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RESUMEN

En el presente estudio se determind efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de hojas
de Mentha spicata L. frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli, para ello se
consider0 realizar reacciones de identificacion de metabolitos secundarios teniendo como
resultados la presencia de flavonoides, taninos, triterpenos, alcaloides, de los cuales en mayor
abundancia se obtuvo triterpenos y alcaloides. Para determinar el efecto inhibitorio se utilizd
el agar Mueller- Hinton y por medio del Método de difusion de disco llegando a las siguientes
conclusiones: El extracto etandlico de Mentha spicata L. al 100% si posee mayor efecto
inhibitorio frente a las cepas de S. aureus mostrando mayor sensibilidad frente al
mencionado extracto. La concentracion del 100% del extracto etandlico de hojas de Mentha
spicata L. frente a Escherichia coli presentd halos de inhibicion de 15mm mostrando
sensibilidad intermedia. La determinacion fitoquimica del extracto etanélico de Mentha
spicata L. nos permitié determinar la presencia de los siguientes metabolitos: Flavonoides,
taninos, triterpenos, alcaloides, de los cuales en mayor abundancia se obtuvo triterpenos y
alcaloides. EI mayor porcentaje de inhibicién relativa (PIR), del extracto etandlico de hojas
de Mentha spicata L. a una concentracion de 100%, se obtuvo frente las cepas de
Staphylococcus aureus con 71% y frente las cepas de Escherichia coli fue de 68%.
Palabras clave: Efecto inhibitorio, Mentha spicata, extracto etandlico, bacterias.
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ABSTRACT

In the present study, the in vitro inhibitory effect of the ethanolic extract of Mentha spicata L.
leaves was determined against staphylococcus aureus and Escherichia coli, for which it was
considered to carry out secondary metabolite identification reactions, resulting in the presence
of flavonoids, tannins, triterpenes. , alkaloids, from which triterpenes and alkaloids were
obtained in greater abundance. To determine the inhibitory effect, Mueller-Hinton agar was used
and by means of the Disk Diffusion Method, reaching the following conclusions: The 100%
ethanolic extract of Mentha spicata L. does have a greater inhibitory effect against the strains of
S. aureus showing greater sensitivity against the aforementioned extract. The 100%
concentration of the ethanolic extract of Mentha spicata L. leaves against scherichia coli
presented inhibition halos of 15mm showing intermediate sensitivity. The phytochemical
determination of the ethanolic extract of Mentha spicata L. allowed us to determine the presence
ofthe following metabolites: Flavonoids, tannins, triterpenes, alkaloids, from which triterpenes
and alkaloids were obtained in greater abundance. The highest percentage of relative inhibition
(PIR), of the ethanolic extract of Mentha spicata L. leaves at a concentration of 100%, was
obtained against Staphylococcus aureus strains with 71% and against Escherichia coli strains it
was 68%.

Key words: Inhibitory effect, Mentha spicata, ethanolic extract, bacteria.
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I. INTRODUCCION

A nivel mundial se ha incrementado la resistencia bacteriana a los antimicrobianos en los
altimos afos, en muchos de los casos se debe al inadecuado uso de los antimicrobianos,
inapropiada prescripcion, el abuso excesivo de los mismos, la automedicacion han
conllevado una problemaética en la salud publica para controlar esta resistencia de cepas
gue se hacen cada dia maés resistentes y no responden a los tratamientos convencionales
ademas podemos ver que es notable el incremento de las enfermedades infecciosas
producidas por bacterias patégenas, las mismas que se encuentran en el entorno e incluso
en nuestro cuerpo, en centros de salud y hospitales. Ante ello la farmacologia esta en
busqueda una nueva alternativa para el tratamiento de enfermedades recurriendo a la
obtencién de agentes antimicrobianos de origen natural, que no ocasionen efectos
adversos o toxicidad, se debe tener en cuenta que nuestro pais es poseedor de una gran flora
vegetal,la misma que estamos en la obligacion de investigarla y descubrir los bioactivos

con propiedades medicinales, alimenticias y cosméticas para la poblacion. (1)

En los paises en desarrollo, los sistemas de salud consideran a las plantas un recurso
valioso, datos estimados por la Organizacion Mundial de la salud determinan que el 80% de la
poblacién mundial para su atencion primaria de salud, emplean la medicina tradicional,

usan los extractos de plantas o sus principios activos. (2)

En diferentes regiones del mundo se ha dado mucha importancia a la investigacion sobre
plantas medicinales y su uso medicinal tradicional, en las ultimas décadas. Por ellos es
importante recurrir a los estudios etnobotanicos para documentar los conocimientos
tradicionales indigenas y de esta manera utilizar y conservar los recursos bioldgicos que la
naturaleza nos provee. Siempre que se desee investigar las plantas medicinales, se debe
elaborar una encuesta etnobotanica en el lugar de estudio, para saber con certeza la época
de recoleccién, formas de uso, efectos indeseables y las propiedades medicinales, quienes
mejor que los usuarios de las plantas que nos transmitan sus conocimientos ancestrales.
Algo que debemos tener muy en cuenta es que los principios activos se encuentran
distribuidos en todo el vegetal, pero se concentran un poco mas en una parte, es por ello
que el estudio implicaria un estudio global de la especie, para dejar datos concretos que
seran de base para las investigaciones venideras, es también de mucha importancia tener
en cuenta la identificacion botanica, para tener la certeza de que especie se trata, es
importante conocer el habitat, la composicidn de la tierra, condiciones climaticas entre
otros.

Para el descubrimiento de nuevos farmacos se requiere de un conocimiento méas profundo
de los vegetales y un estudio cientifico de las plantas medicinales, que conduce a que



muchos que se reconozcan como fitofarmacos. Existen plantas medicinales conocidas por
la poblacidn, con propiedades antimicrobianas, uno de los problemas més comunes es que
aun faltan profundizar los estudios para corroborar los beneficios y no pasen
desapercibidos. En nuestra actualidad existen una variedad de plantas medicinales con
metabolitos secundarios que las proveen de actividades bioldgicas. Existen antecedentes
de enfermedades causadas por bacterias u hongos, que han sido controladas empleando
extractos de plantas que han demostrado efectos antibacterianos y antifingicos, inclusive
otras propiedades curativas. (3)

Mentha spicata L.:

Sinonimia botanica: Mentha viridis L. Mentha piperita L. Mentha sp, Mentha longifolia
L. (4)

Sinonimia comun: Menta de jardin, hierbabuena, yerbabuena.

Clasificacion Sistematica: Segun clasificacion de A. Cronquist (1988), la especie vegetal

en estudio tiene la siguiente clasificacidén taxonémica:

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: ASTERIDAE
ORDEN: LAMIALES
FAMILIA: LAMIACEAE
GENERO: Mentha
ESPECIE: Mentha spicata L.

Descripcion botanica: es una planta aromatica, glabra perenne es rastrera, rizomatosa, que
crece hasta 100 cm de altura, su rizoma es subterraneo (5).

Las hojas son de color verde miden de 5a 9 cm y de ancho 1,5 a 3 ¢cm, son de forma
ovadas o lanceoladas, de apice agudo presentan con un margen dentado. Sus flores de color
rosa o blanco de 2,5 a 3 mm de largo y ancho. El tallo tiene forma cuadrada, sin pelos. (6).
Origen y distribucion: Nativa de Europa, se cultiva en Espafia, Inglaterra, Grecia, Estados
Unidos, Japdn, China en Sudamérica en Argentina, Perl y Colombia. No crece en estado
silvestre, se ha adaptado a la tierra sombreada, himeda y protegida del viento; en huertas,
sobre todo los cultivos.

Historia: Dioscorides y Hipdcrates utilizaron M. spicata para el tratamiento de
enfermedades estomacales. Se le atribuye analgésicos y carminativos. Los soldados
romanos fueron los encargados de la distribucion por toda Europa y se cultivé en los

ranchos de la iglesia en el siglo IX y se utilizaba para curar las Ulceras de la boca, la rabia

10



y disminuir el dolor por picaduras de abejas, en los siglos Medianos la menta se usaba
tradicionalmente para casos de distension abdominal, dolor abdominal, indigestion |,
diarrea, debilidad intestinal, sinusitis y resfriados, en los nifios para problemas
psicolégicos, dolor de cabeza y como antidoto (7). En la antigua Grecia. Se afiadia a los
bafios y se usaba para tratar enfermedades de transmision sexual, blanquear los dientes y
curar llagas en la boca.

Parte utilizada: sumidades floridas y hojas.

Composicion quimica: Las hojas contienen &cidos fenodlicos, taninos, flavonoides,
lignanos y minerales en un 10% Yy de aceite esencial 0,5% (8).

El aceite esencial de menta contiene carvona, carvacrol, trans-carveol, 6xido de piperitona,
limoneno, 1,8- cineol, canfeno, p-cimeno, dihidrocarvona, pulegona, 8 -cariofileno,
germacreno D, mentona, « -pineno y linalool. (9)

Usos etnomedicinales: La menta verde se ha utilizado en la medicina tradicional irani
desde la antigiiedad para el tratamiento de la diarrea, el antidoto , la indigestion , la
debilidad intestinal, el dolor abdominal, el resfriado, la gripe, la sinusitis , la flatulencia.,
dolor de cabeza y para bajar la fiebre. (10).

Segun reportes de la medicina tradicional, la hierba buena ha sido ampliamente utilizada
para curar diversas enfermedades como diabetes, inflamacion, fiebre, actividad
psicofarmacolégica, hepatoprotectora y célicos. El aceite esencial de menta desde el punto
de vista terapéutico se emplea en casos de contracturas, dolores musculares y ayuda en la
ansiedad y calmar los nervios, en casos de insomnio.

En la medicina tradicional irani usaban la combinacién de extracto de menta y miel para
el dolor de oido y para no tener una lengua aspera colocaban las hojas en la lengua, se
recomendaba masticar las hojas para mitigar el dolor de dientes, el extracto de las hojas
se bebia para detener la hemorragia.

La medicina tradicional china la empleaba para expulsar el calor, el viento, despejar la
cabeza y los ojos, eliminar el estancamiento del higado y las erupciones.

En la medicina tradicional de la india, se usaba para problemas de piel, dolor de cabeza,
trastornos digestivos y las hojas en caso de ictericia. (11)

El sistema tradicional sudafricano utilizaba la menta verde en tratamiento de trastornos
respiratorios: resfriados, asma y tos se usaba la decoccion de las hojas. En Turquia segin
datos de la medicina tradicional usaban una infusion de las partes aéreas para tratar los
resfriados y la decoccién de una rama para aliviar la tos. (12)

Otros usos:

En la cocina se emplea las hojas como condimento, para aderezar carnes de caza, de

cordero. En ensaladas, sopas, y cActeles tradicionales.

La menta por su agradable aroma y refrescante sabor tiene multiples usos industriales en
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la fabricacion de caramelos, chicles, helados, refrescos, licores, esencias, ungientos,

pomadas, pastas, dentifricos y limpiadores dentales. (13)
Actividades Farmacologicas:
Actividad antimicrobiana

En investigaciones experimentales in vivo o in vitro demostraron que aceites esenciales y
extractos de M. spicata exhiben actividades biol6gicas muy importantes como
antidiabéticos, antiinflamatorios, antimicrobianos, antiparasitarios y anticancerigenos.
Los diferentes extractos organicos revelaron actividad antifangica frente a Cryptococcus
neoformans, Microsporum audouinii, Candida albicans, Aspergillus niger. Esta especie
vegetal posee propiedades antibacterianas frente a cepas bacterianas, clinicas o de
referencia. (14, 15)

El extracto etandlico de M. spicata demostro actividad antibacteriana frente a Escherichi
coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus  aureus , Salmonella Salmonella
paratyphi , Acinetobacter spp. y Klebsiella pneumoniae ,mostr6 halo de 21 mm de
didmetro. (16)

El aceite esencial de menta presentd efecto antibacteriano contra Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella typhi , Acinetobacter spp. y Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, la cepa de Staphylococcus aureus obtuvo un halo de 21mm.
(17)

Investigadores reportaron que el extracto de menta verde utilizando 100% agua, 80%
metanol, 80% etanol y 80% acetona como solvente frente a P. multocida, B. subtilis, , E.
coliy S. aureus, presentan actividad antibacteriana; los resultados determinaron que todas
las muestras exhibieron inhibicion contra todas las bacterias debido a la presencia los

acidos fenolicos y flavonoides y (18).

También hay evidencia que los extractos de M. spicata actlan en diabetes, cancer y
enfermedades inflamatorias. Los extractos inhiben o activan dianas y/o vias implicadas en
estas patologias, incluidos los receptores de membrana, las dianas moleculares y las vias

de sefializacion. (18, 19)

Actividad analgésica, antiinflamatoria y antipirética
Estudio realizado demostro que el extracto metandlico de Mentha spicata tiene actividad
analgésica, antiinflamatoria y antipirética de dosis dependiente, lo que valida su uso como

farmaco analgésico, antiinflamatorio y antipirético en la medicina tradicional.

En una Investigacion realizada se demostré que el extracto metandlico de hojas,

administrado por via intraperitoneal en ratas a dosis de 500 mg/kg disminuyo la
12
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temperatura corporal en la hipertermia inducida por levadura de cereza en ratas. El control
positivo paracetamol, mostr6 un efecto antipirético significativo (p < 0,05) a la dosis de 100
mg/kga las 3 h. de administrado. (20)

Actividad antidiabética e hipolipemiante.

Se demostro efecto antidiabético del extracto acuoso de la parte aérea de M. spicata
administrado en ratas diabéticas con estreptozotocina (STZ). Los resultados indicaron que
la administracion del extracto disminuyé el nivel de glucosa (p < 0,0001), en ratas
diabéticas, en ratas normales no hubo reduccion del nivel de glucosa en sangre. (21)

En un estudio reciente, se determind que el extracto hidroalcohdlico obtenido de las hojas
de menta administrado en ratas a las que se les inducié con aloxano a hiperglucemia en
dosis de 200 mg/kg y 400 mg/kg redujo los triglicéridos, Y la glucosa en sangre, las LDL,
el colesterol sérico y las VLDL , mientras que mejoré el peso corporal y los niveles de
HDL.(22)

Actividad antiemética

Un ensayo clinico aleatorizado, doble ciego. Antes del estudio, los pacientes que
recibieron quimioterapia, fueron asignados al azar a cuatro grupos para recibir aceite
esencial M. spicata o M. x piperita. Los resultados indican la ausencia de efectos adversos,
Ilegando a la conclusion que los aceites esenciales de M. spicata o M.x piperita son
efectivos para el tratamiento antiemético y seguros (23).

Actividad antioxidante

El aceite esencial de M. spicata demostro tener actividad antioxidante con IC so= 41,2
ug/mL. La capacidad antioxidante de la S-carvona aislada de M. spicata se determind
mediante DPPH, ensayo antioxidante del acido linoleico y el poder reductor. (24)

Se evaluaron cuatro fracciones de extracto etandlico de menta, para determinar su
capacidad antioxidante total se utilizd el ensayo ABTS. Segln resultados la mayor
actividad antioxidante total fue de la fraccion de acetato de etilo (83%) y la fraccion
acuosa (75%). (25)

Actividad hepatoprotectora
Estudios realizados reportan efecto protector del higado del extracto acuoso de menta, a

una dosis de 100 mg/kg en ratas a las que se le produjo dafio oxidativo en el higado y
eritrocitos por accion de nicotina ; los resultados demuestran disminuyd la fosfatasa
alcalina  (ALP), la aspartato aminotransferasa (AST), la alaninaaminotransferasa
sérica (ALT), la catalasa (CAT), la lactato deshidrogenasa (LDH), la glutation peroxidasa

(GPx) y el superoxido dismutasa (SOD) y una fuerte reduccién de la peroxidacion lipidica
13
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(TBARS) en los eritrocitos y el higado en comparacion con las ratastratadas con nicotina.
(26).

Mejora el aprendizaje y la memoria

La revista de Medicina alternativa y complementaria en una investigacion cuyo objetivo
fue demostrar los efectos del extracto acuoso de menta sobre el rendimiento cognitivo, el
estado de animo y suefio en personas sanas, con problemas esporadicos de memoria y
puntuales vinculados con su edad. Los resultados determinaron gue hubo mejora en este
grupo de poblacion referente a la salud cognitiva, al haberse administrado el extracto de
menta. (27).

El extracto patentado de menta verde que contiene 14,5 % de &cido rosmarinico y 24 %
de contenido fendlico total ha demostrado en personas de 50 a 70 afios con deterioro de
la memoria después de la suplementacién crénica efectos positivos sobre la cognicion. Se
evaluaron los efectos nootropicos del extracto de menta patentado se traducen en cambios
en la agilidad reactiva luego de la suplementacion diaria del extracto, se concluye que el
consumo de 900 mg de extracto de menta mejor6 medidas la agilidad reactiva en una

poblacion joven y activa. (28)

Actividad antiparasitaria

Estudios por Koumad y Berkani demostraron que las hojas de hierba buena presentan la
actividad acaricida, segun los resultados mostraron que mat6 Varroa destructor en 26, 20
% Yy en un 2,35 % redujo la tasa de infestacion, mientras que en la tasa de mortalidad fue
de 30,65% Yy 13,18% la tasa de infestacion (29)

Los investigadores Zandi-Sohani y Ramezani, demostraron que el aceite esencial de las
hojas de mente verde recolectadas en el suroeste de Iran presentd efecto antiparasitario
contra Tetranychus turkestani. Los resultados determinaron que el aceite esencial de
menta verde posee un potencial acaricida y se puede emplear para protegerse de
Tetranychus turkestani, puede causar mortalidad en un 100% en adultos a una
concentracién de 20 « L/L., la concentracion letal (LC soy LC 95) para el aceite esencial
de menta verde seestimaronen 153 uLL *y 23,4 uL.L™, respectivamente. (30)

Se llevaron a cabo estudios farmacoldgicos in vivo o in vitro para respaldar el empleo
general de extractos y aceite esencial de M. spicata que demostraron muchas propiedades
biolégicas, como actividad antinociceptiva, antiinflamatoria, larvicida, actividad
antiandrogénica, actividad hepatoprotectora, actividad antidiabética, antibacteriana y

actividad antiflngica.

En investigaciones cientificas futuras se deben evaluar en profundidad el posible estudio
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clinico adverso, el mecanismo de accién en el modelo animal y la farmacocinética de los
extractos y sus constituyentes quimicos bioldgicamente activos para evaluar la toxicidad

y eficacia clinica de M. spicata en humanos.

Contraindicaciones y efectos secundarios: Se contraindica en pacientes con céalculos
biliares. La administracién interna del aceite de menta puede ocasionar dafio severo del
higado, oclusién de los conductos biliares, inflamacion de la vesicula biliar, y las personas
que padecen de célculos biliares podrian presentar de célicos debido al efecto colerético
(31). Si la forma de uso y las dosis son las adecuadas, no habrian efectos secundarios del

aceite de menta.

Toxicidad: el aceite de menta produce reacciones de hipersensibilidad, en algunos
pacientes produce rash cutaneo eritematoso, bradicardia, cefalea, pirosis, tremor muscular
ataxia y cefalea (32). La aplicacion de preparaciones que contengan mentol, en nifios
menores de 2 afios, para el tratamiento del resfriado puede causar colapso; al mentol se
les atribuye las reacciones alérgicas, Preferible no utilizar més de 12 dias seguidos porque
puede causar dafio al corazén. No se debe usar en personas con hernia hiatal o dafio severo
en el higado, con obstruccion en el tracto biliar, colecistitis, piedras en vejiga, ya que puede
empeorar la enfermedad. Una sobredosis de aceite ha producido lesiones cerebrales. No
hay reportes de casos de envenenamiento. La dosis minima letal de mentol es 2g, sin

embargo, algunos pacientes han sobrevivido a dosis superiores a los 9g. (33)

Bacterias patégenas

Definicién: Son aquellas que causan dafio en el hospedero y producen enfermedades
infecciosas. Presentan distintos factores de virulencia. A su vez los factores de virulencia
son las proteinas que ayudan a que la bacteria presente virulencia sobre la célula eucariota.
Lo que permite la infeccion, otro factor son los mecanismos de interaccion con la célula
de mamifero. Existen enfermedades infecciosas como el célera, difteria, escarlatina,
sifilis, lepra, tifus, producidas porbacterias patégenas. Las infecciones bacterianas
mortales y mas comunes son las infecciones respiratorias (34).

Staphylococcus aureus.

Bacterias Gram-positivas, miden entre 0,5 y 1,5 micras de diametro, se asemejan aracimos
de uva (35). Staphylococcus aureus es un organismo oportunista que puede colonizar los
objetos con los que tenemos contacto y los alimentos que consumimos ocasionando
deterioro en la salud. Dicho género tiene una gran capacidad de adaptacion, afecta a

los mamiferos incluyendo a los roedores. (36).
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En los humanos provoca infecciones en la piel: foliculitis, forinculos, celulitis, impétigo
y que se limitan a una pequefia &rea de la piel de una persona. Puede producir
enfermedades tales como neumonia, sindrome de shock tdxico, artritis séptica o

intoxicacion por alimentos.

Como medidas de control higiénico se recomienda aplicar las practicas de higiene
personal a la hora de cocinar los alimentos, asi como manipular los instrumentos
hospitalarios (37).

Escherichia coli

Bacteria Gram negativa, es un anaerobio facultativo, su habitat es el intestino de animales
de sangre caliente presenta flagelos peritricos que le permiten moverse (38, 39). Se
localiza en heces de humanos y animales, es un indicador decontaminacion fecal y
presencia de patdgenos en agua y alimentos. Cepas de E. coli producen enfermedades
extraintestinales en humanos y diarrea (40, 41). En 1982 en Estados Unidos se reportd
como agente causal de un brote que afect6 al menos a 47 personas en Oregon y Michigan
por el consumo de carne de hamburguesa poco cocida (42). Esta bacteria se encuentra en
las heces del ganado sano y es transmitida al hombre por la ingestién de productos
bovinos; verduras frescas, bebidas contaminadas, y a través del contacto persona a persona
(43).
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Antecedentes de lainvestigacion

Cabrera E. (2021). La presente investigacion tuvo como propdsito determinar el efecto
antibacteriano in vitro de los extractos de Rosmarinus officinalis (romero) y Mentha

spicata (hierba buena) sobre Escherichia coli. Kirby Bauer fue el método empleado. Los
resultados determinaron que Mentha spicata al 100% posee sensibilidad media y el
extracto 100% de Rosmarinus officinalis posee alta sensibilidad frente las cepas de E. coli.
Se concluye una sensibilidad media al extracto de Mentha spicata sobre cepas de
Escherichia coli. y una sensibilidad alta el extracto etandlico 100%de Rosmarinus
officinalis (44)

Sanches G, Vésquez C. (2021). Se tuvo como objetivo determinar el efecto
antibacteriano In vitro de los extractos de Rosmarinus officinalis (romero) y Mentha
spicata (hierba buena) sobre Staphylococcus aureus. La técnica empleada fue de difusion
en pozo. Los resultados evidenciaron un halo de inhibicion de 24,89 mm, y 26,88mm, con
respecto al extracto etanélico de romero al 50% frente a Staphylococcus aureus, mientras
gue la Hierba buena obtuvo halo de inhibicién de 8,57 mmy de 13,00 mm al 100%, el
control positivo 32,02 mm. y el control negativo (etanol) obtuvo halo de inhibicion de 6,16
mmyy. Se concluyd que los extractos etanélicos al 50% y 100% de Rosmarinus officinalis

y Mentha spicata. presenta efecto antibacterianocontra Staphylococcus aureus (45).

Fernandez G, Perales K. (2021). La investigacion tuvo como objetivo determinar el
efecto antibacteriano de los extractos de Mentha spicata L. “Hierba buena” sobre
Staphylococcus aureus. Los extractos acuoso y etanélico, se obtuvieron por método de
maceracion por 24 horas, luego se filtraron y los extractos los cuales se prepararon al 50%,
75% y100%. Se utiliz6 el método de difusion de disco en agar o Kirby Bauer. En los
resultados no se evidenci6 efecto antibacteriano de los extractos acuosos, mientras que los
extractos etanolicos mostraron halos de inhibicién de 19,76, 18,35 y 17,55 mm para las
concentraciones del 50%, 75% y50% respectivamente, para los analisis de los datos se
empled estadisticas descriptivas, pruebas de normalidad y la prueba de Tukey. Se
concluye que el extracto etanolico si presenta efecto antibacteriano frente a Staphylococcus
aureus y el extracto acuoso de Mentha spicata L. “Hierba buena” no presenta efecto

antibacteriano. (46)

Huanca et al. (2018). Realiz6 una investigacion cuyo objetivo principal fue determinar
el efecto antifingico del extracto etandlico de la Mentha spicata (hierba buena) contra
cultivos de Céandida albicans. Se emple6 el método de difusion en agar. Los resultados
evidenciaron halos de inhibicién del extracto etandlico de Mentha spicata a
concentraciones de 15% (9.8mm), 25% (12.7mm), 35%
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(15.6mm), 50% (14.5mm),65% (11.4mm), 85% (24.8mm) y 100% (19.8m); la
concentraciéon 85% del extracto tuvo la mayor concentracion inhibitoria contra Candida
albicans. Se concluy6 que el extracto etandlico de Mentha spicata presentd efecto
antifingico frente a Candida albicans. (47)

Nepo S. et al. (2021). El objetivo de la investigacion fue demostrar la actividad
antibacteriana del extracto hidroalcoholico de Mentha spicata L, “hierba buena” y Piper
aduncum L “matico” en cepas clinicas de Staphylococcus aureus. S e utilizé el método de
difusién agar con discos impregnados con los extractos a concentraciones de 100, 75y
50% sobre cepas de Staphylococcus aureus, se emple6 como control positivo
vancomicina. Los resultados obtenidos indicaron que el extracto hidroalcohdlico de hierba
buena present6 un halo de inhibicion del 100% de 17,2 mm, al 75% un halo de 29,9 mm
y al 50% un halo de 41,42 mm. Con respecto al extracto hidroalcohdlico del matico
presentd un halo de inhibicién del 100% de 27,3 mm, al 75% un halo de 39,59 mm vy al
50% un halo de 45,54mm.. Se lleg6 a la conclusién que sobre Staphylococus aureus el
Piper aduncum L “matico” presentd un mayor efecto antibacteriano que la Mentha spicatal,
“hierba buena” (48).

Kan Habib et al. (2023). El objetivo fue evaluar el efecto bactericida de nanoparticulas
de plata sintetizadas verdes recubiertas de quitosano utilizando extracto acuoso de menta
espiga (MSaqu) contra patdégenos bacterianos: Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes y
Serratia marcescens. EI método para la sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de
plata (MSAgNP) se llevé a cabo mediante espectrometro de absorcion atbmica vy
espectroscopia infrarroja transformada de Fourier. También se usaron métodos de difusion
en pocillos de agar y discos de agar para evaluar la antibacteriano y efecto sinérgico de
nanoparticulas de plata biogénicas mediadas por quitosano y antibiéticos estandar. Los
resultados evidenciaron un efecto sinérgico contra Klebsiela pneumonia (8,5+0,25 mm?1),
Pseudomonas aeruginosa (8,5+0,25 mm?), Serratia marcescens (19,0+1,0 mm?t) y un
efecto aditivo fue exhibido por Escherichia coli (9,0 £0,0 mm), Staphylococcus aureus
(7,5£0,25 mm ) y Streptococcus pyogenes (10,0+0,0 mm). mostraron efectos antagonicos
cuando se aplicaron nanoparticulas de plata recubiertas de quitosano (CLMSAQNP) en
comparacion con quitosano, MSaqu y MSAgNP. Se concluye se podrian usar como
agentes antimicrobianos las nanoparticulas de plata biogénica recubiertas de quitosano

tienen efectos bactericidas potenciales contra patdgenos infecciosos. (49)

Existiendo evidencias de las propiedades curativas para la salud, que nos ofrece la menta,

nos llevo a plantear
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Objetivo general

Determinar el efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de hojas de Mentha spicata
L. frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli

Objetivos especificos

- Determinar la presencia de metabolitos secundarios en el extracto etanélico de
hojas de Mentha spicata L.

- Determinar el efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de hojas de Mentha
spicata L. frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli.
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Il. ESTRATEGIAMETODOLOGICA

2.1 Tipo de investigacion
Transversal
Nivel de investigacion
Basico
Disefio de investigacion
Experimental
Poblacion y muestra
Poblacion vegetal:
Mentha spicata L.
Poblacién microbiana:
Cepas de Staphylococcus aureus

Cepas de Escherichia coli

Muestra vegetal

Hojas de Mentha spicata L.

Procedimientos:

Obtencion del material vegetal:

La muestra vegetal se adquirio en tienda naturista ubicada en la calle tumbes en la
ciudad de Ica. Una cantidad aproximada de 100 g de hojas frescas, una muestra
representativa de toda la planta se llevd a un especialista para su identificacion
botanica. El resto de las hojas se llevaron al laboratorio de Farmacognosia para su

tratamiento.

Tratamiento del material vegetal:

Seleccion

Esta etapa es importante, se observaron las hojas que estaban en buen estado de
conservacion y aquellas que estaban picadas, ennegrecidas o deterioradas se procedid
a eliminarlas, se seleccionaron las hojas que presentaban en buen estado de

conservacion y aquellas que se encontraron en malas condiciones se eliminaron.

Lavado

Las hojas de Mentha spicata se opté por lavarlas con abundante agua corriente y
después con agua destilada, para eliminar el polvo presente en la superficie. No se
recomienda dejarlas remojando en agua, porque se absorberia el agua y ello no

ayudaria a un buen secado
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Desecacion
Esta etapa es primordial, lo que se buscé es eliminar la humedad, se emplearon dos
tipos de secado:

Desecacién natural bajo sombra: En una mesa se coloco papel se coloco papel kraff,
y encima se colocaron las hojas ya limpias en lugar ventilado por aproximadamente

07 dias, se control6 diariamente el secado observando si hubiese hojas deterioradas.

Desecacion artificial: Una vez que terminé el desecado natural, se trasladaron las
hojas al laboratorio, para colocar las hojas en las bandejas de la estufa a una a
temperatura 40°C. Por dos horas. Se debe cuidar que la desecacion sea la adecuada, si
se conservaran huimedas las hojas, se deterioran y ello ayudaria a la proliferacion de
microorganismos. (50)

Molienda

Para la molienda de las hojas, se us6 un molino analitico, se colocaron las hojas secas
un tanto partidas dentro del molino, se tap6 y conect6 a la corriente se presioné con la
tapa y empez6 el proceso. Para el proceso de la molienda de las hojas de Mentha
spicata, las hojas no deben ser muy molidas tipo polvo, dificultaria el proceso de
extraccion de principios activos. (51)

Conservacion

Se guardaron en un frasco de vidrio de color oscuro con tapa, las hojas molidas y coloc
una etiqueta especificando nombre cientifico, parte utilizada y la fecha que se
almacend, se protegio de la luz, se almacen6 en un ambiente ventilado y limpio. La

droga en buenas condiciones de almacenamiento dura hasta 2 afios aproximadamente.
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FLUJOGEAMA N°1: PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL

Fuente: El autor.
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Obtencidn del extracto etanolico de hojas de Mentha spicata:

En una balanza se pes6 20 g de hojas de Mentha spicata y se le adicion6 etanol de 96°
aproximadamente100 mL, verificando que se cubra la muestra, se tapo y se dejo
macerar por 7 dias. Luego se filtro en gasa, se exprimio y se volvié a filtrar en papel de
filtro. Luego en bafio maria se concentrd a mitad de volumen para realizarlas reacciones

de coloracion y/o precipitacion (50, 51).
Metabolitos secundarios identificados en el extracto etandlico. (51)
Deteccion de alcaloides

Una vez concentrado el extracto con la ayuda de una pipeta se adiciond una gota del
extracto en una primera excavacion de la placa se afiadié una gota de extracto, una gota
de HCI 1%y gota de reactivo de Dragendorff, se dejé en reposo unos 10 minutos,
la presencia de un precipitado anaranjado nos indicara que la reaccion es positiva
En la segunda excavacidn se colocé una gota de extracto, una gota de HCI 1% y una
gota de reactivo de Mayer se deja en reposo 10 minutos, si aparece precipitado color
blanco se considera la reaccion positiva.

En una tercera excavacion se coloc6 una gota de extracto, una gota de HCI 1% y una
gota de reactivo de Wagner se deja en reposo 10 minutos, si aparece precipitado color
marron se considera la reaccion positiva.

En una cuarta excavacion se coloc una gota de extracto, una gota de HCI 1% y una
gota de reactivo de Hager se deja en reposo 10 minutos, si aparece precipitado color
amarillo se le considera la reaccion positiva.

Para los resultados debe tener en cuenta si us6 04 reactivos generales de precipitacion,
para dar como positivo, deben salir 3 0 4 precipitaciones, cabe resaltar que una de las
propiedades de los alcaloides es que forman en complejo con los metales pesados y

ello hacen que se precipiten.

Deteccion de Flavonoides

Se empled la reaccidn de Shinoda para detectar flavonoides, en una placa excavada, se
coloco 1 gota de extracto, 1 gota de HCI Q.P. Se agregaron 02 limaduras de Magnesio
se deja reposar 10 minutos la aparicion de un color rojo o rosado nos indicaré que la
reaccion es positiva. La coloracion rosada o roja se debe a la formacionde cloruro y

magnesio y hay liberacion de hidrogeno
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Deteccién de Taninos

Se empled la reaccion de cloruro férrico, que se emplea para todos los compuestos
fendlicos, en este caso para detectar a los taninos en una placa excavada se coloco una
gota del extracto y una gota de cloruro férrico al 5%, si aparece un color intenso azul,
negro o verde la reaccion es positiva.

Deteccidonde Triterpenos y/o esteroides

Para detectar a los triterpenos y/o esteroides se emple6 la reaccién de Liebermann-
Burchard. Setomd 1 mL de extracto y se colocd en un vaso de precipitacion se colocd
dentro del bafio maria hasta sequedad, se redisuelve con 1 mL de diclorometano y con
ayuda de la bagueta se uniformiza y se coloca en un tubo de ensayo y se afiadié 1mL
de anhidro acético y 2 gotas de acido sulfurico concentrado. si aparece un color rosado,
azul, verde oscuro, la reaccion es positiva (51)

Deteccion de Quinonas

Se empled la reaccion de Borntrager, para detectar a las quinonas se tomé 1 mL del
extracto, se llevé a sequedad y se redisuelve con 1mL de diclorometano en un tubo de
ensayo y se afiadié 5 mL de NaOH 5% y se agita y deja en reposo 10 minutos, luego
si se observa una coloracion roja en la fase acuosa la reaccion es positiva.

Deteccion de Saponinas

Seempled la prueba de espuma para detectar saponinas se colocé en untubo de ensayo
1 mL del extracto y se afiadié 2 mL de agua destilada y se agit6 durante 1 minuto, dejé

en reposo unos 5 minutos, la reaccion es positiva si aparece espuma.

24



Figura N°2

Metabolitos secundarios identificados en el extracto etandélico de las
hojas de Mentha spicata L.

20 g de Ms + 100
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96°
<£| Maceracion por 7 dias.
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TRITERPENOS Y/O
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» Dragendorff, Lieberman-Burchard
* Mayer
« Wagner QUINONAS
SAPONINAS Bomizager
Prueba de
espuma

Fuente: El autor

25



Preparacion del extracto etandlico paraensayos microbiolégicos

Se empled la técnica de maceracion por 48 horas. Se utilizé 50 g. de la muestra de
hojas de Menta spicata L. y en un matraz erlenmeyer se afiadié 100 mL de etanol de
96° se agitod 3 a 4 veces por dia. Luego se filtrd en tela y después en papel de filtro, el

extracto el cual se llevo hasta sequedad: (50, 51).

Preparacion del medio de cultivo

Los materiales de vidrio: pipetas, baguetas, matraces, balones, tubos de prueba, viales,
embudos de vidro, discos de papel whattman, torundas, etc, fueron sometidos al horno
eléctrico a 180°C por 1 hora, para su esterilizacion.

El medio de cultivo sélido empleado fue Mieller—Hinton, se prepar6 pesando 39 g de
medio en 1 L de agua destilada, se calienta llegando a ebullicion, lo que se debe tener
en cuenta es que disuelva completamente. Luego se colocaron en frascos de vidrios y
se esterilizan en la autoclave por 15 miny 15 Ib de presion. (52).

Determinacion del efecto inhibitorio

Inoculacién de las bacterias en la placa de Mueller Hinton-agar

A partir de una placa de cultivo de Staphylococcus aureus y Escherichia coli, se cogio
3-5 colonias con un asa y se ajusté el indculo a una turbidez equivalente al 0.5 de la
escala de McFarland en suero fisiologico, se agité durante 15-20 segundos. En un
tiempo 6ptimo de 15 minutos después se ajustd la turbidez de la suspensién del indculo,
luego un hisopo se introdujo en ella para la inoculacion. Debe rotarse el aplicador
varias veces y presionado firmemente contra la pared interna del tubo sobre el nivel de
liquido. Se inocul6 en la superficie de una placa de Agar Mueller—Hinton extendiendo
el hisopo de un extremo a otro sobre toda la superficie. Este procedimientoes repetido
dos 0 més veces, rotando la placa aproximadamente 60° C después de cada aplicacion
para asegurar una distribucion constante del in6culo. Finalmente se pasé sobre los
bordes del Agar.

Se dejaron las tapas de la placa entreabiertas por 3 a 5 minutos, para evitar un exceso
de humedad de la superficie de (52). EI método de Kirby Bauer se lleva a cabo por
medio de un frotis sobre cada una de la superficie del Agar Mueller- Hinton. Luego se
impregnd 25 pL de cada uno de los extractos de diferentes concentraciones de 100, 50
y 25% el control positivo (Ampicilina 10 pg) y control negativo (etanol) en cada uno
de los discos de papel filtro (Whatman No. 42) por triplicado y se coloc6 sobre las

superficies del agar. Se incubd las placas invertidasa 35 + 2° C por 18 horas
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(bacterias). (53), Posteriormente se procedié a medir los halos de inhibicion de los

discos, en mm. con ayuda de una regla.

Para la determinacion del porcentaje del efecto inhibitorio se empleara la siguiente

formula;

Media diametro halo de inhibicion
e X 100
Diametro halo de inhibicion
control positivo

% efecto
inhibitorio
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I11. RESULTADOS

Tabla 1. Metabolitos secundarios identificados en el extracto etandlico de las hojas de
Menta spicata L.

METABOLITO REACCION RESULTADO

Flavonoides Shinoda +

Taninos Cloruro férrico +

Saponinas Prueba de espuma -

Triterpenos y/o Liebermann- +
esteroides Burchard

Quinonas Borntrager -

Alcaloides Dragendorff +

Mayer +

Wagner i

Hager +

Fuente: El autor
Interpretacion:
(+): Presencia o positivo

(-): Ausencia o negativo
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Tabla 2. Efecto inhibitorio in vitro del extracto etanolico de hojas de Menthaspicata L. frente a
Sthaphylococcus aureus

Halos de inhibicion a diferentes Concentraciones Control

positivo
Placa 100% 50% 25%
1 20 18 16 27
2 19 17 16 28
3 20 17 15 30
Promedio 20 17 16 28
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Figura 3. Efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de hojas de Menta spicata L.frente a

Staphylococcus aureus
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Concetracion del extracto etandlico

La concentracion del 100% del extracto etandlico de hojas de Mentha spicata L. mostr6 mayor

halo de inhibicidn frente a S. aureus (20 mm) con respecto a la concentracién de 50% y 25% que

alcanzaron diametros de 17 mmy 16 mm respectivamente.
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Tabla 3. Prueba de homogeneidad de varianzas

Didmetro del halo de inhibicion

Estadistico de levene gll gl2 Sig

2.084 3 8 181

En la tabla 3 se muestra los resultados del analisis de la prueba de homogeneidad de varianzas. Se
observa una significancia de 0.181 por lo tanto, existe homogeneidad de varianzas en los grupos
de analisis.
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Tabla 4. Efecto inhibitorio in vitro del extracto etan6lico de hojas de Mentha spicata L. frente a

Escherichia coli

Halos de inhibicién a diferentes Concentraciones Control
positivo
Placa 100% 50% 25%
1 15 11 10 21
2 16 13 09 22
3 15 12 08 22

Promedio 15

12

09 22
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Figura 4. Efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de hojas de Mentha spicata L.frente a

Escherichia coli
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Promedio de halo de inhibicidn

Concentracidn del extracto etandlico

La concentracion del 100% del extracto etandlico de hojas de Mentha spicata L. mostr6 mayor
halo de inhibicién frente a Escherichia coli (15 mm) con respecto a la concentracion de 50 y 25%

alcanzaron didmetros de 12 mm y 09 mm respectivamente.
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Tabla 5. Prueba de homogeneidad de varianzas

Diametro del halo de inhibicién

Estadistico de levene gll gl2 Sig

4,199 3 3 046

En la tabla 5 se muestra los resultados del analisis de la prueba de homogeneidad de varianzas.
Se observa una significancia de 0.046 por lo tanto, existe diferencia devarianzas en los grupos de

analisis.
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Tabla 6. Promedios de didmetros de los halos de inhibicion del extracto etandlico de hojas de

Mentha spicata L. a diferentes concentraciones frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Bacterias Diimetro (mm) de halos Control
deinhibicion a diferentes )
concentraciones (mg'mL)

mm
100% 50% 25%
Sthapvlococcus 20 17 16 28
aureus
ATCC
Escherichia coli 15 12 09 22

ATCC 13216

Fuente: El autor

Donde:

e Control Positivo = Ampicilina (10 pg)

e C.N.=Etanol 96°
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Figura 5. Promedios de didmetros de los halos de inhibicion del extracto etandlico de hojas de
Mentha spicata L. a diferentes concentraciones frente a Staphylococcus aureus yEscherichia coli

Digametros de halos de inhibicion

Los promedios de diametros, de los halos de inhibicion, revelados por el efecto inhibitorio del
extracto etanolico a diferentes concentraciones frente a las cepas de Sthapylococcus aureus,
mostraron que la mencionada cepa tiene mayor sensibilidad frente al extracto etandlico al 100%

con halos de inhibicion de 20 mm de diametro.
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Tabla 7. Porcentaje de inhibicidn relativa (PIR) del extracto etandlico de hojas de Mentha spicata

L. frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli

Diametro (mm) de halos Control PIR
. . deinhibicion a diferentes
Microorganismo concentraciones (%) +)
100 75 50 mm (%e)
Staphylococcus
AUrEUs 20 17 16 238 71%
ATCC 6538
Escherichia coli
15 12 09 22 68 %o
ATCC 13216

X3= Promedio de tres repeticiones
e C.P. = Ampicilina ( 10ug)

e P.I.LR.= Porcentaje de Inhibicion Relativa

El mayor porcentaje de inhibicion relativa (PIR), del extracto etandlico de hojas de Mentha
spicata L. a una concentracién de 100%, se obtuvo frente las cepas de Staphylococcus aureus con
71%, lo que permitié comprobar el efecto antibacteriano significativo del extracto estudiado

frente la cepa mencionada.

El porcentaje de inhibicién relativa (PIR), del etandlico de hojas de Mentha spicat L. a una
concentracién de 100% frente las cepas de Escherichia coli fué de 68% inferior al efecto

antibacteriano obtenido frente a la cepa de Staphylococcus aureus.
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IV. DISCUSION

En el presente trabajo se determing el efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de hojas
de Mentha spicata L. frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli mediante el método
de difusion en disco. Los promedios de didmetros, de los halos de inhibicion, revelados por
el efecto inhibitorio del extracto etandlico estudiado a diferentes concentraciones frente a las
cepas de Sthapylococcus aureus, mostraron que la mencionada cepa tiene mayor sensibilidad
frente al extracto etandlico al 100% con halos de inhibicion de 20 mm de diametro similares
a los resultados obtenidos por Fernandez G, Perales K. en el estudio titulado “Efecto
antibacteriano de los extractos etanolico y acuosode Mentha spicata L. “Hierba buena” sobre
Staphylococcus aureus” con halos de inhibicion de de 19,76 + 0,33; 18,35 + 0,34y 17,55 +
0,33 para las concentraciones del 100%, 75% y 50% respectivamente a diferencia de lo
obtenido por Sanches G, Vasquez C. en el estudio titulado“Efecto antibacteriano in-vitro
de los extractos de Rosmarinus officinalis (Romero)Y Mentha spicata (Hierba buena) sobre
Staphylococcus aureus” cuyos resultados obtenidos al 100% fue de 13,00 mm. La
concentracion del 100% del extractoetandlico de hojas de Mentha spicata L. mostrd
sensibilidad intermedia frente a Escherichia coli (15 mm) en concordancia con lo obtenido
por Cabrera E. que determind sensibilidad media del extracto de Mentha spicata sobre cepas
de Escherichia coli.

La presencia de los siguientes metabolitos secundarios: Triterpenos y esteroides, alcaloides,
flavonoides y taninos los cuales se presumen ser responsables del efecto inhibitorio y
constituyen los mejores remedios naturales para combatir procesos infecciosos del aparato

respiratorio (gripe, bronquitis, faringitis etc.) (Tabla 1).
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V. CONCLUSIONES

1. El extracto etanolico de Mentha spicata L. al 100% si posee mayor efecto inhibitorio frente
a las cepas de S. aureus, mostrando mayor sensibilidad frente al mencionado extracto.

2. La concentracion del extracto etandlico de hojas de Mentha spicata L. al 100% frente a
Escherichia coli, presentd halos de inhibicion de 15 mm mostrando sensibilidad intermedia.

3. Las reacciones de identificacion de metabolitos secundarios del extracto etandlico de
Mentha spicata L. nos permiti¢ determinar la presencia de flavonoides, taninos, triterpenos,
alcaloides, de los cuales en mayor abundanciase obtuvo triterpenos y alcaloides.

4. El mayor porcentaje de inhibicidn relativa (PIR), del extracto etanélico de hojas de Mentha
spicata L. a una concentracién de 100%, se obtuvo frente las cepas de Staphylococcus
aureus con 71% y frente las cepas de Escherichia coli con 68%.
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VI. RECOMENDACIONES

1. Evaluar el extracto etanolico de Mentha spicata L. frente a hongos, virus y otras bacterias; a
fin de corroborar otras propiedades terapéuticas.

2. Detectar a los metabolitos secundarios presentes en el extracto etandlico de Mentha
spicata L. a nivel instrumental (mediante técnicas espectroscopicas), lo que puede
ayudar a determinar el potencial efecto de esta planta.

3. Realizar otros estudios con otros antibidticos para comparar su efecto y asi podercombatir
las infecciones causada por Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

4. Continuar en las investigaciones en planta medicinales que posean principios activos con

propiedades antibacterianas.
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VIIl. ANEXOS

Certificacion botanica

CERTIFICACION BOTANICA

La biologa colegiads quien suscnibe CERTIFICA gue, la muestra botanica de la planta
conocida con ¢l nombre de "menta” proporcionada por el bachiller Uceda Escate José
Miguel: ha sido estudiade cientificamente y determinada como Mentha spicata L. y de
acuerdo con el sistema de clasificacion del APG IV (2016), sc ubica en la siguiente
categoria taxonomica.

REINO PLANTAE
DIVISION : FANEROGAMAS
CLASE - EQUISETOPSIDA
SUBCLASE : MAGNOLHDAE
SUPER ORDEN  : ASTERANAE
ORDEN : LAMIALES
FAMILIA - LAMIACEAE

GENERO : Mentha

ESPECIE  : Mentha spicata |
NV : "menta”

Se expide la presente certificacion a solicitud del bachiller, para los fines que estime
conveniente.

Ica 30 de encro del 2023

e

Biga. Mag. Zoila Magaly Cuba Cardova
Docente botanica de la Facultad de Ciencias Biologicas
Universidad Nacional “San Luis Gonzaga™
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Especie vegetal: Menta spicata L
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Materiales y reactivos
Reactivos
Etanol 96°

Cloruro de sodio

Reactivos para alcaloides HCI Q, PH2S04 Q.P

Diclorometano
Cloruro férrico
Hidroxido de sodio
Anhidrido acético
Agar tripticasa de soya
Agar Mueller- Hinton
Material biol6gico

Material vegetal
Cepas bacterianas
Materiales de laboratorio

Hisopos estériles
Papel aluminio
Algodon
Guantes
quirdrgicos

Papelde filtro Whatman
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Material vegetal secado molido y almacenado

51



Obtencion del extracto etanolico
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Screning fitoquimico
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Determinacién del efecto inhibitorio
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Halos de inhibicion de Mentha Spicata L. frente a S. aureus

La by — N
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Halos de inhibicion de Mentha Spicata L. frente a E. coli
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