“EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL ACEITE
ESENCIAL DE HOJA DE MINTHOSTACHYS MOLLIS SOBRE

STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC 25175, TRUJILLO 2019~

“IN VITRO ANTIBACTERIAL EFFECT OF THE MINTHOSTACHYS MOLLIS
SHEET ESSENTIAL OIL ON STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC 25175, TRUJILLO

2019~

Rosita Morelia Bonifacio Uriol

Estudiante de la Universidad Catdlica los Angeles de Chimbote - Sede

Trujillo

rossy1597@hotmail.com.pe


mailto:rossy1597@hotmail.com.pe

RESUMEN

Objetivo: Comparar el efecto antibacteriano in vitro de cuatro concentraciones de
aceite esencial de la hoja de Minthostachys mollis sobre Streptococcus mutans ATCC
25175. Materiales y métodos: : En el presente estudio de tipo experimental, prospectivo,
analitico, in vitro, se elabord un aceite esencial utilizando la técnica de destilacion por arrastre
de vapor de agua, obteniendo 10 ml luego del procedimiento, el mismo que fue diluido para
obtener cuatro concentraciones al 5%, 10%, 25% y 50% . Se utilizd la Clorhexidina al 2%. La
cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 fueronincubadasen caldo BHIy en Agar TSA. Los
grupos de estudio fueron 6, se realizaron 10 repeticiones por cada grupo de estudio. El efecto
antibacteriano se evalud mediante el método de Kirby Bauer. Resultados: Los valores promedios
de los halos de inhibicion fueron de 9.6 mm al 5%, de 10.3mm al 10%, de 17.9mm al 25% y
de 22.9 mm al 50%. Conclusion: Se concluyd que el aceite esencial de hoja de

Minthostachys mollis al 50% presentd mayor efecto antibacteriano in vitro sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175 que las otras tres concentraciones.

Palabras Clave: Aceites volatiles, antibacterianos, Streptococcus mutans,

Extractos vegetales



SUMMARY

Objective: to compare the antibacterial effect in vitro of four concentrations of essential
oil of the leaf of Minthostachys mollis on Streptococcus mutans ATCC 25175. Materials
and methdds: In this experimental, prospective, analytical, in vitro study An essential oil
was developed using the water vapourdrag distillation technique, obtaining 10 ml after the
procedure, which was diluted to obtain four concentrations at 5%, 10%, 25% and 50%.
Chlorhexidine was used at 2%. The strains of Streptococcus mutans ATCC 25175 were
incubated in BHI Broth and TSA Agar. The study groups were 6, 10 repetitions were
performed for each study group. The antibacterial effect was evaluated by the method of
Kirby Bauer. Results: The average values of the inhibition halos were 9.6 mm at 5%, 14.3
mm at 10%, 17.9 mm at 25% and 22.9mm at 50%. Conclusion: It was concluded that
Minthostachys mollis leaf essential oil at 50% had a higher antibacterial effect in vitro on

Streptococcus mutans ATCC 25175 than the other three concentrations.
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INTRODUCCION

La caries es una de las enfermedades mas frecuentes en la cavidad bucal, esta considerada
como un problema a nivel mundial en la salud publica. Esta enfermedad dental aparece
debido a la alteracion de la microbiota de la placa dental, producida por condiciones
ambientales locales o factores como la dieta, bacterias, composicion de la saliva y otros
factores méas. Clinicamente se caracteriza por un cambio de color, como una mancha
blanca, como resultado de la desmineralizacion del esmalte que precede a la cavitacion
real, pérdida de traslucidez y descalcificacion de los tejidos afectados. A medida que
avanza el proceso, se destruyen los tejidos y se forman cavidades (1).

Generalmente del grupo de bacterias encontradas en la cavidad bucal, son los
microorganismos pertenecientes al género Streptococcus mutans los que prevalecen, y
tienen una particular descripcion pues tienen una forma de coco, creciendo en cadenas o
parejas, estan altamente ligados a la caries dental es decir que a su paso destruye los tejidos
del diente ya sean esmalte, dentina y cemento (2).

Para prevenir la caries u otras enfermedades de la boca existen varias alternativas como
los colutorios, aceites, pastas a base de los productos naturales. Los aceites esenciales son
compuestos vegetales que debido a su consistencia son muy volatiles y de olor intenso.
Se incluyen dentro de este grupo solamente aquellas especies de plantas medicinales que
las contienen en concentraciones elevadas, entre 0,1y 10% (3).

Minthostachys mollis conocida como la mufa, es una planta oriunda de la sierra peruana,
la cual llega alcanzar una altura de 0,80 m., a 1,20 m., y que ademas se caracteriza por

crecer entre los 2,500 a 3,500 m.s.n.m.; posee diversas propiedades antibacterianas,



antisépticas, astringentes y antiinflamatorias, que ayudan a las diversas afecciones
bucales. También es usada para el tratamiento de dolencias de vias respiratorias y

digestivas, lo cual permite aliviar dolores o enfermedades (4).

El aceite esencial de la mufia comprende una composicion aldehidica, cetonicay alcoholica
(mentol y mentona, éteres y terpenos en mayor porcentaje). Entre las moléculas presentes
en Mintonstachys mollis tenemos primeramente a la pulegona conocido como poleo, el
cual es altamente toxico en grandes cantidades, pues puede causar dafio al higado. En
segundo lugar esta el carvacol, el cual es un componente dominante en menor proporcién
seguidamente la carvona , la cual es considerada como producto de semillas de alcaravea
ademéas de tener propiedades gastrodigestivas y por ultimo el timolcon una amplio

reconocimiento en los aceites esenciales de distintas especies de tomillo (5).

La importancia de la presente investigacion es identificar las propiedades del aceite
esencial de Minthostachys mollis ya que como producto natural sus propiedades
contrarrestan las enfermedades la cavidad oral, lo que nos permitiria usarla como método

alternativo en la odontologia.

El objetivo del presente estudio fue comparar el efecto antibacteriano de cuatro
concentraciones in vitro del aceite esencial de hoja de Minthostachys mollis sobre

Streptococcus mutans ATCC 25175.



MATERIAL Y METODOS

La investigacion fue de tipo experimental, prospectivo, analitico. La poblacion estuvo
conformada por placas Petri conteniendo cultivo de Streptococcus mutans ATCC 25175.
Se necesitaron 10 placas seleccionadas para cada grupo de tratamiento. En total fueron 6
grupos: 10 para cada concentracion de 5%, 10%, 25% y 50%, 10 placas para el control
positivo y 10 placas para el control negativo.Para la obtencidn del aceite se recolectaron
10 kg de hojas de Minthostachys mollis en el distrito de Otuzco. Se llevé al Herbario de la
Universidad Nacional de Trujilloparasutaxonomia. La obtencion del aceite esencial, se
realizo por el método de “hidrodestilacion”. Se seleccionaron las hojas que estuvieron en
buenas condiciones y se desecharon aquellas que presentaron ataques de hongos,
decoloradas o maltratadas, luegose lavd con agua destilada., después las hojas fueron colocadas
en papel Kraft y fueron llevadas a la estufa 40 °C por 48 horas. Una vez secadas se sometio a
una corriente de vapor de agua sobre calentada, arrastrando la esencia que por accion del
refrigerante, se condensé. Se us6 una pera de separacion de vidrio, deshidratandose las
impurezas de agua en el aceite esencial con Na2SO4 anhidro. Finalmente se filtrd, y se
guardd en un frasco de vidrio color &mbar y a una temperatura de 4 °C (6).

Las concentraciones del aceite esencial se prepararon segun los siguientes porcentajes:

Volumen de Volumen de Volumen final Concentracién
aceite Tween 80 (%)

0,5mL 9,5mL 10 mL 5

1,0 mL 9,0 mL 10 mL 10

2,5mL 7,5mL 10 mL 25

5,0mL 5,0mL 10 mL 50

Posteriormente se llevo a refrigeracion a 4 °C. Se uso el cultivo liofilizado de las cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175, para su reactivacion se sembrd en un matraz con 50

mL de Caldo Brain Heart Infusion (BHI), luego se incubd a 37 °C por 48 horas en



condiciones de microaerofilia.. Se verificosi se tiene cultivopuro, para locual se sembré por estria
en Agar TSYB, se eligié una colonia compatible con Streptococcus mutans para realizar
coloracion Gram.

A partir de una colonia se sembrd en caldo BHI y en Agar Tripticasa Soya (TSA)

La evaluacién del efecto antibacteriano, se realiz6 mediante el método Kirby Bauer, de
difusion en Agar, en pocitos. La cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175 mantenidas
en Caldo BHI se sembrd en Agar TSA, se incub6 bajo condiciones de microanaerobiosis
durante 24 horas. Luego de 24 horas, de las placas con Streptococcus mutans se escogio tres
a cuatro colonias y se diluyo en caldo BHI hasta obtener una turbidez semejante al tubo
namero 0.5 del Nefelémetro de Mac Farland. Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de
laturbidez se coloco en cada una de las placas con Agar Mieller Hinton. Con un hisopo esteéril
se distribuy0 la suspension bacteriana en tres direcciones para asegurar una distribucion
uniforme del inoculo en la placa (7).

Se dejd secar laplaca a temperatura ambiente durante 3 a 5 minutosy se realizd dos pocitos
por cada placa. Luego, se coloco 50 uL de cada concentracion en cada uno de los pocitos.
Se emple6 como control positivo gluconato de clorhexidina al 2% y como control negativo
agua destilada estéril.

Se incubaron las placas dentro de los 15 minutos posteriores a la aplicacion de cada una de
las concentraciones, a 37 °C durante 48 horas en microanaerobiosis utilizando jarra Gaspak
y con el método de la vela. Después de 48 horas se midieron los diametros de los halos
de inhibicion del crecimiento de cada placa. Para lo cual se uso el vernier digital calibrado

ISO. Se realizaron 10 repeticiones de cada ensayo (8).



RESULTADOS

En la tabla 1 observamos que el aceite esencial de hoja de Minthostachys mollis al 50 %
presentd mayor didmetro de halo de inhibicion que las concentraciones al 5%, 10% Yy 25%.
El gluconato de clorhexidina 2% presenté mayor didmetro de halo de inhibicion (35.1 mm) que
el aceite esencial de hoja de Minthostachys mollis al 50%.

Las concentraciones del aceite esencial de hoja de Minthostachys mollis al 5%, 10% y
25% presentaron efecto antibacteriano, ya que segun la escala de Duraffourd existe efecto
antibacteriano si el diametro de halo de inhibicién es mayor que 8.

En la tabla 2 segun la prueba de Duncan, todos los grupos de estudios presentan
diferencias entre si. El grupo control negativo presenta menor efecto que las
concentraciones 5%, 10% ,25% 50 % y que el control positivo. A medida que aumenta la
concentracion, el efecto antibacteriano aumenta. La clorhexidina al 2% presenta mayor

efecto antibacteriano que todos los demas grupos de estudio



DISCUSION
Los resultados de la investigacion demostraron que el aceite esencial de hoja de Minthostachys
mollis presento efecto inhibitorio del crecimiento sobre una cepa de Streptococcus mutans ATCC
25175. Se determind que el efecto antibacteriano se presento desde la menor concentracion en
evaluacion, causando un aumento en el diametro del halo conforme aumentaban las
concentraciones hasta llegar al 50%. Esto concuerda con los resultados obtenidos por Guerrero
G (9), en donde la concentracion con un mayor efecto inhibitorio del crecimiento fue del 50%,
Segun Ccallo S (10), esto es debido a la presencia de dos componentes principales en el aceite
clasificados como pulegona y trans-metona que aportarian el efecto inhibitorio del crecimiento,
lo cual se ve reflejado en los resultados encontrados al evaluarse contra Streptococcus mutans
obteniendo halos de 16 mm en bajas concentraciones. En cuanto al efecto antimicrobiano que
presento este aceite esencial, se relaciona con estudios realizados por Callo S (10), quien reporta
la presencia de timol y metileugenol en la extraccion. Estos dos compuestos en sinergia con
terpenoides caracteristicos de la especie, actuarian produciendo la inhibicion del crecimiento al
atacar a la pared celular caracteristica de los cocos Gram positivos La facilidad con la que se
logra esta desnaturalizacion seria debido a la extraccion como aceite, el cual al entrar en contacto
con peptidoglicano y acidos grasos en pared celular y citoplasma correspondientemente no
presenta mayor resistencia, logrando asi una mejor difusion ligada a una mayor area de accion.
En cuanto al didmetro de los halos de inhibicion obtenidos en esta investigacion, éstos se
encontraban muy por encima de los valores obtenidos en estudios previos. Segun
investigaciones realizadas por Farinango D (11), el mayor diametro presente en los halos de
inhibicion puede verse relacionado a la especie a partir de la cual se extrajo el aceite, asi como

también a las condiciones de cultivo y enriquecimiento del suelo, lo cual repercute en el



crecimiento y produccién de metabolitos por parte de la planta, logrando asi una mayor
concentracion de los principios activos a nivel de tallo y hojas que puede la extraccion verse
reflejado en al presentar mayor didmetro en los halos.

Esto se ve reflejado en investigaciones realizadas por Tello G (12), en comparacion con
Gonzales A (5), quienes trabajaron con plantas colectadas de la region sierra y region selva
respectivamente, cuando se realizé el analisis fitoquimico se determiné una mayor presencia de
compuestos en la planta que pertenecia a la region sierra en comparacion de las regiones selva,
sin embargo, la terminologia, el detalle acerca de cantidades, métodos y componentes
especificos son claramente temas propios de las areas quimicas, bioquimicas y botanicas.

El efecto aumenta a medida que aumenta la concentracion debido a la cantidad de principios
activos contenidos en el medio liquido que se esta aplicando, de ahi el término concentracion, a
menor concentracion menor es la cantidad de principios activos contenidos y por ende menor el
efecto, de la misma forma para una mayor concetracion, mayor es la cantidad de principios
activos contenidos por ende mayor el efecto (5).

El gluconato de clorhexidina al 2% presentd el mayor didametro en el halo de inhibicion, dado
que, al ser un antibi6tico de linea, compuesto por principios activos sintéticos que actdan en
sinergia con adyuvantes y excipientes, tienden en el 100% de los casos a sobrepasar la accion
antibacteriana de extractos y aceites esenciales en donde los principios activos no se presentan
aislados ni cuantificados (8).

Por lo antes mencionado, el aporte etnofarmacologico del aceite esencial de las hojas de
Minthostachys mollis, permitird que la poblacién en un futuro pueda disponer de un producto
galénico natural con efecto antibacteriano sobre S. mutnas ATCC 25175. Se concluyo6 que la
concentracion del aceite esencial de la hoja Minthostachys mollis al 50% presenté mayor efecto

antibacteriano que la otras tres concentraciones frente al Streptococcus mutans ATCC 25175.
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TABLA1

Efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de hoja Minthostachys mollis en

concentraciones de 5% ,10%, 25% ,50% sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

Concentraciones ni Promedio Desv. Est. F P
5% 10 9.6 0.92

10% 10 14.3 1.64

25% 10 17.9 0.55

50% 10 22.9 1.19

C- 10 7.2 0.19 686.53 0.0000
Clorhexidina al 2% 10 35.1 1.93

Fuente: Datos proporcionados por el investigador
Prueba ANOVA

Nivel de significancia estadistica (p<0.05)
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TABLA?2

Prueba de Duncan del efecto antibacteriano del aceite esencial de hoja de Minthostachys mollis
en concentraciones de 5% 10% 25% 50% sobre Streptococcus mutans ATCC25175.

Prueba de Duncan

Grupos para alfa = 0.05

Concentraciones ni
G1 G2 G3 G4 G5 G6
C- 10 7.22
5% 10 9.59
10% 10 1431
25% 10 17.93
50% 10 22.85
Clorhexidina al 2% 10 35.08

Fuente: Datos proporcionados por el investigador

Prueba de Duncan

Nivel de significancia estadistica (p<0.05)
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