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RESUMEN

Objetivo: Evaluar la actividad antibacteriana de la Mentha piperita sobre el Streptococcus
mutans ATCC 25175, in vitro. Método: El estudio fue de tipo experimental, comparativo,
longitudinal y prospectivo. Se tuvo una muestra de 10 placas Petri para cada grupo
experimental obteniendo 40 halos de inhibicion con cepas de Streptococcus mutans.
Resultados: A las 24 horas, se encontr6 que la concentracion al 100% obtuvo un promedio
11,05 + 0,54 mm, que la concentracién al 50% obtuvo un promedio de 8,66 + 0,39 mm, que la
concentracion al 25% obtuvo un promedio 7,73 £ 0,18mm y que la concentracion de
clorhexidina obtuvo un promedio de 12,61 + 0,40mm.A las 48 horas, se encontrd que la
concentracion al 100% obtuvo un promedio 11,56 + 0,63 mm, que la concentracion al 50%
obtuvo un promedio de 9,30 £ 0,54 mm, que la concentracion al 25% obtuvo un promedio 8,15
+ 0,32 mm y que la concentracion de clorhexidina obtuvo un promedio 13,04 £ 0,37mm. A las
72 horas, se encontré que la concentracién al 100% obtuvo una media de 12,09 + 0,54 mm,
que al 50% obtuvo una media de 9,74 + 0,58 mm, al 25% obtuvo una media de 8,53 + 0,27 mm
y que la concentracion de clorhexidina obtuvo un promedio 13,35 + 0,37mm. Conclusiones:
El extracto con Mentha piperita al 100% demostro efecto antibacteriano contra las cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Palabras clave: efecto antibacteriano, Streptococcus mutans, mentha piperita288



ABSTRACT

Objective: To evaluate the antibacterial activity of Mentha piperita on Streptococcus mutans
ATCC 25175, in vitro. Method: The study was experimental, comparative, longitudinal and
prospective. A sample of 10 Petri dishes was taken for each experimental group, obtaining 40
inhibition zones with Streptococcus mutans strains. Results: At 24 hours it was found that the
100% concentration obtained an average of 11.05 = 0.54 mm, that the 50% concentration
obtained an average of 8.66 = 0.39 mm, that the 25% concentration obtained an average of 7.73
+ 0.18 mm and the chlorhexidine concentration obtained an average of 12.61 + 0.40 mm. At
48 hours, it was found that the 100% concentration obtained an average of 11.56 + 0.63 mm,
that the 50% concentration obtained an average of 9.30 £ 0.54 mm, that the 25% concentration
obtained an average of 8.15 + 0.32 mm and that the chlorhexidine concentration obtained an
average of 13.04 + 0.37 mm. At 72 hours it was found that the 100% concentration obtained
an average of 12.09 £ 0.54 mm, that the 50% obtained an average of 9.74 + 0.58 mm, that the
25% obtained an average of 8.53 + 0.27 mm and that the concentration of chlorhexidine
obtained an average of 13.35 + 0.37 mm. Conclusions: The extract with 100% Mentha piperita
demonstrated antibacterial effect against strains of Streptococcus mutans ATCC 25175.

Keywords: antibacterial effect, Streptococcus mutans, mentha piperita.



I. INTRODUCCION

Actualmente, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) calcula que alrededor de
3.500 millones de personas sufre de problemas bucales, siendo la caries dental la enfermedad
bucal més frecuente en la poblacion. La cavidad bucal es un sistema complejo que alberga mas
de 700 especies de microorganismos, incluidas bacterias, hongos, virus, protozoos y
argqueas. Estos microorganismos colonizan los dientes y las estructuras orales sélidas (los
implantes, restauraciones y protesis) en forma de biopelicula, que cominmente causa caries
dental, periodontitis, gingivitis, candidiasis e infeccion endodontica. En casos mas severos, las
biopeliculas patogénicas orales pueden causar enfermedades sistémicas. Por lo tanto, la
prevencion y el control de los biofilms bucales son fundamentales para promover la salud bucal
(Maduro et al., 2023).

Uno de los principales problemas en todo el mundo en el campo de la salud son las
enfermedades bucales. Lo cuales incluyen a la caries dental, enfermedades periodontales y
trastornos orofaciales, siendo estas solo algunas de las enfermedades, llegando a causar dafios
significativos en nuestra salud (Borhan-Mojabi y Azimi., 2013).

Se consideran evidencias que estan asociadas a la salud bucal y condiciones crénicas,
como la asociacion de mala salud bucal y enfermedades periodontales agresivas con la de
enfermedades sistémicas, como enfermedad pulmonar, osteoporosis, accidentes
cerebrovasculares, artritis reumatoide, diabetes, infarto y otras enfermedades cardiovasculares
(Rauterna et al., 2007).

Las plantas son reservorios viables de fitoquimicos con diversos valores medicinales
que forman los ingredientes vitales para varias formulaciones farmacéuticas y herbales. La
mayoria de las propiedades medicinales de las plantas se atribuyen a metabolitos
secundarios. Estos metabolitos dan color, sabor y aroma a las plantas cominmente vistos en

las industrias alimentarias y de medicamentos (Wei et al., 2023).



Por tal motivo el proposito de esta investigacion es evaluar la actividad antibacteriana
de la Mentha piperita sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175, in vitro.
1.1.  Descripcion y formulacion del problema

El uso de agentes para el cuidado bucal compuestos por productos herbales es una
antigua costumbre dada por nuestros antepasados en todo el mundo. Como alternativa a los
costosos antibidticos y sus efectos secundarios, los remedios vegetales son reconocidos como
alternativas importantes por los cientificos (Karicheri y Antony, 2016).

Hay estudios de extractos y aceites de diversas plantas medicinales que juega un papel
en la salud y bien estar de muchas poblaciones peruanas, por sus propiedades antimicrobianas,
analgésico y antifungicas (Mendoza et al., 2023).

La menta, tiene como nombre botanico: Mentha piperita, miembro de Lamiaceae, una
gran familia de menta, es una hierba perenne que crece rapidamente y puede alcanzar hasta 1,5
m de altura en condiciones favorables. La especie extremadamente variable M. piperita. En
algunas regiones, el dolor de garganta, la irritacion de la garganta o de la boca se tratan con
hojas de menta. Ademas, también es empleado como analgésico frente a dolores menores,
esguinces y para el alivio de la congestidn nasal. Mencionando también su poder antiséptico y
antiparasitario (Mathur et al., 2011).

Teniendo en cuenta lo expuesto, surge la pregunta ¢Cual es la actividad antibacteriana
de la Mentha piperita sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175, in vitro?

1.2.  Antecedentes

Azmi et al. (2024) ejecutaron un estudio con el objetivo, de analizar la eficacia
antibacteriana de la hoja de menta contra el crecimiento de S. mutans UA159 y sus efectos
antibiofilm. Métodologia: Este estudio se llevo a cabo experimentalmente con un disefio de
grupo de control de post-prueba Unicamente, utilizando el método de microdilucién en caldo

en 6 grupos de prueba, a saber, extracto de hoja de menta con una concentracion de 3,125, 6,25,



12,5, 25, 50 y 100% y también dos grupos de control, a saber, el control negativo utilizando
agua destilada y el control positivo utilizando clorhexidina al 0,2%. El crecimiento de la
biopelicula se determina comparando los valores de densidad dptica (DO) y luego calculando
el porcentaje de erradicacion de S. mutans formacion de biopeliculas. Resultados: Los
resultados indicaron que el extracto de hojas de menta exhibié efectos antibacterianos contra
S. mutans, donde al 12.5% presento halos de inhibicién de 2,35 mm, 25% de 3,67mm al 50%
de 4,87 mm, al 100% 7,20mm y y la clorhexidina al 0,12% fue de 10,98 mm. A las 24 horas
Conclusién: Se ha demostrado que el extracto de hojas de menta inhibe significativamente el
crecimiento de S. mutans (hojas de menta sobre el crecimiento de S. mutans es proporcional a
su concentracion; cuanto mayor sea la concentracion del extracto, mas fuerte sera la capacidad
inhibitoria.

Mendoza et al. (2024) realizarén una investigacion teniendo como objetivo evaluar el
efecto antibacteriano del aceite de Thymus vulgaris (Tomillo) sobre cepas de Porphyromonas
gingivalis y Prevotella intermedia, In vitro. metodologia Se muestrearon 10 placas por cada
cepa bacterian a de Porphyromonas gingivalis (ATCC33277) y Prevotella intermedia
(ATCC25611). EI medio de cultivo utilizado fue Agar sangre. La técnica empleada fue Kirby
Bauer, se midieron los halos de inhibicion de cuatrodiscos que fueron colocados en cada placa
petri, con las concentraciones del aceite esencial de Thymus vulgaris al 50, 75y 100 %, asi
como del Cloruro de Cetilpiridinio al 0.05% a las 24, 48 y 72 horas. Resultados. luego de que
se hiciera los cultivos respectivos. A las 24 horas la actividad antimicrobiana sobre
Porphyromonas gingivalis del Cloruro de Cetilpiridinio al 0.05% fue de 10.7 + 0.27 mm,
mientras que con el aceite esencial de Thymus vulgaris a concentraciones de 100% fue de 28.56
+ 0.61 mm, al 75% fue de 21.76 + 1.04 mm, mientras que al 50% fue de 14.22 + 0.76.

conclusion  Se encontraron diferencias significativas entre la actividad antimicrobiana del



aceite esencial de Thymus vulgaris al 100%, 75%, 50% y Cloruro de Cetilpiridinio al 0.05%
frente a cepas de Porphyromonas gingivalis y Prevotella intermedia.

Mendoza et al. (2023) realizaron un estudio de investigacion para evaluar in vitro la
eficacia antibacteriana del aceite esencial de Matricaria recutita (manzanilla) al 50 y 75%
contra Porphyromonas gingival ATCC 33277 y Prevotella intermedia ATCC 25611 a las 24 y
48 horas. Métodos, La muestra estuvo compuesta por 80 discos y Agar Mueller-Hinton, medio
elegido para el cultivo. Para determinar la sensibilidad bacteriana se colocaron discos en cada
caja Petri con concentraciones de aceite esencial al 50 y 75%, agua destilada y clorhexidina al
0,12% Posteriormente, los halos de inhibicidén se midieron en milimetros a las 24 y 48 horas.
Resultados, en la medicion de 48 horas contra Prevotella intermedia, la mayor actividad
antimicrobiana se observo en el grupo de clorhexidina al 0,12%, con una zona de inhibicion
media de 22,07 = 0,69 mm. La concentracion del 75% de MREO produjo una zona de
inhibicion media de 16,10 + 0,33 mm, mientras que la concentracién del 50% produjo una zona
de inhibicion media de 10,49 + 0,17 mm Conclusion: No se encontraron diferencias
significativas entre la eficacia antibacteriana de clorhexidina al 0,12% Yy aceite esencial de
Matricaria recutita al 50 y 75% sobre Porphyromonas gingivalis y Prevotella intermedia a las
24y 48 horas.

Loja E. (2023) realizaron una investigacion con el objetivo. Evaluar la actividad
antimicrobiana del extracto de menta sobre Streptococcus mutans. Metodologia. se analizaron
72 discos de papel filtro blanco, divididos en seis grupos, G1 correspondié a extracto de menta
al 25%, G2 extracto de menta al 50%, G3 extracto de menta al 75%, G4 extracto de menta al
100%, G5 Clorhexidina al 0,12% como control positivo y G6 agua destilada como control
negativo. La menta se procesé por maceracion hasta obtener el extracto etanolico. Se
sumergieron los discos en cada concentracion y se colocaron en las cajas Petri cultivadas con

Streptococcus mutans se midio el halo de inhibicion para comprobar la eficacia sobre el



microorganismo a las 24,48 y 72 horas. Resultados. Se determind que la actividad
antibacteriana del extracto de menta para Streptococcus mutans ATCC 25175 al 25% tuvo un
promedio en los halos de inhibicion de 2,33 mm, al 50% de 2,67 mm, al 75% fue de 1,67, al
100% 2,17mm y la clorhexidina al 0,12% fue de 6,67 mm. Se utiliz la prueba estadistica de
Mann Witney con el SPSS version 27. conclusiones. Las diferentes concentraciones de extracto
de menta son efectivos contra el Streptococcus mutans, desde las 24 horas variando su
comportamiento segun la concentracion y el tiempo.

Camele et al. (2021) realizaron una investigacion con el fin de identificar los
componentes predominantes de la menta piperita 'Kristinka y sus efectos antibacterianos y
antifangicos. Metodologia. Se evaluaron 8 placas Petri, con el método de difusion en disco para
las bacterias (clavibacter M.S., xanthomonas campestris, pseudomonas S. y P siringae) y con
el método de agregacion para los hongos (monilinia, aspergillus, penicilium y botritis), en
concentraciones del aceite esencial de la Mentha piperita de 0,1, 1 y 10 mg/ml para las bacterias
y 0,1, 1y 5 mg/ml para los hongos. Ademas de la concentracidn de los componentes principales
como el mentol y la mentona. Como resultados se encuentra que el aceite esencial de menta
mostré un mejor efecto antibacteriano contra P. siringae faseolicola con un diametro de 39,5
mm similar a la tetraciclina 1,6 mg/ml con el diametro de inhibicién de 40mm. Los resultados
de la actividad fungicida mostr6 la mayor inhibicién del crecimiento del micelio de B. cinerea
y P. expansion en placas a las dos proporciones evaluadas (1 'y 5 mg/mL), mientras que el aceite
esencial de menta a 5 mg/mL demostr6 la mayor inhibicién contra M. fructicola y A. niger. Se
evalué mediante el analisis estadistico de ANOVA 'y el SPSS versidn 13.0 Conclusion: el aceite
esencial mostré una actividad antibacteriana frente a las siguientes bacterias patégenas: P.
siringaep, V. faseolicola y C. michiganensis; sin embargo, mostré poco efecto contra P.

Savastanoi y ninguna actividad contra Campes tris. Por otra parte, la actividad bioldgica del



aceite esencial estudiado puede atribuirse en gran medida a su rico contenido en mentol
(70,08%) y mentona (14,49%).

Philip et al. (2020) ejecutaron un trabajo de investigacion con el fin de contrastar el
efecto inhibidor de diversos naturales (menta, canela, jengibre, romero, regaliz y xantorrizol,
farnesol y guayaba) ante el crecimiento bacteriano. Metodologia. Se evaluaron 9 placas Petri
con las bacterias (S. mutas y S. sanguinis), se ubicaron cinco pocillos de 5 mm de didmetro en
las placas petri con agar Muller-Hilton. Cada pocillo se carg6 con una fina espiral de papel de
filtro estéril (tres agentes de prueba, clorhexidina al 0.2% vy el control de vehiculo, 2%
DMSO/PBS). Después de la incubacion a 37°C durante 24 horas, se evalud la inhibicion
bacteriana. Siendo realizado cada experimento tres veces, en tres momentos diferentes.
Resultados: Se encontré que la méxima inhibicién del crecimiento bacteriano fue del
xantorrizol con una concentraciéon de 200ug/ml  de (13.2mm y 13,1mm), con respecto al S.
mutans y S. sanguinis, seguido de nuez moscada con una concentracion de 200ug/ml y el
didmetro de inhibicion de (11.8mm y 12.2mm), para S. mutans y S. sanguinis; la Mentha
piperita con una concentracion de 1ug/ml generd diametros del halo de inhibicién de (9.2mm
y 9.4mm) para el S. mutans y el S. sanguinis respectivamente donde se utiliz6 la prueba
estadistica T de student con el Software estadistico SPSS version 24. Conclusion: varios
productos naturales ejercieron efectos antibacterianos significativos.

Oliveira et al. (2020) realizarén un estudio con el objetivo de examinar los efectos
antibacterianos y antibiofilm de los aceites esenciales y pastas dentales a base de hierbas contra
las bacterias asociadas con enfermedades orales. Metodologia, se evaluardn los aceites
esenciales de la Canela (Cinnamomum zeylanicum),Romero (Rosmarinus officinalis),nuez
moscada (Myristica fragrans), naranja (citricos sinensis), menta (Mentha piperita),jengibre
(Zingiber officinale),orégano (Origanum vulgare), tomillo (Thymus vulgaris)y clavo (Eugenia

caryophyllata), Eucalipto (Eucalyptus citriodora), Mandarina (Citrus reticulata),cal (Citrus



aurantifolia) y Arbol de té (Melaleuca alternifolia) contra las bacterias Streptococcus mutans
ATCC 25175,enterococo faecalisATCC 19433,estafilococo aureus ATCC 29213 vy
Lactobacillus lactis 717297. Utilizando el método de disifusion de placa perforada.
Brevemente,100 uL de una suspension que contiene 10 unidades formadoras de colonias
(UFC)/ml de bacterias se esparcieron en placas de Petri que contenian agar Miiller-Hinton
(HiMedia). Se cortaron orificios con dimensiones diametrales de 5 mm y de longitud 3 mm en
el agar sembrado y se llenaron con 20 pL de aceite esencial a 50 mg/mL diluido en Tween 80
(Sigma-Aldrich). Se utilizaron colutorios con Tween 80 y gluconato de clorhexidina al 0,12 %
(Perio Gard, Colgate-Palmolive) como controles negativos y positivos, respectivamente. Las
muestras fueron incubadas a 37°C por 24 h'y se midieron las zonas de inhibicién. Resultados:
Los aceites esenciales de canela, orégano y tomillo produjeron mejores efectos frente al
crecimiento (8-11 mm) en S. mutans, E. faecalis., L. lactis., y S. Aureus. La actividad del aceite
de canela contra E. faecalis. Se asemejé al control positivo (gluconato de clorhexidina). El
aceite esencial de clavo mostr6 una actividad inhibitoria significativa contra S. Aureus. Y en
la prueba MIC, los aceites esenciales de canela 0.056%, orégano 0.315% y tomillo 0.625%
mostraron una inhibicidn fuerte y moderada S mutans. Las pastas dentales tienen una actividad
antibacteriana mas baja que el control positivo. Sin embargo, 17 de las 18 pastas dentales
fueron capaces de inhibir S. mutans de crecimiento, con halos de inhibicion de 6mm. La
significacion estadistica se midi6 usando la prueba T estudent Conclusiones: Los aceites
esenciales de canela, clavo, orégano y tomillo y las pastas dentales formuladas con estos
productos naturales mostraron actividad antibiopelicula y antibacteriana contra las bacterias
cariogénicas como el Streptococcus mutans.

Krishna et al. (2020) realizaron una investigacion con el objetivo de explorar el efecto
anti-biopelicula de las diversas combinaciones de extractos de hierbas y aceites esenciales

contra S. mutans que desempefia un papel central en la causa de la caries dental. Métodos: Se



prepararon por separado y se secaron extractos hidroalcoholicos de Terminalia chebula (T.
chebula), Psidium guajava (P. guajava), Azadirachta indica (A. indica) y Pongamia pinnata (P.
pinnata). Varias combinaciones de extractos de hierbas, asi como los aceites esenciales
Syzygium aromaticum (clavo) y Mentha piperita (aceite de menta), se probaron para
determinar su potencial anti-biopelicula en la superficie del vidrio. EI nimero de bacterias
adheridas (UFC/ml) se determino por el método de recuento en placa. Resultados: Se encontrd
que todas las combinaciones de extractos y aceites esenciales han mostrado actividad
antibiopeliculas. La proporcion 2:2:1:1 de extractos y 2:2 de aceites esenciales ha mostrado un
menor recuento de bacterias en comparacién con todas las demas proporciones
probadas. Ademas, la proporcion de extracto de hierbas de 2:2:1:1 ha mostrado una actividad
antibiopelicula significativa ((P<0,01) en comparacion con el enjuague bucal de clorhexidina
estandar. Conclusion: Estos hallazgos sugieren que los componentes activos presentes en los
extractos combinados podrian crear sinergia Actividad anti-biopelicula debido al efecto de
refuerzo de los componentes presentes en la mezcla combinada.

Mandava et al. (2019) ejecutaron un estudio teniendo como objetivo la evaluacién del
efecto antibacteriano de diferentes plantas medicinales contra el S mutans. Metodologia: En €l
se evaluaron cuatro extractos de las plantas (T. chebula, P juagava, A indica, P pinnata) en
diferentes concentraciones de (0.312, 0.625, 1.25, 2.5, 5.0 y 10) mg/ml, también dos aceites
esenciales (Mentha piperita y Syzygium aromaticum) con la concentracion de (3.125, 6.250,
12.500, 50.000, 100.000) mg/ml. Y el enjuague bucal de polihierbas de las plantas medicinales
mencionadas anteriormente comparando con la clorhexidina al 5%, frente a la
glusociltransferasa del S. mutans. Resultados: el extracto de A. Indica en la concentracién de
10mg/ml, obtuvo el 91.647% y presenta mayor inhibicién al S. mutans, el T. Chebula en la
concentracion de (0.312 y 5) mg/ml, present6 un porcentaje de inhibicion de 27.667 £ 0.664 y

77.367 £ 0.939%, ademas los aceites esenciales como la menta piperita en proporciones de



(25y 100) mg/ml presentd un aumento de inhibicién de 75,867 = 0,606 y 88,483 + 0,563 y
con respecto al aceite de clavo con una concentracion de 25 y 100 mg/ml presenté un valor de
inhibicion de 58,267 £ 0,960y 70,667 + 0,521 que inhibe la glucosiltransferasa del S. mutans.
El potencial inhibidor del colutorio oral polihierba se mostro significativo frente al S. mutans
(95,936) a comparacion del colutorio comercial a base de clorhexidina. El analisis estadistico
y la cinetoica enzimatica se realizo utilizando el Sofware Graph Pad Prism 5 Conclusion: La
planta medicinal de A. indica a una proporcién de 10mg/ml, presento mayor inhibicion contra
el S. mutans, con respecto a otras plantas medicinales, el aceite esencial de la menta piperita
tuvo mayor inhibicidn que el aceite del clavo a una concentracion de 100mg/ml. Ademas, el
enjuague bucal de polihierbas preparado con los cuatro extractos de plantas y dos aceites
esenciales mostro una inhibicion frente a los colutorios comerciales de clorhexidina.Krishna et
al. (2020) realizaron un estudio con el fin de explorar el efecto antibiopelicula de las diversas
combinaciones de extractos de hierbas y aceites esenciales contra S. mutans, quien es la
principal causa de la aparicion de lesiones cariosas. Métodos: Se prepararon por separado y se
secaron extractos hidroalcohdlicos de Terminalia chebula (T. chebula), Psidium guajava (P.
guajava), Azadirachta indica (A. indica) y Pongamia pinnata (P. pinnata). Varias
combinaciones de extractos de hierbas, asi como los aceites esenciales Syzygium aromaticum
(clavo) y Mentha piperita (aceite de menta), se probaron para determinar su potencial
antibiopelicula en la superficie del vidrio. EI nmero de bacterias adheridas (UFC/ml) se
evalué mediante el recuento en placa. Encontrandose que todas las combinaciones de extractos
y aceites esenciales han mostrado actividad antibiopeliculas. La proporcion 2:2:1:1 de
extractos y 2:2 de aceites esenciales ha mostrado un menor recuento de bacterias en
comparacion con todas las demas proporciones probadas. Ademas, la proporcion de extracto
de hierbas de 2:2:1:1 ha mostrado una actividad antibiopelicula significativa ((P<0,01) frente

al colutorio de clorhexidina comdn. Conclusién: Estos hallazgos sugieren que los componentes
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activos presentes en los extractos combinados podrian crear sinergia Actividad antibiopelicula
debido al efecto de refuerzo de los componentes presentes en la mezcla combinada.

Golestannejad et al. (2018) ejecutaron un estudio teniendo el objetivo de comparar y
evaluar la actividad antibacteriana de tres aceites esenciales Mentha arvensis, Mentha piperita
y Foeniculum vulgare mil contra S. mutans. Esto se desarroll6 mediante la difusion en disco,
evaluandose 6 placas Petri con una concentracion de 3,125, 6,25, 12,5, 25,50 y 100ug/ul de los
aceites esenciales (M. arvensis, M. piperita y F. vulgare) usando discos estériles de 6 mm
diametro que contiene 30l de cada concentracion contra la bacteria S. mutans. La zona de
inhibicion se midié después de 24, 48, 72 horas, evaludndose también la concentracion
inhibitoria minima (CMI) y la concentracion bactericida minima (CBM). Encontrando como
resultado que la Mentha piperita con una proporcion de 100 pg/pl, tuvo mayor halo de
inhibicion (10,48, 10,57, 11,25) mm con respecto a Foeniculum vulgare mill (9,82, 10,52,
11,06) mm, contra el S. mutans a las 24, 48, 72 horas la esencia de la Mentha arvenses es mas
eficaz. Con la menta piperita el CIM Y CBM fue de 10,5y 16,3 pug/ml. Donde se utilizé el
método One Way ANOVA usando el software SPSS. Concluyendo que el aceite esencial de la
M. piperita, a 00ug/pl, mostrd un efecto antimicrobiano significativo contra S. mutans en
comparacion con otros dos aceites esenciales, fue més efectivo.

Raghavan et al. (2018) presentaron un trabajo de investigacion con el fin de evaluar la
eficacia del extracto de la hoja de Mentha piperita contra tres patdgenos orales. Metodologia.
En él se evaluaron tres placas Petri, buscando evaluar el efecto inhibitorio del crecimiento
bacteriano de la Mentha P. y la clorhexidina al 0,2% como control positivo, contra las bacterias,
S. mutans, A. actinomycetemcomitans, y C. Albicans, durante 24 y 48 horas. Resultados, el
extracto de la Mentha P. y la Clorhexidina 0,2% tuvieron un halo de inhibiciéon maximo frente
al S. Mutans a las 24 horas de 20,16 £ 0,36 y 32,64 + 1,34 y a las 48 horas presentaron halos

de 34,18 + 1,46 y 40,11 £+ 0,98. Donde se utiliz6 la prueba estadistica ANOVA y el SPSS
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version 21. Teniendo como conclusién que la M. piperita presenta un mejor efecto
antimicrobiano frente a los microorganismos orales y se puede utilizar como medicina
alternativa y como complemento de la terapia convencional.

Tardugno et al. (2017) presentaron un estudio de investigacion con el objetivo de
evaluar la composicion fotoquimica de los aceites esenciales y sus componentes
antimicrobianas. Metodologia: evaluaron dos placas Petri, mediante la difusion en agar, para
ver los efectos de inhibicidn, de los aceites esenciales de E. globulus E. caryophyllata I. verum
L x intermediaGrosso L. intermediasumiano L. scoparium m. alternifolia M. arvensis M.
communis M. piperita R. officinalis S. officinalis T. capitatus y vulgares, contra la actividad
inhibitoria de Lactobacillus spp. Y S. mutans, escogiendo solo cinco extractos (E.
caryophyllata, L. scoparium, R. officinalis, T. capitatus y vulgaris) del grupo inicial para una
investigacion adicional sobre la actividad antimicrobiana. Los resultados obtenidos en este
segundo cribado fueron interesantes al tener en cuenta que los aceites esenciales se diluyeron
al 0,5% v/v. Resultados: Los aceites esenciales de M. arvensis asociado con E. caryophyllatay
L y Scoparium, con una concentracion de 0,5%. la actividad antimicrobiana. mostré una
actividad débil tanto en relacion 2:1 como 1:2 (v/v), aunque M. arvensis y R. officinalis la
asociacion fue poco activa y la asociacion entre M. arvensis y T. capitatus, y M. arvensis y
vulgaris; en ambos casos, el doble de la cantidad de aceite esencial con respecto al aceite
esencial de M. arvensis aumento la actividad antimicrobiana. Se uso la prueba estadistica de
ANOVA con el SPSS version 21 Conclusion. El aceite esencial de R. officinalis mostro una
buena actividad contra todas las cepas de Lactobacillusspp. y la cepa de S. mutans mostro el
valor més bajo de MIC (1 uL/mL). Y los efectos inhibitorios mas leves contra las dos cepas de
Lactobacilos spp. y S. mutans se obtuvieron con M. arvensis, M. peperita M. communis, S.

officinalis, T. capitatus y vulgaris.
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Wiwattanarattanabut et al. (2017) presentaron un estudio donde el objetivo fue de
evaluar los efectos antimicrobianos y antiplaca de algunas hierbas medicinales contra S. mutans
y Lactonbacillius casei. Metodologia: se evaluaron 21 placas Petri, para evaluar el efecto
inhibitorio de diferentes aceites esenciales al 20% de su concentracion extraidos de la albahaca
dulce (Ocimum basilicum), Corteza de canela(Cinnamomum zeylanicum), hinojo
dulce(Foeniculum vulgare), lima kaffir (Citrus hystrix), pimienta negra (Piper negro), menta
(Mentha piperita) y menta verde (Mentha spicata) contra las bacterias cariogénicas
(Streptococcus mutans KPSK2 y Lactobacillus casei), mediante la difusion sobre el disco de
agar, teniendo como control positivo la clorhexidina al 0.2% y DMSO al 10% como control
negativo, y también se utiliz6 el método microdilucio en caldo, donde se determin6 el CMI Y
MBC. Resultados: la maxima inhibicion bacteriana planctonicas fue del aceite esencial de la
corteza de la canela con una concentracion del 20%, con un halo de inhibicion de 32,17 £ 1,32
Para el S mutany 17,33 + 1,03 para Lactobacillius casei, ademas los valores del CMI y CBM
del aceite esencia el canela mostro mayor inhibicion de 0.8% para el mutans y 0.16% para
lactobacillius. Se usoé la prueba estadistica de ANOVA y el SPSS version 18 Conclusién: Los
aceites esenciales de canela, albahaca, la menta piperita, menta verde, hinojo, lima caffir y
pimienta negra poseen efectos antiplaca y anticariogénicos, especialmente la corteza de canela,
muestra potentes propiedades medicinales que incluyen antimicrobiano (contra las bacterias
cariogénicas plancténicas).

1.3.  Objetivos
1.3.1. Objetivo general

Evaluar la actividad antibacteriana de la Mentha piperita sobre el Streptococcus mutans

ATCC 25175, in vitro.

1.3.2. Objetivos especificos
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Determinar los halos inhibicién antibacteriana in vitro del extracto de Mentha piperita
al 25%, 50% y 100% vy la clorhexidina al 0,12% sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175
a las 24 horas.

Determinar los halos inhibicién antibacteriana in vitro del extracto de Mentha piperita
al 25%, 50% y 100% vy la clorhexidina al 0,12% sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175
a las 48 horas.

Determinar los halos inhibicién antibacteriana in vitro del extracto de Mentha piperita
al 25%, 50% y 100% vy la clorhexidina al 0,12% sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175
a las 72 horas.
1.4.  Justificacion
1.4.1. Teorica

La presente investigacion nos ayudara a extender el conocimiento sobre la existencia
de los efectos y usos en odontologia de las plantas medicinales como la Mentha piperita que
presenta actividades antimicrobianas para prevenir las patologias de mayor incidencia
relacionadas a enfermedades bucales en nuestra poblacion como las lesiones cariosas,
inflamacién gingival y afecciones periodontales, enfermedades de alta prevalencia a nivel
nacional e internacional.
1.4.2. Practica

En el aspecto practico, este estudio nos permitira al profesional tener mas alternativas
para crear productos como colutorios o pastas dentales, medicina natural, compuestos por
elementos propios de esta planta con propiedades antimicrobianas que pueda reducir asi las
enfermedades méas frecuentes en la cavidad bucal. En términos practicos, este estudio
proporcionara al profesional mas opciones para la creacion de productos como colutorios o

pastas dentales, medicamentos naturales. Estos ultimos deben incluir compuestos quimicos
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originarios de esta planta con caracteristicas antimicrobianas que puedan disminuir de esta
manera las enfermedades mas comunes en la cavidad oral.

Se buscara contrastar el efecto antimicrobiano de la Mentha piperita con el gluconato
de clorhexidina, que se utiliza normalmente en las consultas de odontologia, para asi
considerarlo como una opcion natural. Ademas de fomentar el estudio de otras plantas
medicinales presentes en nuestro pais, gracias a su diversidad botanica.

1.4.3. Social

En lo social, este analisis favoreceria a los pacientes afectados por las enfermedades
mas comunes, al ofrecer productos naturales de facil acceso e incluso méas asequibles que no
tienen efectos negativos como los productos de higiene oral tradicionales. Por otro lado, se
sensibilizara a la poblacion acerca de las ventajas de la Mentha piperita como agente
antibacteriano, lo que podria convertirse en una opcién para prevenir y tratar las enfermedades
bucales mas habituales en la sociedad. Siendo una opcién con mejores beneficios, menores
riesgos y destacando su accesibilidad para la poblacion en general.

1.5. Hipotesis
Existe una buena actividad antibacteriana de la Mentha piperita sobre el Streptococcus

mutans ATCC 25175, in vitro.
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1. MARCO TEORICO
2.1.  Bases tedricas sobre el tema de investigacion
2.1.1. Medicina alternativa con plantas

El uso de plantas medicinales o productos naturales ha sido una de las estrategias mas
exitosas para el descubrimiento de nuevos medicamentos. Ya se ha informado que existe un
gran potencial antibacteriano en los compuestos extraidos de plantas y con esto nos adentramos
en un mundo lleno de posibilidades frente a la busqueda del componente ideal frente a los
microorganismos (Mandava et al., 2019).

Es una alternativa atractiva a los biocidas orales tradicionales para la prevencién de
caries a largo plazo. Se ha demostrado que los fitoquimicos reducen el desarrollo de la placa
dental, influyen en la adhesién bacteriana y reducen los sintomas de las enfermedades orales
(Philip et al., 2019).

2.1.2. Menta

Las mentas son plantas herbaceas con una coleccién de mas de 60 especies
pertenecientes a la familia Lamiaceae originarias de la cuenca mediterranea y extendidas por
todo el mundo, ya era considerada en la medicina egipcia, griega y roma debido a sus atributos
positivos para la salud de la poblacion (Raghavan et al., 2018).

Las mentas se utilizan como agentes aromatizantes en alimentos, bebidas, gomas de
mascar y dulces, Se considera una verdura de hoja saludable debido a sus vitaminas y nutrientes
minerales (Wei et al., 2023).

Algunas especies comunes del género Mentha incluyen M. rotundifolia, M. arvensis,
M. piperita, M. pulegium, M. longifolia, M. aquatica, M. spicata, y M. suaveolens (Eftekhari
etal., 2021).

2.1.2.1. Mentha piperita. Pertenece a la familia Lamiaceae, siendo de las mas

utilizadas en todo el mundo, esta planta por naturaleza se origind por un hibrido espontaneo
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natural entre M viridis y M. acudtica, es originaria en las regiones mediterraneas, hacia el este
en Asia y en Europa (Raghavan et al., 2018).

La menta se cultiva a partir de rizomas y se cosecha al comienzo de la floracién para
obtener el maximo rendimiento de aceites esenciales de alta calidad (Zhao et al., 2022).

La morfologia de la menta piperita, presenta una altura de 30-100 cm, su hoja es verde
oscuro, glabras o por debajo de las venas erizadas y densamente glandulares, ricas en
polifenoles, la flor es Color blanca, 16bulos con halo rosa, verticilaster en forma de espiga en
las puntas de tallos y ramas (Fecka et al., 2023).

Cerca del 80% de los habitantes, de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), muestran interés en el uso de la medicina tradicional (Wei et al., 2023).

2.1.2.2. Taxonomia de la menta piperita. Es de orden: Tubuliflorae. Familia: Labiatae
(Lamiaceae). Género: Mentha. Especie: Mentha piperita. Nombre comin: Menta. Principio
activo: Mentol, mentona (Trevisan et al., 2017).

2.1.2.3. Fotoquimica de la menta piperita. En sus componentes el mentol represento
alrededor del 36 %, la mentona el 21 %, el acetato de mentilo el 7 %, el eucaliptol el 7 %, la
isomentona el 5 %, el neomentol el 4 %, el mentofurano el 3 %, el dimoneno el 2 %, el b-
cariofileno el 2 %, la pulegona el 1 % y b-pineno 1%, los cuales son componentes que
contribuyeron a la salud humana (Fecka et al., 2023).

Los principales componentes volatiles de la menta incluyen: mentol, mentona, acetato
de mentilo, mentofurano y 1,8-cineol, etc. y Los componentes no volatiles presentes en la
menta son: flavonoides, acidos fenolicos, aminoacidos, nucleétidos, terpenoides, Los
principales componentes activos de la menta tienen efectos antiinflamatorios y antivirales;
mientras que el mentol y el cineol tienen una buena actividad antibacteriana (Fecka et al.,

2023).
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Ademas, la M. piperita es rico en compuestos fendlicos, como saponinas, &cido
ursolico, rutina, quercetina, naringenina y kaempferol (Parastar et al., 2023).

Los compuestos fendlicos son conocidos por sus propiedades antioxidantes y se
encuentran entre las fuentes mas importantes de antioxidantes en la dieta de los humanos. Las
propiedades antioxidantes de la menta piperita son importantes para prevenir procesos
inflamatorios y dislipidémicos, asi como varias enfermedades cronico y degenerativas como
diabetes y enfermedades cardiovasculares (Skrypnik et al., 2022).

Las hojas de M. piperita contienen principalmente flavonoides, acidos fendlicos y
algunos de los compuestos son mentol, mentona, acido cafeico, acetaldehido, alcohol amilico,
ésteres de mentilo, limoneno, pineno, glucosidos cardiales, felandreno, cadineno, pugelona y
sulfuro de dimetilo (Trevisan et al., 2017).

Los componentes de la menta consisten principalmente en mentol, mentona, neomentol
e iso-mentona, es una mezcla de metabolitos secundarios bioldgicamente activos con
actividades antiinflamatorias, antibacterianas, antivirales (Zhao et al., 2022).

Estudios previos revelaron que la mayoria de los aceites esenciales de menta son ricos
en pulegona, mentona, mentol, carvona, 1,8-cineol, limoneno y B cariofileno. Con respecto a
la composicion quimica de la menta, algunos estudios han analizado su composicién quimica
y los principales constituyentes individuales y encontraron que el porcentaje respectivo de
diferentes especies de menta variaba segun el origen de la planta (Camele et al., 2021).

2.1.2.4. Principales efectos de la menta piperita. Son las siguiente:

A. Propiedades antioxidantes de la M. Piperita. Existe un interés creciente en la
utilizacién de antioxidantes naturales de origen vegetal debido a su naturaleza mas segura y
beneficios medicinales en comparacion con las formulaciones sintéticas. En este sentido, los

componentes obtenidos mediante extractos y aceites esenciales de diversas plantas con efectos



18

curativos y beneficiosos, se han ido investigando como una fuente prometedora de agentes
antioxidantes efectivos (Tafrihi et al., 2021).

Entre los solventes empleados, extractos metandlicos de M. piperita las hojas
mostraron niveles cuantitativos mas altos de fenoles y flavonoides totales. Sin embargo, los
antioxidantes cualitativos significativos se observaron en los extractos etanolicos de M.
piperita con eriocitrina, acido rosmarinico y naringenina-7-o-glucésido. Los extractos de M.
piperita mostraron una propiedad antioxidante significativa evidenciada por una mayor
reduccion de hierro (I11), una mayor eficiencia en DPPH, ABTS "y H, O propiedades de
eliminacion de radicales libres. Informes recientes determinaron los compuestos quimicos
volatiles en M. piperita y evidenciaron sus propiedades (Wei et al., 2023).

B. Actividad antibacteriana de M. Piperita. Las actividades antibacterianas de M.
piperita se han investigado ampliamente. Los extractos pueden potencialmente inhibir el
incremnento de diversos microorganismos bacterianos Gram+ y Gram-. EI mentol, un alcohol
monoterpénico ciclico, tiene una buena actividad antimicrobiana, Se identific6 como el
principal compuesto antimicrobiano de M. piperita. es un mecanismo inhibidor relacionado
con la membrana. Asimismo, la funcion antibacteriana de los terpenoides también sugiri6 que
su sitio de accion estaba en la bicapa de fosfolipidos, lo que modificaria la permeabilidad de la
membrana y provocaria la fuga de sustancias intracelulares. En relacion a la Menta piperita, se
encontré que su extractoa base de acetato de etilo tenia mayor actividad inhibitoria
antibacteriana, seguido por los extractos de cloroformo, etanol y metanol, el aceite de M.
piperita es mas eficaz frente a microorganismos Gram + sobre las Gram-. Esto podria deberse
a la existencia de lipopolisacaridos presentes en las bacterias Gram-, encontrandose en su
membrana mas externa lo que podria aumentar su resistencia a las sustancias antibacterianas

(Wei et al., 2023).
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La creciente evidencia indica que la menta piperita puede proteger farmacoldgicamente
los sistemas gastrointestinal, hepatico, renal, cutaneo, respiratorio, cerebral y nervioso, y
ejercer efectos hipoglucémicos e hipolipidémicos (Zhao et al., 2022).

2.1.3. Caries dental

La enfermedad de caries dental se puede definir como una disbiosis mediada por
biopeliculas que involucra cambios en la composicion y funcion del microbioma, que puede
llevar a la perdida de minerales en los tejidos dentinarios (esmalte y dentina) por el acido
producido por bacterias orales seleccionadas, como resultado de la fermentacion de la dieta.
Cuando el proceso de fermentacion se ve favorecido por la ingestidn excesiva y/o frecuente de
azucares fermentables, la capacidad amortiguadora de la saliva no es suficiente para neutralizar
el desafio acido y la reduccion constante del pH (Ribeiro y Paster, 2023).

El ambiente acido afecta la actividad metabdlica de los microorganismos orales y
exhibe una seleccion inducida por acido, aumentando las proporciones de bacterias
acidogénicas y aciduricas, tales como Streptococcus mutans (S. mutans), que es una las
principales bacterias cariogénicas que generan una caida prolongada en el valor de pH de la
biopelicula cariogénica, lo que lleva a la desmineralizacion del tejido dental duro y al desarrollo
de caries dental cuando el valor cae por debajo de 5,5 0 menos (Wang et al., 2023).

La OMS menciona que existe una notable disparidad en los programas preventivos
entre naciones, conllevando a que la caries dental siga siendo un problema significativo de
salud oral. Siendo esta una dolencia cronica e infecciosa que requiere la participacion de
diversos factores de riesgo bioldgicos, personales y comunitarios. Cada tactica para controlar
la caries debe considerar el entorno social y de salud, enfocandose en la supresion de los
factores de riesgo (Zanini et al., 2022).

2.1.4. Streptococcus mutans
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El Streptococcus mutans se presenta como una bacteria en forma de cocos, altamente
patogénico, de naturaleza Gram+, de facultad anaerobica, con una alta energia libre superficial
y una alta tendencia a adherirse a superficies como el esmalte dental, ademas de ser un
predecesor indiscutible de la caries dental, cominmente hallado en la boca (Montenegro et al.,
2023).

Streptococcus mutans codifica glucocil transferasa (GTF) que pueden convertir los
almidones de la dieta en polimeros extracelulares como el glucano. Este Gltimo puede unirse a
la pelicula dental y luego permitir la unidon de otras bacterias, incluidas S. sanguinis, S.
oralis y Lactobacillus sp. Los GTF mejoran la formacion de biopeliculas y promueven la
colonizacién de bacterias cariogénicas (lacopetta et al., 2023).

Esta bacteria produce un proceso fisioldgico y de transcripcién conocido como
respuesta de tolerancia &cida, un atributo que facilita la defensa de la célula en la amortiguacion
del citoplasma mediante alteraciones en la composicion lipidica de la membrana en un entorno
de diversidad ecoldgica como la que se encuentra en la cavidad oral (Montenegro et al., 2023).

Uno de los mecanismos patogénicos mas importantes de esta bacteria es su capacidad
de adherencia mediante interacciones electrostaticas y quimicas para adherirse a las superficies
dentales y otras bacterias a partir de sus componentes moleculares (&cidos
teicoicos/lipoteicoicos, glucosil/fructosil transferasas y proteinas de unién) involucrados en
una matriz extracelular compleja. También actia como fermentador de varios compuestos
fermentables (glucosa, lactosa, rafinosa, manitol, insulina y salicina) que producen acidos
(&cidos lacticos, propidnico, acético y formico) que resultan del proceso de desmineralizacion
del esmalte dental (Nafarrate-Valdez et al., 2022).

A su vez, reduce el pH de los tejidos dentarios como el esmalte y la dentina por debajo
de un nivel critico en el rango de 5.2 a 5.5 lo que resulta en la desmineralizacion de la estructura

dental. La desmineralizacion del esmalte dental, es un proceso de disolucion de los cristales
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de apatita y la pérdida neta de calcio (Ca2+), magnesio (Mg2+), fosforo destino (PO4-), y
otros iones de la superficie del diente. En tal sentido, la pérdida de Ca2+determina

principalmente el grado de progresion de la caries (Nafarrate-Valdez et al., 2022).
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I1l.  METODO

3.1.  Tipo de investigacion

Experimental, comparativo, longitudinal y prospectivo.
3.2.  Ambito temporal y espacial

El extracto hidroetanolico de la Mentha piperita fue elaborada en el Laboratorio del
Centro de Control Analitico de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UNMSM vy el
analisis microbiologico se desarrollo en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Nacional Federico Villareal durante el afio 2024.
3.3.  Variables
3.3.1. Variable dependiente

Actividad antimicrobiana contra Streptococcus mutans.
3.3.2. Variable independiente

Extracto de Mentha piperita al 25%, 50% y 100%

Gluconato de clorhexidina al 0.12%
3.3.3. Variable interviniente

Tiempo.



3.3.4. Operacionalizacion de variables

Variables Definicion operacional Indicador Escala Valores

Actividad antimicrobiana Atributo que tiene un | Medida del halo de | Cuantitativa de | Halos de inhibicion en
elemento o sustancia para | inhibicion Razon milimetros
generar la inhibicion o
muerte bacteriana.

Extracto de Mentha piperita | Extracto elaborado a base | Concentracion del | Cualitativa Ordinal | - 25%
de hojas de Mentha | extracto de Mentha - 50%
piperita y que estan en | piperita - 100%
diferentes concentraciones.

Tiempo Tiempo  del cultivo | Horas Cuantitativa - 24 horas
expuesto al extracto - 48 horas

- 72 horas

23
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3.4. Poblacion y muestra

La poblacién estudiada estuvo conformada por cultivos de la cepa de Streptococcus
mutans dispuestas en placas Petri.

La muestra se formo6 con las placas Petri con cultivos de la cepa de Streptococcus
mutans que cumplan con los requisitos de seleccion, el niUmero por cada grupo experimental
se obtuvo mediante la formula de diferencia de medias, con los datos de nuestro antecedente
directo, el estudio de Raghavan et al. (2018).

N = (Za + Zb)z- (512 + S%)

(%1 — x2)?

Donde:

a = Posibilidad de error tipo |

B = Posibilidad de error tipo Il

Z,= Riesgo deseado= 1,96 (95%)
Zy = Poder estadistico= 1, 28 (90%)
s = desviacion estandar

(1,96 +1,28)%(8,74)

(5,43)?
_(10,4976)(2)(8,74)
B 29,48

n=311=4

Teniendo como resultado 3.11, lo que nos indica un minimo de 4 cultivos por grupo,
pero, para tener un resultado mas preciso, se analiz6 10 cultivos por grupo estudiado.
3.4.1. Criterios de Seleccion

3.4.1.1. Criterios de inclusion. Placas Petri con cepas de Streptococcus mutans. Placas
Petri con cepas de S. mutans en buen estado de conservacion. Placas Petri con cepas de

Streptococcus mutans evaluadas a las 24, 48 'y 72 horas.
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3.4.1.2. Criterios de exclusion. Placas Petri con cepas contaminadas. Placas Petri que
no generaron cultivos de S. mutans. S. mutans en mal estado de conservacion sobre placas
Petri.
3.5.  Instrumentos
3.5.1. Materiales

Ficha de recoleccidon de datos, hisopos, placas Petri, papel kraff, Matraces Erlenmeyer,
tubos de prueba, pinzas y mechero.
3.5.3. Insumos

Clorhexidina 0.12% Perioaid, agua destilada Alkofar, agar Muller Hilton y alcohol al
96°.
3.5.4. Equipos

Incubadora Incucell, esterilizador Memmert, autoclave Daihan Scientific, balanza
digital Gehaka, cocina eléctrica Vissioner y regla Vernnier digital.
3.6.  Procedimientos
3.6.1. Elaboracion del Extracto Hidroetandélico de Mentha piperita

Se empezé a investigar el lugar de procedencia del cultivo de la planta de la Mentha
piperita, una vez identificado la procedencia de la especie en el herbario de la Universidad
Nacional Agraria de la Molina, se recolecto una muestra para la determinacion taxonémica de
la especie en el Herbario del Museo de Historia Natural de la UNMSM.

Se esperd un tiempo de 4 meses para el crecimiento y maduracion hasta su periodo de
floracion para asi obtener su mayor beneficio en la elaboracion del extracto.

Se recolecto 2kg de hojas de menta piperita, donde fuerdn trasladadas a las instalaciones
del Centro de Control Analitico de la Facultad de Farmacia y Bioquimica UNMSM.

Posteriormente las hojas de Mentha piperita fueron lavadas, separadas del tallo y

secadas a temperatura ambiente. Se rotularon en 4 bolsas herméticas, luego fueron llevadas al
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laboratorio del Centro de Control Analitico de la facultad de Farmacia y Bioquimica de la
UNMSM, para la elaboracion del extracto hidroetanolico de la Menta piperita.

En el laboratorio, las hojas de Mentha piperita fuerdn secadas encima de papel kraff y
llevadas a la estufa para un secado final en un periodo de 4 dias. Una vez pasado el tiempo se
procedio a moler las hojas secas en particulas mas pequefias. A continuacion, se pesé la
cantidad de 500 gramos y se vertid en un frasco ambar con una mezcla de alcohol 96° (500mL.)
y agua destilada (500mL) durante 7 dias, en los cuales diariamente fue homogenizado, pasado
el tiempo se filtro el extracto con la ayuda de la bomba de vacio, luego se vertié en dos platos
de secado y se realizo la concentracion de éste con la ayuda de la estufa a 40°C en un lapso de
4 dias. Posteriormente, se retird los dos platos de la estufa y se procedi6 con el raspado donde
se obtuvo el extracto hidroetandlico de la Mentha piperita que se vertio en un frasco herméticos
de vidrio de coloracion ambar, con refrigeracion controlada a 4 °C. Luego este extracto fue
diluido a las concentraciones de 25%, 50% y 100%.

3.6.2. Obtencidn de la Cepa

La cepa empleada fue de Streptococcus mutans ATCC 25175, obtenido en el
laboratorio peruano de biologia molecular Gen-Lab, que posee una acreditacion de
investigaciones que aseguran su estado.

3.6.3. Preparacion de los Medios de Cultivos

Se esterilizd las 10 placas Petri, los matraces Erlenmeyer, los tubos de prueba, y pinzas
en el autoclave a 121°C por 15 minutos y 15 libras de presion, luego se escurrié y se empaqueto
con papel Kraff donde se llevo a la esterilizadora a 180°C por 1 hora.

Para la preparacion del medio de cultivo se utilizé el agar Muller Hinton y de acuerdo
a las instrucciones del fabricante. Con la ayuda del matraz Erlenmeyer se suspendié 300 ml de
agua destilada estéril y 19 gramos del agar Miller Hinton, con una tapa de algodon estéril se

agito la mezcla y se llevo a ebullicion, donde se obtuvo una disolucion homogénea.
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A continuacion, se llevo el matraz con la mezcla al autoclave a 121°C por 15 minutos
y 15 libras de presion y se dejo enfriar aproximadamente a 40°C para poder retirar el medio de
cultivo en un estado liquido. Consecuentemente se realizd el vaciado de 20ml
aproximadamente de la mezcla a las diez placas Petri previamente esterilizadas, donde se dejo
reposar hasta que se solidifiqgue a temperatura de ambiente, siempre acompafiado con el
mechero a una distancia no mayor a 20cm para evitar cualquier contaminacion del medio
ambiente.

Posteriormente se llevo las placas con el medio de cultivo solidificados a la incubadora
a 37°C por 24 horas para control. Transcurrido las 24 horas se reviso las placas con el medio
de cultivo para verificar que estén en buen estado y sin presencia de colonias contaminadas.
3.6.4. Analisis Microbiologico

En la activacion de la cepa de Streptococcus mutans se utilizé una placa Petri con el
medio de cultivo de agar Muller Hilton en estado solido y con la ayuda de un hisopo de punta
de algoddn se realizo el sembrado con el método de difusidn y siempre acompafiado en cada
momento con el mechero a una distancia no mayor de 20 cm. Posteriormente se llevo a la
incubadora a 37°C por 24 horas, donde se obtuvo las colonias.

Una vez obtenido las colonias y con la ayuda de un hisopo de punta de algoddn estéril
se embebid en agua destilada para extraer las colonias del Streptococcus mutans donde se
sembrd la cepa por el método de difusidén o Kirby Bauer en toda la superficie y girando en un
angulo de 60° en las diez placas Petri con el medio de cultivo agar Muller Hinton y acompafiado
con el mechero a una distancia no mayor de 20 cm.

Una vez realizado el sembrado y con la ayuda de una pinza se colocé los discos en
forma equidistantes y embebidos en las concentraciones previamente preparadas del extracto
hidroetanolico de la Mentha piperita al 100%, 50% y 25%, como control positivo la

clorhexidina al 0.12% y como control negativo el agua destilada en las diez placas petri.
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A continuacién, se llevo las diez placas petri a la incubadora a 37°C donde fue
programada por 72 horas, se realizé las lecturas a las 24, 48 y 72 horas los halos de inhibicion,
donde se midieron con una regla Vernier digital y se registraron en la ficha recoleccién de
datos.

3.7.  Anadlisis de Datos

Para el anélisis estadistico se formo una base de datos en Microsoft Excel, siendo
llevado al programa SPSS Statistics 25, realizandose el analisis descriptivo de los datos para
cuantificar los halos de inhibicion. Se evalu6 la normalidad a través del test de Shapiro-Wilks
y se opto por la prueba paramétrica ANOVA, aplicanse una significancia estadistica de p <
0.05 en todas las pruebas realizadas.

3.8.  Consideraciones éticas

El Comité de Etica en Investigacion de la Facultad de Odontologia de la Universidad
Nacional Federico Villarreal otorgd la aprobacion para la realizacién de esta investigacion.
Ademas, se respetaron los estandares de bioseguridad y las regulaciones de la préactica de
laboratorio para la obtencion de resultados fiables, previniendo sucesos negativos que
comprometan la calidad de los resultados. Ademas, se honraron las referencias de autores

respetando la propiedad intelectual y normas APA.
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IV. RESULTADOS
En el presente estudid, fue evaluada la actividad antibacteriana de la Mentha piperita
sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175, in vitro, por medio de la medicion de la longitud
de los halos de inhibicion a las 24, 48 y 72 horas.
Tabla 1
Halos de inhibicion antibacteriana in vitro del extracto de Mentha piperita al 25%, 50% y

100% vy la clorhexidina al 0,12% sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 24 horas

Sustancia experimental 24 horas Valor

Media Desviacion estandar MinimoMaximo p

Extracto con Mentha piperita 100% 11,05 0,54 10,22 11,80 <0,001
Extracto con Mentha piperita 50% 8,66 0,39 8,25 9,56
Extracto con Mentha piperita 25% 7,73 0,18 7,46 7,99
Clorhexidina al 0,12% 12,61 0,40 12,15 13,50
Figural

Halos de inhibicion antibacteriana in vitro del extracto de Mentha piperita al 25%, 50% y
100% y la clorhexidina al 0,12% sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 24 horas

Barras simples Media de 24 horas por Sustancia experimental

15,00

1000

Media 24 horas

500

Extracto con Mentha Extracto con Mentha Extracto con Mentha  Clorhexidina al 0,12%
piperita 100% piperita 50% piperita 25%

Sustancia experimental
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Nota. De latabla 1y figura 1 se observa que con respecto a los halos de inhibicién de la Mentha
piperita y la clorhexidina a las 24 horas, se encontro que la concentracion al 100% obtuvo un
promedio de 11,05 = 0,54 mm, que la concentracion al 50% obtuvo un promedio de 8,66 +
0,39 mm, que la concentracion al 25% obtuvo un promedio de 7,73 £ 0,18 mm y que la
concentracion de clorhexidina obtuvo un promedio de 12,61 £ 0,40 mm. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p<0,001) al realizar la Prueba ANOVA.

Tabla 2

Halos de inhibicion antibacteriana in vitro del extracto de Mentha piperita al 25%, 50% vy

100% vy la clorhexidina al 0,12% sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 48 horas

48 horas Valor
Sustancia experimental MediaDesviacion estdndar MinimoMaximop
Extracto con Mentha piperita 100% 11,56 0,63 10,70 12,50 <0,001
Extracto con Mentha piperita 50% 9,30 0,54 8,65 10,50
Extracto con Mentha piperita 25% 8,15 0,32 7,70 8,50
Clorhexidina al 0,12% 13,04 0,37 12,67 13,60

Figura 2
Halos de inhibicion antibacteriana in vitro del extracto de Mentha piperita al 25%, 50% y

100% vy la clorhexidina al 0,12% sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 48 horas
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Barras simples Media de 48 horas por Sustancia experimental

15,00

10,00

Media48 horas

5,00

0,00

Extracto con Mentha Extracto con Mentha Extracto con Mentha  Clorhexidina al 0,12%
piperita 100% piperita 50% piperita 25%

Sustancia experimental

Nota. De latabla 2 y figura 2 se observa que con respecto a los halos de inhibicion de la Mentha
piperita y la clorhexidina a las 48 horas, se encontr6 que la concentracion al 100% obtuvo un
promedio de 11,56 + 0,63 mm, que la concentracion al 50% obtuvo un promedio de 9,30 +
0,54 mm, que la concentracion al 25% obtuvo un promedio de 8,15 + 0,32 mm y que la
concentracion de clorhexidina obtuvo un promedio de 13,04 £ 0,37 mm. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p<0,001) al realizar la Prueba ANOVA.

Tabla 3

Halos de inhibicion antibacteriana in vitro del extracto de Mentha piperita al 25%, 50% y

100% y la clorhexidina al 0,12% sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 72 horas

72 horas Valor
Sustancia experimental MediaDesviacion estdndar MinimoMaximop
Extracto con Mentha piperita 100% 12,09 0,54 11,30 12,88 <0,001
Extracto con Mentha piperita 50% 9,74 0,58 9,10 11,20
Extracto con Mentha piperita 25% 8,53 0,27 7,98 8,89

Clorhexidina al 0,12%0 13,35 0,37 12,88 13,89
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Figura 3
Halos de inhibicion antibacteriana in vitro del extracto de Mentha piperita al 25%, 50% y

100% vy la clorhexidina al 0,12% sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 72 horas

Barras simples Media de 72 horas por Sustancia experimental

15,00

10,00

Media 72 horas

5,00

0,00

Extracto con Mentha Extracto con Mentha Extracto con Mentha  Clorhexidina al 0,12%
piperita 100% piperita 50% piperita 25%

Sustancia experimental

Nota. De latabla 3 y figura 3 se observa que con respecto a los halos de inhibicién de la Mentha
piperita y la clorhexidina a las 72 horas, se encontrd que la concentracion al 100% obtuvo un
promedio de 12,09 + 0,54 mm, que la concentracion al 50% obtuvo un promedio de 9,74 £
0,58 mm, que la concentracion al 25% obtuvo un promedio de 8,53 £ 0,27 mm y que la
concentracion de clorhexidina obtuvo un promedio de 13,35 + 0,37 mm. Se encontraron

diferencias estadisticamente significativas (p<0,001) al realizar la Prueba ANOVA.



33

Tabla 4
Halos de inhibicion antibacteriana in vitro del extracto de Mentha piperita al 25%, 50% y

100% y la clorhexidina al 0,12% sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 24,48y 72

horas
Sustancia experimental Desviacion Valor p
Media estandar
Extracto con Mentha piperita24 horas 11,05 0,54 <0,001
100% 48 horas 11,56 0,63
72 horas 12,09 0,54
Extracto con Mentha piperita24 horas 8,66 0,39 <0,001
50% 48 horas 9,30 0,54
72 horas 9,74 0,58
Extracto con Mentha piperita24 horas 7,73 0,18 <0,001
25% 48 horas 8,15 0,32
72 horas 8,53 0,27
Clorhexidina al 0,12% 24 horas 12,61 0,40 <0,001
48 horas 13,04 0,37
72 horas 13,35 0,37

Nota. De la tabla 4 se observa que en los extractos al 100%, 50%y 25% existen diferencias a

las 24,48 y 72 horas estadisticamente significativas (p<0,001) al realizar la prueba ANOVA
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

El presente trabajado de investigacion tuvo como objetivo evaluar la actividad
antibacteriana de la Mentha piperita sobre el Streptococcus mutans ATCC 25175, in vitro.

En nuestros resultados encontramos a las 24 horas, que el extracto de Mentha piperita
al 100% obtuvo un promedio de 11,05 £ 0,54 mm. Mientras que el resultado de Raghavan et
al. (2018) encontré un promedio de 20,16 £+ 0,36mm. Y con respecto a la clorhexidina como
control positivo en nuestro estudio se encontré 12,61 + 0,40 mm y Reghavan et al. (2018)
encontraron un promedio de 32,64 + 1,34 de la clorhexidina. Resultados que fueron los mas
altos porque a pesar de utilizar extractos de Mentha piperita, nuestro extracto fue de tipo
hidroetandlico, mientras que el de Rghavan fue de tipo acuoso.

Por otro lado, Loja (2023) encontrd que a las 24 horas el extracto de Mentha piperita al
50% obtuvo un promedio de 0,83 + 0,835 mm y el extracto al 25% obtuvo un halo de 0,58 +
0,515 mm. También Azmi et al. (2024) encontr6 que a las 24 horas el extracto de Mentha
piperita al 50% obtuvo un promedio de 4,87 + 4,12 mm y el extracto al 25% obtuvo un halo de
3,67 £ 3,30 mm, en comparacién a nuestros resultados en el que se encontr6 8,66 + 0,39 mm
en el extracto al 50% y 7,73 = 0,18 mm en el extracto al 25%; resultados que son mayores a
estos dos antecedentes. Y esto se puede deber a que los extractos hidroetanélicos como el
nuestro, pueden presentar mayor estabilidad ante los microbios debido al contenido de agua
que tiene en comparacidn a extractos en base a etanol puro.

En nuestros resultados encontramos a las 48 horas, que el extracto de Mentha piperita
al 100% obtuvo un promedio de 11,56 + 0,63 mm. Mientras que el resultado de Raghavan et
al. (2018) encontr6 un promedio de 34,18 + 1,46 mm. Y con respecto a la clorhexidina como
control positivo en nuestro estudio se encontré 13,04 £ 0,37 mm y Reghavan et al. (2018)

encontraron un promedio de 40,11 + 0,98 de la clorhexidina. Resultados que fueron los mas
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altos porque a pesar de utilizar extractos de Mentha piperita, nuestro extracto fue de tipo
hidroetandlico, mientras que el de Rghavan fue de tipo acuoso.

Por otro lado, Loja (2023) encontrd que a las 48 horas el extracto de Mentha piperita al
50% obtuvo un promedio de 2,42 + 1,621 mm y el extracto al 25% obtuvo un halo de 1,92 +
1,24 mm, en comparacion a nuestros resultados en el que se encontr6 9,30 £ 0,54 mm en el
extracto al 50% y 8,15 £ 0,32 mm en el extracto al 25%. La diferencia entre los resultados
puede deberse a que los extractos hidroetanolicos como el nuestro, pueden presentar mayor
estabilidad ante los microbios debido al contenido de agua que tiene en comparacion a extractos
en base a etanol puro.

En nuestro resultado encontramos a las 72 horas, que el extracto de la Mentha piperita
al 100% obtuvo un promedio 12,9 + 0,54 mm mientras que el resultado de Loja (2023) encontrd
un promedio de 2.17 £ 0,937 mm, en lo cual se observa una gran diferencia entre los promedios
y esto puede deberse también al tipo de extracto, sin embargo, se debe realizar mas
investigaciones con respecto a mayores tiempos de evaluacién de la inhibicion bacteriana ya
que existen pocos estudios sobre ello.

La respuesta mostrada por el extracto de Mentha piperita contra las cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175 a las 24, 48 'y 72 horas, con significancia estadistica, es un
hallazgo prometedor que merece un analisis profundo. En primer lugar, estos resultados
sugieren que los componentes activos del extracto de M. piperita poseen una actividad
antibacteriana sostenida en el tiempo contra S. mutans, un patégeno clave para la formacién de
lesiones cariosas.

En el ambito profundo de la salud bucodental, estos hallazgos sugieren que el extracto
de M. piperita podria ser un candidato prometedor para el desarrollo de nuevos agentes

preventivos o terapéuticos contra la caries dental. Su origen natural podria hacerlo atractivo
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como alternativa o complemento a los tratamientos convencionales, especialmente en un

momento en que existe un creciente interés por las terapias basadas en productos naturales.
Esto no solo tiene implicaciones para el manejo de la caries dental, sino que también

permite la apertura de nuevas puertas de investigacion en el area de la odontologia preventiva

y fitoterapia aplicada a la salud bucal.
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VI. CONCLUSIONES

6.1. Se demostré que el extracto de la menta piperita al 25%, 50% y 100% presenta
efecto antibacteriano sobre la cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175.

6.2. La clorhexidina al 0,12% y el extracto de Mentha piperita al 100% demostraron
los valores mas altos de efecto antibacteriano contra las cepas de Streptococcus mutans ATCC
25175 sobre las medidas del extracto de menta piperita al 25% y 50% a las 24, 48 'y 72 horas.

6.3. La clorhexidina al 0,12% y el extracto con Mentha piperita al 100% no mostraron
diferencia significativa, obteniendo valores de halos de inhibicion similares, encontrandose

ambos con la misma potencia de efecto antibacteriano.
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VIl. RECOMENDACIONES

7.1 Se recomienda ampliar el estudio para incluir diferentes concentraciones del
extracto de Mentha piperita, con el fin de determinar la dosis 6ptima que inhibe el crecimiento
de Streptococcus mutans. Esto permitiria establecer una relacion dosis-respuesta mas precisa y
potencialmente identificar la concentracion minima inhibitoria del extracto contra esta bacteria
cariogénica.

7.2 Es aconsejable realizar ensayos clinicos controlados para evaluar la eficacia del
extracto de Mentha piperita en la prevencion de caries dental en humanos. Estos estudios
deberian incluir un seguimiento a largo plazo de los participantes para determinar los efectos
del extracto sobre la salud bucal en condiciones reales y su posible incorporacion en productos
de higiene oral.

7.3 Se sugiere investigar y utilizar los efectos de la Mentha piperita en otro tipo de

bacterias, para conocer los efectos que puedan tener sobre estas.
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IX. ANEXOS
9.1. Anexo A
9.1.1. Matriz de consistencia
Problema Objetivos Hipotesis Variables Metodologia
¢Cual es la actividad | Objetivo general Existe una  buena | Variable dependiente Tipo de investigacion

antibacteriana de la
Mentha piperita sobre
el Streptococcus
mutans ATCC 25175,

in vitro?

Evaluar la actividad antibacteriana de la
Mentha piperita sobre el Streptococcus

mutans ATCC 25175, in vitro.

Obijetivos especificos

- Determinar los halos inhibicion

antibacteriana in vitro del extracto de
Mentha piperita al 25%, 50% y 100% y
sobre el

la clorhexidina al 0,12%

actividad antibacteriana
de la Mentha piperita
sobre el Streptococcus
mutans ATCC 25175, in

vitro

- Actividad
antimicrobiana contra

Streptococcus mutans

Variable independiente
- Extracto de Mentha

piperita

Variable interviniente

- Tiempo

Experimental,
prospectivo,
longitudinal y

comparativo

Poblacion y muestra
La poblacion fueron
las placas petri con
cultivos de

Streptococcus mutans
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Streptococcus mutans ATCC 25175 a las
24 horas.

- Determinar los halos inhibicion
antibacteriana in vitro del extracto de
Mentha piperita al 25%, 50% y 100% y
la clorhexidina al 0,12% sobre el
Streptococcus mutans ATCC 25175 a las
48 horas.

- Determinar los halos inhibicion
antibacteriana in vitro del extracto de
Mentha piperita al 25%, 50% y 100% y
la clorhexidina al 0,12% sobre el
Streptococcus mutans ATCC 25175 a las

72 horas.

La muestra estuvo
conformada por 10
placas petri para cada
grupo  experimental
obteniendo 40 placas
petri con cepas de

Streptococcus mutans




9.2. Anexo B

9.2.1. Ficha de recoleccion de datos
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LONGITUD DE HALO DE INHIBICION A LAS 24 HORAS

MENTHA

PIPERITA

AL 25%

MENTHA

PIPERITA

AL 50%

MENTHA

PIPERITA

AL 100%

CONTROL
CLORHEXIDINA

0,12%

CONTROL

AGUA

DESTILADA

10
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LONGITUD DE HALO DE INHIBICION A LAS 48 HORAS

MENTHA

PIPERITA

AL 25%

MENTHA

PIPERITA

AL 50%

MENTHA

PIPERITA

AL 100%

CONTROL
CLORHEXIDINA

0,12%

CONTROL

AGUA

DESTILADA

10
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LONGITUD DE HALO DE INHIBICION A LAS 72 HORAS

MENTHA

PIPERITA

AL 25%

MENTHA

PIPERITA

AL 50%

MENTHA

PIPERITA

AL 100%

CONTROL
CLORHEXIDINA

0,12%

CONTROL

AGUA

DESTILADA

10




9.3. Anexo C

9.3.1. Elaboracion del extracto de la Mentha

9.3.1.1. Recoleccion de la muestra

Obtencidn de los 2 kg de hojas de Mentha Piperita
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9.3.1.2. Taxonomia de la muestra

'_" UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS desct,
ERETA . %
3 W (Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA)
\; / wicerrecToRADO DE MUSEO DE HISTORIA NATURAL

INVESTIGACION ¥ POSGRADD

“Afo de la unidad, la paz y el desarrollo™

CONSTANCIA N° 144-USM-MHN-2023

LA JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (estéril) recibida de Santos Angela Llacsah ga Ji éz, Bachiller de la
Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional Federico Villarreal ha sido estudiada y
clasificada como: Mentha xpiperita L. y tiene la siguiente posicion taxonémica, segin el Sistema de
Clasificacion APG IV (2016).

ORDEN : Lamiales
FAMILIA : LAMIACEAE
GENERO : Mentha

ESPECIE : Mentha xpiperita L.

Nombre vulgar: “Menta™
Procedencia: UNALM - Lima
Determinado por: Bach. Julio Torres Martinez.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que estime

conveniente.
Lima, 3 de julio de 2023
N JEFA DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM)
Av. Arenales 1256, Jesis Maria Telfs. (511)471-0117, 470-4471 e-mail: herbariousm@unmsm.edu_pe

Apdo. 14-034, Lima 14, Peri 265-6819, 619-7000 anexo 5703 https://museo hn.unmsm.edu.pe




9.3.1.3. Boleta de pago de la muestra

RUC: 20101259014
F D A BOLETA DE VENTA ELECTRONICA
FUNDACION PARA EL DESARROLLO AGRARIQ B194 - 00003412
Jr. Camilo Carrillo N® 325 -Jesds Maria - Lima - Lima
Punto de emision ; Av. La Molina s/n La Molina - Lima - Lima
Pégina Web: www.fdaweb.com
Fecha: 09/11/2023
Identificacién: DOC. NACIONAL DE IDENTIDAD
N° Identificacién: 01136720
Nombre: varios
Direccién: -
DESCRIPCION UND. | CANTIDAD | PRECIO UNIT. IMPORTE
PLANTA AROMATICA MENTA PIPERITA I 25.00 200 50.00
SON: CINCUENTA Y 00/100 SOLES
TOTAL GRAVADA TOTAL EXONERADA TOTAL DSCTO. VALOR VENTA IMPUESTO Isc IMPORTE TOTAL
S/0.00 S/50.00 $/0.00 §/50.00 S/0.00 §/0.00 S/50.00

Autorizado mediante resolucién N° 0320050000973 /SUNAT

bed3EUIThfIzE8aaPt6fWxaz80=

Puede descargar su comprobante desde el sitio: http://consulta.f{daweb.com.pe
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9.3.1.4. Elaboracién del Extracto

Lavado de hojas de Mentha Piperita.

Las hojas de Mentha piperita después de ser lavadas seran secadas al medio ambiente

encima de papel kraff.
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Después de 4 dias de secado se procede a moler las hojas secas para la preparacion del

extracto.
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Una vez triturada la muestra se procede a pesar la cantidad de 500 gramos y verterla
en un frasco ambar con una mezcla de alcohol 96° (500mL) y agua destilada (500mL.) por un

lapso de 7 dias en los cuales diariamente se estara homogenizando.
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Pasado los siete dias de extraccion se procede a filtrar el extracto con ayuda de la bomba

de vacio para luego verterlo en platos de secado y realizar la concentracidn de este con la ayuda

de la estufa a una temperatura de 40°C por un periodo de cuatro dias.

Filtrado del Extracto de Mentha piperita.



El extracto obtenido es vertido en un frasco &mbar y almacenado en refrigeracion a

una temperatura de 4°C para su uso.
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9.3.1.5. Reporte del analisis del extracto

2 )
r \

/ - Universidad Naclonal Mayor de San Marcos
\ I’ Universidad del Peni. Decana de América
1" Facultad de Farmacia y Bloquimica

CENTRO DE CONTROL ANALITICO-CCA

REPORTE DE ANALISIS N° 00375-CCA-2023

SOLICTTADO POR* : SANTOS ANGELICA LLACSAHUANGA JIMENEZ

DIRECCION* : MZ DLT 6 SIMON BOLIVAR-MOTUPE SJL

MUESTRA* : HOJAS DE “Menthw piperitn™
DESCRIPCION DEL PRODUCTO 4 PAQUETES DE 250
RECEFCIONADO QUE -
VARIEDAD RECEPCIONADA* i
PRINCIPIO ACTIVO* $: = N® CAS*: -
NUMERO DE LOTE® %
CANTIDAD 3 IKg Aprox
ORDEN DE ANALISIS ;03252003
FECHA DE RECEPCION 1 08 denoviembre del 223
FECHA DE FABRICACION® , 1
FECHA DE VENCIMIENTO* 2
EJECUCION DEL ENSAYO DD 1 DE NOVIEMBRE sk 2023 # 06 DE DICIEMBRL: de 2003
FECHA DE EMISION 1 06 de DICIEMBRE de 2023

ENSAYO CONCENTRACION RESULTADOS
EXTRACTO ;
HIDROETANOLICO 100% (pescivolin) Oriomd

I propor oo adet por f Chestr
Con sevdinhn 1oy siddhns scta pos b rescre s cwigynde

FARMALA LS (A FROFESION DEL MEDKAMENTO, DFE AUMENTO ¥ O6L POx 0™

I Puno ¥ 3002, Jerdin Batdnics — Uma L - Peni Teifonon: 613- 7000 anesn 4824 - SE2549145 -« Lina 1
L e T Rl ST TIES e



9.3.1.6. Constancia de analisis microbiolégico

: Universidad Nacional FACULTAD DE
: Federico Villarreal ODONTOLOGIA

“Airo de La recuperacion Yy Consolidacion de la Economia Peruana”

DEPARTAMENTO ACADEMICO

CONSTANCIA

EL DIRECTOR DEL DEPARTAMENTO ACADEMICO DE LA FACULTAD DE
ODONTOLOGIA DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL FEDERICO VILLARREAL,
DEJA CONSTANCIA:

Que la Bach. SANTOS ANGELA LLACSAHUANGA JIMENEZ ha
realizado su trabajo de investigacion en el Laboratorio de MICROBIOLOGIA,
Titulado: EFECTIVIDAD ANTIMICROBIANADE LA MENTHA PIPERITA SOBRE EL
STREPTOCOCCUS MUTANS ATCC, IN VITRO, la misma que fue asesorada por
el Docente: SIERRA GARMENDIA LAZARO ROBERTO.

Asimismo, dicho trabajo se investigacion, se realizé del 13/06 al 26 de
07/2024

Por lo tanto, se le expide la presente CONSTANCIA a solicitud del
interesado, para los fines que estime conveniente.

Pueblo Libre, marzo del 2025

Calle San Marcos N° 351 - Pueblo Libre  Correo electrénico: dao.fo@unfvedupe Telef: 748-0888 - Anexo: 992896
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9.4. Anexo D
9.4.1. Analisis Microbioldgico

9.4.1.1. Cepa del Streptococcus Mutans ATCC25175

Cepa del Streptococo Mutans
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9.4.1.2. Factura de la Cepa

Gen Lab del Peri S.A.C
Jr. Capac Yupanqui N°. 2434

N3 GenLab

RUC N°:20501262260

Lince - Lima - Perd FACTURA
- Central Telefénica
del Peru (51-1) 2037500, (51-1) 203-7501 ELECTRONICA
Email : ventas@genlabperu.com
Web Site : www.genlabperu.com FOOZ -0 02976
Page 1 of 1
Fecha emision :  28/11/2023 RUG: 20170934289
Cliente: UNIVERSIDAD NAC. FEDERICO VILLARREAL
Direccion: CAL.CARLOS GONZALES NRO. 285 RES. SAN MIGUEL
SAN MIGUEL - LIMA - LIMA - Peru
Tipo Mov. : ANTICIPOS
Lugar de destino :  Jirdn Puno 1002 - Lima
G.Remision Orden Compra: N°® Pedido : Fecha Vcto :
6L - 23 | 061476 034956 28M11/2023
Valor
Cédigo  Descripcion Cant UM unit. Dcte  Sub-Total
HO5666-4 KWIK-STIK Streptococcus mutans derived from ATCCE 1.00 UND 425 3700 0.00 425 37
CONTADO Sub-Total 425.37
Cuotas Forma Pago Importe  Fecha Venc. Anticipo
1 Contado S/ 501.94 28/11/2023 Op. Gravada s/
Retencion(3.00%) S/ 0.00
Detraccién(0.00) S/ 0.00 IGV 18% 76.57
Penalidad Importe Total S/ 501.94
Monto Pendiente de Pago S/ 501.94

QUINIENTOS UNO CON 94/100 SOLES

Representacion Impresa de la Factura Electronica
Consulte : hitp:/lepe.genlabperu.com

Observaciones de SUNAT :
La FACTURA numero 20501262260-01-F002-002976, ha sido aceptada

Despues de Vencido el plazo de cancelacion, se recargara el interes legal correspondiente.

Sirvanse Realizar el Deposito Respectivo a las Siguientes Ctas Bancarias:
BCP Soles 193-1440607-0-84 BBVA Soles 0011-0139-0100024183-34




9.4.1.3. Certificacion de la Cepa

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release
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SPECIFICATIONS: RELEASE INFORMATION:
Product Name: Streptococcus mutans Quality Control Technologist: Kalina E George
Catalog Number: 0266 Release Date: 2023/02/01

Lot Number: 266-36"

Reference Mumber: ATCC® 25175™*
Passage from Reference: 3
Expiration Date: 2024/12/31

Performance
Macroscopic Features: Medium:

Two colony types; small, circular, dome shaped, entire edge, white and the other is SBAP
small, circular and translucent.

Microscopic Features: Method:

Small gram positive cocci to ovoid cells occurring singly, in pairs and predominately in  Gram Stain (1)
chains

ID System: MALDI-TOF (1)

See attached |D System results document.

Other Features/ Challenges: Results

= /@4,—-
(1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): negative %M

Amanda Kuperus
Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

**Disclaimer: The last digit{s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed
on this certificate is the actual base lot number.

Refer to the enclesed product insert for instructions, intended use and hazard/safety information.
Individual products are traceable to a recognized culture collection.
{1) These tests are accredited to ISOIEC 17025,

ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01
ATEC Li d \ (*) The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are trademarks of
D':,?J'fw i ATCC. Microbiologics, Inc. is icensed to use these trademarks and to sell products derived from ATCCE cultures.
ACCREDITED

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT #2655.02

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC. 286
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9.4.1.4. Preparacion del agar Miller Hinton

Las placas Petri se envolvieron en papel craft y se esterilizaron por calor seco en una

estufa a 180°C por 2 horas.

Teme SU 121.0°
Temr PU:  44,3°

Se prepard 19gr de agar Mueller y se suspendi6 en un matraz de erlemeyer con 300ml

de agua destilada estéril. Se autoclavo el agar a 121°C y 15 Ib/pg2 durante 15 minutos. Una

vez temperado se vertid el preparado fresco y tibio a placas Petri.
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Después de autoclavar se vertié el preparado en placas Petri de vidrio esteriles y uego

se lleva a la incubadora por 15 minutos.

9.4.1.5. Sembrado de la Cepa del Streptococcus mutans

Preparacion de las colonias e inoculacién a las placas.



9.4.1.6. Colocacion de los discos de papel con las concentraciones
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9.4.1.7. Lectura de los halos de inhibicion

Las 10 placas de las diluciones de la muestra y los controles se llevaron a una

incubadora a 37°C durante 24, 48 y 72 horas.

Halos de inhibicion de Mentha piperita y clorhexidina contra Streptococcus Mutans a

las 24 horas

Halos de inhibicién de Mentha piperita y clorhexidina contra Streptococcus Mutans a

las 48 horas
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Halos de inhibicion de Mentha piperita y clorhexidina contra Streptococcus Mutans a

las 72 horas



