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RESUMEN

La utilizacion de sustancias naturales para el control microbiano es una de las
areas de estudio que esta en aumento, entre esas sustancias estan los aceites
esenciales obtenidos de diferentes plantas.

En el presente trabajo se determind la actividad antibacteriana de los aceites
esenciales y de sus respectivas fracciones extraidos de Lepechinia rufocampii
(Salvia gateada) y Minthostachys tomentosa (Poleo grande) sobre cepas
bacterianas de Escherichia coli y Salmonella typhimurium causantes de multiples

enfermedades de transmision alimentaria.

Los aceites esenciales respectivamente se obtuvieron por medio de una
destilacion por arrastre de vapor con una trampa tipo Clevenger. Las fracciones
del aceite esencial con positividad antibacteriana se obtuvieron sometiendo al
aceite a cromatografia en columna y de capa fina.

En cuanto al analisis microbiolégico, se utilizé un screening por medio de la
llamada técnica de microdilucion en placa, la misma que nos permite una
cuantificacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI), la cual se encuentra
basada en el crecimiento bacteriano en presencia de diferentes concentraciones

tanto del aceite esencial obtenido como el de sus fracciones.

Las concentraciones minimas inhibitorias al 50% y 90% (CMI 50 Y CMI 90), fueron
los indicadores de la actividad antibacteriana, determinados mediante dicha
técnica.

Los resultados obtenidos, revelan que tanto el aceite esencial de Mitostachis
tomentosa (Poleo grande), como ciertas fracciones obtenidas del mismo
presentan actividad antibacteriana frente a Escherichia coli (220 — 470 ug/mL) y
Salmonella typhimurium (320 — 776 pg/mL).

Palabras claves:
Salmonella tiphymurium - Escherichia coli - Lepechinia rufocampii - Minthostachys

tomentosa - Aceites Esenciales - Efecto Antibacteriano - Monoterpenos y Sesquiterpenos
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ABSTRACT

The use of natural substances for microbial control is one of the areas of study that
IS growing among these substances are essential oils from different plants.
In this study we investigated the antibacterial activity of essential oils and their
fractions extracted from Lepechinia rufocampii (Salvia Gateada ) and
Minthostachys tomentosa ( Pennyroyal large) on bacterial strains of Escherichia

coli and Salmonella typhimurium causing multiple foodborne diseases.

Essential oils respectively were obtained through a by steam distillation with a
Clevenger type trap. Essential oil fractions with positive antibacterial oil were
obtained by subjecting to column chromatography and thin layer chromatography .
As microbiological analysis, we used a screening through microdilution called
plaque, which allows us to a quantification of the minimum inhibitory concentration
(MIC) , which is based on the bacterial growth in the presence of various thus

concentrations of the essential oil obtained as its fractions.

The minimum inhibitory concentrations 50% and 90% (MIC 50 and MIC 90) were

the indicators of antibacterial activity, determined by this technique.

The results obtained show that both the essential oil Mitostachis tomentosa (Poleo
large), as certain fractions obtained from the same antibacterial activity against
Escherichia coli (220-470 mg / mL) and Salmonella typhimurium (320-776 mg /
mL).

Keywords:
Salmonella typhimurium - Escherichia coli - Lepechinia rufocampii - Minthostachys
tomentosa - Essential Oils - Antibacterial effect - Monoterpenes and

Sesquiterpenes

Daniela Calderén
Ana Isabel Guerrero



ré“f"‘“ka Universidad de Cuenca
iNDICE
1. INTRODUCCION ......ciiieeeeeieteee et eeee ettt eae e eaesaesee e 13
1.1. PLANTAS DE ESTUDIO ...ccoiiiiiieiieeeeeeeeeeee e 14
1.1.1. Lepechinia rufoCamii.........ccuuuuuuuiiiiieeeeeeeeiie e e e e e e eeeanns 14
1.1.2.  Minthostachys tOMENIOSA ..........uuuiiiiieeeieeeeiie e e e eeeanns 15
1.2. ACEITES ESENCIALES ... 16
1.2.1.  CaracteriStiCas........cceeeiiieee e 16
1.2.2. DIStDUCION ... 17
1.2.3. LOCAlIZACION ......ccce oo 17
1.2.4. Estructuray ClasifiCacion ...........ccccooeieiiiiiiiiiiiiii e 17
1.2.4.1.  COMPOSICION.....couiiiiiiiee et e et e e e e e e e e e e e aeeeeanes 17
1.2.4.2. Clasificacion ...........ccccce e 18
1.2.5. APICACIONES Y USOS ....coiiieeeeieeeeeeeee e 18
1.2.6. FOIMAS UE USOD....ccceiieiie e 19
1.3.  AGENTES BACTERIANOS ... 19
1.3.1. Escherichia COli..........coooiiiiiiiie 19
1.3.2.  Salmonella typhimurium ...........ccocoiiiiiiiiie e 21
2. MATERIALES Y METODOS......co oo 23
2.1. RECOLECCION DE LA PLANTA ....ooiiieceecteeeeee e 23
/22 0 S |V =3 (o To (o] (0T | - RSP 23
2.2. DESTILACION POR ARRASTRE DE VAPOR:.....ccciiiiiieeeieeeee e, 24
2.2.1. MetodOologia......cuuuuiieieeeiieeee e 24
2.3, DENSIDAD. ... 25
2.3.1.  MetodolOgia......ccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiii 25
2.4. CROMATOGRAFIA DE GASES ..ot 27
2.4.1. MetodOologia......cuuuuiieiieeiieee e 27
2.5. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA.........ccocvvevenennne. 28
2.5.1. MetodolOgia......cccuvviiiiiiiiiiiiiiiiii 28
2.5.1.1. Preparacion del Aceite Esencial..........ccccccccoviviiiiiiiiiinnn, 28
2.5.1.2. Microorganismos de Prueba............couuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 28
2.5.1.3. Preparacion de los medios de Cultivo.............cooovviiiiiiiiiiiiiiiiiininnnn, 28

Daniela Calderén
Ana Isabel Guerrero



ré“f"‘“ka Universidad de Cuenca
2.5.1.3.1. Caldo Mueller HINtON...........ccccvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 28
2.5.1.4. Cultivo OVErNIgNt.......ooviiiiiiiiiiiiiieeeee e 28
2.5.1.5. Preparacion del INOCUIO...........ccuviiiiiiiiiiii e 29
S Tox (= T= 1 T PP 29
2.6. CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA ....c.cooiiieeeeeeeeeeeeeeee e 30
2.6.1.  MetOAOIOGIA ....ceieeiiiiiiiiiiei et 30
2.7. CROMATOGRAFIA EN COLUMNA ... ..cceiieeeie e 32
2.7.1. MetodOlOgia......cuuuuiiiieeeieeee e 32
3. RESULTADOS Y DISCUSION......ccuiiiiiiiiieceeciectecte e ee e e ete st ee e 35

3.1. Obtencién y caracterizacion inicial de los aceites esenciales de M.

tomentosa y L. rUfOCAMPIL. ...ccoeiiiiiiiii e 35

3.2. Actividad antimicrobiana y composicion quimica de los aceites esenciales.
36

3.3. Purificacion del aceite esencial de M.tomentosa...........cccccvvvvvvveiiiiieenennnn. 42

3.4. Efecto antibacteriano de las fracciones del aceite esencial de

AR (0] 0 0T (017 W RPN 45
A, CONCLUSIONES ..... .ottt e e e e e 52
5. RECOMENDACIONES....... . et e 53
ANEX O S et b e e et eeeb e e e e aaee 54
ANEXO 1: PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE EXTRACTOS ........... 55
ANEXO 2: PROCEDIMIENTO PARA LA CROMATOGRAFIA DE GASES........... 56
ANEXO 3: Procedimiento para el SCre€ning. .........cuuvvvveeeiiiiiiiiiiiiieeiiieeeeeeeeeeeeeeeeee 57
ANEXO 4: PROCEDIMIENTO PARA LA CROMATOGRAFIA EN COLUMNA. .... 59
BIBLIOGRAFIA ...ttt 60

Daniela Calderén
Ana Isabel Guerrero



Universidad de Cuenca

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Fundada en 1867

Yo, Ana Isabel Guerrero Ricaurte, autor de la tesis “Andlisis del efecto antibacterial de aceites
esenciales de Lepechinia rufocampii y Minthostachys tomentosa sobre cepas de Escherichia coli
y Salmonella thyphimurium”, certifico que todas las ideas, opiniones y contenidos expuestos en la
presente investigacion son de exclusiva responsabilidad de su autor/a.

Cuenca, 22 de Octubre del 2013

{ )

yele

~Ana Isabel Guerrero Ricaurte

—

0105773741

Cuenca Patrimonio Cultural de la Humanidad. Resolucion de la UNESCO del 1 de diciembre de 1999

Av. 12 de Abril, Ciudadela Universitaria, Teléfono: 405 1000, Ext.: 1311, 1312, 1316
e-mail cdjbv@ucuenca.edu.ec casilla No. 1103
Cuenca - Ecuador

6 Daniela Calderén
Ana Isabel Guerrero



Universidad de Cuenca

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Fundada en 1867

Yo, Daniela Elizabeth Calderdn Cevallos, autor de la tesis “Anadlisis del efecto antibacterial de
aceites esenciales de Lepechinia rufocampii y Minthostachys tomentosa sobre cepas de
Escherichia coli y Salmonella thyphimurium”, reconozco y acepto el derecho de la Universidad de
Cuenca, en base al Art. 5 literal c) de su Reglamento de Propiedad Intelectual, de publicar este
trabajo por cualquier medio conocido o por conocer, al ser este requisito para la obtencién de mi
titulo de “Bioquimica Farmacéutica”. El uso que la Universidad de Cuenca hiciere de este trabajo,
no implicara afeccion alguna de mis derechos morales o patrimoniales como autor.

Cuenca, 22 de Octubre del 2013

010404491-2

Cuenca Patrimonio Cultural de la Humanidad. Resolucién de la UNESCO del 1 de diciembre de 1999

Av. 12 de Abril, Ciudadela Universitaria, Teléfono: 405 1000, Ext.: 1311, 1312, 1316
e-mail cdjbv@ucuenca.edu.ec casilla No. 1103
Cuenca - Ecuador

Daniela Calderén
7 Ana Isabel Guerrero



Universidad de Cuenca

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Fundada en 1867

Yo, Ana Isabel Guerrero Ricaurte, autor de la tesis “Andlisis del efecto antibacterial de aceites
esenciales de Lepechinia rufocampii y Minthostachys tomentosa sobre cepas de Escherichia coli
y Salmonella thyphimurium”, reconozco y acepto el derecho de la Universidad de Cuenca, en base
al Art. 5 literal ¢) de su Reglamento de Propiedad Intelectual, de publicar este trabajo por
cualquier medio conocido o por conocer, al ser este requisito para la obtencién de mi titulo de
“Bioquimica Farmacéutica”. El uso que la Universidad de Cuenca hiciere de este trabajo, no
implicard afeccion alguna de mis derechos morales o patrimoniales como autor.

Cuenca, 22 de Octubre del 2013

Ana Isabel Guerrero Ricaurte

0105773741

Cuenca Patrimonio Cultural de la Humanidad. Resolucién de la UNESCO del 1 de diciembre de 1999

Av. 12 de Abril, Ciudadela Universitaria, Teléfono: 405 1000, Ext.: 1311, 1312, 1316
e-mail cdjbv@ucuenca.edu.ec casilla No. 1103
Cuenca - Ecuador

8 Daniela Calderén
Ana Isabel Guerrero



Universidad de Cuenca

UNIVERSIDAD DE CUENCA

Fundada en 1867

Yo, Daniela Elizabeth Calderdn Cevallos, autor de la tesis “Andlisis del efecto antibacterial de
aceites esenciales de Lepechinia rufocampii y Minthostachys tomentosa sobre cepas de
Escherichia coli 'y Salmonella thyphimurium”, certifico que todas las ideas, opiniones y
contenidos expuestos en la presente investigacién son de exclusiva responsabilidad de su autor/a.

Cuenca, 22 de Octubre del 2013

Cevallos

010404491-2

Cuenca Patrimonio Cultural de la Humanidad. Resolucion de la UNESCO del 1 de diciembre de 1999

Av. 12 de Abril, Ciudadela Universitaria, Teléfono: 405 1000, Ext.: 1311, 1312, 1316
e-mail cdjbv@ucuenca.edu.ec casilla No. 1103
Cuenca - Ecuador

Daniela Calderén
9 Ana Isabel Guerrero



WSO &

L )

Universidad de Cuenca

DEDICATORIA

En primer lugar a Dios por haberme dado la vida y ser la persona que soy, a mis
padres Galo y Eulalia por su sacrificio, palabras de aliento cuando sentia
desfallecer, por su apoyo incondicional ante todos los momentos buenos y
desagradables, a mis hermanos Galo y Pedro por sus fuerzas para seguir
adelante, a mis sobrinos que llegaron a ser unos angeles en mi vida y una luz en
mi camino, a mi abuela Violeta y tia abuela Gladys por siempre estar junto a mi y
ser una fortaleza mas, a mi enamorado Jandry por su paciencia y comprension
ante todos los momentos dificiles en este largo trayecto, y a mis amigos que igual

fueron un pilar muy importante para llegar a cumplir esta meta.
Ana Isabel

De mi parte esta tesis va dedicada principalmente a Dios por haberme brindado la
oportunidad y sabiduria para poder culminar una parte importante de mis estudios
como es la universidad, a mis padres Abdon e Hilda por ser los pilares
fundamentales de mi vida, por su apoyo incondicional, por siempre darme la mano
y ayudarme a salir adelante en todo momento y lo que me propongo. A mi
hermana por sus consejos, a mis sobrinos por ser mi mas bella razén de vivir y
reir, a mi familia, amigos que siempre estuvieron a mi lado brindandome su apoyo

y fuerza para nunca dejarme vencer muchas gracias por estar siempre a mi lado

Daniela

Daniela Calderén
Ana Isabel Guerrero



i

i

..

-
\§
-»

Universidad de Cuenca

AGRADECIMIENTO

Iniciar una carrera profesional y terminarla de manera satisfactoria es un gran
logro personal. El tener la suerte de graduarte de la universidad es un gran motivo
para darle las gracias a Dios pues seguramente €l también te dio una mano para
lograrlo y a todos los que te apoyaron durante todo este tiempo, familiares, amigos

y todos los que de una forma u otra han pasado por nuestras vidas.

De una manera muy especial queremos agradecerle a nuestro Director de tesis
Dr. Fabidn Le6én Tamariz PhD, quien en primera instancia acept6 llevar este
proyecto brindandonos su amistad, apoyo, paciencia y conocimientos para salir

con éxito a lo largo de este trayecto.

A la directora del proyecto Vlir de plantas medicinales Dra. Isabel Wilches le
agradecemos por abrirnos las puertas, brindarnos apoyo y permitirnos realizar

nuestro tema de tesis en las distintas instalaciones del proyecto.

También, queremos agradecer a quienes forman parte del proyecto VLIR en el
area de plantas medicinales, de una forma especial, a las Dras. Lourdes Jerves y
Nancy Cuzco, que siempre estuvieron junto a nosotras para ayudarnos y aclarar

dudas con respecto a nuestro proyecto.

Al Dr. Manuel Vega de igual manera gracias por su ayuda, comprension y sobre
todo amistad, por otra parte, queremos agradecer a Andrea Abril por haber sido
una guia en nuestro trabajo, por la paciencia y la ayuda que siempre nos ofrecio

en todo momento.

Gracias a todos.

Daniela Calderén
Ana Isabel Guerrero



ot Universidad de Cuenca

CAPITULO

Daniela Calderén
Ana Isabel Guerrero



e Universidad de Cuenca

1. INTRODUCCION

Ecuador es considerado como el pais con mayor biodiversidad biolégica por
unidad de area en América Latina, es decir posee una variabilidad de formas de
vida como un conjunto de genes, especies y ecosistemas. Esta diversidad es el
resultado de las cambiantes condiciones ambientales a lo largo de millones de
afos. Los factores que favorecen esta amplia biodiversidad son por mencionar
algunos la Cordillera de los Andes que da origen a diversos pisos longitudinales

cada uno con su microclima.

Los paramos Ecuatorianos con su diversidad Unica hace que nuestro pais sea

considerado uno de los 17 paises mega diversos del mundo. @

La flora del Ecuador cuenta con mas de 16.000 especies de plantas vasculares de
las cuales 5.172 son utiles y de estas 3.118 son usadas con fines medicinales de
las cuales un 75% de estas son especies nativas y un 11% corresponde a plantas

que han sido introducidas. ©

Por tal motivo nuestro pais es elegido por numerosos grupos de investigadores
que realizan estudios tanto en quimica y farmacologia de productos naturales en
base a plantas medicinales, las cuales son pertinentemente utilizadas como
materia prima para la produccién de extractos o el aislamiento de sustancias

naturales puras. ©

El Ecuador presenta altos indices de morbilidad relacionados a problemas
gastrointestales causados por diferentes microorganismos los cuales producen
diferentes patologias como son: las enfermedades diarreicas agudas que se
encuentran en un segundo lugar, seguido de la salmonelosis que ocupa un

décimo lugar. ¥
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Es por eso que en nuestro plan de trabajo nos basamos en analizar la posible
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actividad antibacteriana que pueden presentar los extractos naturales (aceites
esenciales) de Lepechinia rufocampii y Mitostachis tomentosa ante las diferentes
cepas bacterianas de Escherichia coli y Salmonella tiphymurium, ya que se han

encontrado articulos que reportan estudios similares en plantas del mismo género.
1.1. PLANTAS DE ESTUDIO

El estudio de plantas en el Ecuador es un interesante proyecto el cual constituye
un avance significativo dentro del conocimiento de la flora de la regidén,
considerando que el 80% de nuestra poblacién las ha utilizado como una fuente
de medicina tradicional.

Para desarrollar la presente investigacion se ha considerado dos especies
pertenecientes a la familia Lamiaceas siendo estas: Lepechinia rufocampii (Salvia)

y Minthostachys tomentosa (Poleo).

1.1.1. Lepechinia rufocampii

El género Lepechinia pertenece a la familia Lamiaceae la cual presenta por lo
menos 38 especies. Se las encuentra en las montafias a una altura de 1600 —
3800 metros sobre el nivel del mar. Siendo este un arbusto aromético, de color
verde, los tallos presentan una altura de 20 a 40 cm de largo, las hojas son
elongadas, deltoides, agudas teniendo cada una de estas un largo de 4 a 6 cm de
largo por 2 cm se ancho. La superficie superior es rugosa, se puede encontrar
peciolos en las partes basales de las hojas y tienen una dimension de 6cm de

largo. ©

El uso tradicional de esta especie acapara varios ambitos entre esos encontramos
contra las afecciones gastricas e intestinales concretamente contra sus procesos
inflamatorios, también es util en la inflamacion de las vias respiratorias, tos y

tuberculosis, de igual manera se le atribuyen propiedades cordiales, ténicas,
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estimulantes, diuréticas, antiespasmodicas y reguladoras de las funciones
menstruales. Se le ha utilizado de igual manera contra la excesiva transpiracion
especialmente la nocturna producida por fiebres altas debido a la presencia de
tuyona (compuesto con estructura similar al alcanfor formado por una cetona y un
monoterpeno presente en el aceite esencial) que bloguea las terminaciones

nerviosas de las glandulas. ©®

Externamente se le ha utilizado para inflamaciones de la cavidad bucal y garganta,
en gargarismos para angias, dolor de muelas y parodontitis. Se usa como
desinfectante de la piel en afecciones de origen micético, ulceras y llagas. Las

formas de consumo reportadas son Infusién, decoccién, tintura, vino entre otros. ©

Figura 1. Lepechinia rufocampii

1.1.2. Minthostachys tomentosa

Es una planta silvestre muy fragante que crece en clima frio entre 2500 — 3900
metros sobre el nivel del mar. El género Minthostachys presenta mas de 25
especies, es un arbusto pequefio de follaje verde las hojas son ovaladas
ligeramente pequefias con un largo de 2.5cm y un ancho de 2cm, presenta un tallo
de color verde que puede variar hasta un color amarillo, ambos lados de la hoja

presenta una textura que es lisa al tacto. ")

Su uso esta indicado principalmente para facilitar los procesos digestivos pues es
un excelente tonico estomacal, ayuda en la hipoclorhidria, aumentando la

secrecion de jugos gastricos, intestinal y pancreética. Es carminativo, vermifugo,
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cicatrizante, antiséptico, antiespasmadico, colagogo, aumentando la secrecion de
bilis, lo que ayuda con los trastornos de la vesicula biliar. Funciona como
expectorante y antitusigeno, siendo buen remedio para los catarros, tos ferina y

las afecciones bronquiales.

Dentro de las formas en las cuales ha sido ingerido encontramos que tomado con
agua y vinagre detiene las nduseas y mezclado con miel y sal evacua la flema de

los pulmones. ©

Figura 2. Minthostachys tomentosa

1.2. ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales son productos volatiles de naturaleza compleja, elaborados
por ciertos vegetales a los que confieren un aroma agradable. Oficinalmente, se
denominan aceites esenciales los productos que se pueden obtener por arrastre
con corriente de vapor de agua o por expresion del pericarpio de ciertos frutos.

1.2.1. Caracteristicas

Los aceites esenciales generalmente son liquidos a temperatura ambiente aunque
algunos solidifican a baja temperatura como por ejemplo, la esencia de anis. La
mayoria son practicamente transparentes, incoloros o ligeramente coloreados.

Algunos son inflamables. Generalmente son menos densos que el agua. Los

Daniela Calderén
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aceites esenciales suelen ser insolubles. Son lipdfilos y solubles en disolventes
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organicos apolares (hexano, éter etilico, etc).

La solubilidad en el alcohol es variable y suelen ser solubles en alcoholes de alta
graduacion. Se oxidan con facilidad y polimerizan dando productos resinosos. °

1.2.2. Distribucién

Se encuentran casi exclusivamente en vegetales superiores, concretamente en

ciertas familias de Angiospermas, de las cuales cabe destacar:

— Lamiaceas: menta, melisa, poleo, salvia
— Asteraceas: manzanilla

— Lauraceas: canela

— Mirtaceas: eucalipto, clavo

— Rutaceas: citricos

— Apiaceas: anis, hinojo t°

1.2.3. Localizacion

Los aceites esenciales se acumulan en cavidades secretoras, en células, en pelos

secretores, en canales secretores, raiz, frutos, corteza, hojas tallos, etc.

1.2.4. Estructuray Clasificacién

1.2.4.1. Composicién

Los aceites esenciales son generalmente mezclas complejas de varias sustancias,
gue a su vez se pueden tener estructuras muy diversas. La composicion quimica
de los aceites esenciales depende de varios factores como: el origen botanico (la
especie y la raza quimica de las que proceden), el ciclo vegetal (la composicion y
la proporcion varian segun la fase del ciclo vegetativo), las condiciones
ambientales, las caracteristicas del cultivo (suelo, riego, abonos, etc), y el
procedimiento de obtencién, ya que durante el mismo se puede alterar la

composicion del aceite esencial respecto al vegetal. 1%
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Los compuestos presentes en los aceites esenciales se pueden clasificar en:

Terpenoides y no Terpenoides.

— Terpenoides: Los compuestos terpénicos proceden de la condensacion del
isopreno (C5) y pueden tener o no oxigeno. Los que carecen de oxigeno son
hidrocarburos: monoterpenos (C10) y sesquiterpenos (C15), que pueden ser
aromaticos o alifaticos. Los que poseen oxigeno son terpenos funcionalizados

con funcion alcohol, fenol, aldehido, cetona, éter, éster o peroxido.

— No Terpenoides:
* Sustancias volatiles alifaticas: suelen ser hidrocarburos (C, H)

0 sustancias con funcién oxigenada (C, H, O).

* Sustancias volatiles aromaticas: con diferentes estructuras:
sustancia con estructura C6 — C1; sustancia con estructura C6
— C3 (derivados del fenilpropano); derivados cumarinicos. ©

1.2.5. Aplicaciones y usos

Las aplicaciones de los aceites esenciales, y de las esencias en general, son

multiples y variadas.

Se utilizan tanto por sus propiedades aromaticas, en la industria alimentaria, en
perfumeria y en la industria de productos de limpieza, como por sus propiedades

farmacoldgicas, en la industria farmacéutica.

— Antisépticos: Frente a microorganismos gram positivos y gramnegativos e
incluso frente a hongos productores de micosis y ciertas levaduras. El poder
antiséptico es variable segun las caracteristicas estructurales de los

componentes del aceite esencial, el cual puede tener:
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a) Elevado poder antiséptico: aceites que poseen componentes con un
grupo fenol.

b) Poder antiséptico medio: aceites que poseen componentes con funcién
alcohol.

c) Bajo poder antiséptico: aceites que poseen componentes con funcion

cetona. 19

Muchos de los aceites esenciales resultan toxicos, por lo que se debe controlar su
uso y administraciébn. Hay efectos toxicos a nivel del sistema nervioso,

neurotoxicidad, convulsiones, asfixia, y otros. Algunos incluso resultan mortales.

1.2.6. Formas de uso

1) La droga vegetal que contiene los aceites esenciales.
2) Los aceites esenciales extraidos de la droga vegetal.
3) Los productos concretos, aislados del aceite esencial.

Usos:

* Droga vegetal: infusion, preparados galénicos.

* Aceites esenciales: por sus acciones farmacolégicas, también como
aromatizantes (correctores del sabor y aroma)

* Productos aislados: por sus acciones farmacoldgicas, también como

aromatizantes.
1.3. AGENTES BACTERIANOS

1.3.1. Escherichia coli

Es un bacilo gram negativo de flagelos peritricos, que no forma esporas tienen una
dimensiéon de 0.5 um de ancho por 3 um de largo. Dentro de su estructura
antigénica tiene una constitucion polisacarida formada por un antigeno capsular
termolabil (Antigeno “K”) y un antigeno somatico localizado en la pared celular
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(Antigeno “QO”) e igualmente posee una constitucion proteica la cual posee un
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antigeno flagelar (Antigeno “H”). Son microorganismos que dan catalasa positiva,
oxidasa negativa y reducen los nitratos a nitritos, fermentan la glucosa a lactosa

con produccion de gas y son anaerobios facultativos.
Presenta 5 clonas las cuales son:

— E. coli enteropatogeno: Afecta la mucosa intestinal.

— E. coli enteroinvasiva: Afecta a la mucosa del colon.

— E. coli enterohemorragica: Produce una colitis hemorragica.

— E. coli enteroagregativa: Caracterizada por diarrea secretora de
MOoCo y sangre.

— E. coli enterooxigénica: Muy comun en los paises de desarrollo. ‘¥

Dentro de las pruebas bioquimicas producen &cido y gas a partir de la glucosa, la
arabinosa, y habitualmente de la lactosa y otros azucares. Producen reaccion
positiva de rojo de metilo, y negativa de Vogues-Proskauer, incapaces de crecer

en medio con citrato. Son indol positivos.

Las infecciones entéricas provocadas por este germen 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. *?

Figura 3. Escherichia coli
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1.3.2. Salmonella typhimurium

Integrada por bacilos gram negativos anaerobios facultativos. Poseen, por lo tanto,
las caracteristicas generales de las enterobacterias: son fermentadores de la
glucosa, catalasa positiva, oxidasas negativo y suelen ser moviles. El género
Salmonella tiene tres tipos de antigenos: soméatico (O), flagelar (H) y de envoltura,

para Salmonella (Vi).

Los antigenos somaticos son termoestables y su especificidad radica en el
componente polisacarido de la endotoxina, complejo proteina- lipopolisacarido. 2
Los antigenos capsulares o de envoltura solo lo presentan algunos serotipos de

Salmonella (Typhi y Dublin). Los antigenos flagelares son proteicos y termolabiles.

Las Salmonelosis humanas pueden clasificarse en dos grandes grupos: por un
lado, las debidas a serotipos estrictamente humanos, que causan sindromes
tifoidicos con presencia de bacterias en la sangre, y las debidas a serotipos

ubicuos, que provocan diarrea, vomitos y fiebre.

La duraciéon y entidad de esta enfermedad es variable, dependiendo del estado
general del huésped, pudiendo ocasionalmente causar enfermedades

generalizadas. ®®

Figura 4. Salmonella typhimurium

Daniela Calderén
~ | Ana Isabel Guerrero


http://www.google.com.ec/url?sa=i&rct=j&q=salmonella+&source=images&cd=&cad=rja&docid=0Q0iYPDnw-3BZM&tbnid=vMM1VzlQAbSwcM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.madrimasd.org/blogs/salud_publica/2008/08/05/98136&ei=x5KaUePtDoj-4AOS6IGwCg&bvm=bv.46751780,d.dmg&psig=AFQjCNE1z4WgNKco-2ze7rAsXap32rJ5HA&ust=1369171007634011

ot Universidad de Cuenca

CAPITULO I

Daniela Calderén
Ana Isabel Guerrero



ot Universidad de Cuenca

2.

2.1.

2.1

MATERIALES Y METODOS

RECOLECCION DE LA PLANTA

.1. Metodologia

La metodologia que utilizamos en este proceso de recoleccion fue:

— Recoleccion: Se realiz6 en el Mercado 10 de Agosto de la ciudad de
Cuenca ubicado en la calle Larga y General Torres.

— Seleccion: En esta etapa se van escogiendo las mejores hojas, que
estén en buen estado, frescas que no tengan ningun tipo de lesion ni se
encuentren obscuras lo cual puede ser producido por la degradacion de

taninos.

— Lavado: La planta recolectada fue lavada en una corriente de agua
potable, cuidando de limpiar cada hoja. Luego del lavado inicial se
procedié a colocar todo el material en un recipiente plastico con agua
destilada por 10 min. Pasado este tiempo se escurrié y se coloco el
material en mallas de acero inoxidable sobre papel periédico sin

impresion para eliminar el exceso de agua por 24 h.

Secado: El material recolectado del proceso anterior es pasado a una
estufa Pro 3 (Cuenca, Ecuador) a 40 °C sobre bandejas de acero inoxidable
previamente sanitizadas con alcohol antiséptico. EI material procesado se
mantiene en esas condiciones por 24 a 48 h hasta conseguir peso
constante como se muestra en la figura 5. Luego de este tiempo se pasa el
material vegetal a una funda de papel y se procede a su pesaje. Se
almacena en condiciones adecuadas (protegido de la luz en ambiente seco)

hasta su procesamiento.
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Figura 5. Planta déspues del proceso

Continuando con la parte practica de la tesis el siguiente paso que realizamos fue:

2.2. DESTILACION POR ARRASTRE DE VAPOR:

2.2.1. Metodologia

El experimento se bas6é en una destilacién por arrastre de vapor mediante el
uso de una trampa tipo Clevenger para aceites con una densidad menor que la

del agua segun lo descrito en el articulo: “Destilacién por arrastre de vapor”. ¥

1. Se procede a pesar la cantidad de material vegetal necesaria para el
procedimiento (100 g). El material pesado es traspasado a un balén de
vidrio fondo redondo, se agrega 1 litro de agua destilada y unas canicas de
vidrio para evitar posibles explosiones bruscas del material al calentarse.

2. Se arma el equipo tipo Clevenger colocando el balon con material vegetal
dentro de la manta calefactora, se acopla la trampa Clevenger y el
refrigerante para la condensacién del aceite como se presenta en la figura 6

se conecta la manta calefactora y se espera hasta que el material vegetal
comience a ebullir. A fin de controlar el proceso y evitar cualquier riesgo de
explosion brusca o contaminacion del producto, se sometido a series de
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calentamiento consistentes en ciclos de 20 min con el equipo conectado

seguidos de 5 min desconectado durante un periodo de tres horas.

3. Luego de este tiempo se procedio a apagar el equipo y recolectar el aceite
obtenido en la trampa tipo Clevenger, cuya finalidad es para la obtencién de
sustancias cuya densidad sea menor que la del agua. Posteriormente se
procede a colocar una minima cantidad de sulfato de sodio el cual va
absorber los posibles remanentes de agua que son arrastrados con el

aceite.

4. Se centrifuga a 3.000 rpm por 5 minutos, extraemos el centrifugado con la

ayuda de una pipeta pasteur pasandolo a un tubo limpio al cual se le
(14)

administra una ligera corriente de nitrdgeno.

Figura 6. Destilacion por arrastre de vapor.

2.3. DENSIDAD
2.3.1. Metodologia

— Conectamos y prendemos la balanza analitica se deja de esta manera por 15
minutos hasta que se estabilice.
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— Utilizamos picnémetros de 2ml previamente secos en estufa a 35°C, se realiza

una primera lectura de los picnbmetros vacios y luego una segunda lectura del

picnOmetro mas la muestra.

— Con los datos obtenidos realizamos los céalculos para obtener la densidad.

Minthostachys tomentosa

Peso picndmetro con muestra
Peso picndmetro vacio
Peso de la muestra

G

Lepechinia rufocampii

Peso picndmetro con muestra
Peso picndmetro vacio
Peso de la muestra

Dénde:

C = Concentracion

V = Volumen

7,4713 g
5,7603 g
1,711 g

7,2852 g
5,7478 g
1,5374 g

G,
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2.4. CROMATOGRAFIA DE GASES

2.4.1. Metodologia

Para la cromatografia de gases se utilizd6 un equipo Agilent 6890 procedente de
los Estados Unidos de Norteamérica, con un inyector en el modo Split less a una
temperatura de 250°C. Con una columna polar DB5 J&W 122 — 5062 de 60 metros
de largo por 250 ym de diametro por 0,25 ym nominal, el flujo del experimento
estuvo establecido en 1mL por minuto. Se utiliz6 un programa con una
temperatura inicial de 38°C por 2 minutos; se aumento la temperatura a razon de
10°C por minuto hasta llegar a los 160°C, temperatura que se mantuvo por 24
minutos. El detector utilizado fue del tipo FID (ionizacion de llama) a una
temperatura de 300°C con un flujo de 36 mL por minuto.

Patrones: Se utilizaron los siguientes patrones a — pineno;  — pineno; Linalool;

Menthona. Marca: Sigma — Aldrich. Procedentes de Alemania. *°

Una vez identificado ya cada uno de los pardmetros necesarios para el analisis
cromatografico comenzamos a realizar las diferentes corridas. Como primer paso
ponemos la sustancia a ser analizada con una jeringa de vidrio la cual absorbe
microcantidades (0,2 pL) para ser depositadas en el inyector caliente donde se
vaporiza, una pequefia cantidad de vapor se introduce en la columna donde ocurre

las distintas separaciones.

A continuacion se realiza la primera corrida que corresponde a la del solvente que
este caso fue el hexano (solvente apolar) ya que nuestros aceites esenciales
presentaron una buena miscibilidad con este. Un segundo analisis fue con cada
uno de los patrones, obteniendo de cada uno de ellos su pico correspondiente.
Luego se realiz0 una mezcla de todos los patrones juntamente con el hexano

obteniendo como resultado una gréfica de todos estos agrupados. ®

Y por dltimo se realiza el analisis de nuestros aceites esenciales.
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2.5. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA
2.5.1. Metodologia
2.5.1.1. Preparacion del Aceite Esencial.

Para este ensayo se utiliz6 una dilucion de 20 mg/mL la cual se lleva acabé de la

siguiente manera: 970 uL de DMSO + 30 yL de aceite esencial puro.
2.5.1.2. Microorganismos de Prueba

Para la evaluacion de la susceptibilidad bacteriana se emplearon 2 cepas gram
negativas: Escherichia coli y Salmonella Tiphymurium. Estas se encuentran en

leche para fortificarse y proliferarse, estan almacenadas en el biofrizzer.
2.5.1.3. Preparacion de los medios de cultivo
2.5.1.3.1. Caldo Mueller Hinton

Medio nutritivo que favorece el crecimiento de diversos microorganismos, se utiliza
para determinar la concentracion inhibitoria minima (CMI) de los microorganismos
frente a los antimicrobianos. Puede ser suplementado para permitir el desarrollo

de bacterias exigentes en sus requerimientos nutricionales. *®
2.5.1.4. Cultivo Overnight

Se retiran las bacterias del biofrizzer y se coloca en la estufa a 35°C por 15
minutos hasta que se descongelen, de igual manera se coloca placas de
Tripticasa soya agar (TSA) a temperar para poder realizar la siembra. Realizamos

dentro de la cdmara de flujo, tomamos 100 pL de la cepa bacteriana y realizamos
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la siembra en estria girando hasta que toda la placa quede uniforme. Incubamos a
35°C por 24 horas.

2.5.1.5. Preparacion del Inéculo

El in6culo bacteriano se realiz6 a partir del cultivo overnight, de este cultivo se
toma de 2 a 3 colonias y se depositan en un tubo con suero estéril y se compara
con un patrén de Mc Farland cuyo concentracién estandar sea 0,5. Esto se hace

contra un fondo negro con blanco para ver si presenta la misma turbiedad.

De esto se toma 210 yL y se lleva a 10,86 mL de Caldo Mueller - Hinton para

colocar en la placa.

2.5.2. Screening

Para este ensayo se emplearon las placas TC de 96 pocillos , se colocé 180 uL
de caldo Mueller-Hinton en todos los pocillos de la primera fila de la placa, luego
100 uL de caldo Mueller-Hinton a todos los demas pocillos restantes, después se
afiadio 20 pL de la dilucion previa de aceite esencial y DMSO en la primera fila de
la placa, a continuacion se mezclé en el primer pocillo y se realizé diluciones
seriadas tomando 100 pL del primer pocillo y traspasando al siguiente pocillo, todo
en direccion vertical, se realizo el mismo procedimiento hasta el ultimo pocillo, de
este Ultimo se tomaron 100 pL y se desech6 quedandose asi 100 pyL de medio +

aceite en cada pocillo.

Posteriormente se inoculo la placa con 100ul de la suspension del inoculo
bacteriano en todos los pocillos de la placa a excepcion de los controles de
esterilidad, llegando asi a un volumen final de 200ul en todos los pocillos de la

placa, siendo asi la concentracion final de los aceites esencial de 1000 a 8 pug/mL.
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Ademas de los controles de esterilidad se emplearon dos controles el uno positivo:

* Gentamicina 0,65 mg/mL: 180 uL de caldo + 20 yL Gentamicina.
* Negativo DMSO: 180 uL de caldo + 20 uL de DMSO.

Finalmente las placas fueron selladas e incubadas a 37 °C por un periodo de 18-

24 h. La prueba se realizara por triplicado.

Nota: Este procedimiento se realiz6 tanto para los aceites esenciales como de los

patrones. 7

Figura 7. Microdilucion en placa TCgg

2.6. CROMATOGRAFIA DE CAPA FINA
2.6.1. Metodologia

En este primer ensayo realizamos una cromatografia de capa fina (TLC), usando
una fase estacionaria polar que comdnmente es una placa de silica gel, se
analizaron la muestra del aceite esencial junto con los patrones usando una fase
movil, para permitir el arrastre de cada uno de ellos a través de la silica. La fase
movil debe tener un punto de ebullicion bajo para su evaporacion después de la
aplicacion.
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Se procedio a realizar diferentes fases moviles:

Metanol 100%.

Metanol 85% - H,O 15%.
Cloroformo 50% - Metanol 50%.
Cloroformo 50% - Hexano 50%.

Cloroformo 100%.

El procedimiento se realiza de la siguiente manera:

1. Se coloca la fase movil alrededor de un centimetro cubico en un frasco y se

lo deja concentrar por unos cinco minutos.

2. En la placa de silica gel se colocan dos gotas de cada muestra a una

(dilucion de 5 mg/mL) con la ayuda de un capilar en el siguiente orden:

1 aPineno.
2 BPineno.
3 Linalol.

4 Limoneno.

5 Menthona.

Se espera a que se seque Yy se coloca la placa de una manera equilibrada
para que ascienda por capilaridad la fase movil.

Retiramos la placa y dejamos que se seque dentro de la cabina, para su
posterior observacion en UV de onda corta (254nm) identificando la

separacion de los distintos compuestos.

Revelamos a cada una de las placas con yodo por un tiempo de 15 minutos

hasta que cada una de las manchas tome un color amarillento.
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5. Una vez revelado con yodo, realizamos una segunda revelacion con
Vainillina — Acido sulfurico, en el cual cada una de las manchas del

corrimiento tomo un color diferente.

2.7. CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

2.7.1. Metodologia

En una columna para cromatografia previamente sellada con lana de vidrio se
colocaron 18,99 de silica, peso establecido segun la cantidad de aceite a ser

analizado.

Se tomaran 1,250 mL de aceite, entonces:

0,6576 g/mL 1mL

X 1,250 mL
X=0,947g—>947ug

Anadimos el aceite el cual se encuentra diluido con 1,250 mL de cloroformo
suavemente a la columna cromatografica y se procede a separar las fracciones

empleando distintas fases maoviles que comprenden:

- 60 mL de Hexano puro

- 60 mL de Hexano 75% - Cloroformo 25%
- 60 mL de Hexano 50% - Cloroformo 50%
- 60 mL de Hexano 25% - Cloroformo 75%

- 60 mL de Cloroformo puro

Se recolectaron 90 fracciones en tubos de vidrio, se eliminé el solvente a través de
un concentrado al vacio RapidVap de Labconco (americano). Se re disolvieron las
fracciones con 50 pL de cloroformo y se desarrollé una nueva placa de TLC con el

fin de verificar la separacion. Se unieron las fracciones que mostraban igual
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eliminar el solvente obteniendo asi 9 fracciones de la siguiente manera:

: Primera elucion del hexano.
: Fracciones 1 - 9.

: Fracciones 10 — 23.

. Fracciones 24 — 42.

: Fracciones 43 — 47.
Fracciones 48 — 75.

: Fracciones 76 — 80.

|
I o m m o O W >»

: Fracciones 81 — 85.

I: Fracciones 86 — 89.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Obtencién y caracterizacion inicial de los aceites esenciales de M.

tomentosay L. rufocampii.

En el presente estudio empleando la destilacion por arrastre de vapor se
obtuvieron los aceites esenciales de las plantas M. tomentosa y L. rufocampii.
Algunas de las caracteristicas fisicas de estos extractos y del rendimiento del

proceso se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Rendimiento del proceso de extraccién y algunas propiedades fisicas de

los aceites esenciales obtenidos.

Planta Peso Aceite esencial
(9) Color Olor Apariencia | Volumen | Densidad | Rendimiento
(ml) (g/ml) (ml/1009)

M. 500 | Amarillo Menta Liquido 2,6 0,8550 0,52
tomentosa Oleoso

L. 900 | Amarillo Fuerte Liquido 2,6 07687 0,29
rufocampii Claro propio de Oleoso

la planta

Los aceites esenciales, recién destilados son incoloros o ligeramente amarillos.
Posteriormente pueden sufrir procesos de oxidacion y tornarse de otros colores
como amarillo, verde, café o incluso marron, debido a sus constituyentes

primarios, lo cual a su vez se relaciona con la planta de la que se obtenga. ©?

Del mismo modo los olores dependen de los compuestos volatiles presentes en
cada planta y se han descrito como fuertes, picantes y agradables, dulces y
frutales, alimonados y florales, entre otros. Generalmente son liquidos oleosos a

temperatura ambiente con densidades relativas menores que 1,000 g/mL.
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Los rendimientos de estos oscilan entre 0,2% y 3% dependiendo de muchos
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factores sobre todo del tipo de planta y las partes que se utilizan, el estado
fisiolégico y elementos del procedimiento. ?% 2

3.2. Actividad antimicrobiana y composicién quimica de los aceites

esenciales.

En la evaluacion de la actividad antimicrobiana el aceite de L. rufocampii apenas
mostro efecto inhibitorio del crecimiento de E. coli y S. typhimurium. Lo contrario
ocurrié con el aceite de M. tomentosa tal como lo demuestran sus concentraciones

minimas inhibitorias que se presenta a continuacion en la tabla 2:

Tabla 2. CMI50 y CMI90 de los aceites esenciales de L. rufocampii, M. tomentosa

y para el disolvente y los controles positivo y negativo.

Tratamiento E. coli S. typhimurium
CMI50 CMI90 CMI50 CMI90
(Hg/ml) (Hg/ml) (Hg/ml) | (ug/ml)

DMSO >1000 >1000 >1000 >1000
Gentamicina | No registra | No registra 9,96 14,06
L. rufocampii >1000 >1000 >1000 >1000
M. tomentosa 219,41 461,72 319,79 776,12

CMI50: Concentracion a la cual se inhibe el crecimiento bacteriano en un

50 %; CMI90: Concentracion a la cual se inhibe el crecimiento bacteriano

en un 90 %; DMSO: Dimetilsulfoxido (diluyente).

El efecto antibacteriano del aceite esencial del M. tomentosa es dependiente de la

dosis tal y como se muestra en el grafico 1.
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Gréfico 1. Por ciento (%) de inhibicion del crecimiento de E. Coli y S.typhimurium por el aceite

esencial de M.tomentosa.

Del mismo se aprecia un ligero desplazamiento hacia la izquierda de los
resultados para E.coli lo que sugiere una mayor sensibilidad a los constituyentes
del aceite. Tales suposiciones comprobadas al realizar las CMI50 y CMI90 del

aceite para ambos microorganismos como se presenta en los graficos 2 y 3.
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Gréfico 2. Comportamiento de la CMI50 del aceite esencial de M.tomentosa
segun el microorganismo de prueba (P<0.01).
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Gréfico 3. Comportamiento de la CMI90 del aceite esencial de M.tomentosa segun el

microorganismo de prueba (P<0.01).
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Varios autores han sefialado el efecto antibacteriano de las plantas del género
Minthostachys sp. en un amplio rango de concentraciones y microorganismos

evaluados. ?® @4

Los resultados encontrados en la literatura sobre la sensibilidad de E.coli y
S.typhimurium frente a aceites esenciales son diversos y al parecer estan
relacionados con el contenido quimico de estos ultimos. Aln entre plantas de la
misma familia, género e incluso de la misma especie, pueden encontrarse
resultados diferentes, dado que existen un gran namero de factores que pueden
afectar su actividad biolégica. No solo influye la variedad de planta y su fuente
boténica, sino también su estado de desarrollo, ubicacion geogréfica, técnica de
extraccion, uso fresco de la planta o no, metodologia de ensayo empleada, entre

otros. ®®

La cromatografia gaseosa se realizO para evaluar las diferencias en la
composicién quimica de ambos aceites, e identificar posibles compuestos con
actividad antibacteriana. En el caso de L.rufocampii se detectaron cerca de 200
compuestos sin embargo aproximadamente el 90 % solo se encontraba en trazas.
En M.tomentosa se detectaron un poco mas de 40 sustancias con mas del 50 % a

concentraciones apreciables.

Entre los compuestos identificados se encuentran: a-pineno, B-pineno, limoneno,
linalool y la mentona. Las cantidades relativas de estos se presentan en la tabla 3

y figura 8:
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Figura 8. Cromatografia de gases de Mitostachis tomentosa
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Tabla 3. Composicion relativa de algunos compuestos volatiles en los aceites

Universidad de Cuenca

esenciales evaluados (% del total).

Compuesto Tiempo de L. rufocampii M. tomentosa
Retencion

a-pineno 14,321 0,72 0,32
B-pineno 15,361 4,74 1,60
Limoneno 16,438 2,79 2,46
Linalol 17,859 3,34 2,08
Mentona 19,552 2,14 12,26
Total | - 13,73 18,72

Entre los compuestos identificados el B-pineno estuvo mas representado respecto
en L. rufocampii mientras que la mentona estuvo en mayor cantidad en M.
tomentosa. Con el objetivo de evaluar si los compuestos identificados son los

causantes de la actividad antibacteriana, se desarroll6 un ensayo similar al de los

aceites esenciales puros frente a E.coli y S.typhimurium.

Tabla 4. Actividad antimicrobiana de los patrones de los compuestos identificados

en los aceites esenciales.

Varios estudios mostraron que los aceites ricos en a-pineno y B-pineno tenian una

fuerte actividad antibacteriana no solo contra E.coli y S.typhimurium sino también

Patrén E.coli S.typhimurium

CMI50 | CMI90 CMI50 | CMI90

(ug/ml) | (ug/ml) | | (ug/ml) | (ug/ml)
a-pineno | >1000 | >1000 >1000 | >1000
B-pineno | >1000 | >1000 >1000 | >1000
Limoneno | >1000 | >1000 >1000 | >1000
Linalol 698,4 | 915,3 664,8 | 933,7
Mentona | >1000 | >1000 >1000 | >1000
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contra otros microorganismos potencialmente patégenos. “®@® Se ha encontrado
de igual manera que estos compuestos poseen la capacidad de alterar y romper la
membrana bacteriana. “® Sin embargo algunos autores indican que esto ocurre a
concentraciones muy superiores a las que se encontr0 en nuestros aceites

esenciales. ?”

Por otro lado el linalool aparece como un posible agente antibacteriano en los
aceites esenciales. En una escala de actividad, este alcohol es ubicado en una
regiéon intermedia entre el limoneno, el a-pineno y el B-pineno (de menor actividad

entre los terpenos) y los alcoholes aromaticos de mayor actividad. ¢®

3.3. Purificaciéon del aceite esencial de M.tomentosa.

Previo a la purificacion del aceite esencial de M.tomentosa el cual fue evaluado en
diferentes disolventes para determinar cual posee mayor poder resolutivo en la
mezcla de los compuestos del extracto. Los resultados mas relevantes se

muestran en las figuras 8 y 9.

Figura 8. Cromatografia capa fina cloroformo 50%
hexano 50%. A: aceite; 1 a 5 patrones.
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Figura 9. Cromatografia capa fina cloroformo 100%.
A: aceite; 1 a 5 patrones.

Las mezclas de cloroformo-hexano y el cloroformo puro fueron los disolventes que
mostraron una mejor separacion de los compuestos del aceite. Estos se mostraron
muy por encima de solventes mas polares como el metanol puro y sus

combinaciones con agua y cloroformo.

Con este resultado se realizdé una cromatografia en columna para la separacion de
los componentes de este aceite esencial empleando como fase mévil al hexano y
al cloroformo en cantidades crecientes. Se obtuvieron asi 90 tubos colectores en
serie a los que se concentraron y evaluaron posteriormente en una TLC. Como se

presenta en las figuras 10 y 11.

Figura 10. Cromatografia capa fina de la 25 — 43 fracciones

obtenidas de la dilucion aceite 1,250mL — cloroformo 1,250mL.
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Figura 11. Cromatografia capa fina de la 44 — 66 fracciones

obtenidas de la dilucién aceite 1,250mL — cloroformo 1,250mL

Se unieron todos los tubos que presentan un comportamiento similar, resultando

entonces en nueve fracciones identificadas con las letras A a I.

Tabla 5. Fracciones obtenidas de la cromatografia del aceite esencial de

M.tomentosa.

Fraccion | Tubo colector Fase movil*

A 90 Hexano puro

B lal9 Hexano 75 % + Cloroformo 25 %
C 10 al 23 Hexano 75 % + Cloroformo 25 %
D 24 al 42 Hexano 50 % + Cloroformo 50 %
E 43 al 47 Hexano 50 % + Cloroformo 50 %
F 48 al 75 Hexano 50 % + Cloroformo 50 %
G 76 al 80 Cloroformo puro

H 81 al 85 Cloroformo puro

I 86 al 89 Cloroformo puro

*: indica la fase mévil que fundamentalmente se empleé para el proceso de
elusion.

Todas las fracciones anteriores se evaluaron para determinar cuél de ellos

presentan una posible actividad antibacteriana.
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3.4. Efecto antibacteriano de las fracciones del aceite esencial de

M.tomentosa.

A continuacién se resumen las concentraciones minimas inhibitorias de las

diferentes fracciones frente crecimiento de las bacterias estudiadas.

Tabla 6. CMI50 y CMI90 de las fracciones A-l del aceite esencial de M.tomentosa

Fraccion E.coli S.typhimurium
CMI50 | CMI90 CMI50 | CMI90

(ug/ml) | (ug/ml) | | (ug/ml) | (ug/ml)
>1000 | >1000 | | >1000 | >1000

>1000 | >1000 >1000 | >1000

>1000 | >1000 >1000 | >1000
463,0 | 901,3 646,3 | 913,3
125,0 | 236,0 276,7 | 4417
128,0 | 237,3 265,3 | 438,0
>1000 | >1000 >1000 | >1000

I O | m|f O O W >

>1000 | >1000 >1000 | >1000
>1000 | >1000 >1000 | >1000

De estos resultados se deduce que solo las fracciones D, E, F fueron las que
presentaron una significativa actividad antimicrobiana frente a los

microorganismos analizados.

La comparacion estadistica de las CIM de los tratamientos con D, E, F y el Linalool

sugiere algunos elementos importantes (graficos 4, 5,6y 7).

En primer lugar que este alcohol no es el compuesto con actividad antibacteriana

mayoritario en el aceite de M.tomentosa, dado que se requiere de mayores
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concentraciones para inhibir el crecimiento bacteriano en comparacion a las

fracciones evaluadas.

En segundo lugar las fracciones E y F poseen los compuestos con mayor
actividad antibacteriana ya sea por su estructura o por su concentracion en la

muestra.

Y en tercer lugar, el comportamiento antibacteriano de las fracciones E y F es
similar en cada bacteria analizada, considerandolo como un efecto moderado para
las concentraciones requeridas, pudiendo sugerir entonces que podrian tratarse

de compuestos quimicamente similares. ¢

E.coli
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Gréfico 4. Comportamiento de las CMI50 para las fracciones D, Ey F
y el patrén de Linalool frente a E.coli. Letras diferentes indican

diferencias significativas para P<0,05 por la prueba de Duncan.
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Grafico 5. Comportamiento de las CMI90 para las fracciones D, Ey F
y el patrén de Linalool frente a E.coli. Letras diferentes indican

diferencias significativas para P<0,05 por la prueba de Duncan.
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Gréafico 6. Comportamiento de las CMI50 para las fracciones D, Ey F
y el patrén de Linalool frente a S.typhimurium. Letras diferentes indican

diferencias significativas para P<0,05 por la prueba de Duncan.
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Gréfico 7. Comportamiento de las CMI90 para las fracciones D, Ey F
y el patrén de Linalool frente a S.typhimurium. Letras diferentes indican

diferencias significativas para P<0,05 por la prueba de Duncan.

Por ultimo, al comparar el comportamiento de estas fracciones entre las bacterias
analizadas, nuevamente los resultados sugieren que la E.coli es mas susceptible
que S.typhimurium a los componentes del aceite esencial de M.tomentosa (tabla
7). Esto no ocurrié asi para el patrén de linalool, lo que indica nuevamente que si
bien este posee actividad antibacteriana, no es el compuesto mayoritario de estas

fracciones.
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Tabla 7. CMI50 y CMI90 para cada fraccion y el patrén de linalool entre las bacterias

estudiadas.
TRATAMIEN | BACTERIA CMI50 CMI90
TO MEDIA | DS ET P MEDI DS ET =]
A
D E.coli 463,0 255 | 14,7 | 0,00 901,3 | 13,2 | 7,6 | 0,422
9
S.typhi 646,3 61,7 | 35,6 913,3 | 191 | 11,1
E E.coli 125,0 3,5 2 0,00 236,0 | 2,6 1,5 | <0,00
1 1
S.typhi 276,7 6,5 15,3 4427 | 8,5 4,9
F E.coli 128,0 3 1,7 | 0,00 237,3 1,2 0,7 | <0,00
6 1
S.typhi 265,3 19,7 | 114 438,0 | 8,2 4,7
LINALOL E.coli 698,7 1,2 0,7 | 0,00 9153 | 2,3 1,3 | 0,044
7
S.typhi 664,7 5,7 3,3 933,3 | 105 | 6,1

DS: Desviacion estandar; ET: error tipico de la media; P: probabilidad de error tipo I.

Con el objetivo de identificar cuales de los constituyentes pudieran ejercer un
efecto antibacteriano en estas fracciones se procedié a otro subfraccionamiento
de las muestras esta vez por PLC y seleccionar los compuestos con similar
movilidad. En este sentido se obtuvieron entonces 3 nuevas subfracciones
(enumeradas de 1 a la 3, en la figura 12) que se llevaron posteriormente a una

cromatografia de gases.
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Figura 12. Cromatografia capa fina para obtener las 3 fracciones

La cromatografia de gases identific6 nuevamente la presencia de a-pineno, -
pineno y linalool en las subfracciones pero en cantidades muy escasas como para

ejercer algun efecto bioldgicamente notable (Tabla 8).

Tabla 8. Compuestos identificados en las subfracciones 1 a 3 obtenidas de D, E y

F.

Compuesto Area (pA*s)

Fraccion 1 | Fraccién 2 | Fraccion 3

a-pineno 0,3052 | - | -
B-pineno | - 0,6601 0,7551
Linalol 0,1325 | - | e

Estos resultados concuerdan con los obtenidos en esta investigacion respecto a
que los compuestos identificados previamente (a-pineno y B-pineno, limoneno,
mentona Yy linalol) no son los que poseen el mayor poder antibacteriano frente a

E.coliy S.typhimurium en el aceite esencial de M.tomentosa.

Lo cual concuerda con estudios previos en otras especies del mismo género que

en ellos ademas de demostrarse la actividad antibacteriana de sus aceites
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esenciales contra varios microorganismos, se sugiere que esta puede deberse
mayormente a otros compuestos volatiles como la pulegona y el carvacrol,
ninguno de los cuales se identific en la presente investigacion por la carencia de

patrones para ellos. ¢
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4. CONCLUSIONES

4.1. El aceite esencial de L.rufocampii no mostro actividad antibacteriana en los

modelos empleados, no asi el de M.tomentosa.

4.2. El aceite de M.tomentosa tiene un efecto antibacteriano moderado contra

E.coli y de moderado a débil frente a S.typhimurium.
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5. RECOMENDACIONES

Realizar un estudio més profundo sobre la composicién quimica del aceite
esencial de Minthostachys tomentosa para identificar cuales son sus compuestos

con actividad antibacteriana.
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ANEXO 1: PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE EXTRACTOS

Recoleccion de las
plantas (Mercado 10 de
Agosto - Cuenca)

Destilacion por Arrastre
de Vapor mediante el
uso de una trampa tipo
Clevenger.

Se procede a pesar la
cantidad de material
vegetal (100g), y se coloca
en un balén con 1L de
Agua Destilada

Se recolecta el aceite
obtenido y se coloca
una pequefa cantidad
de NaSO4, se
centrifuga y se guarda
el sobrenadante, se
coloca una ligera
atmésfera de
Nitrégeno para evitar
su degradacion.

Seleccion de las
mejores hojas que no
tengan ninguna lesion.

Lavado, secado y
almacenamiento en
Optimas condiciones de
la planta.

Se arma el equipo, y se
coloca el balon en la
manta calefactora y se
esnera hasta ehiillicién.

Con el fin de evitar
explosiones, se somete
al equipo a una serie
de calentamientos,
entre 20’ prendemos y
5’ apagamos.
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ANEXO 2: PROCEDIMIENTO PARA LA CROMATOGRAFIA DE GASES.

Se utiliz6é un equipo

Agilent 6890, con un
inyector en el modo
Split less a 250°C.

Se utilizé un
programa con una
temp inicial de 38°C
por 2’, se aumento la
temp a razén de 10°C
por minuto, hasta
llegar a los 160° C,
temp que se mantuvo
por 24 minutos.

Se seleccionaron y
analizaron los sig
patrones: a — pineno, 3
— pineno, linalool,
menthona, limoneno.

Se empled una
columna polar DB5 de
60m de largo por 250

pum de diametro por
0,25 pm nominal.

El flujo del
experimento estuvo
establecido en 1ml por
minuto.

Las diferentes
muestras se
colocaron en una
jeringa de vidrio 0,2 pl
para depositarlas en
el inyector caliente, y
se realiza la lectura.

El orden del andlisis
es: Solvente (Hexano)
patrones y aceites
esenciales.
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ANEXO 3: Procedimiento para el Screening.

Se utilizan placas Tc96.

Formada por 12 filas y 8

columnas denominadas
con letras

En la 1° fila colocamos
180 uL de Caldo Muller
Hinton

En el resto de filas
colocamos 100uL de
Caldo Muller Hinton

Pasamos al siguiente pocillo en
direccion vertical 100 pL y asi
sucesivamente hasta llegar al
ultimo en el cual desechamos

En la 1° columna colocamos el control del
medio los primeros 4 pocillos siendo
control positivo (100pLmedio+bactuL) y
los siguientes 4 control negativo solo
(medio200uL)

En la 12° columna colocamos el control del
antibidtico los primeros 4 pocillos siendo
control positivo (100uL medio+100puL
gentamicina) y los siguientes 4 control
negativo solo (100uL medio+100uL
DMSO)

En la 1° fila colocamos 20uL de la
dilucion del Aceite Esencial (30 pL
Aceite Esencial+970DMSO)

Homogenizamos 35
veces

Daniela Calderén
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Preparamos el in6culo
bacteriano a partir de
un cultivo overnight

Incubamos a 35°C por
24 horas

Procedemos a leer en
el microelisa

Universidad de Cuenca

In6culo bacteriano
(140pL bact+6,86mL
medio)

Colocamos 100uL de
este a todos los pocillos
de la placa
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ANEXO 4: PROCEDIMIENTO PARA LA CROMATOGRAFIA EN COLUMNA.

En una columna
previamente sellada
con lana de vidrio, se
colocaron 18,9 g de
silica (fase

estacionaria), peso
establecido segun la

cantidad de aceite

Recoleccién de 90
tubos con un
aproximado de 2,5 mL
en cada tubo.

Concentracion de las
fracciones por un
tiempo de 8 horas.

Visualizacion de las
fracciones obtenidas
por medio de una TLC
a 245 nm por UV.

Universidad de Cuenca

Se anade el aceite, el
cual previamente esta
diluido en misma
cantidad con
cloroformo.

(1,250 mL de aceite +
1,250 mL de
cloroformo)

Las fases moviles
comprenden:

60 mL Hexano puro

60 mL Hexano 75%
Cloroformo 25%

60 mL Hexano 50%
Cloroformo 50%

60 mL Hexano 25%
Cloroformo 75%

60 mL Cloroformo
puro

Union de las distintas
fracciones por medio
de similitudes de
bandas.
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