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INTRODUCCION

En la actualidad, la disminucion de la calidad nutricional de los alimentos, la intoxicacion
alimentaria, el deterioro de los alimentos y otras enfermedades relacionadas con los alimentos
son causados principalmente por un grupo de patégenos transmitidos por los alimentos. Los
conservantes sintéticos y los métodos fisicos estan siendo utilizados por diversas industrias
alimentarias para evitar la contaminacion y preservar los alimentos de estos patdogenos
nocivos. Sin embargo, muchas de las técnicas y productos quimicos aplicados son ineficaces
que provocan problemas de salud y efectos secundarios, que afectan la seguridad de los
alimentos y la de los consumidores, () mas aun cuando los patdgenos van adquiriendo mayor
resistencia a los conservantes sintéticos, que en numerosos informes reportaron ser los
responsables de padecimientos cancerigenos y teratogénicos debido a la toxicidad residual
que les caracteriza. @ Por tanto, el aumento de conciencia entre los consumidores con
respecto al uso de productos naturales en la conservacion de alimentos viene obligando a las
industrias de alimentos a buscar conservantes naturales alternativos como fuente de sustancias
bioactivas potenciales para su uso en el procesamiento y conservacion de alimentos, al tiempo
que aumentan la vida util de los alimentos; ) por ser éste, el método de inhibicion del

crecimiento microbiano mas apropiado para los alimentos. )

La busqueda de mayor conocimiento sobre los componentes bioactivos de las plantas
aromaticas, ha despertado el interés para plantear como objetivo; extraer, caracterizar y
evaluar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de hojas de muda (Satureja
brevicalyx) frente a patdgenos de interés alimentario; siendo este, un estudio pionero para
obtener mayor conocimiento sobre las propiedades antimicrobianas de plantas aromaticas que

podrian ser aplicados para la conservacion de los alimentos.
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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue extraer, caracterizar y evaluar el efecto antibacteriano del
aceite esencial de hojas secas de Satureja brevicalyx frente a Escherichia coli ATCC 25922,
Salmonella typhi y Shigella dysenteriae. Las hojas fueron recolectadas a una altitud de 3,910
metros del distrito de Curahuasi, provincia de Abancay, departamento de Apurimac. El aceite
esencial fue extraido mediante destilacion por arrastre con vapor de agua, luego caracterizado
mediante ensayos fisicoquimicos y analizados su composicion quimica por cromatografia de
gases y detectado por espectrometria de masas (GC-MS). El efecto antibacteriano del aceite
esencial de Satureja brevicalyx fue evaluado por microdilucioén en caldo, resultando ser mas
sensible Escherichia coli ATCC 25922 y Shigella dysenteriae con una CMI y CMB de
200ug/mL para ambas especies bacterianas y con respecto a Salmonella typhi con una CMI de
800 pg/mL y CMB de 1600 pg/mL, dichos valores responden principalmente a la accion
sinérgica que ejercieron los monoterpenos oxigenados como pulegona (55.78%), mentona
(10.57%), timol (6.71%), linalol (4.28%), isopulegona (3.38%), eucaliptol (1.68%) y terpineol
acetate (1.53%); que representan el 86.09% de los componentes mayoritarios del aceite
esencial de S. brevicalyx, los cuales le otorgaron una densidad de 0.925 g/mL a 20 °C, indice
de acidez 0.102, indice de refraccion 1.4859 y una solubilidad al 80% de etanol. Estos
resultados demuestran que el aceite esencial de Satureja brevicalyx tiene alta actividad
biologica frente a patogenos de interés alimentario, que podria ser utilizado para mejorar la

inocuidad y tiempo de vida util de productos alimenticios.

PALABRAS CLAVE: Mufa, Satureja brevicalyx, aceite esencial, efecto antibacteriano,
microdilucion en caldo, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhi, Shigella

dysenteriae.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to extract, characterize and evaluate the antibacterial effect
of the essential oil of dried leaves of Satureja brevicalyx against Escherichia coli ATCC
25922, Salmonella typhi and Shigella dysenteriae. The leaves were collected at an altitude of
3,910 meters from the district of Curahuasi, province of Abancay, department of Apurimac.
The essential oil was extracted by steam distillation, then characterized by physical tests and
analyzed for its chemical composition by gas chromatography and detected by mass
spectrometry (GC-MS). The antibacterial effect of the essential oil of Satureja brevicalyx was
evaluated by microdilution in broth, being more sensitive Escherichia coli ATCC 25922 and
Shigella dysenteriae with a CMI and CMB of 200 pg/mL, for both bacterial species and with
respect to Salmonella typhi with a CMI of 800 ug/mL and CMB of 1600 pg/mL, these values

respond mainly to the synergistic action exerted by oxygenated monoterpenes such as
pulegone (55.78%), menthone (10.57%) ), thymol (6.71%), linalool (4.28%), isopulegone
(3.38%), eucalyptol (1.68%) and terpineol acetate (1.53%); which represent 86.09% of the
major components of the essential oil of Satureja brevicalyx, which gave it a density of
0.925g/mL at 20 ° C, an acid number 0.102, a refractive index of 1.4859 and an 80%
solubility of ethanol. These results show that the essential oil of Satureja brevicalyx has high
biologica activity against pathogens of food interest, which could be used to improve the

safety and shelf life of food products.

KEYWORDS: Muiia, Satureja brevicalyx, essential oil, antibacterial effect, microdilution in

broth, Escherichia coli, Salmonella typhi, Shigella dusenteriae.
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CAPITULO1
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

DESCRIPCION DEL PROBLEMA

En la industria de alimentos, las bacterias patdgenas ocasionan pérdidas econémicas, no
solo porque deterioran productos, sino que ademas son dificiles de eliminarlos, en
consecuencia son los causantes de enfermedades infecciosas en los consumidores. Una
fuente de contagio con bacterias patdogenas es, a través del consumo de alimentos con
poca estabilidad microbioldgica, y para evitar dicho contagio, se vienen aplicando
conservantes sintéticos como benzoatos, nitritos, sorbatos, sulfitos, entre otros; a fin de
garantizar la inocuidad de los alimentos procesados, de los cuales numerosos informes
responsabilizan al consumo de estos alimentos como los causantes de intoxicaciones y
enfermedades degenerativas, otros los consideran responsables de ser cancerigenos y

teratogenos por el alto grado de toxicidad residual que poseen.

A pesar de la situacion, son exiguos los hallazgos de agentes antimicrobianos de origen
natural como sustitutos a los tradicionalmente usados; por lo cual es limitada la adicion
de conservantes naturales sobre alimentos procesados, que luego de ser obtenidos corren
el riesgo de una posible contaminacion microbiologica, y con ello provocaria un dafio a la

salud de los consumidores.

FORMULACION DEL PROBLEMA

1.2.1. Problema general
(Cuadles seran sus caracteristicas fisicoquimicas y a qué concentraciones del aceite
esencial extraido a partir de hojas de mufia presentard efecto antibacteriano frente a

cepas de Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhi'y Shigella dysenteriae?
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1.2.2. Problemas especificos
(Cudles seran sus caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial de hojas de

mufia extraido por el método de arrastre por vapor de agua?

(Cual es la concentracion minima inhibitoria del aceite esencial de hojas de muna
frente al crecimiento de Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhi y Shigella

dysenteriae?

(Cuadl es la concentracion minima bactericida del aceite esencial de hojas de muia
frente al crecimiento y desarrollo de Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella

typhi y Shigella dysenteriae?

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. Objetivo general
Extraer, caracterizar y evaluar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de
hojas de mufia (Satureja brevicalyx) frente a Escherichia coli ATCC 25922,

Salmonella typhi 'y Shigella dysenteriae.

1.3.2. Objetivos especificos
e C(Caracterizar fisicoquimicamente el aceite esencial de hojas de mufa (Satureja

brevicalyx) extraido por el método de arrastre por vapor de agua.

e Determinar la concentracion minima inhibitoria a la cual el aceite esencial de
hojas de mufa (Satureja brevicalyx) ejerce inhibicién sobre el crecimiento de

Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhi y Shigella dysenteriae.

e Determinar la concentracion minima bactericida del aceite esencial de hojas de
mufia (Satureja brevicalyx) frente al crecimiento y desarrollo de Escherichia coli

ATCC 25922, Salmonella typhi y Shigella dysenteriae.
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1.4. JUSTIFICACION

1.5.

Ciertamente las plantas aromaticas poseen un amplio y desconocido reservorio de
sustancias derivado de sus sistemas de defensa contra microorganismos, insectos y
herbivoros. Se conoce que estas especies ademas de impartir sabor pueden utilizarse para
el control de microorganismos patdégenos en productos alimenticios, de tal forma que su
aplicacion podria emplearse como alternativa a los conservantes sintéticos, mas aun,
cuando los consumidores actuales demandan productos alimenticios mas seguros,
naturales y saludables, asimismo por su capacidad para evitar la alteracion de las
propiedades organolépticas de los alimentos, de igual forma por su notable implicancia en
la prevencion de enfermedades degenerativas originadas por el consumo de alimentos
elaborados con antimicrobianos sintéticos, Ademas de vernos motivado por sus bondades
fitoterapéuticas y por haberse comprobado cientificamente sus principios activos
antimicrobianos en innumerables aplicaciones para el tratamiento de diversas

enfermedades tanto organicas, nutricionales e infecciosas.

El aceite esencial de mufia, tiene propiedades antibacterianas y antimicoticas
comprobadas por el campo de la farmacia, la medicina y la odontologia, siendo exiguo su
estudio en el campo alimentario. Motivo por el cual, resulta necesario evaluar la actividad
antibacteriana de esta sustancia que fue extraida de las hojas secas de una de las especies
que habitan en nuestra localidad, frente a microorganismos patogenos como Escherichia
coli ATCC 25922, Salmonella typhi y Shigella dysenteriae, previo a unas posibles
aplicaciones como conservante natural de alimentos procesados, asi como para el control

de microorganismos causantes de enfermedades transmitidas por alimentos.

DELIMITACIONES

Si bien, el estudio fue desarrollado con el objetivo de extraer, caracterizar y evaluar el

efecto antibacteriano del aceite esencial de hojas de muna (Satureja brevicalyx) frente a

Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



7 de 97

bacterias patdgenas transmitidas por alimentos. Resulta necesario aclarar que dicho
estudio, estuvo limitado a estudiar por una parte la caracterizacion fisicoquimica del
aceite esencial de hojas de muia (Satureja brevicalyx) extraido por el método de arrastre
por vapor de agua, a fin de determinar las cualidades fisicas principales del aceite
esencial y a la ves dilucidar el tipo y cantidad de componentes quimicos presentes en el
aceite esencial de mufia, y por otra parte evaluar su efecto antibacteriano a bajas

concentraciones por el método de microdilucion en placa, a través de ensayos in vitro.

Sin embargo, es necesario mencionar que aun desconocemos los mecanismos de accion
por los cuales las bajas concentraciones del aceite esencial de mufia lograron inactivar las
unidades celulares de Escherichia coli, Salmonella typhi y Shigella dysenteriae durante el
crecimiento y desarrollo in vitro de estas cepas, debido a que en nuestro medio, no
contamos con laboratorios que esten implementados con los recursos tecnologicos

necesarios para desarrollar este tipo de analisis y ensayos experimentales.
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CAPITULO 11
MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES

El empleo de sustancias esenciales naturales con fines terapéuticos, se registra desde
tiempos muy remotos, basandose en creencias populares y conocimientos tradicionales
transmitidos de generacion en generacion. Hoy en dia, los aceites esenciales de diversas
plantas cubren un amplio espectro de aplicaciones por sus efectos farmacoldgicos,
antinflamatorios, antioxidantes y anticancerigenos, debido a que poseen principios
activos (metabolitos)!*® que actiian como agentes antibacterianos o antifungicos,°? los
que se extraen a partir de sus hojas mediante métodos cientificamente validados.(!*®
Minthostachys mollis y Satureja brevicalyx son especies conocidas como “mufia”, estas
son plantas nativas que habitan los diferentes pisos ecologicos de esta parte de la sierra
sur del Pert, a la ves son conocidas por sus propiedades digestivas, antiinflamatorias,
antisépticas, analgésicas, antiespasmoédicas, antieméticas y antidiarreicas. Ademds son
utilizados como condimentos en la cocina y en la preservacion de algunos productos

agricolas, como la papa almacenada del ataque de insectos. (1%

Contreras G. (1983) estudi6 de forma cualitativa la Actividad antimicrobiana del aceite
esencial de Minthostachys mollis (muna) frente a bacterias enteropatdgenas, como trabajo
de tesis para optar el titulo de bidlogo. Con el que se llegd a la conclusion, de que el
aceite esencial de mua tiene efecto antibacteriano frente a cepas de Shigella dysenteriae,
Salmonella typhi y Escherichia coli; resultando Shigella dysenteriae la mas sensible al

aceite esencial de muiia. 290

Salmon L. (1994) estudi6 la actividad de la muia, en su trabajo titulado Contribucion al
estudio de la especie vegetal Minthostachys mollis KuntGriseb “muna” en los aspectos
fotoquimico, toxicoldgico, antimicrobiano y bromatologico. Concluyendo no haber
obtenido halos de inhibicién a ninguna de las concentraciones y en ninguna de las cepas
de Candida albicans ATCC 10231, Escherichia coli ATCC 8739 y Staphylococus aureus

ATCC 6538; por lo que, no pudo determinar su actividad antimicrobiana. ?°D

Inga y Guerra (2000), demostraron el efecto de las propiedades bacteriostaticas y
bactericidas del aceite esencial de Minthostachys mollis frente a Staphylococus aureus

ATCC 25923, B. Cereus MC, Salmonella typhi, S. Sonoei MC, E. Coli ATCC 25922 y K.
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Pneumoniae ATCC 10031. Ademas de la accidon fungistatico y fungicida para Fusarium

moniliforme y Aspergilius niger.???

Diaz K. (2005) demostro que el aceite esencial de muia tiene propiedades antibacterianas
in vitro contra bacterias orales estandarizadas: Strepfococcus mutans, Lactobacillus sp,
Fusobacterium nucleatum, Actinobacillus actinomicetencomitans y Actinomices sp. Los
cuales fueron evaluados por el método de difusiébn en agar con discos, donde se
determin6 que la cepa mas sensible ante el aceite esencial fue Fusobacterium nucleatum
con 20,13 mm de inhibicién, seguida por Actinobacillus actinomicetencomitans con

18,42 mm y la menos sensible Actinomices sp con 11 mm.(2%)

En el estudio de Guiza y Rincén (2007), se determin¢ el efecto antimicrobiano del aceite
esencial de Minthostachys mollis combinado con inactivacion térmica, sobre cepas de
Listeria monocytogenes 'y Bacillus cereus, llegaindose a determinar actividad

antibacteriana nula frente a Listeria monocytogenes.>*

Carpio A. (2008) Realizo un estudio preliminar de actividad antimicrobiana de extractos
de plantas contra bacterias de la cavidad oral, encontrando resultados positivos para 24
extractos de 27 de estas plantas, de los cuales cuatro aceites esenciales tuvieron mayor
efecto antimicrobiano, incluyéndose dentro de ellos la Minthostachys mollis (Kunth)

Griseb. (20

Cano y col., (2008) determinaron la actividad antimicotica IN VITRO de los metabolitos
de las hojas del aceite esencial de Minthostachys mollis, los cuales mostraron halos de
inhibicién de 30 mm a una concentracion de 100% y de 35 mm al 50% frente a Candida
albicans. Asimismo mediante la prueba de difusion en agar no se observo crecimiento
fangico en todo el diametro de las placas con aceite esencial de mufia a concentraciones

de 50 y 100% para T. tonsurans, M. canis y T. mentagrophytes.?%)

Chavez y col., (2008) realizaron un estudio del Efecto sinérgico del aceite esencial de
Origanum vulgare a la Gentamicina en cultivos de Escherichia coli, del que se comprob6
el efecto antibacteriano del aceite frente a E. coli a una concentracion del 75% ademas se
demostré que los componentes mas importantes que brinda la propiedad antibacteriana al
orégano son el Carvacrol y Timol, quienes tienen la capacidad de destruir la estructura de
la membrana celular, causando el incremento de la permeabilidad y por consiguiente la

salida de iones inorganicos, ATP, 4cidos nucle6tidos y aminoécidos, etc.27
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Carhuapoma y col., (2009) estudiaron la actividad antibacteriana del aceite esencial de
Minthostachys mollis Griseb “Ruyaq mufia” el cual tuvo como objetivo determinar la
actividad antibacteriana del mencionado aceite frente a Helicobacter pylori, Shigella
dysenteriae, Salmonella typhi y Pseudomonas aeruginosa, para ello, se tuvo que
determinar su concentracion minima inhibitoria (CMI) y su concentracion minima
bactericida (CMB) las que fueron obtenidas por el método de dilucién en microplacas,
resultando tener mayor porcentaje de inhibicion frente a Helicobacter pylori, seguido de
Shigella dysenteriae, Salmonella typhi y Pseudomonas aeuriginosa, ademas de comparar
valores de inhibicidn contra tres antibidticos utilizados como estandares; los efectos
positivos de actividad bactericida se deben posiblemente a que los constituyentes del
aceite esencial de Minthostachys mollis, como el timol, acetato de timol, metileugenol,
pulegona, mentona, limoneno, linalol, entre otros, actuaron en sinergismo con los

antibioticos estandares.(182)

Azana 1. (2010) demostro la efectividad antibacteriana del aceite esencial de
Minthostachys mollis “mufia” tanto cuantitativamente como cualitativamente en su
concentracion pura y en sus diluciones del 50% y 25% frente a bacterias prevalentes en
lesiones periapicales cronicas de origen endodontico:  Fusobacterium nucleatum,
Prevotella melaninogénica, Enterococcus faecalis, Fusobacterium nucleatum, Prevotella
melaninogénica, Enterococcus faecalis de los cuales se obtuvieron notables halos de
inhibicion, en las diluciones del 50% y 25% pero sobre todo en la concentracion pura del

aceite esencial.(2%®)

Castafio y col., (2010) Evalud la actividad bactericida y determino la concentracion
minima inhibitoria del extracto etanolico y del aceite esencial de las hojas de Rosmarinus
officinalis L. sobre microorganismos de interés alimentario: E. coli, S. aureus, S.
typhimurium, S. sonnei, L. monocytogenes, P. aeruginosa, B. cereus y L. plantarum,
ademas de haber comparado la actividad antimicrobiana del extracto y el aceite con la de
algunos conservantes sintéticos convencionales. Habiéndose obtenido mayor efecto
antimicrobiano tanto el extracto etanolico como el aceite de romero, en comparacion con

los conservantes sintéticos usados como control positivo. (183

Huari G. (2014) Evalu6 el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de
Mintostachys mollis (mufa) sobre Streptococcus mutans, mediante el método cualitativo
de difusion de disco en placa del cual concluyo que al 100% de concentracion de aceite

esencial de mufia consiguié un halo inhibitorio promedio de 10.79 mm, al 50% un halo
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inhibitorio promedio de 7.6 mm y al 25% de cinco milimetros halo tamafio del disco de

sensibilidad, siendo igual o similar que el control negativo (DMSO). %%

Reyes J, Lopez M, y Palou E. (2016) Evaluaron la actividad antimicrobiana de mezclas
binarias de aceites esenciales de mostaza (Brassica nigra), tomillo (Thymus vulgaris) y
orégano mexicano (Lippia berlandieri Schauer) contra tres bacterias patdgenas
comunmente relacionadas con enfermedades transmitidas por el consumo de alimentos:
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y Salmonella Enteritidis. En dicho
estudio, el aceite esencial de mostaza evaluado individualmente mostré ser altamente
eficaz (Concentracion Minima Inhibitoria, CMI<0.10% vol/vol) contra las tres bacterias
estudiadas, en comparacion con los aceites de tomillo (CMI=0.12% vol/vol) y orégano

mexicano (CMI=0.40% vol/vol). 210

Saharkhiz M. y col.,, (2016) Evaluaron la composicion quimica y actividad
antimicrobiana de aceites esenciales de tres especies de Satureja spp contra
microorganismos causantes de infecciones transmitidas por los alimentos mediante el
método de microdilucion, donde se pudo determinar que los tres aceites esenciales
inhibieron completamente el crecimiento de hongos ensayados a concentraciones
inferiores a 0.062 pl/ml. Ademas los aceites mostraron actividades bacteriostaticas y
bactericidas significativas contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas en

concentraciones que oscilaban entre 0,031-1 ul / ml. @'

Mazarei, Z., y Rafati, H. (2018) Determinaron el efecto antibacteriano a una
concentracion minima inhibitoria y bactericidas del aceite esencial de Satureja
khuzestanica puro y sus nanoemulsiones contra Escherichia coli PTCC 1339,
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Salmonella enterica PTCC 1639 utilizando un

método de diluciones en serie, con ensayos en microplacas de 96 pocillos. (199

Sobre el aceite esencial de mufia se han realizado numerosos estudios desde su
extraccion, caracterizacion, elucidacion y evaluacion de su actividad antibacteriana y
antifungica, hasta su aplicaciéon en la medicina, farmacologia y estomatologia. Sin
embargo, poco se ha estudiado sobre el efecto bioactivo de sus componentes quimicos
(metabolitos) frente a bacterias patdogenas que actlan como agentes causantes de
enfermedades transmitidas a traves del consumo de alimentos y que tienen mucha

importancia en la industria de alimentos.
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2.2. MARCO REFERENCIAL

2.2.1. Microorganismos empleados en las pruebas antimicrobianas

Las cepas microbianas obtenidas de casos clinicos se emplean rutinariamente para
la eleccion del antimicrobiano eficaz durante el tratamiento de enfermedades
infecciosas. ©® La prueba permite observar la resistencia que ejerce los
microorganismos causantes de enfermedades infecciosas frente a los
antimicrobianos de uso comun. Los microorganismos que se aislan son
identificados para conocer la subdivision de la especie microbiana, lo cual es de
interés en el ambito epidemioldgico y patoldgico, sobre todo para conocer el

origen de un brote de la misma especie. ©

Las bacterias, hongos y levaduras son generalmente los microorganismos mas
empleados en el estudio y determinacion de nuevos antimicrobianos, muchos de
ellos presentan caracteristicas que pueden verse modificados a nivel fisiologico y
bioquimico en un ambiente diferente a su medio optimo con la finalidad de
adaptarse al nuevo medio. Esta capacidad de adaptacion se consigue por la
generacion de mutantes, que se logra a través de la informacion que pasa por los
genes de las células microbianas. (7 Asi también la exposicion a los antibioticos en
concentraciones bajas, hace que aquellas pocas bacterias que adquirieron
resistencia se desarrollen preferentemente, que aquellas que no la adquirieron, ®
lo cual se debe a que estas elaboran sustancias antagonicas a partir del
antimicrobiano y ain mds importante, estas entran a un proceso de seleccion
natural de las cepas que surgen de una especie originalmente susceptible

volviéndose permanentemente resistente. 9 (19 (1D

La sobrevivencia de células microbianas permite que puedan colonizarse en los
alimentos ocasionando un riesgo de contraer enfermedades infecciosas luego de
consumirlo. Segiin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) las enfermedades
transmitidas por alimentos son las principales causas de enfermedad en la
poblacién mundial. (' La sobrevivencia de los microorganismos puede permitir
también tener una mayor patogenicidad para el hombre y disminuir la capacidad
bacteriostatica o bactericida de los compuestos que contrarresten. Algunos
factores participan muy evidentemente en ese incremento, son cambios genéticos

que se traducen en el incremento de la virulencia, nuevos patrones en los habitos y
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costumbres alimentarias de la poblacion, cambios en los sistemas y las tecnologias
aplicadas en la produccion y distribucion de los alimentos, entre otras. A
continuacion se describe las caracteristicas principales de los microorganismos

patogenos sobre los que se realizaron los ensayos experimentales del estudio.

2.2.1.1. Escherichia coli

Es uno de los microorganismos pertenecientes a las células procariotas,
considerada una bacteria Gram negativa, bacilo alargado, no formadora
de esporas, capaz de fermentar lactosa y glucosa. Esta bacteria, en medio
Agar MacConkey (AMC) forma colonias esféricas color rosa, de

consistencia mucosa, lisa y blanda, con un pequefio borde al centro.

Escherichia coli forma parte de la flora normal bacteriana de los
intestinos del humano y de algunos animales, por lo que es considerado
un patdgeno alimenticio importante, que causa muchas enfermedades
fatales en humanos y animales. (13 U4 Escherichia coli tiene la capacidad
para desarrollar resistencia a los antibioticos. (1> Es el agente indicador de

contaminacion fecal en agua y alimentos, relacionado con la aparicion de

sintomas o enfermedades gastrointestinales.(19) (17 (18) (19)

Figura 1. Microscopia electronica de Escherichia coli enteropatogenas. En el lado
derecho se observa bacterias Escherichia coli invadiendo la mucosa del intestino. 1°?

Las infecciones entéricas provocadas por esta bacteria no son causadas
por las cepas que habitan normalmente el intestino, sino por lineas
especialmente patdgenas que se transmiten por via fecal-oral de persona

a persona o a través del agua o alimentos. 20
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Actualmente, se reconoce seis variantes de E. coli patégeno intestinal que
fueron relacionadas con ETAs, las que por su capacidad de originar
enfermedades diarreicas en el hombre y en animales, son consideradas
las principales causantes de mortalidad infantil en el mundo. Por lo que
fueron clasificados en grupos especificos basados en sus propiedades de
virulencia, mecanismos de patogenicidad, sindromes clinicos y
serogrupos O:H diferentes en: E. coli Enteropatégeno (EPEC), E. coli
Enterotoxigenico (ETEC), E. coli Enteroinvasor (EIEC), E. coli de
Adherencia Difusa (DAEC), E. coli Entero Agregativa (EaggEC) y E.
coli Enterohemorragico (O157:H7;EHEC). @D

2.2.1.2. Salmonella

Es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo con flagelos peritricos
y que no desarrollan capsula ni esporas, perteneciente a la familia de las
enterobacterias. La mayoria de las especies de este género no fermentan
la lactosa y son moviles, son anaerobios facultativos, contienen
endotoxinas, generalmente son termoldbiles, resisten la congelacion y
algunos agentes quimicos. Pueden crecer a pH bajos y son generalmente
sensibles a altas concentraciones de sal. Son capaces de proliferar en
diversos ecosistemas, como en la produccion de alimentos e instalaciones
de procesamiento. ?» Poseen rica composicion antigénica que emplea

como base para la identificacion de sus miembros en serotipos. 33

-.. ->-
Salmonella

SALMOSAN

Figura 2. Microscopia electronica de Salmonella typhimurium afectado por
la accion de Salmosan® para impedir la adhesion en tejido intestinal. 34
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En los ultimos afos la aplicacion de técnicas moleculares, basadas en
analisis y reacciones de material genético, ha dado lugar a una
reclasificacion de los serovares en un nuevo esquema de subespecies. Por
lo que se conocen dos especies dentro del género Salmonella; Salmonella
enterica y Salmonella bongori. ®> La primera estd compuesta por seis
subespecies, siendo la subespecie (I) la que se aisla con mayor frecuencia
del hombre y los animales de sangre caliente. ?® La segunda S. bongori
se situa en el grupo V. ?? Hay mas de 2,435 serovariedades o serotipos
de Salmonella ®® 1la mayoria pertenecientes a la subespecie I, en la que se
encuentra Salmonella Typhi, Salmonella enteritidis 'y Salmonella

typhimurium que son patogenas y las mas frecuentes en nuestro medio.

Salmonella spp, es considerada uno de los mayores problemas de la
industria de los alimentos, debido a que afecta su inocuidad,
incrementando el riesgo de ocasionar infecciones alimentarias en los
consumidores. @ Las principales fuentes de infeccion en el ser humano
son las aves de corral, los huevos, los productos lacteos y alimentos
preparados o manipulados inapropiadamente. Este patdgeno causa una
infeccién en humanos caracterizada por gastroenteritis, zoonosis que se
transmite por la ingestion de alimentos o agua contaminada por la heces
de un animal o una persona infectada, 3?9 GV la cual se manifiesta en
diarrea, vomitos, fiebre, calambre abdominal y dolores de cabeza siendo

considerada una pandemia de distribucion mundial. ¢?

La incidencia de esta enfermedad en nuestro pais, ha ido en aumento en
la altima década. Actualmente es la enfermedad que afecta a todas las
edades de la vida, pero con mayor incidencia a lactantes y nifios de corta
edad. G3 G4 G5 E| aumento de resistencias en Salmonella se esta

incrementando debido al mal uso de antibidticos en la practica médica y

veterinaria. (6 (37) 38 (39) (40)

Los factores de patogenicidad de Sa/monella incluyen: la habilidad para
invadir células, poseer una cubierta completa de lipo-polisacarido (LPS),
capacidad para replicarse intracelularmente y posibilidad de produccion

de toxinas. En el mecanismo de patogenicidad se conoce que son
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necesarios plasmidos de elevado peso molecular que se asocian con la

virulencia. ¢V

Estudios epidemioldgicos indican que las aves constituyen un importante
reservorio. Algunos serotipos tienen poca especificidad de huesped y
pueden aislarse del tracto intestinal de animales de sangre fria. Otros
serotipos muestran elevada especificidad de huésped como: S. #yphi en
humanos, S. typhimuriun en ratones, S. gallinarum en aves de corral, S.
dublin en bovinos, S. anatum en patos, S. cholerasuis en porcinos y S.

abortusovis en ovinos. 4?

2.2.1.3. Shigella

Es una bacteria bacilo Gram negativo de la familia Enterobacteriaceae,
esta estrechamente relacionada con el género Escherichia, por sus
propiedades bioquimicas, seroldgicas y por similitudes genéticas ambas
son taxondmicamente indistinguibles a nivel de especie, no fermenta la
lactosa con excepcion de algunas cepas de S. sonnei, es inmovil, no
produce &cido sulfhidrico (H2S) tampoco lisina descarboxilasa, utiliza
acetato como fuente de carbono y la produccion de gas a partir de la
glucosa solo se observa en algunas cepas de S. flexneri, que las diferencia
de Salmonella. Su identificacion se basa en caracteristicas bioquimicas y
antigénicas. Son madas sensibles a condiciones desfavorables que
Salmonella y E. coli, su viabilidad se ve comprometida frente a 4cidos,
sales biliares, desecacion y desinfectantes. Aun asi pueden sobrevivir a

temperatura ambiente durante meses. 4%

Figura 3. Microscopia electronica de Shigella
adhiriéndose en el tejido intestinal. *¥
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Todas las especies de este género presentan antigeno O, termoestable y
pueden o no poseer antigeno K, termolabil. Este tltimo no interviene en
la serotipificacion, pero puede interferir en la determinacion antigeno O.
De acuerdo a ello se clasifican por serogrupos, a su vez cada serogrupo
puede subdividirse, en tipos, en base a variantes del antigenos O. Algunas

especies pueden diferenciarse en serovares.

Su clasificacion se realizo en base a sus antigenos somaticos designados
como A (S. dysenteriae), B (S. flexneri), C (S. boidii) y D (S. sonnei),
estos cuatro serogrupos incluyen 10, 8, 18 y 01 serotipos,

respectivamente. (4) (46)

Las distintas especies de Shigella constituyen la principal causa
bacteriana de disenteria. El ser humano es el tnico reservorio conocido
de este agente y con mayor frecuencia causa infecciones intestinales en
los nifios, son comunes los brotes en condiciones de hacinamiento y en
casos de deficiencia de la higiene personal, se distingue por poseer una
dosis infectiva menor a 200 microorganismos, 7> muy baja con respecto

a las Salmonellas que es de 103 a 108 microorganismos. 4% (49

Las Shigellas son invasivas y penetran a través de la mucosa intestinal,
algunas cepas producen toxinas poderosas; sin embargo, incluso estas

cepas precisan invadir la mucosa para determinar la enfermedad. 9

La shigelosis es una disenteria bacteriana, la mayoria de personas
infectadas con Shigella presentan diarrea, fiebre y calambres
estomacales, toma del estado general, cefalea intensa y en ocasiones
sintomas neurologicos a partir de 24 a 48 horas después de su exposicion
a la bacteria; la diarrea es a menudo sanguinolenta. Es comin que la
shigelosis desaparezca en 5 a 7 dias. En algunas personas, especialmente
en los nifos de corta edad y los ancianos, la diarrea puede ser tan grave
que el paciente requiere ser hospitalizado. ®! Una infeccion aguda con
fiebre elevada también puede ir acompafiada de ataques o convulsiones
en nifios menores de 02 afios. Algunas personas infectadas pueden no

tener ningtin sintoma. ©? El tnico reservorio importante es el hombre.
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Shigella esta distribuido en todo el mundo, sus especies varian de una
region a otra, las mas frecuentes en paises subdesarrollados son S.

dysenteriae y S. Flexneri, y en paises desarrollados es S. sonnei. %

La transmision es fecal-oral directa o indirecta de un portador. La
infeccion puede surgir después de ingerir 10 a 100 células. Los
principales transmisores son personas que no se lavan las manos ni se
limpian las ufias minuciosamente después de las defecacion, de esta
manera diseminan la infeccidon por contacto fisico directo o indirecto al
contaminar los alimentos. También las moscas pueden transportar
microorganismos a un alimento no refrigerado en el cual se multiplican
hasta constituir un inoculo infectante. Una persona infectada puede

contaminar el alimento o el agua. ¥

2.2.2. Aspectos generales de la especie vegetal en estudio (Satureja brevicalyx)

2.2.2.1. Taxonomia
Seglin el sistema de clasificacion de A. Cronquist ¢ 69, [a especie se

ubica en la siguiente categoria taxonomica:

DIVISION : Magnoliophyta

CLASE : Magnoliopsida
Sub- CLASE : Asteridae

ORDEN : Lamiales

FAMILIA : Lamiaceae
GENERO : Clinopodium
SINONIMO : Satureja
ESPECIE : Satureja brevicalyx Epling

2 ¢C 2 e 1Y

Sinonimia vulgar: “urqu mufa”, “wayra mufia”, “mufia”, “inca muna”,

29 ¢

“salga mufia”, “cjunumufia”, “konoc” y “oregano de los incas”. 7

2.2.2.2. Descripcion botanica

La especie es de porte arbustiva perennifolio, erguido de 1 a 1.5 metros
de altura, aromatica y pubescente. Hojas muy pequeiias, espatuladas,
sésiles, verticiladas y opuestas, de margen entero. Flores blancas,

solitarias, axilares, tetrdmeras, bilabiadas; caliz gamosépalo; corola
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gamopétala; androceo con estambres didinamos; gineceo con ovario

supero, estilo apical y estigma simple. Florece en primavera y verano. %

Biodiversidad del género

El género Satureja cuenta con unas 200 especies en el mundo, todas estas
especies son de regiones templadas y tropicales de ambos emisferios de
la tierra. En el Peru se han identificado unas 26 especies, de las cuales 20
son endemicas. La Satureja brevicalyx es una especie endemica de las

regiones altoandinas del sur del Pera. 9

Distribucion geografica

La Satureja brevicalyx crece en la parte sur andina del Peru (Apurimac,
Ayacucho, Cusco y Puno) entre los 3,300 a 3,800 metros de altitud, de
preferencia podemos encontrarla en laderas de suelos areno-arcillosos y

pedregosos. 9

Propiedades y usos

a) Propiedades
Estudios basados en la etnomedicina andina, sefialan que esta especie
es usada para resolver problemas gastrointestinales y para la
correccion de desordenes mestruales. Asimismo, es valorada por sus
propiedades digestivas contra colicos, diarreas, gastritis y
antiespasmodicas; tambien se usa como analgesico para dolores
musculares y torticolis. Actualmente, vienen desarrollando estudios

para controlar las infecciones de la piel (dermatomicosis). ¢?

b) Usos
Seglin informaciones revisadas, mencionan que familias de esta
especie fueron tomadas en consideracion desde la época
precolombina, cuando nuestros antepasados realizaban faenas
agricolas orientadas a la proteccion fitosanitaria, a través de siembras
asociadas y empleo de plantas para preservar del dafo por
enfermedades o plagas. ©V Desde entonces, la “mufia” tiene multiples
aplicaciones, una de ellas, es su actuaciéon como preservante natural en
el manejo postcosecha de tuberculos (papa, ocas, etc.) 2 y cereales

(maiz) la que es aplicada, mediante una tecnica de proteccion directa
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durante su almacenamiento; con lo cual se logra controlar la

germinacion, ademas de inhibir y repeler insectos. (63 (64 (65) (66)
2.2.2.6. Estudios fitoquimicos

En el extracto hidroalcoholico de Satureja brevicalyx se pudo evidenciar
metabolitos como: resinas, azucares reductores, catequinas, lactonas
sesquiterpénicas, triterpenos, esteroides, saponinas, taninos, flavonoides

y aceite esencial. 7
2.2.2.7. Estudios farmacologicos

Los escasos estudios de tipo experimental orientados a la evaluacion
farmacologica de Satureja brevicalyx fueron desarrollados por Soto en
1999, quien determind la actividad anti-inflamatoria y analgesica del
extracto hidroalcoholico de S. brevicalyx, ©” del mismo modo, Diez en el
2002, determiné la actividad antiespasmodica de infusion acuosa al 5%
de hojas y sumidades floridas de S. brevicalyx sobre el intestino aislado
de cobayo, ® y finalmente Palomino en el 2005, estudid el efecto

antioxidante del extracto acuoso liofilizado de hojas de S. brevicalyx. (©)

2.2.3. Aceites esenciales

2.2.3.1. Definicion
Los aceites esenciales son el producto volatil obtenido de fuente vegetal
mediante destilacién, ya sea por vapor de agua o por inmersion de un
solvente. Sus constituyentes fotoquimicos tienen predominio volatil y
odorifico, de compleja composicion quimica, los cuales se originan a partir
de los tejidos secretores, almacenandose en pelos glandulares, cavidades
esquizogenas o lisigenas, como parte del metabolismo secundario de las
plantas. 79 1 La biosintesis de estos metabolitos secundarios suele
hallarse restringida a fases especificas del desarrollo, tanto del organismo
como de las células especializadas y a periodos de estres, por ejemplo, por
la deficiencia de nutrientes, factores ambientales, ataque de

microorganismos, entre otros. (/2 (73)
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2.2.3.2. Composicion quimica
Como parte del complicado metabolismo de las plantas, los AEs abarcan
una gama muy variada de constituyentes, 7 que pueden ser basicamente
agrupados en dos fracciones, una fraccion volatil que constituye
aproximadamente del 90% al 95% del total del aceite, conteniendo
hidrocarburos monoterpénicos, sesquiterpenicos y sus derivados
oxigenados (aldehidos alifaticos, alcoholes y esteres), quienes transfieren
aromas a los AEs que los caracterizan; y una fracciéon no volatil que
constituye del cinco al diez por ciento del aceite, conteniendo
hidrocarburos lineales, acidos grasos, esteroles, carotenoides, ceras,
flavonoides, 7> a medida que avanza el conocimiento de su composicion
se conocen una heterogenea y variada cantidad de compuestos

heterociclicos. (7® (7))

Una planta puede generar una gran variedad de mezclas de sustancias
aromaticas, lo cual depende de diversos factores, algunos intrinsecos de la
especie vegetal y otros dependientes de su medio o de los procesos
extractivos empleados, en definitiva son los que les confieren la unicidad a
la composicion quimica. ® Por tanto, siendo los AEs parte del
metabolismo de una planta, su composicion quimica esta en constante
cambio, modificindose las proporciones de sus constituyentes o
transformandose unos constituyentes en otros, segun la parte empleada

(hojas, tallos, raices, flores y frutos), en el momento de su desarrollo o

durante el dia. 70 (72) (76)

El valor comercial y el uso del AE depende basicamente de su
composicion quimica, la cual estd condicionada por diversos factores tales
como la edad de la planta y su estado fenologico, las condiciones
geobotanicas (tipo de suelo, clima, altitud, latitud, intensidad luminica,
pluviosidad) y agricolas de su cultivo (abonos, fertilizantes y pesticidas),
la época de recoleccion y partes de la planta (raiz, tallos, hojas, semillas),
el método de extraccion, su duracién y la temperatura empleada, el estado
y procedencia de la planta (material fresco, seco, fermentado, tipo de
tratamiento postcosecha). ") Mas aun, debe tenerse en cuenta que dada su

normalmente compleja composicién, presentan una significativa
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probabilidad de sufrir modificaciones, ya sea por reacciones entre sus
propios constituyentes, o, entre éstos y el medio (la luz, la temperatura,
presencia de enzimas, los componentes del material en el cual se

almacenan, etc.). 79

Actualmente se han analizado mas de tres mil AEs de un gran niimero de
especies botanicas. Mas de doscientos AEs tienen un valor comercial y se
utilizan ampliamente en diferentes ramas de la industria (alimentos,
jabones, ambientadores, perfumes, cosméticos, licores, insecticidas,
farmacos, etc.). Es evidente que un AE estd en permanente cambio, no
solamente mientras forma parte del metabolismo de la planta, sino también
después de extraido, lo cual permite la obtencién de distintos productos
aromaticos, y con grandes diferencias en cuanto a sus caracteristicas fisico-

quimicas y organolépticas.

Clasificacion de los aceites esenciales
La naturaleza quimica que las compone, los clasifica de acuerdo a sus

componentes mayoritarios en los siguientes grupos.

a) Terpenos

Este grupo esta conformado principalmente por monoterpenos y
sesquiterpenos, tambien denominados isoprenoides, teniendo en cuenta
que el isopreno es su precursor bioldgico, habitualmente los podemos
hallar en forma de hidrocarburos o bien pueden estar oxigenados con
diversos tipos de funcionalizaciéon como: alcoholes, cetonas, aldehidos,
¢teres, esteres, epoxidos, peroxidos, etc. Los que a la ves pueden
dividirse en: monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos
(Ca0), triterpenos (Czo) y tetraterpenos (Cao), segin el numero de

unidades de isopreno que los conforma. 39 8D

e Monoterpenos
Se les denomina aceites esenciales monoterpenos a los que en
abundancia poseen fracciones monoterpenicas en  cuyas
estructuradas cuentan con diez atomos de carbono, como los de

funcion aldehido que se hallan distribuidos ampliamente en
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hierbabuena, albahaca, salvia, etc; todas ellas con wvaliosas
propiedades aromaticas, quienes ademas determinan el indice de
calidad en la valoracion de los aceites esenciales, muchos de ellos
experimentan cierre de anillo produciendo 4acidos ciclicos
insaturados. Los principales monoterpenos responsables del aroma

son los alcoholes y aldehidos. #2) 83

e Sesquiterpenos
Los aceites esenciales sesquiterpenos son los que estan compuestas
por el mayor porcentajes de fracciones sesquiterpenicas, en cuyas
estructuras tienen quince atomos de carbono, estos ademas poseen
propiedades debiles y menos volatiles, con densidades aproximadas
a 0.9 g/mL y con viscosidades mayores que los monoterpenos. Los

que podemos extraerlos de la copaiba, el pino, el junipero, etc. &4

b) Aromaticos

Este grupo engloba a los compuestos alifaticos y aromaticos no
terpenoides como los fenilpropanoides, compuestos nitrogenados y

azufrados.

¢ Fenilpropanoides
Son aquellos aceites esenciales con abundantes fracciones
fenilpropanicas, que se encuentran ampliamente distribuidas en los
vegetales (anis, clavo, canela, etc.) cuyas fracciones estan
caracterizados por un anillo aromatico unido a una cadena de tres
carbonos y derivados biosinteticos del acido Shikimico como los

aminoacidos aromaticos y ciertos polifenoles. ¢ (36

2.2.3.4. Caracteristicas fisicoquimicas de los aceites esenciales
Los aceites esenciales en condiciones normales son liquidos volatiles, unos
mas y otros menos densos que el agua, poseen aromas fuertes y
penetrantes propios de sus componentes organicos, incoloras o
amarillentas translucidas, de elevado indice de refraccion, solubles en
disolventes organicos como alcohol, éter, cloroformo e insolubles en agua,

dejan manchas sobre el papel que luego desaparece. 7
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a) Densidad

La densidad y/o peso especifico de los aceites esenciales varia entre
0.852 y 1.172, 1a mayoria son mas livianos que el agua. El principio en
que se basa es en determinar la masa de una unidad de volumen de AE,
expresada en g/mL, a una temperatura dada (20°C). La temperatura se
ha de controlar axactamente ya que la densidad de estas sustancias varia
aproximadamente 0.00068 unidades por grado. La picnometria es el
metodo de mayor aplicacion para medir la densidad de los liquidos, en
la cual, la temperatura no debe diferir de la de referencia en mas de

cinco grados centigrados. ®®

b) Indice de refraccion

El indice de refraccion de una sustancia es el cociente entre la velocidad
de un rayo de luz en el aire y la velocidad de la luz através de la
sustancia, tambien expresado como la relacion entre los senos de los
angulos de incidencia y de refraccion, esto tiende a disminuir
ligeramente cuando aumenta el peso molecular. Si la radiacion
incidente pasa sobre un medio menos denso, la relacion sera menor que
uno. Este pardmetro es importante para la identificacion de una
sustancia y la deteccion de impurezas. La temperatura de lectura es de
20°C (no debe sobrepasar en +/- 2 °C a la temperatura de referencia).
La refractometria es la técnica que mide directamente el indice de

refraccion. ®9)

¢) Indice de acidez

Este indice nos indica el nimero de miligramos de hidréxido de potasio
(KOH) necesario para neutralizar los acidos grasos libres de un gramo
de AE. Un indice alto indica la presencia de una cantidad elevada de
acidos grasos libres en aceites y grasas que se forman por hidrolisis de

los triglicéridos, posibilitando evaluar el grado de pureza. ©?

d) Solubilidad en etanol

Usualmente los aceites esenciales son solo ligeramente solubles en agua

y miscibles en etanol. La determinacién del nimero de volumenes de
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etanol diluido a una graduacion dada, que se requieren para la completa
solubilizacion de un volumen de esencia, es una ayuda rapida en la
evaluacion de su calidad; AEs ricos en constituyentes oxigenados son
mas solubles en etanol diluido que los aceites en cuya composicion
predominan los hidrocarburos terpénicos. Se determina la solubilidad

segun la ISO 875 (1981) a 20 °C.©D
2.2.3.5. Mecanismos de accion de aceites esenciales sobre los microrganismos.

Determinar los mecanismos de accion de los AEs sobre los
microorganismos es una labor muy compleja, por lo que, hasta hoy, no han
sido del todo entendidos y explicados. ©®» Puesto que la accion
antimicrobiana de un determinado AE depende principalmente de los
grupos bioactivos que las componen, asi como del tipo de microorganismo
sobre el que se experimentan, pues ellos estan intimamente relacionados
con la estructura de la pared celular y la membrana externa de los mismos,
por ello que la mayoria de AEs tiene poderoso efecto sobre las bacterias

Gram-positivas. ©3) 04 93

La compleja composicion de los AEs permite evidenciar diferentes tipos
de especificidad respecto a los sitios activos en la celula microbiana.
Algunos afectan las funciones metabolicas, como la respiracion, la

produccion de toxinas o acidos. 9

Lugman y col. (2007) reportan que la inactivacion microbiana de los
aceites esenciales es ocasionado por dafio en la pared celular de los
microorganismos, desérdenes en la membrana citoplasmatica, agotamiento
de las fuerzas motrices de los protones, coagulacién de los contenidos
celulares o alteraciones en el flujo de electrones, en el flujo de contenido

celular y en el transporte activo. ©”)

Davidson y Branen (1993) indicaron que el modo de accion de los
compuestos fenolicos es inactivar enzimas metabolicas, inhibir la sintesis
de proteinas y reaccionar con la membrana celular o alterar la funcion del
material genético. ®® Ademas, Elgayyar y col. (2001) sefiala que la

actividad antimicrobiana de los AEs actuan sobre las proteinas que se
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encuentran en la membrana citoplasmatica. Las enzimas ATPasas que se
encuentran localizadas en dicha membrana pueden ser alcanzadas por las
moléculas lipidicas, viéndose afectada la produccion de energia y la

sintesis de componentes estructurales. ©%

Se han realizados varios estudios evidenciando el efecto bactericida de los
aceites esenciales; sin embargo, su actividad varia, en vista de que sus

componentes son diferentes. (109

Una caracteristica importante de los componentes de los AEs son su
hidrofobicidad, la cual permite la separacion de los lipidos de la membrana
celular y la mitocondria, desordenando la estructura de estos y haciendola
mas permeable, lo que permite la filtracion de iones y otros contenidos

celulares. (10D

Burt y col. (2007), sefialaron que el exponer las celulas a concentraciones
subletales de agentes antimicrobianos naturales como carvacrol y timol,
hay cambios en la concentracion de los acidos grasos de la membrana

celular, presentandose un aumento de los acidos grasos insaturados. (10

Factores que afectan la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales.

Son varios los factores que intervienen cuando uno experimenta la
actividad antimicrobiana de los AEs, pues el grado de inhibicion depende
del tipo de microorganismo, del tipo de sustrato, de las variaciones en la
composicion de la planta, especias o fruto, de las diferencias geograficas

en las zonas de cultivo, entre otros. (103

Lépez-Malo (1995), menciona que el espectro de actividad antimicrobiana
de los aceites esenciales depende en gran medida del tipo de
microorganismo ha inhibir, puesto que los microorganismos difieren en su
resistencia. Ademas, cuando el aceite esencial es adicionado como insumo
a un alimento, este puede interactuar aumentando o disminuyendo la

capacidad antimicrobiana y la eficacia del aceite esencial (1%

Asimismo algunos factores intrinsecos y extrisecos estan asociados con la

actividad antimicrobiana de los aceites esenciales en los alimentos. Estos
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incluyen temperatura, composicion de la atmosfera, pH, potencial de
oxido-reduccion y actividad de agua, entre otros. En los casos cuando la
muestra que contiene aceite esencial es expuesta a la atmosfera, las
condiciones deben ser cuidadosamente controladas para obtener resultados
significativos, del mismo modo, el nimero inicial de microorganismos
debe ser consistente para que los resultados sean reproducibles. El efecto
de la temperatura es muy importante durante la incubacion, esta debe ser la
Optima de crecimiento del microorganismo a evaluar, ya que en la mayoria
de los casos, el incremento de la temperatura de exposicion incrementa el
efecto antimicrobiano del aceite. Ademas es necesario definir si el

microorganismo es anaerobio o no. (1%

La actividad antimicrobiana de los compuestos fenolicos presentes en los
aceites eseciales se ve favorecida por valores de pH bajos; ello se atribuye
al incremento de la solubilidad y la estabilidad de estos compuestos.
Asimismo Juven y col. (1994), menciona que a valores de pH bajos las
moléculas de compuestos fenolicos, como el timol, se encuentran
mayormente unidas, presentandose regiones hidrofobicas en las proteinas

y disolviendose mejor la fase de lipidos de la membrana. (109
Estudios sobre el efecto antimicrobiano de los aceites esenciales.

Varios autores evaluaron el efecto antimicrobiano de los aceites esenciales
extraidos de plantas y especias, dentro de ellos Ismael y Pierson (1990)
observaron que los aceites de clavo, tomillo, pimienta, oregano y canela
previnieron la germinacion de Clostridium botulinum. ('°) Mientras que
Aureli y col. (1992) probaron la actividad antimicrobiana de estos mismos
aceites esenciales en sistemas modelo, para inhibir el crecimiento de
Listeria monocytogenes, determinado que los constituyentes mas activos

fueron timol, aldehido cindmico, eugenol y carvacrol. (109

Juven y col. (1994), observaron que la actividad antimicrobiana de los
compuestos fenolicos de ciertos aceites esenciales, sensibiliza la menbrana
celular de Salmonella typhimurium y Staphylococcus aureus, provocando
la saturacion de los sitios activos, de tal forma que se generd un dafio

irreversible, seguido del colapso de las bacterias. (190
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Faleiro y col. (2003), determinaron que el aceite esencial de tomillo,
inhibié el crecimiento de Proteus mirabilis, luego hallaron similiares
acciones entre 1,8 cineol y linalol, contra Candida albicans, Listeria
monocytogenes, Proteus mirabilis, Salmonella spp. y Staphylococcus

aureus. 199

Radudiene y col. (2005), hallaron la actividad antimicrobiana del aceite
esencial de orégano contra Fusarium avenaceum, Paecilomyces varioti,
Rhizopus stolonifer, Scopulariopsis brevicaulis; y fueron resistentes
Candida glabrata, Saccharomyces cerevisiae, Geotrichum candidum,

Aureobasidium pullulans y Acremonium furcatum. 110

Lugman y col. (2007), observaron el efecto antibacteriano del AE de
romero (Rosmarinus officinalis) frente a Escherichia coli, Candida
albicans y Mycobacterium smegmatis, sobre este ultimo presento menor

actividad. ©7

Carhuapoma YM. (2007), determin6 que el aceite esencial de Satureja
brevicalyx posee un efecto anti-Helicobacter pylori, con una concentracion
minima inhibitoria de 1.00 g/mL y con una concentracion minima

bactericida de 2.00 g/mL. (D
2.2.3.8. Aplicaciones de los aceites esenciales como antimicrobianos

Actualmente, los consumidores requieren que los productos que consumen
sean elaborados con sustancias naturales. En este sentido, los AEs de
hierbas estan siendo muy valorados. Acontinuacion se comentan algunos
estudios en los que se adicionaron AEs como agentes antimicrobianos a

diversos alimentos.

La adicion de 0.8 % (v/p) de AE de orégano permiti6 una reduccion inicial
de 2-3 ciclos logaritmicos de la poblacion bacteriana presentes en muestras
de carne, almacenadas en atmosfera modificada y empacadas al vacio;
ademas se observo que a condiciones normales de almacenamiento la

inhibicion del crecimiento bacteriano fue menor, 112
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Asimismo, Skandamis y Nychas (2001), lograron disminuir el
crecimiento de la poblacion bacteriana presente en carne molida y
almacenada en condiciones de atmosfera modificada a concentraciones de

0.5 %y 1% del AE de oregano. (113

Ghalfi y col. (2007), observaron que el aceite esencial de oregano tiene
efecto sinérgico favorable con la bacteriocina producida por Lactobacillus
curvatus CWBI-B28, en el control de L. monocytogenes presente en carne
de cerdo, durante el almacenamiento a 4°C, resultando ser util para

mejorar la estabilidad microbiologica de productos carnicos. (14

Por otra parte, Mejlhoim O. y Dalgaard P. (2002), evaluaron nueve AEs
para prolongar el tiempo de vida util de filetes de bacalao envasados en
atmosfera modificada. Estos autores concluyeron que los AEs de orégano
y canela presentaron mayor inhibicion del crecimiento de Pseudomona
phosphoreum, ¢ incrementaron el tiempo de vida 1til de los filetes de 11
dias a 26 dias, a 2 °C, seguidos de los aceites esenciales de limon, tomillo,

clavo, laurel, mejorana, salvia y albahaca. (!>

Tambien, se ha estudiado el efecto bacteriostatico de los AEs de orégano y
canela en productos envasados sin esterilizar, del que se logré demostrar
sus efectos antimicrobianos frente a Escherichia coli y Staphylococcus

aureus. (116

Por su capacidad de extender la vida de anaquel de un producto y reducir
el riesgo de crecimiento de patogenos en la superficie de los alimentos, los
AEs fueron incluidos en la formulacion de peliculas comestibles, para

proveer estabilidad microbiologica a los alimentos. (!!7)

Los AEs tambien fueron aplicados a productos de panificacion, de los
cuales la canela, el clavo de olor, el laurel, el limon y el tomillo,
demostraron tener actividad antifungica frente a hongos comunes que
causan deterioro; Aunque la combinacion de estos AEs con el envasado en

atmosferas modificada resulta ser una mejor alternativa. (!'8)

Eissa y col. (2008), evaluaron el efecto inhibidor de cinco AEs extraidos

de hojas de limon, albahaca, romero, salvia y clavo de olor, contra la
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actividad de la enzima polifenoloxidasa, del pardeamiento enzimatico, del
crecimiento de Aspergillus flavus y A. Ochraceus y su produccion de
micotoxinas en muestras de jugo de manzana. Los mejores resultados de
inhibicion se encontraron con los AEs de limon, clavo y romero, cuando se
adicionaron en dosis de 0.05, 0.2 y 0.9 por ciento respectivamente.
Ademas increment6 el tiempo de vida util del jugo en cuatro semanas, a 4

°C de almacenamiento. (1!?

Gould (1996), menciona que las concentraciones que se requieren para
lograr un efecto antimicrobiano de los AEs, son considerablemente mas
altas en alimentos que en medios de cultivo; lo cual alteraria el sabor de
los alimentos, por lo que sugiere reforzar la efectividad de los AEs con
combinaciones sinergicas y factores; el cual permita reducir y hallar las

concentraciones necesarias de AEs. (120

Vega y Lopez (2009), concluyeron que la mayoria de los AEs se ven
limitados a aplicarse, por el hecho de que las concentraciones a las que se
logra un efecto antimicrobiano importante, alterarian el sabor de los
alimentos aditivados con estos; y en muchos casos tales alteraciones no
suelen ser agradables. Por lo que recomendaron profundizar en el
conocimiento de los factores extrinsecos e intrinsecos asociados con el uso
de AEs en alimentos, asi como en la combinacion de estos con otras

formas de conservacion. (12D

2.2.4. Analisis cromatografico de los aceites esenciales

Segiin la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC), la
cromatografia se define como un método fisico de separacion en el cual los
componentes, para ser separados, se distribuyen entre dos fases, de las cuales una
es estacionaria, mientras que la otra, fase moévil, se mueve en una direccion
definida. ?» Segin el estado fisico de la fase movil, se puede hacer una
clasificaciéon en cromatografia liquida (LC) y cromatografia de gases (GC). Es
posible encontrar una subclasificacion de acuerdo con el estado fisico de la fase

estacionaria. 123
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2.2.4.1. Cromatografia de gases

Actualmente, los métodos modernos de analisis de AEs estan
fundamentados basicamente en la Cromatografia de Gases usando
detectores convencionales, principalmente detectores de ionizacion en
flama (FID) y selectivo de masas (MSD). (¥ (125 En esta técnica los
analitos se eluyen por el flujo de una fase movil de gas inerte y deben tener
puntos de ebullicion menores que 350°C y no descomponerse por debajo

de esta temperatura; estas muestras pueden ser gases, liquidos o sélidos.

Las muestras de compuestos volatiles extraidos de plantas que son
complejas, requieren métodos de separacion de alta resolucidon; como

cromatografia de gases, porque es la técnica de separacion mas apropiada.
(123) (126)

Con el proposito de realizar una identificacion de los diferentes
compuestos, se emplean los indices de retencion de Kovats
experimentales, los cuales se utilizan para determinar la retencion de un
compuesto, comparandolo con los tiempos de retencion de n-alcanos,

analizados bajo las mismas condiciones operacionales.(124 (127 (128) (129)

lerfnga da Inyeccién

delamuestra Prooesador - amplificader

Regulador de o
fujo Injactor X P
Y com— Jafal
——
t

Reglstro del cromatograma

N

|
\ Datector

Horno detemparaturs
\C programable

\ Columna cromatografica

Reclplente del aluyenta
Figura 4. Esquema de un Cromatédgrafo de Gases. (1*9)
El proceso cromatografico inicia cuando la muestra en fase vapor o

disuelta en un solvente se introduce al inyector (200 - 300 °C), por medio

de wuna jeringa. Los componentes de la muestra se vaporizan
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inmediatamente y entran a la columna guiados por el flujo de gas de
arrastre a través de un liner del inyector. Cada componente de la muestra
interactua con la fase estacionaria (f.e.) de la columna de manera diferente
y viaja a lo largo de ella con una velocidad que depende del grado de su
interaccion con la fase estacionaria, de la velocidad del gas de arrastre y de

la temperatura del horno.

Cada vez que un componente eluye de la columna, el detector genera una
sefial eléctrica la cual se amplifica y se registra en funcion del tiempo
transcurrido, desde la inyeccion de la muestra hasta su deteccion, para dar

origen al respectivo registro grafico ilustrado a través de un cromatograma.

(122) (131)

2.2.4.2. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

Para la plena identificacion de los compuestos presentes en una mezcla
compleja de sustancias voldtiles, es conveniente acoplar la cromatografia
de gases con una técnica espectroscOpica, como la espectrometria de
masas, que es considerada uno de los instrumentos de analisis quimico mas
funcional e importante. Un sistema cromatografico consta de suministro de
gases y controladores de flujo, inyector, horno, columna, detector y

sistema de datos. (Véase Figura 5)

Sistema de Camarade
inyeccion Irter fase onizadion
l . Hl f Be — — N i Analizador
* -’ i Detector
BN Controladores de :
fuio o oresicn | [
| |
' ] r
| i - l
I ] T |
: : |
: :
| 3
| ! .
: : N .
Columna : — -
i Alo vacio | S
CROMATOGRAFO DE ettty e
Gas portador ESPECTROMETRO Sigbern 3 detog
S DE MASAS

Figura 5. Bloques principales de un GC-MS.

La eficiencia de esta técnica en la identificacion de los compuestos

quimicos de los AEs, la cual se manifiesta a través de los multiples
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estudios realizados. (132) (133) (139 (135 Eg asi, como los analitos se separan en
el cromatografo e ingresan al detector de masas que proporciona el
espectro, conjunto de las sefales producidas por las especies generadas
durante la ionizacion y la fragmentacion de cada sustancia. Los
constituyentes del aceite se identifican en base a patrones de

fragmentacion, que se observan en sus espectros de masas. (122) (124) (136)

La GC-MS permite realizar en una sola operacion un analisis cualitativo y
cuantitativo, para muestras del orden de 1puL, obteniendo proporciones en
las muestras que se encuentran los componentes, y cuando se disponen de
sustancias patron, la calibracion del equipo permite un analisis cuantitativo

exacto de la muestra. (137 (138)

La cromatografia multidimensional se ha convertido en una nueva, pero
infortunadamente aun costosa, posibilidad para el analisis de los AEs; (139
en columnas cromatograficas con fases estacionarias quirales se pueden

distinguir de isémeros opticos. (140 (141)
2.3. DEFINICION DE TERMINOS

Aceite esencial.- Los aceites esenciales son mezclas de varias sustancias quimicas
biosintetizadas, que provienen de las plantas, que dan ciertas caracteristicas a flores,
arboles, semillas y a ciertos extractos de origen animal. Quimicamente estdn formados

por monoterpenos y algunos sesquiterpenos, y compuestos aromaticos.

Agente etiolégico.- Microorganismo patdgeno causante de una infeccion o intoxicacion

alimentaria en el hombre.

Cepa bacteriana.- Cultivo puro formado por bacterias descendientes de un solo

aislamiento, por tanto, tienen fenotipo y genotipo definidos.

Colonia.- Crecimiento visible bacteriano, generalmente en medios so6lidos, originada por

la multiplicacion de una sola bacteria preexistente.

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI).- Corresponde a la concentracion mas débil
de un antibidtico capaz de inhibir el crecimiento visible de una cepa bacteriana al cabo de

18 — 24 horas de incubacion.
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Concentracion Minima Bactericida (CMB).- Se considera a la menor concentracion de
un antibiotico frente a la cual los microorganismos inhibidos no podran volver a

multiplicarse aunque sean separados del compuesto antibacteriano.

Disco de sensibilidad.- Discos de papel impregnados con concentraciones diferentes de
algin antimicrobiano, los cuales son usados para determinar la susceptibilidad

antimicrobiana de los compuestos mediante el método de difusion en placa.

Efecto antibacteriano.- Cualidad de un fairmaco o agente quimico que tiene la capacidad
de eliminar o inhibir el crecimiento de las bacterias patdogenas que se desarrollan en un

medio dado, al actuar sobre ellas directa o indirectamente.

Escala de Mc. Farland.- Estandar de turbidez de sulfato de bario. La escala usada para

el inoculo de las pruebas de susceptibilidad por el método de disco difusion es 0.5.

Principio activo.- Sustancia quimica responsable de la actividad farmacologica y del uso

terapéutico de una droga.

Inoculo.- Alicuota de un cultivo bacteriano transferida a un medio de cultivo

microbiologico.
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CAPITULO III
DISENO METODOLOGICO

3.1. TIPO Y DISENO DE LA INVESTIGACION

3.1.1. Tipo de investigacion

Es de tipo experimental, debido a que la prueba del efecto antibacteriano por
dilucién en microplaca se realizd mediante la manipulacion de la variable
independiente representado por las concentraciones minimas del aceite esencial
diluidas en caldo Mueller Hinton, a la que se inocularon células bacterianas y las
pruebas contaron con dos grupos de control, uno de crecimiento (CC) representado
por 100 pL de CMH con 50 puL de inoculo y 50 uLL de DMSO y otro grupo control
esterilidad (CE) representado por 100 pL. de CMH con 50 uL de agua destilada y
50uL de concentraciones minimas del aceite esencial; donde el grupo experimental
fue representado por una soluciéon de 100 pL. de CMH con 50 pL de inoculo por
cada pocillo, a las que se aplicaron 50ul. de cada una de las concentraciones

minimas del aceite esencial para poner a prueba su efecto antibacteriano.

3.1.2. Disefio de investigacion

La prueba del efecto antibacteriano se realizd6 mediante un Disefio de Bloques
Completos, donde cada tratamiento fue asignado convenientemente dentro de cada
bloque en igual nimero para todos los tratamientos. Cada bloque fue representado
por una especie bacteriana, y cada tratamiento contd con 03 repeticiones, habiendo
analizado un total de 30 unidades experimentales por cada bloque, los cuales se

ilustran en la Tabla 1.

Tabla 1. Disefio del efecto antibacteriano del aceite esencial por dilucion en microplaca

Tratamientos (ng/ml)

Bloques
Ci=1,600 C:=800 C3=400 C4s=200 Cs=100 Cs=50 C7=25 Cs=12.5 Co=6.25 C10=3.12
E. coli CLRi CpRi GC3,Ri C4yRi GCs,Ri Ce,Ri C7,Ri Cg,Ri  Co,Ri Cio, Ry
ATCC CLR: CpRy GC3 R Cy Ry Cs5,Ry GCs,Ro C7,R; Cg,R; Co,Ry Cio, R
25922 Ci, R3 C,R3 GC3,R3 C4 Rz Cs5,R3 Cg,R3 C7,Rz Cg, Rz Co, Rz Cio, R3
C,R1 Gy R G, R C4yRi GCs,Ri Cg, Ry C;,Ri Cg,Ri Co,R;  Cio, Ry
i C,L,R: CyRy G ,Ry Cip Ry GCs,Ry GCs,R2 C7,Ry Cg,Ra Co,Ry  Cig,Ro
Ci,Rs Gy, R; GC3,R3 Cy Rz GCs,R3 CgR; C7,Rz Cg,R;  Co,R;  Cio,Rs
dysenteriae C], R2 C2, R2 C3, Rz C4, R2 Cs, Rz C(,, Rz C7, Rz Cg, Rz C9, Rz C]o, Rz
Ci,Rz3  CyR; C3,R3 C4 Rz Cs5,R3 Cg,R3 C7,R3 Cg,R3  Co,R3  Cio,R3

Salmonella
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3.2. POBLACION Y MUESTRA

3.2.1.

3.2.2.

Poblacion

La poblacion vegetal fue la mufia especie Satureja brevicalyx, la cual se recolecto
de campo mediante el muestreo no probabilistico a partir de ramas frescas en estado
de madurez. Por otra parte, la poblacién bioldgica, se determino de forma
conveniente a bacterias que frecuentemente se transmiten a través de los alimentos,
por lo mismo que su presencia en agua y alimentos, los cataloga como indicadores
de contaminacion, y consecuentemente por el impacto que ocacionan estas especies

en la salud publica.

Muestra

La cantidad de muestra vegetativa para la extraccion del aceite esencial fue 10.0
Kg. de hojas secas de Satureja brevicalyx y la muestra biologica considerada para
los ensayos experimental fueron cepas latentes de Escherichia coli ATCC 25922,
Salmonella typhi y Shigella dysenteriae proporcionadas por el Instituto Nacional de
Salud — Lima, a través del Area de Parasitologia del Laboratorio Referencial de

Salud Publica de la DIRESA — Apurimac.

3.3. DEFINICION DE VARIABLES

3.3.1.

3.3.2.

3.3.3.

Variable independiente.

Son variable independiente las concentraciones minimas del aceite esencial de
hojas de mufia, representado por las 10 concentraciones diluidas con DMSO, y
teniendo como indicador la concentracion minima inhibitaria y bactericida.

Variable dependiente.

Es la varible dependiente o de respuesta el efecto antibacteriano in vitro,
representado por pocillos con escazo o nulo incremento de turbidez, donde fueron
puestos a prueba las concentraciones del AE con los inoculos bacterianos en caldo
Mueller Hinton.

Covariable.

Cepas de Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhi y Shigella dysenteriae.
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Tabla 2. Operacionalizacion de variables

VARIABLE

INDICADOR

INDICE

Independiente:
Concentraciones minimas del
aceite esencial de hojas secas
de Satureja brevicalyx.

Concentracion Minima Inhibitoria

1.52,3.12, 6.25, 12.5, 25, 50, 100,
200, 400, 800 y 1600 (ug/ml)

Concentracion Minima Bactericida

1.52,3.12, 6.25, 12.5, 25, 50, 100,
200, 400, 800 y 1600 (pg/ml)

Dependiente:
Efecto antibacteriano  del
aceite esencial de hojas secas
de Satureja brevicalyx.

Escaza turbidez en pocillos

Resultados de absorbancia medidos
de 425 a 560 nanometros

Covariable:
Cepas de E. coli ATCC
25922, Salmonella typhi y
Shigella dysenteriae.

Crecimiento visible de cepas
bacterianas

Unidad Formadora de Colonias
(UFC)

3.5. HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION

3.5.1. Hipotesis general.

En condiciones de laboratorio, las concentraciones minimas del aceite esencial de

hojas de mufa extraido mediante arrastre por vapor de agua, presentan efecto

antibacteriano frente a cepas de Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhi y

Shigella dysenteriae, debido a sus componentes bioactivos y caracteristicas

fisicoquimicas que posee.

3.5.2. Hipaotesis especificos.

e Aceite esencial extraido a partir de hojas de mufia por el método de arrastre por

vapor de agua posee caracteristicas fisicoquimicas potenciales para su

aplicacion como antibacteriano.

e Concentraciones minimas de aceite esencial de hojas de mufia inhiben el

crecimiento de Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhi y Shigella

dysenteriae.

e Concentraciones minimas de aceite esencial de hojas de mufa eliminan el

crecimiento y desarrollo de Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhi y

Shigella dysenteriae.
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3.6. MATERIALES, INSUMOS Y EQUIPOS DE INVESTIGACION

3.6.1. Materiales para la extraccion del aceite esencial
— Hojas de Mufia (Satureja brevicalyx), Curahuasi — Abancay — Apurimac.
— Balanza digital M&D, modelo KD-TACD-30, capacidad maxima 10 Kg.
— Balanza analitica, marca OHAUS (Adventurer™), capacidad maxima 210 g.
— Balanza digital, marca OHAUS, capacidad maxima 3000 g.
— Balon de gas licuado de uso domestico, capacidad 10 Kg.
— Jarra de plastico milimetrada, capacidad maxima 1000 mL.
— Envase de vidrio con tapa rosca color ambar de 500 mL.
— Pera de decantacion, capacidad maxima de 250 mL.
— Vaso de precipitado, capacidad maxima de 500 mL.
— Matraz, capacidad maxima de 200 mL.
— Botellas de plastico de 3.0 Litros.

— Soporte universal.

3.6.2. Equipos para la extraccion del aceite esencial

— Destilador de arrastre con vapor de agua de acero inoxidable con capacidad para

destilar de 1.0 a 10.00 kilogramos de materia vegetal.
— Estufa, marca MEMMERT, modelo 200-800, rango (30°C ~ 250°C).
— Refrigeradora domestica, marca Samsung, Korea.
— Autoclave, capacidad de 5.0 Litros.

— Destilador de agua.

3.6.3. Materiales e insumos para la caracterizacion fisicoquimica del AE
— Picnémetro aforado a un volumen de 10 mL, marca Boeco, Germany.
— Bureta de 10 ml, marca GIARDINO MC, Italia.

— Vaso de precipitado de 100 mL, marca GIARDINO MC, Italia.
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Tubos de ensayo de 10 ml, marca GIARDINO MC, Italia.

Etanol a 96°.

— Rojo de fenol.

Hidroxido de potasio etanolico al 0,1 N.

3.6.4. Equipos para la caracterizacion fisicoquimica del aceite esencial
— Balanza analitica OHAUS (Adventurer™), capacidad maxima 210 g.
— Refractometro digital Reichert AR200, Estados Unidos.
— Equipo de titulacion Acido-Base

— Cromatografo de Gases AGILENT TECHNOLOGIES, Serie 6890N, Estados
Unidos.

— Espectrometro de Masas AGILENT TECHNOLOGIES, Serie 5975B Estados
Unidos.
3.6.5. Materiales para avaluar el efecto antibacteriano
Material biologico
— Cepas enteropatogenas: Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhi y

Shigella dysenteriae provenientes del Instituto Nacional de Salud INS Lima —

Pert.

Medios de cultivo

— Agar tripticasa soya, MERCK®, Alemania.

Agar Mac Conkey, MERCK®, Alemania.

Agar SS Salmonella—Shigella, MERCK®, Alemania.

Agar Mueller Hinton, CONDA PRONADISA, Espana.
— Caldo Mueller Hinton, MERCK®, Alemania.

Insumos

— Alcohol etilico de 96°.
— Agua destilada estéril, Hospital Guillermo Diaz de la Vega — Abancay.

— Dimetilsulfoxido FISHER SCIENTIFIC, USA.
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Materiales de vidrio y otros

— Hisopos esteriles para siembra de microorganismos.

— Placas Petri, con dimensiones de 100 x 15 mm, PYREX®, USA.
— Tubos con tapa rosca, de 10.0 mL, No. 9825 PYREX®, USA.

— Pipetas volumétricas de 1.0, 5 y 10 mL GIARDINO MC, Italia.

— Microplacas de fondo plano, 96 pozos de 200 puL/pozo, GREINER BIO-ONE,

Alemania.
— Cobertura de microplacas de 96 pozos, FALCON Labware®, USA.
— Puntas de 100 y 1,000 puL para micropipetas.
— Caja porta puntas autoclavable, capacidad 96 puntas.
— Envases de 500 mL con tapa rosca autoclavable, BOECO, Alemania.
— Envases de 100 mL con tapa rosca autoclavable, SCHOTT, Alemania.
— Probetas volumétricas de 50 mL y 200 mL BOECO, Alemania.
— Propipeta, marca MARIENFELD, Alemania.
— Gradillas para 48 tubos de ensayo de 10 mL.
— Marcador de laboratorio.
— Mechero Bunsen.

— Crondmetro.

3.6.6. Equipos para la evaluacion del efecto antimicrobiano
— Autoclave, marca LOYAL KEY FT11120, capacidad 120 litros, China.
— Balanza analitica. SARTORIUS Entris®, capacidad de 320 g. Alemania.
— Camara de calor y secado Classic Line, BINDER, modelo E28, Alemania.
— Espectrofotometro, UV-VIS 6405 JENWAY, Reyno Unido.
— Estufa de incubaciéon, MEMMERT, Alemania.
— Cabina de bioseguridad BIOAIR S@femate 1.2. vision, Italia.

— Micropipeta de 10 — 100 uLL, BOECO, Alemania.
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— Micropipeta de 100 — 1,000 pL, DRAGONLAB, Beijing - China.
— Micropipeta multicanal (08 canales), de 50 — 300 nL, DRAGONLAB, China.

— Lector de microplaca ELISA, HUMAN Humareader Single Plus, Alemania.

Indumentaria

— Gorro para cirujano 3M, China.

Mascarilla quirargica 3M NIOSH 1860 N95, China.

Bata de laboratorio de Algodon, largo tres-cuartos hombre, Pert.

— Guantes quirargicos de latex NEOMEDIC LIMITED, Reino Unido.

3.7. PROCEDIMIENTO DE LA INVESTIGACION

3.7.1.

3.7.2.

3.7.3.

Lugar de investigacion

El presente trabajo de investigacion fue desarrollado, en los laboratorios de
Cromatografia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Fisicas de la UNSAAC,
Laboratorios de Quimica y Biotecnologia de la Escuela Académico Profesional de
Ingenieria Agroindustrial de la UNAMBA y Laboratorio Referencial de Salud

Publica de la Direccion Regional de Salud Apurimac.

Recoleccion de la especie vegetal

La muestra de muiia fue recolectada a partir de una poblacion vegetal en estado de
madurez, ubicada a 13.00 km al nor-este de la ciudad de Abancay a una altitud de
3,910 metros, entre las laderas pedregosas de los cerros del anexo de Trancapata,
sector de la comunidad Luis de la Puente Useda del distrito de Curahuasi, provincia
de Abancay, departamento de Apurimac. Las ramas fueron cortadas con la ayuda de

una hoz, a unos 10 centimetros por encima de la superficie, durante el mes de junio

del 2015.(142)

Preparacion de la muestra vegetal

La muestra recolectada de mufa (Satureja brevicalyx), fué trasladada a la localidad
de Tamburco, donde fué tendido bajo un area de 28.00 m? con exposicion al aire
libre y bajo condiciones atmosfericas del lugar. En estas condiciones permanecio

aproximadamente dos semanas, periodo en el cual alcanz6 un secado integro de
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hojas y ramas, las que facilitdo la separacion de las hojas y posteriormente su

seleccion. 143

Identificacion taxonomica de la especie vegetal

De la muestra recolectada de Satureja brevicalyx se separaron tres ramas
herborizadas, con las cuales se solicitd al Hervario Vargas (CUZ) de la Facultad de
Biologia de la UNSAAC para ser diagnosticada por el Msc. Blgo. Alfredo
Tupayachi Herrera, quien utilizando muestras del Hervario y bibliografia
especializada, identificd la especie en estudio segin el Grupo Filogenico de las

Angiospermas (APG III —2009) del Missouri Botanical Garden.

Extraccion del aceite esencial

Las hojas secas seleccionadas fueron transportadas al Laboratorio de Operaciones
de la Direccion Regional de Produccion Apurimac, lugar donde se realizd la
extraccion del aceite esencial, a partir de 12 Kg de hojas secas de muestra mediante
un destilador de acero inoxidable con disefio para destilacion por arrastre con vapor
de agua. El producto destilado (Agua y AE) se procedio a separar con una pera de
decantacion para conseguir un ceite esencial puro y finalmente se almacen6 en un
envase de vidrio color ambar a 4 °C. Cabe aclarar que el método del destilado fue
convenientemente aplicado por su sencillez y bajo costo, pese a requerir largos

periodos de tiempo y obtener bajos rendimientos. (144 (143) (146) (147)

Determinacion del rendimiento de extraccion del aceite esencial

El porcentaje de rendimiento del aceite esencial (%RAE) se realizo mediante el

método gravimétrico-volumétrico, con el siguiente modelo. 7%

9
Vol. AE (mL) * 63¢°c (=57)
%RAE = 20°C \mL’

1
Pmuestra (g) 00

Donde:
Vol. AE  : Volumen de aceite esencial obtenido en mililitros
Pmuestra : Peso de la muestra a destilar en gramos

020°C : Densidad relativa del aceite esencial de mufa a 20°C
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3.7.7. Determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial

Las constantes fisicoquimicas del aceite esencial de Satureja brevicalyx fueron
determinadas por métodos instrumentales como: Densidad por picnometria,
solubilidad con solvente organico, indice de refraccion por refractometria e indice

de acidez por titulacidn, tal como a continuacion se describe.
3.7.7.1. Densidad relativa

Para determinar la densidad se utiliz6 la norma ISO 279 (1998) que implico
el uso de un picnémetro aforado a un volumen fijo y una balanza analitica
de alta sensibilidad. Donde primeramente se pesoé el picnometro vacio,
luego con el agua destilada y finalmente con el aceite esencial, una ves
obtenido los pesos, se procedio a calcular la densidad mediante el siguiente
modelo. (14¥
P — P

620°c = m * D
Donde:
P: Peso en gramos del picnometro vacio
P’: Peso en gramos del picnometro con agua a 20°C
P”’: Peso en gramos del picnometro con AE

D: Densidad del agua a 20 °C (0.9982 g/mL)
3.7.7.2. Solubilidad en etanol

La solubilidad en etanol del aceite esencial de Satureja brevicalyx fué
determinado mediante la norma ISO 875 (1999), que consistio en la
aforacion de mezclas de etanol diluido en proporciones (v/v), empezando
por las de mayor y desendiendo de cinco en cinco segun la graduacion dada
“G” para experimentar la solubilidad sobre 1 mL de la muestra pura
contenida en una probeta de 10 mL. Cada una de las graduaciones se
anadieron en proporciones pequefias sirviendose de una bureta hasta que se
lograsé conseguir una dilucion clara, de donde se anotd la cantidad de
alcohol utilizado y luego se continu6 afiadiendo hasta completar los 10 mL
por cada dilucion. Finalmente el grado de solubilidad del AE le

correspondio a la inmediata disolucion alcoholica superior “G + 57, (149
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3.7.7.3. Indice de refraccion

El indice de refraccion fue determinado mediante el refractometro Reichert
AR200 Digital, para el cual se depositd una gota de aceite esencial en el
prisma del equipo, luego se esperd algunos segundos para observar el

resultado valorado através del lector digital. 159

3.7.7.4. Indice de acidez

La determinacién del indice de acidez, se realizo por la técnica de titulacion
Acido-Base segun la ISO 1242 (1999), 5D para lo cual primeramente se
peso un gramo del aceite esencial en un vaso de precipitado de 100 mL,
enseguida se agregd 5 mL de etanol, con 0.13g del indicador rojo de fenol,
ambos fueron bien homogenizados con el aceite y luego sobre esta solucion
se procedio a titular gota por gota con hidroxido de potasio etanolico al
0,1N, sirviendose de una bureta, hasta lograr el primer cambio de coloracién
purpura persistente, el cual se apuntd el volumen gastado de la solucion

patron, para finalmente remplazarlo en el siguiente modelo:

Vg(NaOH) * N(NaOH) * peq
*
V(muestra) = 1000

% acidez = 100

Donde:

Vg: Volumen gastado de Hidroxido de Sodio
N: Normalidad del Hidroxido de Sodio
peq: Peso equivalente de la fraccion acida que predomina en la sustancia

Vm: Volumen de la muestra.

3.7.8. Determinacion de los componentes quimicos del aceite esencial

Una muestra del AE de Satureja brevicalyx fue transportada al laboratorio de
Cromatografia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Fisicas de la UNSAAC,
Lugar donde dicha muestra fué¢ sometida a un analisis estructural de sus
componentes quimicos, mediante el Cromatografo de Gases de Serie 6890N con un
inyector del tipo “split splitless”, acoplado a un Espectrometro de Masas de Serie
5975B, ambos provenientes de la firma Agilent Technologies. El espectrometro de
masas trabajo6 en modo scan de adquisicion a 70eV. Para ello se utiliz6 un

analizador cuadrupolar a 150°C de temperatura del cuadrupolo, el detector trabajo
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en un rango de masas de hasta 400 uma, las temperaturas de la interfase y de la
fuente fueron 250°C y 230°C respectivamente. El volumen de inyeccién de la
muestra a analizar fue de 1 pL a una concentraciéon de 1000 ppm, la misma que se
elucid6 mediante una columna capilar Agilent 19091S-433, modelo HP-5MS de 30
metros de largo, 0.25 mm de diametro interno, 0.39 mm de diametro externo y 0.25
um de espesor de la fase estacionaria. La temperatura del horno fue programada
inicialmente a 60°C (2 minutos isotérmicos), seguido de una rampa de
calentamiento hasta 180°C a razéon de 3°C por minuto, otra rampa de 1°C por
minuto desde 180°C hasta 250°C donde finalmente permanecié durante cinco
minutos isotermicos. Se utilizé helio como gas portador con un flujo constante de
ImL/minuto. La identificacion de los compuestos se realizd por comparacion de las
sefales del espectro de masas y los tiempos de retencion de cada componente a
identificar mediante el uso combinado de los datos compilados en las librerias
NIST 05a.L y Flavor 2.L. asi mismo los parametros del detector selectivo de masas
(MSD), incluyeron un rango de masas de 40 a 350 uma. El equipo realiz6 todo el

analisis en un periodo de 41 minutos.

3.7.9. Evaluacion del efecto antibacteriano del aceite esencial
3.7.9.1. Preparacion de cepas bacterianas

Las cepas empleadas en la evaluacion del efecto antibacteriano del AE de
Satureja brevicalyx pertenecen a la Colecciéon Americana de Cultivos Tipo
(ATCC), proporcionadas por el Instituto Nacional de Salud a través del
Laboratorio Referencial en Salud Publica de la DIRESA de Apurimac,
lugar donde se desarrolld las pruebas experimentales del efecto
antibacteriano bajo condiciones de bioseguridad que requieren las
especies:

— Escherichia coli ATCC 25922

— Salmonella typhi

— Shigella dysenteriae

Dichas cepas fueron reactivadas segun los protocolos establecidos por el
INS, y luego confirmadas por el método de diferenciacion bioquimica,
seguidamente fueron replicados para su conservacion, en viales inclinados

con medio de cultivo Agar Soya Tripticaseina (TSA) a 4 °C.
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3.7.9.2. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Las concentraciones minimas inhibitorias fueron obtenidos por el método
de microdilucion en caldo, para lo cual se emple6 una placa de
microtitulaciéon para cultivos celulares de 96 pocillos (8 filas x 12
columnas) de fondo plano y con capacidad aproximada de 300 pL/pocillo.

El procedimiento metodologico se detalla a continuacion.

A. Preparacion de diluciones seriadas del AE.

Inicialmente se prepardé una solucion madre a una concentracion de
3,200 pg/mL de AE de Satureja brevicalix diluido con Dimetilsulfoxido
(DMSO) en una fiola de 25 mL, luego a partir de la solucion madre se
prepararon una serie de diez diluciones a una concentracién 100 veces
superior a la concentracion final deseada, las que comprendian entre
1,600 y 3.12 ppm, todas a volumenes suficientes para experimentar
ensayos sobre cinco placas de antimicrobianos, dicha preparacion se
realizo segiin el método estandarizado para el estudio de sensibilidad a
los antifungicos insolubles en agua propuestos por el Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), lo cual detallamos en la Tabla 3
y Figura 6.

Tabla 3
Preparacion de concentraciones del aceite esencial diluido con DMSO

Tubo Concentracion Transferir A un tubo con Concentracion Tubo

(ng/mL) (mL) DMSO (mL) resultante
(ng/mL)
n°2 1,600 0.50 0.50 800 n°3
n° 2 1,600 0.25 0.75 400 n°4
n°2 1,600 0.25 1.75 200 n°5
n°>5 200 0.50 0.50 100 n° 6
n° 5 200 0.25 0.75 50 n°7
n°>5 200 0.25 1.75 25 n° 8
n° 8 25 0.50 0.50 12.5 n°9
n° 8 25 0.25 0.75 6.25 n° 10
n° 8 25 0.25 1.75 3.12 n° 11

DMSO: Dimetil sulfoxido
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Figura 6. Esquema de preparacion de las concentraciones del aceite esencial diluido
con Dimetilsulfoxido. %%

B. Preparacion del medio de cultivo.

En un matraz de 200 mL fue preparado 60mL de caldo Mueller Hinton
a doble concentracion. En seguida fueron transferidos 4.95 mL del
medio diluido a 10 tubos con tapa rosca y 5 mL de medio diluido a dos
tubos mas, finalmente los 12 tubos contenidos con el medio de cultivo
fueron autoclavados a 121 °C durante 15 minutos, para permitirnos
garantizar la esterilidad del medio durante los ensayos de dilucion en

microplaca, tal como se observa en la Figura 24, (Ver anexos).
C. Preparacion de antibacteriano con medio de cultivo.

A cada uno de los 10 tubos que contienen 4.95 mL de caldo Mueller
Hinton a doble concentracion, se le fueron transferidos 50ulL de las
diluciones seriadas del antibacteriano en prueba (AE + DMSO), las que
fueron rotuladas correspondientemente a medida que se les adicionaban

las 10 diluciones del antibacteriano en prueba.
D. Preparacion del inéculo.

La preparacion del indculo para los ensayos de dilucion en microplaca
se inicio con la reactivacion de las cepas que fueron previamente

replicadas sobre viales con Agar Tripticasa Soya (TSA) y estas tomadas
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para replicarlas sobre agares diferenciados segin cada especie
bacteriana, las que fueron incubadas durante 18 horas, tiempo optimo
para alcanzar la fase de crecimiento exponencial de cada especie y en
seguida tomar con un asa de siembra esteril colonias marcadas para
suspenderlas en DMSO agitandolas hasta conseguir una turbidez
aproximada a la escala de Mcfarlan (1.5x10® UFC/ml), valor que fue
establecido con la ayuda del Espectrofotometro, UV-VIS 6405
JENWAY, para luego con la ayuda de una micropipeta de un canal
inocular 100uL. de suspension bacteriana a las microplacas en

preparacion, tal como se observa en la Figura 26.
. Llenado de las placas.

De cada uno de los 10 tubos que contienen Caldo Mueller Hinton con
concentracion diferentes de Aceite Esencial de muiia, se transfirieron
100 pL a los pocillos de la placa de microdilucion, comenzando del
pocillo A1, B1, C1 y DI hasta los pocillos A10, B10, C10 y D10, cada
concentracion depositado en cada columna por triplicado desde la
columna 1 hasta la columna 10 por triplicado, en seguida a los mismos
pocillos se inocularon con 100 pL de la suspension bacteriana que se
prepararon a una escala Mcfarland, segin la columna a la cual

corresponda, tal como se observa en las Figuras 25 y 26.

Los pocillos de la columna 11 de la microplaca, fue llenada por
triplicado con 100 pL de medio liquido Caldo Mueller Hinton
preparado a doble concentracion mas la adicion de 100 pL de agua
esteril que se utilizd para preparar las suspensiones baterianas. Todo
ello, a fin de hacerle el control de esterilidad al medio de cultivo, como

al agua utilizada en la preparacion de la suspension bacterina.

Los pocillos de la columna 12 de la microplaca, fue llenada por
triplicado con 100uL de medio liquido Caldo Mueller Hinton preparado
a doble concentracion, mas la adicion de 100uL de suspensiones
baterianas, segun las cepa que fueron puestas a prueba. Todo ello, a fin
de controlar el crecimiento de cada cepa bacteriana en los ensayos

realizados.
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F. Incubacion de las placas.

Una vez concluido los ensayos se hermetizo cada placa con sus
respectivas tapas para garantizar la seguridad de las pruebas de
microdilucion, seguidamente se procedio a trasladar las placas de
microdilucion al incubador MEMMERT, en las que fueron sometidas a
37°C durante 24 horas, tal como se observa en la Figura 27 del apartado
de Anexos, y como recomienda el Instituto de Estandares Clinicos y de

Laboratorios (CLSI) de los Estados Unidos de America.
G. Lectura de los resultados.

Una vez concluido el periodo de incubacion, se procedio6 a dar lectura a
las placas de microdilucion con lector ELISA, a una longitud de onda
de 350 nanometros, la misma medida que se us6 para el ajuste de la
escala Mcfarland, la lectura de placas de microdilucion se observa en la

Figura 28 de la seccion de los anexos.

3.7.9.3. Determinacion de la concentracion minima bactericida (CMB)

Las concentraciones minimas bactericidas se obtuvieron mediante la
técnica de siembra en superficie de agar, para lo cual primeramente se
tom6 los resultados obtenidos de las microplacas puestas a prueba,
puntualmente sobre a quellos pocillos donde se observa visiblemente un
crecimiento nulo 6 escazo incremento de turbides, de los que se fueron
tomando alicuotas de 20ul, a fin de realizar repiques sobre placas petri con
agar Mueller Hinton, divididas en secciones iguales y codificadas con un
lapicero marcador, para finalmente incubarlas a 37°C durante 24 horas;
toda ellas con la finalidad de confirmar que las unidades analizadas se
encuentren en un estado bacteriostatico o muerte celular del 99.9% UFC
por efecto de uno o varios de los mecanismos de accién que ocasion6 una
de las concentraciones minimas del aceite esencial de Satureja brevicalyx,
y con ello demostrar el efecto bactericida de la menor concentraccion del
aceite esencial de Satureja brevicalyx, mas alla, de que la concentracion
minima inhibitoria nos haya confirmado el efecto bacterioestatico de la

menor concentracion.
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3.8. TRATAMIENTO DE DATOS

3.8.1. Recoleccion de datos

Los datos obtenidos a partir de la extraccion y caracterizacion del AE de mufia
fueron recabados de forma manual a traves de la observacion visual, con la
aclaracion de que el analisis quimico por GC/MS arrojo el resultado sistematizado
en formato virtual e impreso. Para el caso de la concentracion minima inhibitoria
que se determino a través de la ausencia del incremento de turbidez en los pocillos
de la placa de microdilucion, fueron obtenidos dichos datos en formato impreso, y
para la concentracion minima bactericida se recabo los datos de forma manual y

visual.

3.8.2. Analisis estadistico de datos

El andlisis de datos se realiz6 con el software estadistico INFOSTAT V.10 con los
datos obtenidos de la turbides (lectura espectrofotométrica), a los que se realizo el
analisis de varianza (ANOVA) y con sus medias aritméticas de cada uno de los
tres bloques, se realizo la prueba de Tukey o comparaciones multiples, lo cual
permitio comprobar las diferencias entre las medias, a un 95% de nivel de

confianza.
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CAPITULO IV
RESULTADOS

4.1. DESCRIPCION DE LOS RESULTADOS

4.1.1. Rendimiento de la extraccion del aceite esencial

Como resultado de la extraccidon del aceite esencial a partir de hojas secas de
mufia, por el método de arrastre por vapor de agua, se obtuvo con un rendimiento
de 1.23% v/p. lo cual indica que, de 10.0 kilogramos de hojas seca de Satureja
brevicalyx se logro obtener 133.30 mililitros de aceite esencial puro, cantidad que
fue suficiente para su caracterizacion fisicoquimica y realizar la evaluacion del

efecto antibacteriano mediante las pruebas y ensayos experimentales.

Figura 7. Aceite esencial obtenido de hojas
secas de Satureja brevicalyx. Laboratorio de
Quimica, EAPIA - UNAMBA.

4.1.2. Caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial

Las principales caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial de hojas de muna
(Satureja brevicalyx) extraido por el método de arrastre por vapor de agua, fueron
determinados a una temperatura promedio de 20 +/- 2 °C, del cual su extraccion
resulto tener un rendimiento bajo, siendo mas denso que el agua e inmiscible,

traslucido y relativamente acido. Los cuales se aprecian en la Tabla 4.
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Tabla 4

Caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial de Satureja brevicalyx
Caracteristicas fisicoquimicas Valores
Densidad relativa (20°C) 0.925 g/mL + 0.002
Solubilidad en etanol al 80% 8.32mL + 0.03
Indice de Acidez (20°C) 0.102 + 0.013
Indice de Refraccion (18°C) 1.4859 + 0.0252

Datos expresados en media + SD, n=3, p <0.05

4.1.3. Componentes quimicos mayoritarios del aceite esencial de Satureja brevicalyx

Se identificaron 20 componentes quimicos mayoritarios del aceite esencial de
Satureja brevicalyx al 97.5% de la muestra analizada por Cromatografia de Gases
e identificada por Espectrofotometria de Masas, los cuales se identificaron de
acuerdo a la medicidn del tiempo de retencion que se registraron cada componente
en la columna capilar del cromatografo, con los cuales se obtuvieron los
denominados indices de retencion, para luego identificar cada componente de
acuerdo a los espectros de masas, con el apoyo de una base de datos de patrones
quimicos proporcionada por la libreria NIST v 0.5 alL. Los componentes y sus
valores se ilustran detalladamente en la Tabla 5 y en el Anexo 3 del presente

documento.

Como componentes mayoritarios del aceite esencial de Satureja brevicalyx
destacan los monoterpenos oxigenados con el 86.09%, dentro de ellos la pulegona
que representa el 55.78%, la mentona representa el 10.57%, el timol representa el
6.71%, linalol el 4.28%, la isopulegona el 3.38%, el eucaliptol el 1.68% y el
terpineol acetate que representa el 1.53%. El resto de los componentes de este

grupo se hallan en porcentajes por debajo del 1.0%.

Seguidamente predonima el grupo de hidrocarburos sesquiterpénicos (8.13%),
entre los cuales destaca el B-cariofileno con 3.15%, el biciclogermacreno con
3.13%, el a-cadineno con 1.44% y el Germacreno D con 0.41%. El grupo de los
hidrocarburos monoterpénicos fueron obtenidos con solo el 2.89%, del cual el
1.90% representa al p-cimeno, el 0.40% representa al limoneno y el 0.59%

representa al y-terpineno.
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Tabla 5
Componentes quimicos mayoritarios del aceite esencial de Satureja brevicalyx
segun la libreria NIST v 0.5 a.L. Laboratorio de Cromatografia - UNSAAC.

Pico IR (min.) Compuesto Formula  Contenido relativo
(%)
1 5.127 o-pineno CioHie 0.18
2 6.155 Sabineno CioHis 0.21
3 7.681 p-cimeno CioHi4 1.90
4 7.817 Limoneno CioHie 0.40
5 7.922 Eucalyptol CioH130 1.68
6 8.848 y-terpineno CioHis 0.59
7 10.371 Linalol Ci0H180 4.28
8 12.540 Isomentona Ci0H180 0.58
9 12.967 Mentona CioHi180 10.57
10 13.458 Isopulegona Ci10H160 3.38
11 14.096 a-terpenol CioH130 0.76
12 16.215 Pulegona Ci0Hi160 55.78
13 18.549 Timol Ci10H140 6.71
14 18.955 p-thymol Ci0H140 0.31
15 20.617 Eucarvone CioH140 0.51
16 20.993 Terpinyl acetate Ci12H2002 1.53
17 23.970 B-cariofileno CisHo4 3.15
18 27.239 Biciclogermacreno Ci5Ho4 3.13
19 27.962 Germacreno D CisHo4 0.41
20 28.364 a-cadineno CisHo4 1.44

IR: Indice de retencion en la columna capilar HP-5MS de 30 metros de largo, 250.00 pm diametro
nominal, 0.25 pm de espesor de la pelicula nominal y a una presion constante de 9.0 PSL.

4.1.4. Evaluacion del efecto antibacteriano del aceite esencial

Como prueba preliminar del efecto antibacteriano del aceite esencial, se realizo la
deteccion de la capacidad inhibitoria a bajas concentraciones del aceite esencial de
mufia (Satureja brevicalyx) mediante el método de difusion en disco, con lo cual
se demostro el potencial efecto antibacteniano del aceite esencial. Resultados que
dieron apertura a la determinacion del rango de concentraciones minimas que se
aplicaron en las pruebas finales del efecto antibacterino evaluado por el método de

microdilucion en placa.
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4.1.4.1. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

En la figura 8, se observan los resultados expresados en una placa de
microdilucion, sobre la que se puso a prueba el efecto inhibitorio de las
concentraciones del AE de Satureja brevicalyx frente a los inoculos de
Escherichia coli ATCC 25922. Dicho efecto se ven reproducidos a través
de la presencia de pocillos con medio liquido (CMH) de color amarillo
traslucido, indicandonos la anulacion del crecimiento celular de E. coli, y
en los pocillos que muestran una ligera opacidad entre uno y otro pocillo,
nos indica crecimiento celular de E. coli ATCC 25922, dejando en claro
que el menor tratamiento aplicado en el pocillo donde se observa que no
hub6 cambio de color luego de incubado a 37°C durante 24 horas tuvo
efecto positivo, a dicho tratamiento se le atribuye el hallazgo de la
concentracion minima inhibitoria del AE de Satureja brevicalyx, y con
ello habiéndose logrado inhibir el crecimiento de las células bacterianas

sometidas a pruebas del efecto antibacteriano.

Escherichia | . < "{ 7~ “K‘};‘(WN}‘\ ;"’\ ?-"i ;‘—- ,,b"’"‘
s || A s n'sssing
ﬁ-“(\'\ }‘*?s ;6&&’;*-*’;» ,‘-.-'
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Figura 8. Determinacion de la CMI del AE de Sature]a brevicalyx sobre E. coli
ATCC 25922. Lab. Referencial de Salud Publica, DIRESA - Apurimac.

En la Figura 9, se observa el efecto inhibidor de las concentraciones del
aceite esencial de Satureja brevicalyx frente a los inoculos de las cepas
de Salmonella typhi y Shigella dysenteriae, donde también se observo
una variacion ligera de color, que corresponde a un incremento de
turbidez en los pocillos que se ensayd, y en aquellos pocillos donde no

ocurrid incremento de turbidez, se puede explicar que esto ocurrio debido
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al efecto inhibitorio que presentd la menor concentracion del aceite
esencial de Satureja brevicalyx, lo cual confirma dicho efecto inhibitorio
de las concentraciones minimas de aceite esencial sobre el crecimiento de

las células bacterianas puestas a prueba.

Salmonella
typhi

Shigella
dysenteriae []

Figura 9. Determinacion de la CMI del AE de Satureja brevicalyx sobre
Salmonella typhi y Shigella dysenteriae. Laboratorio Referencial de Salud
Publica, DIRESA - Apurimac.

En la Tabla 6, se muestran los promedios de los resultados de las lecturas
de las placas de microdilucion obtenidos mediante el lector ELISA (Ver
Anexos), donde se muestra la relacion de absorbancias obtenidas por el
lector de microplacas, datos que corresponden a la reduccion de
absorbancia por el efecto de los tratamientos del aceite esencial de

Satureja brevicalyx para cada una de las especies bacterinas en estudio.

Tabla 6

Promedio de lecturas espectrofotométricas de las placas de microdilucion luego de los
ensayos del efecto antibacteriano de los tratamientos del aceite esencial de Satureja
brevicalyx sobre las bacterias sometidas.

Concentraciones de aceite esencial de Satureja brevicalyx (ng/mL)

Bacteria 1600 800 400 200 100 50 25 12.5 6.25 3.12

E. Coli 0.076  0.078 0.079  0.075 0.078 0.078 0.082 0.080 0.081 0.086

S. Typhi 0.077 0.079 0.082 0.079 0.081 0.081 0.085 0.084 0.091 0.087

S. dysenteriae  0.076  0.077  0.077  0.074  0.078 0.079 0.078 0.082  0.088 0.085

Datos expresados en media = SD, n =4, p <0.05.
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Con los resultados que se observan en la Tabla 6, podriamos explicar que los
promedios mas bajos obtenidos por cada bloque, corresponden a los valores
de los tratamientos con los que se obtuvieron las CMIs. Para las cepas de
Escherichia coli ATCC 25922 y Shigella dysenteriae se consiguié una
absorbancia de 0.075 y 0.074 respectivamente, logrando sus CMIs con un
tratamiento de 200 ug/mL para ambas especies, y con respecto al bloque
representado por Salmonella typhi se logr6é una absorbancia de 0.077 con el
tratamiento de 1,600 ug/mL siendo este el valor de su CMI, dicho tratamiento
corresponde al valor mas alto de las concentracion del aceite esencial diluido

con Dimetilsulfoxido, valores que se presentan en la Tabla 7.

Tabla 7.

Resumen de las concentraciones minimas inhibitorias del aceite esencial

de Satureja brevicalyx obtenidas mediante el lector de microplacas, en el

Laboratorio del Banco de Sangre del Hospital Guillermo Diaz de la Vega.
Contraciones de aceite E. coli ATCC Salmonella  Shigella

esencial (ug/mL) 25922 typhi dysenteriae
50 - - -
200 CMI - CMI
1,600 - CMI -

CMI: Concentracion minima inhibitoria.

4.1.4.2. Determinacion de la concentracion minima bactericida

En la Figura 10, se puede apreciar el efecto bactericida que ocasiond los
tratamientos representados por las menores concentracion del aceite
esencial de Satureja brevicalyx, luego de incubado resiembras de
alicuotas provenientes de los pocillos donde no ocurrio incremento

visible de turbidez (inhibicién del crecimiento de células bacterianas).

Por lo cual, podemos afirmar que en aquellas fracciones de las placas
Petri donde muestra visiblemente un crecimiento nulo de unidades
formadoras de colonias (UFC), nos confirma la muerte de las células
bacterianas, los cuales fueron causados por efecto de los tratamientos
aplicados a las microplacas al inicio de las pruebas para conocer el efecto
antibacteriano, dichos tratamientos corresponden a las concentraciones
mas bajas del aceite esencial de Satureja brevicalyx, los cuales los

representamos como las concentraciones minimas bactericidas.
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Figura 10. Efecto bactericida del aceite esencial de Satureja-l;revical)zx. a) y b) frente
a E. coli ATCC 25922, c) Frente a Salmonella typhi, d) Frente a Shigella dysenteriae.

El efecto antibacteriano del AE de Satureja brevicalyx fue evaluado
segln la seccion 3.4.7 del presente documento, dichos procedimientos
permitieron determinar satisfactoriamente la CMI y CMB del AE de
Satureja brevicalyx sobre Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella typhi y

Shigella dysenteriae, resultados que se resumen en la Tabla 8.

Tabla 8.
Resultados de las concentraciones minimas inhibitorias y
bactericidas del aceite de Satureja brevicalyx
Bacterias indicadoras de contaminacién
alimentaria

Escherichia coli . Shigella
(ng/ml) ATCC 25922 S@lmonellatyphi - W 0 teriae

3.12 - - -
6.25 - - -

12.5 - - -

25 - - -

50 - - -

100 - - -

200 CMI - CMB - CMI - CMB
400 - - -

800 - CMI -
1,600 - CMB -

CMI: Concentracion minima inhibitoria, CMB: Concentracion minima bactericida.

Concentraciones de AE
de Satureja brevicalyx

@ Repositorio Institucional - UNAMBA - PERU



58 de 97

En la Tabla 8, se observa que los tratamientos 1 y 4 que corresponden a las
concentraciones de 1,600 pg/mL y 200 pg/mL de aceite esencial de Satureja
brevicalyx, tuvieron un efecto satisfactorio, obteniendose con la primera la
CMI y con la segunda la CMB frente las cepas de E. coli ATCC 25922,
resultados que corresponden al bloque 1. Para el segundo bloque representado
por las cepas de Salmonella typhi, se obtuvdo la CMI y CMB para los
tratamientos 1 y 4 que corresponden a las concentraciones 1,600pg/mL y
200pug/mL respectivamente. Para el tercer bloque representado por las cepas de
Shigella dysenteriae, se logrd obtener tanto la CMI, como la CMB con el
tratamiento de 200 pg/mL. Resultados que demuestran claramente el efecto
biolégico de los principios activos que posee el aceite esencial de Satureja

brevicalyx frente a cepas de interes alimentario.
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Figura 11. Analisis de varianza de las absorbancias resultantes por cada especie de bacterias.

En cuanto a los resultados de absorbancia podemos mencionar que a diferentes
tratamientos representados por las concentraciones minimas del aceite esencial,
que fueron aplicados para inhibir suspensiones de bacterias enteropatogenas, en
la Figura 11 se puede observar que la menor absorbancia presenta el E. coli
ATCC 25922, lo cual indica que en forma general que el aceite esencial de
Satureja brevicalyx tiene mas especificidad para la inhibicion de esta bacteria,
teniendo similar efecto sobre Shigella dysenteriae y no ocurriendo lo mismo
frente a Salmonella typhi, pero ademas no existiendo diferencia significativa de

inhibicidn entre las tres bacterias.
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Figura 12. Analisis de varianza de las CMIs resultantes con respecto a cada especie bacteriana.

En la Figura 12, se puede observar la CMIs de las bacterias a diferentes
concentraciones del aceite esencial de Satureja brevicalyx, a la ves observamos
que no existe diferencia significativa entre sus inhibiciones de cada una de las
bacterias, lo cual da a entender que todas las diluciones a una determinada

concentracion presentan capacidad para inhibir las especies bacterianas.
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Figura 13. Analisis de varianza de las absorbancias con respecto a los tratamientos
aplicados sobre las cepas de Escherichia coli ATCC 25922.

En la Figura 13, se puede observar que el aceite esencial de Satureja brevicalyx
a una concentracion de 200 ug/mL de tratamiento aplicado, fue la que mas
inhibio a las cepas de E. coli ATCC 25922 correspondiendo el menor valor de
absorbancia, ademds posee diferencia significativa con las demas

concentraciones especialmente con la concentracion de 3.12 ug/mL.
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Shigella dysenteriae
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Figura 14. Analisis de varianza de absorbancia con respecto a los tratamientos
aplicados sobre las cepas de Shigella dysenteriae.

En la Figura 14, se puede observar que el aceite esencial de Satureja brevicalyx
a una concentracion de 200 ug/mL de tratamiento aplicado, fue la que mas
inhibi6 a las cepas de Shigella dysenteriae, ademds dichos resultados posee
diferencia significativa con respecto a los de mas tratamientos, especialmente

con el tratamiento que corresponde a una concentracion de 6.25 ug/mL.
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Figura 15. Analisis de varianza de las absorbancias con respecto a los tratamientos
aplicados sobre las cepas de Salmonella typhi.

En la Figura 15, se observa que el tratamiento de 1600 ug/mL de concentracion
de aceite esencial de Satureja brevicalyx es la que mdas inhibe a Salmonella
typhi, ademds de presentar diferencia significativa con las demas

concentraciones especialmente con la concentracion de 6.25 ug/mL.
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4.2. DISCUSION DE RESULTADOS

Como parte inicial del estudio se recolecto muestras de Satureja brevicalyx del sector de

Trancapata, distrito de Curahuasi (Abancay), basdndonos en los estudios de Cano,

Carhuapoma, Ricaldi 3» y Huamani, (3% dichos estudios concluyeron indicando que las

muestras estuvieron conformadas por sustancias oxigenadas aromaticas, siendo los de

mayores atributos aquellos aceites extraidos de las especies provenientes de los

departamentos del sur de nuestro pais, esto con respecto a sus cualidades fisicoquimicas

que aquellos aceites extraidos de especies similares pero de otros lugares.

4.2.1.

4.2.2.

Extraccion de aceite esencial

La extraccion del aceite esencial se obtuvo con un rendimiento de 1.23% v/p.
resultando ser un valor significativamente alto y cercano al resultado de 1.80% v/p
obtenido por Carhuapoma Y. (2007), lo cual indica que, de 10.0 kilogramos de
hojas seca de mufia se pudo obtener 133.3 mililitros de aceite esencial puro,
aclarando que los valores de rendimiento de extraccion mayor o igual al 1.0% de
aceite esencial, las categorizan a las especies aromaticas en excepcionalmente
interesantes y promisorias. Habiendose obtenido un valor significativamente alto

por el método de arrastre con vapor de agua empleado.

Caracterizacion fisicoquimica del aceite esencial

De los resultados de la tabla 4 Caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial de
Satureja brevicalyx, podemos mencionar que dichos valores como la densidad
relativa (0.925 g/mL) e indice de refraccion (1.4859), se aproximan a los obtenidos
por Carhuapoma Y. (2007) densidad relativa (0.9047 g/mL) e indice de refraccion
(1.475) del AE de Satureja brevicalyx. Debido a que ambas fuentes vegetales

provinieron de condiciones geobotanicas y geoclimaticas similares.

En el presente estudio se logrd identificar un total de 20 compuestos quimicos por
GC/MS que estarian proporcionando una alta bioactividad antimicrobiana actuando
en sinergismo, de los cuales destacan la pulegona (55.78%), la mentona (10.57%),
el timol (6.71%) y el linalol (4.28%), como los principales componentes bioactivos
que se encontraron en alta concentracion, siendo los tres primeros, monoterpenos

oxigenados y reconocidos como marcadores quimicos del género Satureja. (139
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Destacando a la pulegona como el componente mayoritario que posee grupo
funcional cetonico, es principal pero no exclusivamente de la familia labiadas, es
un potente antiséptico y biocida, pero reduce su proporcion de este componente a
temperaturas iguales o mayores a los 80°C, (39 por otra parte favorece el parto y la
expulsion de la placenta, 137 a la ves demostro ser toxico en la aplicacion de dosis
elevadas, 1°® (159 Jlegando a metabolizar en el higado a menthofuran, este es un
metabolito altamente reactivo que se une irreversiblemente a los componentes de
las células hépaticas en las que tiene lugar el metabolismo, que afecta al higado. (100
(161) (162) Tambien tiene efecto sedante, analgésico y disminuye la motilidad

gastrointestinal, (163

De esa forma Nassiff y col/ (2004), sefialan que la pulegona por encima de
0.065g/250ml podria ocasionar aborto en mujeres embarazadas, 1°7 también puede
permitir la formacion de epoéxido de pulegona, este grupo quimico es muy
inestable, tiene mucha tension angular y puede abrirse con facilidad frente a
proteinas y acidos nucleicos del organismo humano, con la posibilidad de generar
mutaciones. 1% Razén por la cual, el Comité de Expertos de la Organizacion
Internacional Flavor Industry, recomiendan que la presencia de pulegona en
productos alimenticios acabados, se limita a un maximo de 250 ppm en golosinas y

de 20 pm en comidas y bebidas. (163

La mentona, posee grupo funcional cetonico, se le relaciona con las propiedades
antiespasmodica, carminativa y estomacal; (1) a la vez es considerado un potencial
pesticida organico que es aplicado como insumo para la formulacion de productos

pesticidas. (167

El linalol, posee grupo funcional alcohol, con atributos de olor floral con un toque
mentolado lo cual le ha conferido cierto valor para el uso de productos
aromatizados, debido a ello fue considerado para la formulacion de productos como
jabones, detergentes, champus y lociones, considerado también antimicrobiano

moderado, estomacal y carminativo. (16%

El timol es un monoterpeno y su isémero es el carvacrol, ambos son componentes
quimicos principales de espécies como el tomillo y oregano respectivamente,
también lo encontramos en altas concentraciones en los aceites de Clinopodium
vulgare 199y en bajas concentraciones en los AEs de Clinopodium gilliesii. 17 El

timol es conocido por sus propiedades desinfectantes y fungicidas que le otorgan
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valor comercial, sobre todo por su sabor agradable se emplea en pastas dentales,
enjuagues bucales y productos desinfectantes. El resto de los metabolitos estarian
actuando en sinergismo con los componentes mayoritarios, por lo cual estos
reforzarian la actividad biologica del AE de Satureja brevicalyx; ademas tres de los
componentes mayoritarios hallados en el presente estudio, son considerados los

mads potentes antimicrobianos que poseen los aceites esenciales. (171 (172)

Varios estudios incluyendo el presente, revelan que los AEs del género Satureja 6
Clinopodium contienen porcentajes mayoritarios de componentes quimicos del
grupo de los monoterpenos oxigenados como pulegona, mentona, timol, carvacrol y
linalol; (173) (174) (175) (176) (177) (178) (179) (145) cyyos componentes predominan en varias
de las especies del Peru. (180 Recientemente, algunos investigadores los reconocen
como los componentes principales de los AEs que exhiben actividades

antimicrobianas potenciales. (181

Efecto antibacteriano del aceite esencial Satureja brevicalyx

Segtin se observa en la Tabla 4, el aceite esencial de Satureja brevicalyx diluido a
bajas concentraciones, inhibié notablemente el crecimiento de bacterias patdogenas
que frecuentemente ocasionan enfermedades transmitidas por alimentos, cuyo
efecto seria producido principalmente por la accion sinergica de los monoterpenos
oxigenados mayoritarios presentes en el AE extraido de la especie proveniente de

nuestra localidad.

La inhibicion de E. coli 25922 se consiguié a una concentracion de 100 pg/ml,
mientras que para Salmonella typhi y Shigella dysenteriae fue a concentraciones de
6.25 pg/ml y 50 pg/ml respectivamente, estos dos ultimos resultados se aproximan
a los obtenidos por Carhuapoma y col. (2009), quienes determinaron la actividad
antibacteriana del aceite esencial de Minthostachys mollis con una CMI de 4 pg/ml

para Salmonella typhi como para Shigella dysenteriae. '8?

Castaio y col. (2010), consiguieron la inhibicion de E.coli con AE de Rosmarinus
officinalis a una CMI de 4,096 ppm, mientras que para Salmonella typhimurium y
Shigella sonnei fue a 512 ppm, resultados que al comparar con los obtenidos, nos
permite valorar la superioridad que posee el AE de Satureja brevicalyx de nuestro
medio, inhibiendo notablemente bacterias patogenas Gram negativas

predominantes en los alimentos. (183
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Ud-Daula y col. (2016) Lograron determinar la CMI del AE de hojas de Etlingera
fimbriobracteata (K. Schum.) frente a E. coli ATCC 25922 a una concentracion de
625pg/ml. A pesar de ser un buen resultado, este se encuentra muy lejano al que
conseguimos inhibir esta bacteria con el AE de Satureja brevicalyx, lo cual se debe
al bajo contenido de componentes inhibidores que tiene Etlingera fimbriobracteata

en comparacion a Satureja brevicalyx. 139

Argote y col. (2017), determinaron la actividad antibacteriana de los AEs de
eucalipto, cascara de limon y mandarina frente a S. aureus y E. coli ATCC 25922.
Los resultados demostraron que los aceites esenciales de eucalipto y mandarina
tienen capacidad inhibitoria sobre Escherichia coli ATCC 25922 con una CMI y
CMB de 13.2 ul/ml para ambos aceites, mientras para el AE de cascara de limon se
obtuvo una CMI y CMB de 14.6ul/ml. El AE de S. brevicalyx posee una actividad
ligeramente similar, estos resultados cercanos se deben a que los componentes
mayoritarios como el limoneno y eucaliptol de los AEs de Mandarina y Eucalipto
respectivamente, son terpenos como el timol y carvacrol, catalogados metabolitos

bactericidas de primer orden. (189

Vagionas y col. (2007), determinaron la actividad antimicrobiana de los AEs de tres
especies de Satureja que crecen en Tanzania, contra bacterias y hongos dentro de
ellos Escherichia coli ATCC 25922, con el que se obtuvo una CMI de 1.77 mg/ml,
5.70mg/ml y 6.14 mg/ml para los AEs de Satureja biflora, Satureja masukensis y
Satureja pseudosimensis respectivamente. Los valores de CMI que obtuvimos con
el AE de Satureja brevicalyx para E. coli ATCC 25922, son ligeramente superiores
frente a estos resultados, debido al contenido de monoterpenos y sesquiterpenos
oxigenados como Linalol, Timol y Spathulenol presentes mayoritariamente en los

AEs de estas especies. (189

El andlisis estadistico de medias realizado sobre los resultados de las pruebas de
dilucién en microplaca, permitio aclarar la existencia de diferencia significativa al
95% de confianza, entre las diez concentraciones de aceite esencial puestas a
prueba para cada especie bacteriana, lo cual muestran que conforme disminuye la
concentracion del aceite esencial de Satureja brevicalyx, disminuye la inhibicidén
del crecimiento de las cepas bacterianas. Quedando demostrado que el aceite
esencial de Satureja brevicalyx tiene una marcada actividad frente a E. coli 25922,

Salmonella typhi y Shigella dysenteriae a concentraciones muy bajas.
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Entre los monoterpenos oxigenados a los que se les atribuye propiedades
antibacterinas, podemos mencionar a la pulegona y timol, este ultimo es
responsable de ocasionar, que la membrana celular se permeabilice, y que puedan
desintegrar la membrana externa de las bacterias gramnegativas, liberando
lipopolisacaridos y aumentando la permeabilidad de la membrana citoplasmaética al
ATP. (87 E] dafio a la pared celular bacteriana y la pérdida del contenido celular se

puede estudiar mediante microscopia electronica de barrido (SEM). (18%) (189) (190)

El uso culinario de Satureja brevicalyx que se da hasta hoy, nos da luz para
comprender el alto conocimiento que obtuvieron nuestros antepasados, respecto al
aprovechamiento de su aroma y las bondades para mantener granos y tuberculos

sanos por largos periodos.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

El aceite esencial extraido a partir de hojas de Satureja brevicalyx por el método de
arrastre por vapor de agua con un rendimiento de 1.23% v/p, posee una densidad de
0.925 g/mL, un indice de acidez 0.102, un indice de refraccion 1.4859 y es soluble a
80% de etanol; cuyas caracteristicas fisicoquimicas se debe a la composicion
mayoritaria de monoterpenos oxigenados, siendo favorable su aprobechamiento como

potente antimicrobiano en la conservacion de alimentos procesados.

El aceite esencial extraido a partir de hojas de Satureja brevicalyx mediante arrastre
por vapor de agua, demostro tener efecto inhibidor sobre Escherichia coli ATCC
25922 y Shigella dysenteriae a concentraciones de 200 ug/mL para ambas especies, y

logrando inhibir Salmonella typhi a una concentracion de 800ug/mL.

El aceite esencial extraido a partir de hojas de Satureja brevicalyx mediante arrastre
por vapor de agua, demostrd tener efecto bactericida sobre Escherichia coli ATCC
25922 vy Shigella dysenteriae a concentraciones de 200ug/mL similar resultado
obtenido en la inhibicioén de estas mismas especies, y logrando eliminar a Salmonella

typhi a una concentracion de 1,600pg/mL.

5.2. RECOMENDACIONES

Determinar la concentracion minima inhibitoria por el método colorimétrico de
microdilucion en caldo propuesto por Abate y col., 1998. Basado en adicionar el
0.8mg/mL del bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5- difeniltetrazol (MTT) a
cada uno de los pozos luego de un periodo de 04 horas de incubacion, con la finalidad

de obtener resultados mejor representados y de fécil lectura.

Realizar una evaluacion de la toxicidad aguda del aceite esencial de Satureja
brevicalyx por el método de dosis fija, a fin de determinar una dosis para la

formulacion de una matriz sobre un determinado alimento procesado.

Evaluar concentraciones minimas de aceite esencial de Satureja brevicalyx a través de
la dosificacion sobre alimentos para determinar el nivel de eficacia antimicrobiana del

aceite esencial de Satureja brevicalyx y evaluar su impacto organoléptico.
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EL QUE SUSCRIBE, PROFESOR INVESTIGADOR ASOCIADO AL
HERBARIO VARGAS (CUZ).

CERTIFICA:

Que e! Senor, Grégory Moisés Rodas Tantalla, Bachiller en
ingenieria Agroindustrial. Facultad de Ingenieria de la Universidad
Necional Micaela Bastidas de Apurimac {UNAMBA), ha solicitado &
la Direccion del Herbario (CUZ), la determinacion taxondmica de
una muestra vegetal herborizada, la que al ser diagnosticada
utilizando bibliografia especializada y muestras del Herbario,
corresponde a la especie Clihopodium brevicalyx. cuya posicion
taxonomica de acuerdo al Grupe del Sistema Filogenético de las
Angiospermas ( Angiosperm Phylogeny Group APG Il (2009), es ia

siguiente:.
Division Magnolicphyta (= Angiospermas)
Clase Magnelicpsida =Tricolpados (Eudicotilefoneas)
Subclase . Asteridae
Orden . Lamiales
Familia - Lamiaceae

Generc : Clinopodium
Especie . Clinopodium brewcalyx (Epling) Harley & A.
Granda
Sinonimia : Satureja brevicalyx Epling:
Nombres comunes : “cjufiuca’, cjufiu muna”, “nut'v rap’i muna®,
‘puna muna”.

Se expide la presente certificacion, para fines de investigacion que
requiere el recurrente.

N\
Cusco, 5de cctubre’e 2012 '!

3‘._ '\)
‘;-";;f;‘;fa» Fat ot dw
\ NS A ni o ghsannon
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ANEXO 2

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS, FISICAS ¥ MATEMATICAS
LABORATORIO DE CROMATOCRAFIA - Pulxllive d¢ Contrnl de Colidad -1vr piso
Av. e o Cullupa 733 CUSOO -PERY Contactu (RLETHAGMMITI N / 0T IupHses

CONSTANCIA

los que suscriben, Responsables del Laboratorio de Cromusogratia de la Facultad de
Ciencias Quimicas, Flsicas, Maematcas, Famaca ¢ Informética de Jo Universidad
Naciomal San Antonio Abnd ded Cuson, dojan Constancia:

: ":"& AL Gnuda" Wh CArRCTer Zacion &
identi I'ulum! (b wnqmqmnus ﬂsulu que fd!man parte dé»’l{»ms intirulado:
Actividad m%m n v " del accite csenclal de_ #xuy.*cmmmmm
hmmoxwmﬁimm& B Wﬂ- qummw Py
Vibrio cholerae. ﬁl.chn mmsxm haaﬁomﬂué unlwando ol fnmmal‘) de Gases

Agilent @90!4 awphdo & un e Xinses. La illermﬁeadm s bast ca la

comp:amqm Je las setiales del czgw‘m; 'd"'cada wmpunmm los datos
complladb;“cn las iﬂxuhs M‘ZTUS‘T&# FM!, R ~, - ’5*

e
7 | 615 D21 | Sabinene 93
3 7.681 190 1’ peymene a7
4 7817 D40 i Lmonene 97
S 7522 158 | Eucalypto’ 9
6 BB4E | 059 Gamnma-Lerpinene a4
7 10371 4.8 e 53
E 32,540 58 3, Cyclohexanone, -mettw(-z-ll-rre:hylemyl}- 96

JA2Recis)

b. Manthona
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ANEXO 2

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS, FISICAS Y MATEMATICAS
LABORATORIO DE CROMATOGRAFIA - Patelén de Controd e Calidad -fer pise

Av. de la Culturs 733 CUSCO -PERU Comtactn 98443 73000N 692770 / 0 TIR65A5S

12.967 10.57 a. Cydohexanone, S-methyi-2-(1-methylethi]- | 98
,[(25-trans)-
=t oo b. Menthone
10 | 13458 338 Cyclohexanone, 5 methyl-2-{1 methylethenyl)-, 83
| trans-
11 | 14.056 0.76 3-Cyclohexene-1-methanal, .alphs.,.3ipha.4- 91
trimethyl-
12 | 16215 55.78 Pulegone 58
13 | 18549 6.71 Thymol 95
14 | 18955 T 03t 2. 3-Methyl-3-isopropyinhenal 87
: o b. p-thymol
15 | 220617 | 0.51 24-Cydobeptadien-1-cne, 2,66-timethyl- | 80 |
1 16 | 20933 | 1,53 Terpiny! acetate 51
17| 239w | 315 Beta-caryophyllene £ 99
|18 | 27.239 313 | Bicyclogermacrene I o]
19 | 27862 0.41 1,6-Cyclodecadiene, 1-methyi-S-methylene-8-1- | 83 |
methylethyll, [s-[£,E)]- I
20 23.364 144 Naphthalana, 1,2.43,5,8 8a-hexahydro-4,7- 94
dimethy-1-(1-methylethyl)-,
| [15(1.3ipha. 4a.beta, Ba.alpha )]
21 | 25 | Otros na Idantificados 4

Se expide la siguiente constancia a solicitud del interesado para bos fines que viera por

comyemente,

Cusco, 03 de Octubre del 2012,

,-"A Vs
s ——/
PR 0

.........................

Qca. Jorge Choquenaira Pari Mgt Nane' Accostupa Quispe
Analista del Laboratorss de Cromsatografia - Analista &l Laheeatnrin de Cromstografia -
UNSAAC, LNSAAC,
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ANEXO 3

Instrument: UNSAAC

Sample Name: MURA-G

Misc Info: Aceite Esencial de mufia Vial
Mumber: 1

Abundance :I;I(‘:1MUNA-G.D'data.m5
1800000 i

1600000
1700000
1600000
1500000
1400000
1300000
1200000
1100000
1000000
200000
BO0000
700000
600000
P 12.067

400000

18.540

10.271
200000

_ 18,458 _—
7881,
AN 20083 |
4 17 & =
BES fposy T2oappa0s e thoss200f

L

b ; o I IS

. \ e e T A e B e A e —
Time—= 400 600 300 1000 1200 1400 1600 4800 2000 2700 2400 2600 2300 3000

Figura 16. Cromatograma de los componentes quimicos mayoritarios del aceite esencial de Satureja

brevicalyx ilustrados en la Tabla 5 del presente estudio.
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ANEXO 4
GOBIERNO REGIONAL DE APURIMAC
DIRECCION REGIONAL DE SALUD DE APURIMAC ‘\: )

LABORATORIO REFERENCIAL EN SALUD PUBLICA
“Afo del Dislogo y I R Hiocitn Necional”

CONSTANCIA

Se deja constancia que el seior GREGORY MOISES RODAS TANTALLA, Bachiller
e Ingenieria Apreindustrial de ke Universidad Nacional Micacls Badidus de
Apurimac, ha realizado pruehas de cultivo ¥ ensayos suseeptibilidad microbiolégica i
vite, comu parte  del estudio  de  investigecicn  titwlado  “EXTRACCION,
CARACTERIZACION Y EFECTO ANIIBACTERIANO IN VITRO DEL
ACHITE ESENCIAL DE HOJAS DE Satwreja brevicalix (*muiu”™) FRENTE A
Escherichia coll, Salmonella spp v Shigelln spp®, duzante los meses de abril n
seticenbew del afic 2014, dichos actividades se realizaron en el dren de Enteropatogenss

del Laboraterio Referencial en Salud Puiblicn - DIRESA Apusimac.

Se expide la presente constancia al interesada nara fines gue estiime pertineate

Alentamente,

Abuncay. 17 deabeil dal 2008
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ANEXO 5

RESULTADOS DE LECTURAS ESPECTROFOTOMETRICAS DE LAS PLACAS DE
MICRODILUCION

AESIRAHCE HOR 8 ME | By 17:58:40
11 Wiam: EIp. MMTE: ARALTST:
HEVEEZRCTHE-A0IRY GR00H
7l e T Kl b ¢ B 1
- 19,074 0,077 0070 .98 0.075 0.070 0.9T7 4.074 55

'
-

4.078 0.076 0477 @979 0,075 0,096 0.961 49T @

1= 3408 0,076 U076 9460 .08 0.03) D473 4018 L

Py

1,010 0078 b.§4Y

[
-

VE 0028 0LUPR DATE QUM 2

-

3015 0.078.0.¢77

-
o
=
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i
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S0 0,020 D.09¢ £.473 |

V
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v
n

B

0,070 0,070 0,095 §,473 0.082 0,006 0.AT7 9

1,073 0.074 0,478 £.977 0.082 0.038 0,463 9,974 13

-

'
e

419 0,007 0,85 D.AVE gy

<

3 9.092 0078 6078

0,080 0.024 (.08

90 0,021 0.094 .282 0.

»
o
=3
=
-1
e

1-13 9.083 0.035 6,087 2,064 0.085 0,007 €.367 005 &

-

A 0355 0,306 2.30% 0188 T

-

1=11 .04 0230 b, 390

L-1F 9,050 0.196 (107 2505 0030 0.105 £.983 §.08%
~zcberichia i AT 209322 7%

N R

__foaader G LG8 95,0048 L]
AZSIFBINE IS i MR 1 LR R 17:35:40
WIS T - CRERE
FAVELENGTES-S323Y CO0HE
SR ol - SR A MR

3= 18,873 4.077 0,079 0.07¢ 0,475 0.077 £.670 4.477

1- £ 9,014 0.0%% 0,097 0,976 0.06L 0.070 0,901 4,078
t- 3 4.070 0,007 0_(8% ©.876 0,087 0.083 0.408 2.077 &
[ 4 9,062 0077 0677 €479 0.US1 0.080 %.989 0,074
1= 5 0.075 0,078 0,300 4.08) 0_03¢ 0443 2.963 0073
I- & 0,076 0,480 4,979 0,081 0,083 £,263 9.074 0,083
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I= 80007 9,992 0950 0,032 €.008 9.98L 0030 b6y ¢

1-30 6.674 4.966 0,08 0,037 1,483 0,05 0.047 0.043
1-11 0,187 9,415 0,382 0.30% .30 0394 0.2 0.20 5
§-12 ,13% 0,200 0,207 0526 3250 0288 0,216 0.358 7
Sk O, dycemerine
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ANEXO 6

PANEL FOTOGRAFICO

Figura 18. Recolecion de arbustos de Satureja brevicalyx en el sector de Tracapata,
comunidad Luis de la Puente Uceda, Curahuasi, Abancay — Apurimac (3,910 msnm).
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Figura 19. Destilacion del aceite esencial de Satureja brevicalyx mediante arrastre por
vapor de agua. Laboratorio de la DIREPRO — Apurimac.

Figura 20. Resultados de solubilidad del aceite esencial de S. b;evicalyx al 80% (v/v).
Laboratorio de Quimica de la E.A.P.I.A. UNAMBA — Abancay.
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Figura 21. Determinacion del indice de
refraccion del aceite esencial de S. brevicalyx
mediante refractometro digital. Lab. Quimica
de la UNSAAC — Cusco.

Figura 22. Ingreso de muestras del aceite esencial de Satureja brevicalyx al cromatografo
de gases acoplado a un espectrometro de masas para el analisis de sus componentes

quimicos. Laboratorio de Cromatografia de la UNSAAC — Cusco.
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Figura 23. Analizando los componentes quimicos del aceite esencial de S. brevicalyx
mediante Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de Masas. Laboratorio de
Cromatografia de la UNSAAC — Cusco.

Figura 24. Diluciones dobles de Caldo Mueller Hinton para ensayos de dilucion en

microplacas. Lab. Referencial de Salud Ptblica de la DIRESA — Apurimac.
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Figura 25. Adicion de Caldo Mueller Hinton a cada pocillo de la microplaca para la
prueba antibacteriana por el método de microdilucion. Lab. Referencial de Salud Publica
de la DIRESA — Apurimac.

g aE.
Figura 26. Adicion de inoculos bacterianos para poner a prueba el efecto de las
concentraciones del aceite esencial de Satureja brevicalyx. Lab. Referencial de Salud
Publica de 1a DIRESA — Apurimac.
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Figura 27. Placas de microdiluciéon ensayadas ingresando a incubador para poner a
prueba el efecto antibacteriano del aceite esencial de S. brevicalyx. Lab. Referencial de
Salud Publica de la DIRESA — Apurimac.

Figura 28. Lectura de placas de microdilucion mediante lector ELISA. Laboratorio del
Banco de Sangre del Hospital Guillermo Diaz de la Vega, Abancay - Apurimac.
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ANEXO

7

RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO

analisis dw la warian=a

variaklas H CRC - Y I
aps 300,14 n.08 4,90

Cuadroo de Analisis de la Variansa (30 Lipsee ILI}

F.W. S0 il TH

[ B [E FLNE-DR 2 G_RE-Uz
Sgulecigs Y OUDE-DL 2 3 5E-D%

Lol 1.25-01 £V l.eZ-Dr
Totadn 1,08 01 i

Te=st:Tukey Alfa=0_05 DMS=0.00437
D ToEE i e i

oo

R L e

i

Irdih
FMizcdime
[ ]
D.oE 13
LU -]
urim ieles

T.Fi.
1. 2R-0%

xrioAas I

T

[l
Shigolle sop .Z0-0:
L Z2E-03
sint g

oo

E. Lyphi
docfias oo CHUAMULARS eigraily

T L A L e

fiferend vs

Figura 29. Analisis de varianza del Disefio de Bloques Completos.
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Miacws Lalksla @ FOS0L/E2010 — 030416 pom. — [Woersniom D1LS11/8014]
Enalisis de la wariansza
variakble o B % W
S Al 2_Aa8R8 I e IR W
Cuadrs de Analisis da la VWarian=a {8C tipo ITI)
F_.W_ Pl <3 1 [y | F pr—erma Lo
Modols. 2. ER—04 S 4,0k-0% 2.14 G, Ooag
Conc. del ac ssenc. ugSmLl. . FLEE 04 S A.0E 0 2,141 LSRR R E -]
R A.8F-04 10 1.3E-N%=
Lotal F.dbE—04 35
Test:Dunoan Alfa=0.05
Lrrorr O.0000 gir 24
e e o L N ) fnESmT.. o Medias F.F_
200, a0 2 1l.2E-Q3 &
1500 .00 <2 1.8 O3
S0 0] e 1 OHF-O1 & F
a0, a0 £ L.BE-O3 &4 H
1au . au d 1. 2E-03 I n
400 .00 2 1.ZFE-3071 &n B
12.530 £ 1.2E-OQ3 &5 B
B.25 € 7 8R-0d & B
2500 £ 1.8E-Q3 B
.12 4 1.2L 03 [
Mantas oon uana Iatrs oom@n o aon 213l Sicativanents diferantes oo dlidd)

Figura 30. Analisis de varianza de las absorbancias con respecto a los bloques (03 cepas).
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Hu=va tabla @ 200472018 04119242 o.m, [weraidn ¢ CQL/L17201
Analizgiz de la varianza

Variabii W R7 R |
aBX 0 0.5 0.9 5.47

Cuadro de Anili=ziz de la Varianz=a (3C tipo III)

.. S F] oM ™ pr—wa loar
Hodelao. .5k 04 & 7,2 05 2,82 0.0024
Choamesooens ] omer prEernes. [DoepdmTos o R BT S Y LAR-0ON ELNE LS M
brroxr S3.Th 04 30 1,0 OF
Trilx T1.5T=115 5%
Te=t:Duncan A1 Ff=x=0_05
Frroe: oI qi- 3
Conc. Gel ac efsenc. [(gsmb.. Msdico n ho, B,
AL [ A FOFET=IS M
140000 .08 4 Z.Zk 03 A B
AL L1 o0l A FLET=UHE N T
g00., 00 0,08 4 Z.Zh 03 A B
SN H o0l A FLET=UHE N T
100,00 0.08 4 Z.Zp 03 8 B U
LA T H ool A FOFT—IUE M T
1Z.30 D0.08 4 Z.ZR 03 B o D
o N Le I ] A FOFT=IG C Ti
.25 0.0% 4 Z.2k 03 L
Moolas OO0R URG LSCYXa oamin RO fon significativamente dirersntes (por o UM

Figura 31. Analisis de varianza de las absorbancias con respecto a las cepas de Escherichia coli
ATCC 25922.

Hueva tabla : 20/04/2018 - 11:10:43 p.m. - [Versidm : 01/11/201.
Analisis da la varianza

Variable N R? R? Ay CV
ABS 40 0.64 0.53 4.16

Cuadro dea Andlisis da la Varianza (5C tipo III)
F.V. 5C gl CM F p-valor

Modelo. 6.2E-04 9 6.9E-05 5.84 0.0001
Conc. del ac esenc. (ug/mL.. 6.2E-04 9 6.9E-05 5.84 0.0001
Error 3.5E-04 30 1.2E-05

Total 9.7E-04 3%

Test:Duncan Alfa=0.05

Error: Q.0000 gl: 30

Conc. del ac esenc. {ug/mL.. Medias n E.E.

1600.00 0.08 4 1.7E-03 A

200.00 0.08 4 1.7E-03 A B

800.00 0.08 4 1.7E-03 A B

100.00 0.08 4 1L.7E-03 R B C

30.00 0.08 4 1.7E-03 A B C
400.00 0.08 4 1.7E-03 A B C D
12.50 0.08 4 1.7E-03 BE C D
25.00 0.09 4 1.7E-03 cC D
3.12 0.0 4 1.7E-03 o E
€.25 0.09 4 1.7E-03 E

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

Figura 32. Analisis de varianza de absorbancias con respecto a las cepas de Salmonella typhi.
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Nueva tabla : 20/04/2018 - 11:18:14 p.m. - [Versién : 01/11/2014
Analisis de la varianza

Variable N R?* R? Aj CV
ABS 40 0.53 0.39 5.47

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 6.5E-04 9 7.2E-05 3.82 0.0026
Conc. del ac esenc. (ug/mL.. 6.5E-04 9 7.2E-05 3.82 0.0026
Error 5.7E-04 30 1.9E-05
Total 1.2E-03 39

Test:Duncan Alfa=0.05
Error: 0.0000 gl: 30
Conc. del ac esenc. (ug/mL.. Medias n E.E.

200.00 0.07 4 2.2E-03 A

1600.00 0.08 4 2.2E-03 A B
400.00 0.08 4 2.2E-03 A B
£800.00 0.08 4 2.2E-03 A B

25.00 0.08 4 2.2E-03 A B C
100.00 0.08 4 2.2E-03 A B C
50.00 0.08 4 2.2E-03 A B C
12.50 0.08 4 2.2E-03 B C D
312 0.08 4 2.2E-03 cC D
6.25 0.089 4 2.2E-03 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.03)

Figura 33. Analisis de varianza de absorbancias con respecto a las cepas de Shigella dysenteriae.
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