumo de saponinas protege contra el riesgo de cancer, disminuye
el nivel de colesterol en sangre. Ademas, se reportan actividades antiinflamatorias e
inmunoestimuladoras (Garcia et al., 2022).

2.4.3. TANINOS

Sustancias polifendlicas presentes en gran numero de plantas producto del
metabolismo secundario. Su caracter hidrosoluble permite que sea de facil extraccion
y de utilidad en diversos usos en la industria quimica y farmacéutica. Son de
composicion quimica variable distinguiéndose por la caracteristica comun de ser
astringentes. Sus propiedades coagulantes permiten ser utilizados para interferir en la
absorcion de alcaloides y metales pesados (Jerez, 2018). Se encuentran en las hojas,
ramas y debajo de la corteza, sustancias con alto peso molecular (Castillo et al., 2017).
La funcion antibacteriana de los taninos se produce fundamentalmente al privar a los
microorganismos del medio apropiado para que puedan desarrollarse (Cardenas,
2017).

2.4.4. FLAVONAS

Son estructuras fendlicas que contienen un grupo carbonilo. Constituyen la familia mas
grande de fenoles naturales. Su actividad frente a los microorganismos probablemente
se debe a que forman complejos con las proteinas solubles y extracelulares y con las

células de la pared bacteriana (Domingo, Lopez-Brea, 2003 citado por Pava, 2016).
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2.4.5. FENOLES TOTALES

La actividad antimicrobiana de una gran variedad de compuestos fendlicos de origen
natural a partir de diferentes plantas ha sido estudiada en detalle (Rodriguez et al.,
2010 citado por Leyva et al., 2013). Estos compuestos desempefian un papel
importante en la proteccién contra agentes patdgenos, reacciones de oxidacion y
pueden retrasar el crecimiento de microorganismos. Los compuestos fendlicos
presentes en plantas como el acido gélico y acido elagico presentan capacidad para
inhibir el crecimiento de hongos y bacterias (Zambuchini et al., 2008 citado por Leyva
et al., 2013).

2.5. BACTERIAS PATOGENAS

Son bacterias que pueden desencadenar numerosos casos de enfermedades de
transmision alimentaria (ETA). Los alimentos contaminados con este tipo de bacterias
suponen un alto riesgo a la salud del consumidor, pues son fuentes de posibles
infecciones o enfermedades (BioPharm, s, f).

2.5.1. Salmonella

Segun el Instituto de Salud Publica de Chile (ISPCH) son bacterias Gram negativas no
esporuladas, anaerobias facultativas, mesofilas con una temperatura Optima de
crecimiento de 35 - 37°C y un rango de 5 - 46°C, no tienen preferencia por algun
huésped en especial, por lo que infectan tanto al hombre como a los animales (ISPCH,
2016), tiene gran impacto en salud publica; datos epidemiolégicos indican que la
gastroenteritis y la fiebre tifoidea son de distribucién mundial, y ocurren en paises
desarrollados y subdesarrollados. Los alimentos en los que se ha detectado
principalmente este patdgeno son la carne de pollo, carne de cerdo, carne de pavo,
productos con carne cruda, huevos y jamén de cerdo (Soto et al., 2016).

2.5.2. E. Coli

Bacilo Gram negativo, es utilizado como indicador de posible contaminacion fecal y
presencia de patdégenos en agua y alimentos debido a que se encuentra



12

abundantemente en heces de humanos y animales (Soto et al., 2016). Esta bacteria
produce la toxina Shiga (STEC), misma que esta asociada a las ETA’s, pudiendo
causar desde diarrea sanguinolenta (DS) hasta enfermedades severas en el hombre
(Zotta et al., 2016).

2.5.3. Staphylococcus aureus

Es importante no solo porque ocasiona infecciones en diversas partes del organismo
humano, sino porque es una de las principales bacterias implicadas en las ETA’s, las
infecciones ocurren por la ingesta de alimentos contaminados con las toxinas. Se
encuentran presentes en el aire, leche, agua potable, agua residual y en la comida o
en el equipo donde los alimentos han sido elaborados (Zendejas et al., 2014). Tiene
un metabolismo de tipo fermentativo y anaerobio facultativo, catalasa positiva y
oxidasa negativa. Son capaces de crecer en presencia de un 40% de bilis. Su
temperatura 6ptima de crecimiento va de 35 a 40 °C y el pH 6ptimo oscila entre 7.0 y

7.5 aunque soportan pH mucho més extremos (Pava, 2016).

2.6. METODO SOXHLET

La extraccion soxhlet es denominado el método estandar mas utilizado para muestras
sélidas y el que utilizan para comparar otro tipo de métodos; esta técnica permite
determinar: el contenido graso de muestras, extraccion de aceites vegetales, aceites
grasos, hidrocarburos no volétiles, grasas animales, ceras, jabones, aceites esenciales
y compuestos relacionados. Este procedimiento se lo puede aplicar a distintas
muestras, sin embargo, tiene un requerimiento especial, y es que la muestra empleada
debe ser anhidra o seca, ya que de esta forma se evitaran errores (Cardena, 2004).
La extraccién con disolventes es aquella técnica que permite la separacion sélida-
liquida, utilizando como ventaja las discrepancias de solubilidad de los compuestos de
la mezcla en un disolvente adecuado (Angurell, et al., 2020).
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2.6.1. SOLVENTE ORGANICO

En el reino vegetal se originan metabolitos como fenoles, terpenoides alcaloides,
acetilenos, acidos carboxilicos, &cidos grasos, entre otros, con propiedades
insecticidas, acaricidas y nematicidas (Naveda, 2010 citado por Fuel, 2015). La mejor
forma de aprovechar estos metabolitos secundarios es mediante la preparacion de sus
tejidos en extractos vegetales o infusiones empleando diversos solventes organicos
como agua, alcohol, éter etilico, aceites, cetonas y benceno, mediante técnicas

tradicionales y no tradicionales de extraccion (Sharapin, 2000 citado por Fuel, 2015).

2.6.2. METANOL

Es el alcohol mas sencillo, también conocido como alcohol de madero o alcohol
metilico. Se lo considera un compuesto incoloro, inflamable y toxico. Se encuentra en
estado liquido y generalmente es empleado como disolvente de extraccion de
compuestos activos en matrices vegetales. Su férmula quimica es CHzOH (AGRIPAC,
2021).

Para el factor solvente el metanol 100% es el de mayor eficiencia para la extraccion de
compuestos, debido a su alta polaridad favorece significativamente el rendimiento,
marcando una diferencia de porcentaje del 68% a diferencia del solvente hexano y
éter, considerandose el agente de extraccibn mas eficiente para compuestos
bioactivos; los valores de extraccion con este solvente oscilaron entre 15.8, 16.7 y 17.9
mg (Lilia, et al.,2022).
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CAPITULO lIl. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1. UBICACION

El proceso de obtencion del extracto de hojas de menta se realizé en los laboratorios
de Bromatologia y Quimica de la carrera de Agroindustria de la Escuela Superior
Politécnica Agropecuaria de Manabi Manuel Félix Lopez, ubicada en el sitio “El Limén”,
en Calceta, canton Bolivar, provincia de Manabi, aproximadamente en las
coordenadas 0°49'46“S 80°10°51” W (Figura 3.1) (Google Earth, 2021). El tamizaje
fitoquimico (saponina, fenoles, taninos, terpenos y flavonas) y actividad
antimicrobiana, se desarroll6 en los laboratorios de la Universidad Técnica de Manabi,
extensiéon Chone, situada aproximadamente bajo las coordenadas 0°41°18“S
80°07°24” W (Google Earth, 2022).

»

Edificio,Biblioteca

:ESPAMMEL

* Figura 3.1. ESPAM MFL

Fuente: (Google Earth, 2022)
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3.2. DURACION

La investigacion se llevo a cabo a lo largo de 32 semanas, iniciando el 27 de febrero
de 2023, fecha en la que se aprobd la planificacién del proyecto de investigacion.

3.3. METODOS Y TECNICAS
3.3.1. METODOS
e METODO BIBLIOGRAFICO

Se obtuvo informacién cientifica acerca de la obtencién del extracto de hojas de menta

proveniente de fuentes como: Scielo, Dialnet, Redalyc, Elsevier, etc.

e METODO DESCRIPTIVO
Permitié describir los resultados del tamizaje fitoquimico de manera cualitativa del
extracto metandlico de menta.

e METODO EXPERIMENTAL

Se caracterizé la actividad antimicrobiana del extracto de menta (Mentha piperita L)
obtenido de las hojas frescas mediante el método de difusion en agar por diseminacion
superficial en disco.

3.3.2. TECNICAS
e TAMIZAJE FITOQUIMICO

En la tabla 3.1 se muestra el tamizaje fitoquimico (saponinas, taninos, fenoles,

terpenos y flavonoides) con sus respectivos ensayos.
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Tabla 3.1. Tamizaje fitoquimico

Metabolitos secundarios Ensayo Citas de referencias
Saponinas Espuma Rivas et al. (2020)
Taninos Cloruro férrico Ramos y Solérzano, 2016 citado por Vera et al. (2022)
Fenoles Cloruro férrico Ramos y Solérzano (2016) citado por Vera et al. (2022)
Terpenos Liebermann-Burchard Vélez (2015)
Flavonoides Shinoda Cedefio y Romero (2017)

e DETERMINACION DE SAPONINA

En un tubo de ensayo se colocé un 1mL del extracto de Mentha piperita y 5mL de agua
destilada, luego se agitdé manualmente por 10 minutos. Si hay formacion de espuma y

se mantiene por dos minutos el resultado sera positivo (Ver anexo 1).

e DETERMINACION DE COMPUESTOS FENOLICOS Y TANINOS

En un tubo de ensayo se adicion6é un 1mL de extracto de Mentha piperita y se le agregé
3 gotas de solucion de cloruro férrico al 5% en una solucion salina fisiologica. La
solucion se tornd de color rojo vino y verde intenso para fenoles y taninos,

respectivamente (Ver anexo 2).

e DETERMINACION DE TERPENOS

Se tomd 2mL de extracto de Mentha piperita y se llevéd a evaporar a bafio maria (90°C),
el residuo se disolvié en 1mL de cloroformo, después se afiadié6 1mL de anhidrido
acético y se mezcld, luego se agregaron 3 gotas de acido sulfarico al 98% sin agitar.
El ensayo se considero positivo por el cambio de coloracion pasando de rosado a verde

intenso y oscuro (Ver anexo 3).
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e DETERMINACION DE FLAVONOIDES

Se ocupo 1mL del extracto de Mentha piperita y se afiadio 1mL de acido clorhidrico al
37% y una pequefa parte de virutas de magnesio metélico. Después de 5 minutos se
adicioné 1mL de alcohol amilico y se dejo reposar por 10 minutos hasta separarse la
fase del extracto metandlico y la fase del alcohol amilico. Se consider6 un ensayo

positivo cuando el alcohol amilico se colore6 de amarillo (Ver anexo 4).

e ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA POR EL METODO DE DIFUSION EN DISCO
(KIRBY-BAUER)

Se realizé la inoculacién y siembra sobre la superficie de los agares Mueller Hinton
para cepas certificadas de Salmonella spp, Escherichia coli, S. aureus, cada una de
ellas por separado. Se impregnaron diferentes dosis de los extractos, en cada uno de
los discos de papel filtro por triplicado y se colocaron sobre la superficie de la placa de
agar inoculada. Estas se incubaron invertidas a 35+2°C por 24 horas, posteriormente
se midieron los halos de inhibicién incluyendo el diametro de los discos (Sanchez et
al., 2016 citado por Sabando, 2020). La carga microbiana se comparé con los

requisitos que establece la NTE INEN 2392:2007 para hierbas aromaticas.

3.4. FACTORES EN ESTUDIO

Los factores que se manipularon fueron:
e Factor A: Dosis del extracto de menta
e Factor B: Bacterias patégenas

3.4.1. NIVELES

Para el factor A se utilizaron los siguientes niveles:

a1 =25%
az = 50%
az = 100%

Para el factor B se emplearon los siguientes niveles:
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b1 = E. coli
b2 = Staphylococcus aureus

bs = Salmonella

3.4.2. TRATAMIENTOS

En latabla 3.2 se detalla las combinaciones que se obtuvieron de los diferentes niveles

de cada factor, obteniendo un total de nueve tratamientos.

Tabla 3.2. Detalles de los tratamientos

Descripcion
Tratamientos Codigos :

Dosis de extracto de menta Cepas
T atb1 25% E. coli
T2 a1b2 25% Staphylococcus aureus
T3 atb3 25% Salmonella
T4 a2b1 50% E. coli
T5 az2b2 50% Staphylococcus aureus
T6 a2b3 50% Salmonella
T7 a3b1 100% E. coli
T8 adb2 100% Staphylococcus aureus
T9 a3b3 100% Salmonella

Fuente: Los autores

3.5. DISENO EXPERIMENTAL

Se emple6 un Disefio Completamente al Azar (DCA) con arreglo bifactorial 3k con tres
réplicas para cada tratamiento, obteniendo un total de 27 unidades experimentales (N),

lo cual se describe en la Tabla 3.3 considerando los grados de libertad (N-1).
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Tabla 3.3. Esquema de ANOVA factorial

FUENTE DE

VARIACION gl
Total 26
Tratamiento 8
Factor A 2
Factor B 2
AxB 4
Error 18

Fuente: Los autores.

3.6. UNIDAD EXPERIMENTAL

Se tomd una muestra de 1000g de hojas de menta sin dafio fisico y deterioro, se obtuvo
un total de 21.11mL de extracto. Para el andlisis fitoquimico, en cada muestra se utilizo
2mL, mientras que en los analisis microbiolégicos 1mL de muestra.

3.7. MANEJO DEL EXPERIMENTO

Para el cumplimento de los objetivos planteados se efectuaron las siguientes
actividades, se realizé el proceso de obtencion del extracto de las hojas de menta,
luego se elabor6 un diagrama de proceso (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Diagrama de proceso de la obtencion del extracto de menta
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3.7.1. DESCRIPCION DEL DIAGRAMA DE PROCESO EN LA OBTENCION
DEL EXTRACTO METANOLICO DE HOJAS DE MENTA

Recepcidn y clasificacion de la materia prima vegetal: Se recolectaron 1000g de
hojas de Mentha piperita procedentes del sector de platanales, parroquia Calceta,
cantén Bolivar, provincia de Manabi, se seleccionaron las que estaban en buen estado
sin dafio fisico o rasgaduras (Ver anexo 5) las misma que fueron envueltas en papel
aluminio.

Lavado: Se lavaron en un recipiente con agua potable (marca all natural) para eliminar
las impurezas, posteriormente se colocaron en papel absorbente con el propdsito de

eliminar el excedente de agua presente en la superficie de las hojas (Ver anexo 6y 7).

Deshidratado: Se pesaron las hojas en la balanza digital (marca camry), luego fueron
llevadas a la estufa (marca Memmert) a 40°C por 24 horas (Ver anexo 8), cabe recalcar
gue se determind el porcentaje de humedad a las hojas antes que ingresen a la estufa
(81.39%) y después que se retiren de la estufa (12.17%), este proceso se lo realiz6 en
la termobalanza (marca Boecco) ajustada a una temperatura de 135°C por 10 minutos
(Ver anexo 9).

Molienda y tamizado: El material vegetal se trituro hasta obtener un polvo con la
ayuda de una licuadora (marca Oster) debido a que, el grado de division de la muestra
influye en la superficie de contacto entre las fases de extraccién ocasionando una
mejor difusion a través de la membrana porosa; es decir que, durante el proceso de
extraccion, el metanol entra en contacto con el tejido de las hojas, ocasionando la
liberacion de compuestos. En cuanto al tamizaje se lo efectué en un tamiz de malla 1
mm, permitiendo obtener una muestra adecuada para facilitar la extraccion (Ver anexo
10).

Pesado: Se pesaron cinco gramos de Mentha piperita en una balanza analitica (marca
CAMRY) (Ver anexo 11) y se colocaron al interior de un cartucho elaborado a partir de

papel filtro y sellados con grapas. En total se realizaron 6 cartuchos.
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Extraccion: Para obtener el extracto se lo efectud en el equipo Soxhlet con metanol
al 99% una temperatura de aproximadamente de 300°C durante cuatro corridas (Ver
anexo 12), se empled dicho solvente porque en la planta existen metabolitos con
polaridad alta y por ende se tiene que utilizar disolventes con la misma polaridad
(Colina, 2016).

Evaporacion: La muestra pasa al equipo rotavapor DLAB R100-pro para eliminar el

alcohol que contiene 230 mL (Ver anexo 13).

Envasado: Se colocaron 20 mL de extracto en envases de vidrio de color ambar para

evitar su degradacion por efecto de la luz (Ver anexo 14).

Almacenado: A unatemperatura de 4°C se almacenaron los extractos en refrigeracion

para posteriormente efectuar la actividad antimicrobiana (Ver anexo 15).

3.7.2. VARIABLES A MEDIR

e Concentracion minima inhibitoria (CIM) (uL/mL) y concentracion minima
bactericida (CMB) (uL/mL).

3.8. ANALISIS ESTADISTICO

Se emplearon los programas estadisticos IBM SPSS version Statistics 28 (libre) e
InfoSat/Libre version 2020. En el programa SPSS se analizaron la distribucion de los
datos sobre la variable respuesta a través de los supuestos del ANOVA (Ver anexo
16), para Shapiro-Wilk la significancia fue 0.00, por ende, al no presentar un valor 2
0.05 no se efectuo la prueba de Levenne, evaluandose los resultados a través de la
prueba no paramétrica de Kruskal Walis. Con el programa InfoSat se analizaron cada
factor de estudio (dosis del extracto metandlico de hojas de menta y cepas patdégenas)
frente a la variable dependiente (actividad antimicrobiana) para detectar los niveles y

tratamientos que difieren entre si.



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. TAMIZAJE FITOQUIMICO

En la tabla 4.1 se presentan los resultados del tamizaje fitoquimico del extracto
metandlico de Mentha piperita demostrando que el extracto tuvo alta presencia de
fenoles, presencia moderada en flavonoides y taninos, mientras que las saponinas y

terpenos demostraron poca presencia.

Tabla 4.1. Tamizaje fitoquimico del extracto metanolico de Mentha piperita

Analisis Extracto metandlico de hojas de menta
Flavonoides +t
Saponinas +

Fenoles +Ht

Taninos ++

Terpenos +

Poca presencia (+), presencia moderada (++) y mucha presencia (+++)
La alta presencia de compuestos fendlicos en el extracto se debid a la polaridad del
metanol, debido a que cada solvente tiene diferente afinidad y espectro de solubilidad
para tener la capacidad de disolver el analito y reducir la extraccion otros componentes
bioactivos presentes en la muestra (Soto y Rosales, 2016 citado por Gonzalez et al.,
2019). Cabe mencionar, que los componentes fendlicos estan relacionados con la
actividad antimicrobiana (Zuni, 2017), sin embargo, en este estudio no se garantiza la
cantidad de fenoles presentes, debido a que es un analisis cualitativo. En cuanto a
flavonoides y taninos se obtuvo presencia moderada, porque son metabolitos polares
son mejor extraidos por solventes de la misma polaridad como el metanol, es decir

gue el extracto de menta tiene propiedades antioxidantes (Colina, 2016).

La poca presencia de terpenos y taninos se debié al solvente empleado (metanol)
puesto que, segun Jiang et al. (2016) se deben extraer con solventes de menor
polaridad, por ello es esencial tener en cuenta el tipo de moléculas que se desea
extraer y de esta manera seleccionar el solvente adecuado para la extraccion, siendo

el metanol el disolvente mas apropiado para extraer compuestos de alta y mediana
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polaridad como fenoles y terpenos que son los componentes principales a extraer en

esta investigacion por sus propiedades antimicrobianas (Sailema et al., 2023).

Los resultados de este trabajo son similares a los reportados por Patil et al. (2016),
guienes obtuvieron en el extracto acuoso de Mentha piperita presencia de taninos,
flavonoides, fenoles, y saponina, pero difiere con el etandlico que evidencio ausencia
de taninos, saponinas y flavonoides excepto fenoles. No obstante, Mainasara et al.
(2018) en su investigacion observo presencia moderada (++) de taninos, saponinas y
flavonoides en el extracto acuoso de M. piperita. Khanal (2019) en la extraccion
metanolica de menta mostroé la presencia (+) de fenoles, taninos, flavonoides. Por otro
lado, Waleed (2023) no detecto (-) saponinas en el extracto, sin embargo, evidencio la
presencia (+) de compuestos fendlicos y flavonoides en el extracto metandlico de hojas
menta. Cabe recalcar que los metabolitos secundarios dependen del estado fenologico
de la planta, época del afio, caracteristicas del suelo, la region del pais y las
condiciones ambientales (Sampaio y Da Costa, 2018), por ende, la variacién de
resultados con respecto a este estudio.

4.2. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

En la tabla 4.2 se detallan las medias de la actividad antimicrobiana adquirida de la
Mentha piperita, siendo para el factor A (dosis de extracto) un p_valor de 0.0001
(Anexo 17), existiendo diferencia significativa (p_valor <0.05) entre las actividades

antimicrobianas de cada porcentaje de extracto metandlico de menta.

Tabla 4.2. Andlisis de la actividad antimicrobiana en funcion de las dosis del extracto (Factor A)

Dosis (%) de extracto de menta (Factor A) Actividad antimicrobiana (mm)
25 2.00+3.00b
50 6.67+0.50a
100 7.56+0.53a
P_valor 0.0001

*Medias con letras distintas presentan diferencias estadisticas.
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En la presente investigacién se consider6 que al aumentar la dosis del extracto de
Mentha piperita se observo un mayor efecto antimicrobiano cuyos resultados oscilaron
entre 2, 6.67 y 7.56 milimetros de diametro (mm) de halo de inhibicion, esto difiere con
Carrillo et al. (2021), quien determino que a 25% de aceite esencial de Mentha piperita
con un 6 mm de halo de inhibicién, a los 50% fue de 8 mm y 13 mm al 100% de aceite
puesto que al incrementar la concentracion de los agentes antimicrobianos se reduce
el crecimiento de microorganismos debido a que la permeabilidad de la pared celular
aumenta y también depende del tipo de compuestos bioactivos que se encuentren
presente en el extracto (Maleki et al., 2008 citado por Weniji et al.,2019).

En la tabla 4.3 se detallan los resultados de la actividad antimicrobiana en relacién con
el factor B (cepas patdégenas), en donde se muestra que la bacteria E. Coli tiene mayor
susceptibilidad a los agentes antimicrobianos, no obstante, estadisticamente (p_valor
0.4247) el factor B no tuvo efecto en la variable respuesta (anexo 18), siendo la
actividad antimicrobiana similar para las bacterias evaluadas: E. Coli, Salmonella y

Staphylococcus aureus.

Tabla 4.3. Andlisis de la actividad antimicrobiana en funcién de las cepas patégenas (Factor B)

Cepas patogenas (Factor B) Actividad antimicrobiana (mm)
E. coli 6.89+0.78
Salmonella 4.56+3.50
Staphylococcus aureus 4.78+3.60
P_valor 0.4247

En este trabajo la cepa patdégena E. coli reporté una media de 6.89+0.78 mm de
actividad antimicrobiana, superior a las otras bacterias. Okmen et al. (2017)
evidenciaron que los extractos etandlicos, metandlicos y acuosos de menta inhibieron
el crecimiento de bacterias Staphylococcus entre 7-16mm, de 9 a 20mm y de 14 a
21mm respectivamente, siendo estos valores superiores a los de esta investigacion
para Staphylococcus aureus (4.78mm). Por lo que Hammadi y Adnan (2021)

argumentan que las bacterias Gram negativas (E. coli) presentan mayor
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susceptibilidad a los agentes antimicrobianos a diferencia de las Gram positivas

(Staphylococcus aureus).

En la tabla 4.4 se observan diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (P_valor 0.0022), es decir, la interaccién de las dosis de extractos de
menta (factor A) y cepas patdgenas (factor B), quienes mostraron variacion en lo que
respecta a la actividad antimicrobiana (anexo 19 y 20), demostrando que los
tratamientos T7 y T9 comparten categoria y presentan mayor efectividad
antimicrobiana para E. coli y Salmonella a una concentracién de 100% con un halo de
inhibicion de 7.67mm de diametro. Mientras que el T2 y T3 comparten categoria, de la
misma manera T1y T6, la interaccion de T4 evidencia un valor estadisticamente similar
con TS5y T8.

Tabla 4.4. Analisis de la actividad antimicrobiana del extracto metanélico de mental a través de la interaccion de los factores

AyB
Tratamientos Actividad antimicrobiana (mm)
T 6.00+0.00bc
T2 0.00+0.00c
T3 0.00+0.00c
T4 7.00£0.00ab
T5 7.00+0.00ab
T6 6.00+0.00bc
T7 7.67+0.58a
T8 7.3340.58ab
T9 7.67+0.58a
P_valor 0.0022

*Medias con letras iguales corresponden a tratamientos estadisticamente similares.
**Medias con letras distintas son tratamientos que presentan diferencias estadisticas.

El extracto metandlico de Mentha piperita tuvo poca presencia de terpenosy, por ende,
su actividad antimicrobiana fue poco efectiva, debido a que los terpenos influyen en la

actividad antimicrobiana frente a bacterias susceptibles como resistentes (Mahizan et
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al., 2019) debido a su capacidad para promover la ruptura celular y la inhibicion de la
sintesis de proteinas y ADN (Alvarez et al., 2021). Los resultados de esta investigacion
son superiores a los reportados por Waleed (2023) quien obtuvo halos de inhibicion en

su extracto metanolico de 4.5mm y 5mm para E. coli y S. aureus, respectivamente.

Khanal (2019) en su estudio demostré que el extracto metandlico de hojas de M.
piperita no mostr6 ninguna actividad antibacteriana sobre las bacterias Salmonella, S.
aureus, E. coli y Pseudomonas aeruginosa, siendo similares a los obtenidos en este
estudio esto se debe a varios factores como la altitud, lugar de recoleccién de la planta,
la impureza en el extracto y el tipo y concentracion de solvente empleado, factores que
influyen en la actividad bioactiva del extracto (Khanal, 2019). Mientras que, Weniji et al.
(2019) present6 una mayor inhibicion en C. albicans con el metanol (9.08 a 10 mm) en
comparacion con el cloroformo (8.35 a 9.28) pudo deberse a la polaridad de

cada solvente.

Por otro lado, Bupesh et al. (2007) citado por Shalayel et al. (2016) y Alam et al. (2022)
en su estudio de M. piperita manifiestan que la actividad antibacteriana depende de la
cepa porque algunas son resistentes a ciertos extractos, por lo que es necesario
seleccionar el extracto y la especie de planta adecuada para el tipo de bacteria a tratar.
En la presente investigacion los promedios de diametros, de los halos de inhibicion de
hojas de menta a diferentes concentraciones frente a las cepas evaluadas, mostraron
que E.coli y Staphylococcus aureus tienen mayor sensibilidad frente al extracto
metandlico al 100% con halos de inhibicion de 7.67mm de didmetro mientras que al
25% de menta la Salmonella y Staphylococcus aureus no presentaron actividad
antimicrobiana. Por lo tanto, la dosis empleada juega un papel esencial en la
efectividad del tratamiento antibacteriano, puesto que una dosis insuficiente puede no
ser efectiva contra la bacteria por su estructura celular (Bupesh et al., 2007 citado por
Shalayel et al., 2016 y Alam et al., 2022).
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4.3. CONCENT}RACION INHIBITORIA MINIMA (CIM) Y LA
CONCENTRACION BACTERICIDA MINIMA (CBM)

En el presente trabajo no se pudo determinar la CIM y CBM, debido a que los halos de
inhibicion estuvieron en un rango de 0 a 7.67 mm siendo menor a 14 mm (Rossi, 2012),
es decir, las cepas E. coli, Salmonella y Staphylococcus aureus fueron resistentes a
las concentraciones empleadas. En el estudio realizado por Zuni (2017) observaron
gue el aceite de Mentha piperita present6 en el rango de 2.5% hasta 30% evidencia
de la inhibicion del crecimiento E. coli, mientras que del mismo que fue de 2.5% de
CIM, lo que difiere con los resultados de esta investigacion que no se pudo determinar

la concentracion inhibitoria minima (CIM).



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

El tamizaje fitoquimico efectuado al extracto metandlico de hojas de Mentha
piperita evidencié mayor cantidad de fenoles (+++), seguido de flavonoides y
taninos (++) y poca presencia (+) de saponinas y terpenos.

La dosis del extracto metanolico de hojas de Mentha piperita influyen en la
actividad antimicrobiana demostrando que al incrementar la concentracion de
extracto presenta mejor efectividad antimicrobiana, con halos de inhibicién de
hasta 7.56mm de diametro.

En la actividad antimicrobiana se presentaron diferencias estadisticas
significativas en los tratamientos, siendo T7 (100% de extracto metandlico de
hojas de menta+E. Coli) y T9 (100% de extracto metandlico de hojas de
menta+Salmonella) los que evidenciaron mayor sensibilidad contra las

bacterias Gram negativas.

5.2. RECOMENDACIONES

Efectuar investigaciones empleando otra variedad de menta (M. spicata) en las

bacterias Gram positivas y Gram negativas.

Utilizar otro tipo de solvente (cloroformo), debido a que este influye en la

composicion fitoquimica y actividad antimicrobiana del extracto.

Realizar andlisis cuantitativo al extracto de menta para observar qué tipos de

compuestos fitoquimicos estan presente en la hoja de menta.
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Anexo 5. Recoleccion de la materia prima

Anexo 7. Desecado de las hojas

Anexo 6. Lavado de las hojas
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Anexo 13. Evaporacién Anexo 14. Envasado

Anexo 15. Halos de inhibicion Anexo 16. Halos de inhibicion

Anexo 16. Prueba de los supuestos de ANOVA para la variable actividad antimicrobiana

Shapiro-Wilk Levene

Estadistico gl Sig. Sig.

Actividad antimicrobiana (mm) 0.688 27 0.000




Anexo 17. Prueba de Kruskal-Wallis para el factor A en los programas SPSS e InfoStat

a7

Resumen de prueba de hipétesis

Hipotesis nula Test Sig. Decision
La distribucién de|Prueba Kruskal-
1  |Actividad_antimicrobiana es la mismaWallis de muestras| ,000Rechazar la hipétesis nula.
entre las categorias de Dosis_extracto. independientes

Se muestran las significancias asintéticas. El nivel de significancia es ,05.

Prueba Kruskal-Wallis de muestras independientes

8,00

-]

=4

2

8

S g,00

=

E

E

=, 4,00

=

]

=2

=

B 2,00

=

0,00 | T |
al a2 ad
Do=is_extracto
Variable $Dosis de extracto N Medias D.E. Medianas Promedio rangos gl C H P

Actividad antimicrobiana 25 9 2.00 3.00 0.00 5.50 2 0.92 18.82 <0.0001
Actividad antimicrobiana 50 9 6.67 0.50 7.00 14.83
Actividad antimicrobiana 100 9 7.56 0.53 8.00 21.67

Trat. Ranks

25 5.50 &

50 14.83 B
100 21.67 B

Msdias con una lstra comiin no son

significativaments difersntes

-05)
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Anexo 18. Prueba de Kruskal-Wallis para el factor B en los programas SPSS e InfoStat

Resumen de prueba de hipotesis

Hipdtesis nula

Test

Sig.

Decision

La distribucién de

Cepas_patogenas.

Actividad_antimicrobiana es laPrueba Kruskal-Wallis de
misma entre las categorias demuestras independientes

,425Retener la hipétesis nula.

Se muestran las significancias asintoticas. El nivel de significancia es ,05.

Prueba Kruskal-Wallis de muestras independientes

8,00 —|— —|— —|—

[}

=

=

o

2 5,00

=2

E

E

™, 4,00

=

=

=

2

=]

] 2,007

0,00 T T T
31 b2 b3
Cepas_patdgenas
Variable Cepas Patdgenas N Medias D.E. Medianas Promedio rangos gl C H P

Actividad antimicrobiana E.coli 9 6.89 0.78 7.00 16.50 2 0.92 1.58 0.4247
Actividad antimicrobiana Salmonella 9 4.56 3,50 6.00 11.83
Actividad antimicrobiana Staphylococcus aeurus 9 4.78 3.60 7.00 13.67




Anexo 19. Prueba de Kruskal-Wallis para el factor A en los programas SPSS e InfoStat

Resumen de prueba de hipdtesis

Hipotesis nula Test Sig. Decision

La distribucion de
Actividad_antimicrobiana es |4
misma entre las categorias de
Tratamientos.

Prueba Kruskal-
Wallis de muestras| ,002Rechazar la hipotesis nula.
independientes

Se muestran las significancias asintéticas. El nivel de significancia es ,05.

Prueba Kruskal-Wallis de muestras independientes

8,00 r--- _1__

B

=]

E E IDD—_ —

]

E

® 4,00

=

]

=

2

E 2,00

0,00 | | | | | | N | 1
T T2 T3 T4 T5 TG T7 Ta TS
Tratamientos
Variable Tratamientos N Medias D.E. Medianas Promedio rangos gl C H

Actividad antimicrobiana T1 3 €.00 0.00 €.00 9.50 8 0.92 22.1
Actividad antimicrobiana T2 3 0.00 0.00 0.00 3.50
Actividad antimicrobiana T3 3 0.00 0.00 0.00 3.50
Actividad antimicrobiana T4 3 7.00 0.00 7.00 17.50
Actividad antimicrobiana TS 3 7.00 0.00 7.00 17.50
Actividad antimicrobiana T6 3 ©€.00 0.00 6.00 9.50
Actividad antimicrobiana T7 3 7.67 0.58 8.00 22.50
Actividad antimicrobiana T8 3 7.33 0.58 7.00 20.00
Actividad antimicrobiana TS 3 7.67 0.58 8.00 22.50

Trat. Ranks

T3 3.50 &

T2 3.50 A

T1 S.50A B

T6 9.50 A B

T5 17.50 B ©

T4 17.50 B ©

I8 20.00 B! €

TS 22.50 c

I7 22.50 c

Msdias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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