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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se determind el efecto antimicrobiano del
aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray sobre el crecimiento de Escherichia
coli, Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y
el efecto antifungico sobre Candida albicans.

El trabajo se desarrollo en los laboratorios de la Universidad Catolica Santa Maria;
en el cual el aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray se evalud para
determinar sus caracteristicas fisicas que incluyeron: solubilidad, densidad relativa e
indice de refraccion; composicion quimica, realizado por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS); y la actividad antimicrobiana
mediante el método in vitro de microdiluciones, donde se hallé la concentracion
inhibitoria  minima (CIM), concentracion bactericida minima (CBM) vy la
concentracion fungicida minima (CFM), contra los microorganismos antes

mencionados.

El aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray exhibid ser miscible en
etanol al 96%, soluble en etanol al 70% (en una proporcidn 1:9), insoluble en agua,
con una densidad relativa de 0.913g/mL, y un indice de refraccion de 1.47. Los
compuestos quimicos presentes en mayor porcentaje son el D-limoneno (16.35%);
seguido de B-pineno (7.14%); 2,3,5,8-tetrametildecano (6.47%); 4,5-dimetilnonano
(6.14%) y nonanal (6.04%).
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Por otro lado, se evidencio la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Luma
chequen (Molina) A. Gray frente a E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, S. epidermidis y
C. albicans, donde las concentraciones inhibitorias minimas fueron 8%(80uL/mL),
20%, 5%, 5% y 5% (v/v), respectivamente. Estadisticamente, P. aeruginosa es la que
tiene el efecto antimicrobiano mas bajo; En comparacion con los otros

microorganismos (p <0,05).

Asimismo, el aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray presenta
concentraciones bactericidas y fungicida minimas de 10%(100uL/mL), 24%, 6%, 6%
y 5%(v/v), frente a E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, S. epidermidis y C. albicans,
respectivamente. El aceite esencial tiene similiar efecto antimicrobiano (p <0,05)
frente a S. aureus y S. epidermidis.

Se concluye que el aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray presenta
un efecto antimicrobiano, in vitro, frente a E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, S.

epidermidis y C. albicans.

Palabras clave:

Aceite esencial.

Antimicrobiano.

Concentracion inhibitoria minima (CIM).

R

Concentracion bactericida minima (CBM).
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ABSTRACT

In the present work of investigation there determined the antimicrobial effect of
the essential oil of Luma chequen (Molina) A. Gray on the growth of Escherichia coli,
Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis and the
antifungal effect on Candida albicans.

The work was developed in the Catholic University of Santa Maria laboratories;
in which, the essential oil of Luma chequen (Molina) A. Gray was evaluated to
determine its physical characteristics including: solubility, relative density and
refractive index; chemical composition, performed by gas chromatography coupled to
mass spectrometry (GC-MS); and antimicrobial activity were determined by in vitro
microdilution method, where minimum inhibitory concentration (MIC), minimum
bactericidal concentration (MBC) and the minimum fungicidal concentration (MFC),

against the aforementioned microorganisms.

Essential oil of Luma chequen (Molina) A. Gray exhibited being miscible in
ethanol 96%, soluble in ethanol 70% (1:9 ratio), insoluble in water, with a relative
density of 0.913g/mL, and a refractive index of 1.47. The chemical compounds present
in the highest percentage are D-limonene (16.35%); B-pinene (7.14%); 2,3,5,8-
tetramethyldecane (6.47%); 4,5-dimethylnonane (6.14%) and nonanal (6.04%).
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On the other hand, the antimicrobial activity of the essential oil of Luma chequen
(Molina) A. Gray against E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, S. epidermidis and C.
albicans, where the minimal inhibitory concentrations were 8%(80uL/mL), 20%, 5%,
5% and 5% (v/v), respectively. Statistically, P. aeruginosa is the one with the lowest
antimicrobial effect; Compared with the other microorganisms (p <0.05).

Also, the essential oil of Luma chequen (Molina) A. Gray has minimal bactericidal
and fungicidal concentrations of 10%(100uL/mL), 24%, 6%, 6% Yy 5%(Vv/v), against
E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, S. epidermidis and C. albicans, respectively. The
essential oil has a similar antimicrobial effect (p<0.05) against S. aureus and S.

epidermidis.

It is concluded that essential oil of Luma chequen (Molina) A. Gray has an
antimicrobial effect, in vitro, against E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, S. epidermidis

and C. albicans.
Keywords:
Essential oil.

Antimicrobial.
Minimum inhibitory concentration (MIC).

PN R

Minimum bactericidal concentration (MBC).
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INTRODUCCION

Los microorganismos, principalmente bacterias y hongos, son reconocidos como
los principales causantes de distintas enfermedades infecciosas que afectan a los seres
humanos. Aunque, se han desarrollado medicamentos antimicrobianos eficaces a lo
largo de los afos, se ha observado un incremento en la resistencia de los
microorganismos hacia estos medicamentos.! Debido a esto, se requiere el desarrollo
de nuevos medicamentos antimicrobianos. Las plantas medicinales son las principales
fuentes de compuestos bioactivos, los cuales pueden llegar a ser compuestos para el

desarrollo de diferentes productos farmacéuticos.?

Los aceites esenciales son antimicrobianos naturales que se encuentran presentes
en muchas plantas y son capaces de disminuir el crecimiento y la supervivencia de
microorganismos, entre ellos a las bacterias y los hongos.® La actividad antimicrobiana
de los aceites esenciales esta correlacionada directamente con la presencia de
componentes volatiles bioactivos, tales como: terpenos (mono-, sesqui- y diterpenos),
alcoholes, acidos, ésteres, epdxidos, aldehidos, cetonas, aminas y sulfuros.* La accion
antimicrobiana de los aceites esenciales puede ser atribuida a su capacidad de penetrar
a través de las membranas de los microorganismos e inhibir propiedades funcionales

y lipofilicas de la célula.®

Luma chequen (Molina) A. Gray es una planta nativa del Peru, esta planta es
conocida en la medicina tradicional como “Arrayan”.® Ademas, a esta planta se le
atribuyen propiedades como: antirreumatico, antidiarreico, antiséptico, astringente,
balsdmico, hemostatico, vasoconstrictor, antineurdlgico, antiinflamatorio y
analgésico.” El aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray presenta como
componentes principales a los terpenos: D-limoneno, a-pineno, eucaliptol y el

linalol.5®
El objetivo de este estudio fue identificar la composicion quimica y evaluar la

actividad antimicrobiana del aceite esencial de la Luma chequen (Molina) A. Gray

contra diferentes microorganismos, con el fin de validar su uso tradicional.
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HIPOTESIS

Dado que existen antecedentes en la medicina tradicional que indican la actividad
antiséptica de Luma chequen (Molina) A. Gray; es probable que el aceite esencial de
éste material vegetal tenga efecto antimicrobiano sobre Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa y Candida

albicans.
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OBJETIVOS

1. Obtener y caracterizar el aceite esencial de Luma chequen (Molina) A.
Gray. (arrayan).

2. ldentificar los metabolitos presentes en el aceite esencial de Luma chequen

(Molina) A. Gray, mediante Cromatografia de gases.

3. Determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM) del aceite esencial

de Luma chequen (Molina) A. Gray, sobre los microorganismos en estudio.

4. Determinar la concentracién bactericida y fungicida minima (CBM o
CFM) del aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray, sobre los

microorganismos en estudio.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1. Luma Chequen (Molina) A. Gray
1.1. Clasificacion taxondémica

La categoria taxondmica en la cual se ubica el organismo vegetal empleado
en el presente estudio, la clasificacion segun el laboratorio de la facultad de Ciencias
Bioldgicas del Departamento académico de Biologia HERBARIUM
AREQVIPENSE (HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin, corresponde
a:

e Reino: Plantae

e Divisién: Magnoliophyta
e Clase: Magnoliopsida

e Subclase: Rosidae

e Orden: Myrtales

e Familia: Myrtaceae

e Género: Luma

e Especie: Luma chequen (Molina) A. Gray
1.2. Sinonimia
1.2.1. Sinonimia Cientifica
Eugenia chequen Molina, Myrtus chequen, Luma gayana.®

1.2.2. Sinonimia Vulgar

“Arrayan”, “Wallpuma”, “Rayan Castilla” y “Luma”.*
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1.3. Descripcion botanica

Es un arbusto coposo y de follaje denso, que alcanza una alturade 5-6 my
una cobertura de 5 m de diametro.*°

e Tallo: Es lefioso y ramificado desde la base, con una corteza rojiza.

¢ Hojas: Son perennes, opuestas, sin estipulas, pecioladas, aromaticas y
presentan un limbo ovoide y coriceo.

e Flores: Son blancas, solitarias, axilares, hermafroditas, actinomorfas
y tetrdmeras. Presentan numerosos estambres libres y pistilo pequefio.
Los episodios de floracién han sido registrados mayormente entre los
meses de marzo y junio.

e Frutos: Son drupas, con pocas semillas y escasa endosperma. La
fructificacion ha sido registrada entre los meses de enero y mayo.’!

En la Fig. 1 se observa la ilustracion de Luma Chequen (Molina) A. Gray

€con Sus rasgos caracteristicos.

PPN
Fig. 1 Luma Chequen (Molina) A. Gray.*?

1.4. Distribucién geografica

El Arrayan se desarrolla a una altura de 2500 - 4000 m.s.n.m., en los andes

sudamericanos.’®3 En el Per(, se encuentra principalmente en la zona centro-sur
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del pais, resaltando su presencia en los distritos de la provincia de La Union en el
departamento de Arequipa: Charcana, Cotahuasi, Huaynacotas, Pampamarca,
Quechualla, Sayla, Tauria y Toro.® Ademas, frecuentemente crece en lugares

hiimedos y en jardines como una planta ornamental.*®

1.5. Descripcion fitoquimica

Se ha encontrado que la Luma Chequen (Molina) A. Gray, presenta los
siguientes metabolitos: flavonoides (quercetina, rutina, quercetin-3-metil éter y
lumaflavonoides), terpenos (a-pineno, B-pineno, eucaliptol, linalol, B-selineno),
taninos, esteroides, vitamina C, antocianidinas, &cidos (citrico, tnico y mélico) y

heterdsidos..

Los principales componentes reportados del aceite esencial de Luma chequen

(Molina) A. Gray son los terpenos: D-limoneno, a-pineno, eucaliptol y el linalol.®8

1.6. Usos y propiedades farmacologicas

La infusion de las hojas de Arrayan se utiliza como un excelente expectorante
en el tratamiento de diversas enfermedades respiratorias; su decoccion se utiliza
para tratar la migrafia, y se recomiendan bafios en “agua de Arrayan” para el

tratamiento del dolor muscular y malestar general.'?

Se han reportado otros usos de las hojas y ramas de Luma chequen (Molina)
A. Gray, los cuales incluyen el tratamiento de: trastornos gastrointestinales,
infecciones post-parto y dolor de muelas. Se ha demostrado su efecto fungistatico,*?
su capacidad antioxidante, su actividad antimicrobiana y su actividad

hipocolesterolémica.*
Ademas, se le atribuye propiedades como: antirreumatico, antidiarreico,

antiséptico, astringente, balsdmico, hemostatico, vasoconstrictor, antineuralgico,

antiinflamatorio y analgésico.’
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2. Aceites esenciales

2.1. Definicion

Los aceites esenciales son sustancias liquidas, aromaticas y volatiles
situadas en cualquier parte del vegetal, conformados por un grupo heterogéneo de
sustancias orgénicas (alcoholes, aldehidos, ésteres, cetonas, etc.). En general se
obtienen a través del mecanismo de destilacion en corriente de vapor o por

expresion del material vegetal. °

Bajo la denominacion de Aceites Esenciales (AEs) se agrupan las
sustancias volatiles obtenidas mediante procesos fisicos a partir de especies
vegetales aromaéticas, caracterizadas por una composicion compleja, en la que
predominan derivados terpénicos (mono- y sesquiterpénicos) y fenilpropanicos;
pueden ser considerados como el grupo fitoquimico mas importante dentro de
aquellos que confieren olor a las especies vegetales que lo contienen. Debido a su
aspecto oleoso y a la capacidad de evaporarse cuando se exponen al aire a
temperatura ambiente, se denominan también aceites volatiles, siendo arrastrables
en corriente de vapor de agua. Por lo general, reciben el nombre de la especie de la
que proceden, como aceite de tomillo, aceite esencial de salvia, etc.

2.2. Localizacion

Los compuestos aromaticos son formados por el vegetal como sub-productos
0 productos metabolicos finales, para luego ser almacenados en ciertos 6rganos de
la planta’® (flores, hojas, raices, frutos, etc.), de diferentes familias, de los cuales
Myrtaceae, Lamiaceae y Rutaceae, presentan un alto contenido de compuestos
aromaticos volatiles.

2.3. Funcion

Los aceites esenciales cumplen un rol importante en la proteccién de las

plantas contra microrganismos patdgenos, pueden ser insecticidas e incluso actdan
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contra herbivoros (reduciendo su apetito). También pueden atraer algunos insectos

que favorecen la dispersion de la semilla o repelen otros no deseados.**’

2.4. Caracteristicas fisicas y organolépticas

Pese a las diferencias de composicion entre los distintos aceites
esenciales se puede afirmar que presentan una serie de propiedades fisicas comunes:
a temperatura ambiente son liquidos incoloros o amarillentos, con menor densidad
que el agua (salvo algunas excepciones como el aceite de canela, sasafras o clavo
de olor), escasamente hidrosolubles, con alto indice de refraccion, poder rotatorio
y solubles en alcohol, éter, solventes orgénicos no polares y en aceites fijos o
lipidos. En cuanto a sus caracteristicas organolépticas las mismas pueden estar
dadas por los componentes mayoritarios, mientras que en otros casos son sustancias

presentes en trazas las que definen el sabor, olor o las propiedades terapéuticas.
(15,16)

2.5. Composicion quimica

Como se menciond anteriormente, los aceites esenciales son mezclas
complejas* que contienen alrededor de 20 a 60 componentes en concentraciones
muy diferentes.?® De acuerdo a la via de sintesis, los aceites esenciales pueden ser
clasificados en dos principales grupos: compuestos hidrocarbonados y

oxigenados.!8
2.5.1. Compuestos hidrocarbonados
Se le denomina también el grupo de los terpenoides por lo que se
incluye a los terpenos (monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos) y sus

derivados oxigenados. Estructuralmente constituyen unidades de isoprenos (2-
metil-1,3-butadieno).®
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La biosintesis se produce por las vias mevalonato y no-mevalonato
(fosfato de desoxixilulosa); éstas vias, involucran a dos precursores:
isopentenil pirofosfato (IPP) y dimetilalil difosfato (DMAPP).2

La Fig. 2 muestra ejemplos de algunos constituyentes terpénicos y

derivados en aceites esenciales:*®

QDR

Limoneno B-mirceno a-Pineno
\ CHO \
| |
1,8 cineol (eucaliptol) Citral a (geranial) Citral b (neral)

<

p-farneseno

Fig. 2 Ejemplos de compuestos terpénicos presentes en los aceites

esenciales
Fuente: elaboracion propia.

2.5.2. Compuestos oxigenados
Denominado también el grupo de los fenilpropanoides. Este grupo

incluye a los alcoholes, aldehidos, cetonas, &cidos, fenoles, lactonas, ésteres y

6xidos.?
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Son bio-sintetizados por la via del &cido shikimico; ademas, se produce
de forma intermediaria la fenilalanina y tirosina, dando origen a los principales

precursores que son el cido cindmico y acido p-hidroxicinamico.?

La Fig. 3 muestra ejemplos de algunos compuestos oxigenados

presentes en aceites esenciales.'8%2

©/\)L< ~
O

=
Anetol Cinamaldehido Eugenol
; <O /CH
4 O :©\/\ o
~ .
Timol Safrole Miristicina
_—
X

Cumarina

Fig. 3 Ejemplos de compuestos organicos presentes en los aceites

esenciales
Fuente: elaboracion propia.

2.6. Obtencion

Como se observo en la definicion de los aceites esenciales, la obtencion se
realiza por procesos fisicos que incluyen la destilacion y medios mecanicos
(expresion).'® Normalmente el rendimiento de aceites esenciales de plantas es entre

0.005% - 10%.%® La expresion es probablemente el método mas antiguo para la
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obtencién de aceites esenciales de citricos; la hidrodestilacién, es el mas utilizado;

y la destilacion seca es raramente utilizada.’

2.6.1. Expresion

Denominado también prensado o expresion en frio, éste método es una
extraccion de aceites esenciales sin involucrar calor, especialmente de citricos.
Consiste en apretar el pericarpio del citrico a temperatura ambiente, para liberar
los aceites esenciales de éste y es lavado con agua. Posteriormente se aislan los

aceites esenciales por decantacion y/o centrifugacion.®

La Fig. 4 muestra el esquema de un equipo utilizado para el proceso
mecénico de éste método; ademas, los equipos utilizados para extraer aceites
esenciales de las céscaras de los citricos (luego de la eliminacién de los zumos
y pulpa), se conocen como Sfumatrici, mientras que los equipos para procesar

la fruta entera se denominan Pelatrici.t”*°

Fig. 4 Esquema del método de obtencion de aceites esenciales por
expresion. 9

2.6.2. Destilacion por arrastre de vapor

Hay tres posibilidades, que se aplican segln las caracteristicas de la
droga.
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2.6.2.1. Método de inyeccion de vapor de agua

Este método es denominado también “arrastre de vapor”, y es el
mas utilizado para la obtencion de aceites esenciales. Como se observa en
la Fig. 5, la extraccion de aceites esenciales por arrastre de vapor consiste
en la generacion de vapor de agua que es conducido hacia el material
vegetal para luego pasar por medio de un condensador o refrigerante,
recolectandose el agua junto al aceite esencial en un recipiente; finalmente,
el aceite esencial extraido es separado del agua por decantacion.®

El fundamento de éste método es que tanto el agua, como el aceite
esencial, ejercen su propia presion de vapor (como si el otro componente
estuviera ausente). Cuando la presion de vapor combinada es igual a la
presion ambiental, la mezcla hierve; ademas éste fendmeno se dara a una
temperatura cercana a 100 °C, de modo que los componentes volatiles con
puntos de ebullicién de hasta 300 °C se pueden evaporar a la temperatura

proxima del agua.t’

Vapor de agua Condensador

Agua en ebullicion

Fuente de calor Material vegetal ) i
- Aceite esencial

> Agua

Fig. 5 Esquema de la extraccion de aceites esenciales por destilacion
con vapor.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE Kty UNVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

2.6.2.2. Hidrodestilacion

Esta forma de obtencion de aceites esenciales es similar, en
muchos aspectos, a la destilacion con vapor, con excepcion de que el
material vegetal esté en contacto directo con el agua a ebullicion, tal como
se observa en la Fig. 6. Este método es recomendado por la Farmacopea
Francesa, para la extraccion de aceites esenciales de especias secas.*®

Condensador
Material vegetal

Agua

Fuente
de calor

Aceite esencial =—
Agua =—

Fig. 6 Esquema de la extraccion de aceites esenciales por
destilacion con agua.

Por otro lado, es importante considerar que mediante éste método
de extraccion de aceites esenciales, se podria perder ciertos compuestos
volatiles; ademas, generar la degradacion térmica de ciertos compuestos,?
asi como ciertas degradaciones quimicas, tales como la oxidacion y la

hidrélisis.t’

2.6.2.3.  Destilacion mixta

El material vegetal se coloca sobre un fondo perforado o criba a
cierta distancia del fondo de un tanque llamado retorta. La parte mas baja
de esta contiene agua hasta la altura algo menor que en el nivel de la criba.
El calentamiento se produce con vapor saturado que se provee de una
fuente de calor que compone el equipo, fluye mojado y a presion baja,

penetrando a través del material vegetal. %
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Aistalmiento

RS Condensador
térmico —

«—Agua

Fig. 7 Destilacion con vapor de Aceites Esenciales.

2.6.3. Destilacion seca

Es un método que se aplica para la extraccion de aceites esenciales de
partes dificiles como cortezas, ramas y raices, como es el caso de Betula lenta,
Betula alba o Juniperus oxycedrus.!® La Fig. 8 muestra el esquema de la
extraccion de aceites esenciales por destilacion seca asistido por un horno

microondas como fuente de calor.?®

Condensador j_
Aceite esencial —————*
Fase acuosa —— *
Hormo microondas —* i

M aterial vegetal

Fig. 8 Esquema de la extraccion de aceites
esenciales por destilacion seca asistido con horno
microondas.?®
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2.7. Anélisis fisico-quimico

El andlisis de los aceites esenciales presenta utilidad para la caracterizacion
fisica y quimica de estos productos; ademas, la deteccion de adulteraciones.!” A
continuacion, se presenta los analisis de laboratorio frecuentes que se realizan en

los aceites esenciales.

2.7.1. Densidad relativa

La densidad relativa esta definida por la proporcion de las densidades
de un aceite esencial y del agua a una determinada temperatura. El valor es
caracteristico de cada aceite esencial y normalmente se encuentra entre 0.696
— 191965 36 ¥

2.7.2. Indice de refraccion

El indice de refraccion corresponde a la proporcion del seno del &ngulo
de incidencia y el seno del &ngulo de refraccion de un haz de luz de un medio
de menor a otro de mayor densidad (de aire al aceite esencial). El valor es
caracteristico de un aceite esencial y frecuentemente se encuentra entre los
valores 1.450 — 1.590.Y7

2.7.3. Solubilidad

Como se mencion6 anteriormente, los aceites esenciales se separan del
agua por decantacion, este proceso se debe a que estos productos son casi
insolubles en agua. Este anélisis puede ser aplicado para evaluar la pureza de
los aceites esenciales, ya que la solubilidad en agua indicaria la presencia de
compuestos polares como alcoholes, acetatos de glicerina, entre otros. Por otro
lado, los aceites esenciales son miscibles con etanol absoluto; y en general,

aceites esenciales que contienen considerables cantidades de compuestos
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oxigenados son mas solubles en alcohol diluido que los que contienen

principalmente hidrocarbonos.!’:%

2.7.4. Andlisis de la composicion quimica

Los aceites esenciales frecuentemente son analizados por técnicas
cromatogréficas, debido a que permite la separacion, identificacion y hasta
cuantificacion (dependiendo de la técnica), de compuestos o grupo de

compuestos presentes en los aceites esenciales.’

La cromatografia es un término general que se aplica a ciertas técnicas
de separacion de compuestos presentes en una mezcla (liquida o gaseosa)
mediante un proceso fisico-quimico. Este método se basa en el equilibrio de
los componentes de interés entre dos fases inmiscibles, una fase estacionaria y
la otra, fase movil; ésta Ultima fase fluye a través de la fase estacionaria en una
direccion determinada y lleva consigo a los compuestos de interés.?’

2.7.4.1. Cromatografia en capa fina (TLC)

Conocido también como cromatografia planar, en ésta técnica la
fase estacionaria (generalmente gel de silice) se distribuye como una capa
delgada, sobre una superficie plana que puede ser vidrio, plastico o
aluminio; la fase movil (mezcla de solventes) asciende a través de la fase
estacionaria por fuerzas capilares. La TLC es rapida, barata y ampliamente
utilizada como una técnica preliminar que proporciona informacion
valiosa (cualitativa e incluso semi-cuantitativa), para un analisis posterior

mas complejo.?’:%8

La interpretacion de datos se hace a través del calculo del valor
“Ratio of front” (Rf) para cada punto o mancha, segun la Ecuacion (1).
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Rf — é Ecuacion (1)
Zst

Donde: Zs es la distancia desde el punto de partida hasta el centro
de un punto o mancha especifica y Zs es la distancia desde el punto de
partida hasta el punto al que subi6 la fase movil. El valor de Rf es
caracteristico para todo compuesto, utilizando las mismas fases
estacionaria y movil, por lo que es de gran ayuda en la identificacion de

una sustancia desconocida.'’-?’
2.7.4.2. Cromatografia de gases (GC)

En ésta técnica, la fase estacionaria corresponde a un liquido o
solido (polisiloxanos o polietilenglicoles), mientras que la fase mévil es un
gas (normalmente helio, nitrégeno o hidrégeno), y su rol es solamente
mecénico, que transporta el analito a través de una columna. El tiempo de
retencion del soluto es afectado solamente por la presion de vapor que
depende de la temperatura y la interaccion intermolecular entre el analito
y la fase estacionaria.?® un cromatografo de gases se compone
principalmente del inyector (por donde se introduce la muestra en forma
gaseosa o liquida, tiene la funcion de vaporizar la muestray mezclarlo con
el gas), la columna (tubo estrecho enrollado alrededor de si mismo, de
longitud variable que va desde 1m a 100m y se encuentra en un horno
termostaticamente controlada), y el detector (frecuentemente utilizados los
de lonizacién de Illamas, FID, o de espectrometria de masas, MS).?’ La
técnica combinada GC-MS es de mucha utilidad si se usa con bibliotecas
fiables, comercialmente disponibles.?

Es considerado como una de las técnica mas importante para el

analisis de aceites esenciales?® que puede ser utilizado con fines
comparativos, en el que un aceite esencial se contrasta con otro(s), para la
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caracterizacion quimicamente de los aceites esenciales, para descubrir
nuevos componentes, para el control de calidad o para la busqueda e
identificacion de adulterantes.*

2.8. Aplicaciones

Los aceites esenciales son ampliamente utilizados en diversas industrias tales
como: alimentaria, perfume, fragancia, farmacéutica, agricola, entre otras. Su
aplicacion se debe principalmente a sus propiedades antimicrobiana, antioxidante e

insecticida.**’

2.8.1. Antimicrobianos

Desde hace muchos afios, los aceites esenciales (de diferentes fuentes)
han sido reconocidos por su potencial actividad antimicrobiana® observado en
la naturaleza® y demostrado posteriormente por diversos estudios.

La actividad antibacteriana de los aceites esenciales es ampliamente
estudiada y se reporta que la inhibicién del crecimiento bacteriano depende de
la composicion quimica (especificamente del compuesto que mayoritariamente
forma parte del aceite esencial); ademas, el grado del efecto antibacteriano
puede diferir con las especies bacterianas. Se demostré la efectividad contra
diversas especies de bacterias que pueden ser patdgenos para seres humanos,
animales y/o plantas. Entre las bacterias utilizadas por diversos estudios se
encuentran: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes, Salmonella
typhimurium, Salmonella entérica, Shigella dysenteria, Bacillus cereus,
Campylobacter  jejuni, Proteus mirabilis, Yersinia enterocolitica,
Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, Klebsiella pneumoniae, entre
muchas otras mas. Muchos de los estudios sobre la actividad antibacteriana de
los aceites esenciales concluyen que estos productos presentan un uso potencial
como antibacterianos, e incluso refieren de interés farmacéutico.?3%2 Ademas,

como refiere Dharan, et al., ciertos aceites esenciales incluso podrian tener
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actividad bactericida frente a M. tuberculosis que podrian ser utilizados como

una terapia de inhalacién.

Por otro lado, también se demostré el efecto de inhibicion del
crecimiento de diferentes especies de hongos de diversos géneros tales como:
Candida, Streptomyces, Fusarium, Microsporum, Mucor, Trichophyton,
Saccharomyces, entre otros.’

Ademads, ciertos aceites esenciales que, utilizdndolos en sistemas
alimentarios brindan agradables caracteristicas sensoriales,® y aprovechando
su actividad antimicrobiana, muchos estudios recomiendan el uso de aceites

esenciales como biopreservantes.®>

2.8.2. Antioxidantes

Entre las propiedades que se les atribuye a diversos aceites esenciales
esta la capacidad antioxidante, y fue demostrado por varios estudios.®*=¢. Luma
chequen (Molina) A. Gray, “Arrayan”, vegetal utilizado en el presente estudio,
también mostrd una actividad antioxidante.’

Por otro lado, se sabe que ciertos procesos de oxidacion (naturales o por
la aplicacion de ciertas tecnologias) que se desarrollan en productos a base de
materiales biolégicos (como alimentos procesados), pueden dar lugar a
compuestos potencialmente tdxicos 0 producir caracteristicas organolépticas
indeseables;?®3® entonces, muchas veces es necesario el uso de agentes
antioxidantes, y con la intencion de evitar algun efecto toxico por el empleo de
productos sintéticos,®® se busca compuestos de origen bioldgico, por lo que va
en aumento el interés de los aceites esenciales en la industria farmacéutica y de

los alimentos.®®
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2.8.3. Repelentes

Muchos aceites esenciales tienen la capacidad de repeler insectos e
incluso actuar como insecticidas. Ademaés, en la busqueda de compuestos
naturales con este fin y como reemplazo de sustancias sintéticas que presentan
un impacto desfavorable sobre el medio ambiente y la seguridad alimentaria ,
se demostrd la eficacia de diversos aceites esenciales como repelentes de
insectos y para el manejo de plagas en la agricultura.®’

3. Agentes patogenos

Un agente patdgeno es aquel microorganismo que puede causar una enfermedad
a su huésped. En este proceso el agente patdgeno deriva energia para su crecimiento y
reproduccion sin ningdn beneficio para el huésped.®

3.1. Bacterias

Las bacterias son organismos unicelulares, que presentan tamafo y forma
muy variables; a menudo una especie en particular posee méas de una forma
(pleomorfico). Estas pertenecen al reino procariota, junto con las algas azul-
verdosas. Las principales caracteristicas de este reino son la falta de una membrana
entre el nucleoplasma y el citoplasma, la falta de orgdnulos citoplasmaticos
membranosos y la presencia de peptidoglicano en las paredes celulares.®

Las formas morfoldgicas principales de las bacterias son: los cocos, que son
elipsoidales o esféricos; los bacilos, que son cilindricos o en forma de varilla y las
espirillas, que son en forma de espiral o helicoidal. Dentro de las espirillas se
incluye al vibrio, que presenta forma de hélice rudimentaria.®

Las bacterias presentan mucha versatilidad en sus capacidades nutricionales.
La mayoria de estas, tienen necesidades de macro y micro nutrientes similares a las
plantas superiores. Algunas poseen la capacidad de sintesis necesaria para producir
sus requerimientos nutricionales, mientras que otras requieren de un suministro

externo de factores de crecimiento especificos. Ademaés, al igual que con otros
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organismos Vvivos, las bacterias requieren un suministro de agua. Sus
requerimientos de temperatura y pH varian ampliamente, algunas sobreviven a
temperaturas y pHs extremos. Por otro lado, el oxigeno es necesario para algunas
bacterias, mientras que otras tienen otros modos de vida: anaerobico, anaerobio
facultativo o microaerofilico. Asimismo, algunas utilizan nitrégeno atmosférico,
mientras que otras requieren nitrogeno inorganico en forma de nitratos, nitritos o
amoniaco y un grupo adicional utilizan compuestos organicos, tales como proteinas

0 aminodacidos.*®

Por lo general, el primer paso en la identificacion de una cepa bacteriana
desconocida es la tincion de Gram. Este procedimiento proporciona informacion
util acerca de la forma y tamafio de las células, y permite clasificarlas en categorias

generales de Gram-negativas y Gram-positivas.*°

Las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas difieren drasticamente en la
organizacion de las estructuras que se encuentran fuera de la membrana plasmatica,
pero por debajo de la capsula. En las Gram-negativas estas estructuras constituyen
la envoltura celular, mientras que en las Gram-positivas se les conoce como pared
celular.*! En la Fig. 9 se ilustra las diferencias estructurales entre bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas.

a Lipopolysaccharide b

Teichoic acid
Porin )

Lipoteichoic acid

i |

membrane L .......I_.'.....I‘ I..................
Periplasmic . . .
space Lipoprotein Peptidoglycan Peptidoglycan|
.i.i.‘.i.‘. 0
PO OO OO O -
Periplasmic .:
space |
it ocno--ocoooo,_o-ooou..ooo-o.-ocooo- Cell
membrane L OO XXX X IO X XXX OO ) membra"e_

Fig. 9 Estructura de la pared celular de (a) una bacteria gram-negativa y
(b) una bacteria gram-positiva.*?
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3.1.1. Bacterias Gram-negativas

Las bacterias gram-negativas estan rodeados por una delgada capa de
peptidoglicano en el espacio periplasmico entre las membranas lipidicas interna y
externa. La membrana externa contiene lipopolisacaridos; ademas, presenta canales
tales como porinas o transportadores especializados que facilitan el transporte a
través de la membrana (Fig. 9).%3

Las bacterias Gram-negativas patdgenas, presentan factores de virulencia tales
como: colagenasas, hialuronidasas, proteasas y beta-lactamasas; que se encuentran
en el espacio periplasmico. Por otro lado, la membrana bacteriana externa que
poseen las Gram-negativas, permite mantener la estructura y es una barrera
permeable que impide el paso de grandes moléculas (lisozima, antibioticos) y
moléculas hidrofobas. Ademas, esta membrana provee proteccion frente a
condiciones ambientales adversas, como es el caso del sistema digestivo del
huésped. También, se debe precisar que la membrana externa y el canal de porina
permiten el paso de metabolitos y antibi6ticos hidréfilos pequefios.*

Los lipopolisacéridos son endotoxinas, que pueden estimular la respuesta
inmune del huésped; mediante la activacion de linfocitos B y la induccion de
macrofagos y otras células, provocando la liberacion de interleucina-1p,

interleucina-6, factor de necrosis tumoral y otros factores.*®

3.1.1.1. Escherichia coli

3.1.11.1 Caracteristicas morfoldgicas

Las cepas de Escherichia coli son bacterias Gram-negativas,
tienen forma de barra con extremos redondeados, no son formadoras de
esporas y por lo general son moviles por medio de flagelacion peritrica.
Ademds, muchas de estas bacterias presentan capsula, la cual esta
compuesta por polisacaridos. Asimismo, la E. coli exhibe fimbrias (o

pili) de estructuras variadas y especificidad antigénica; estas fimbrias son
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hidrofobas, debido a esto la bacteria presenta capacidad adhesion.*®
Ademads, la E. coli crece rdpidamente sobre medios bacteriologicos
simples. En agar MacConkey forma grandes colonias de color rojo y en
agar EMB forma colonias con un brillo verde caracteristico.*’8

3.1.11.2 Caracteristicas bioquimicas

La mayoria de cepas de E. coli pueden fermentar la lactosa, y en
presencia de lactosa también presentan una reaccion positiva con el orto-
nitrofenil-p-galactésido (ONPG) a través de la actividad de pB-
galactosidasa. La E. coli produce indol a partir del amino&cido triptéfano
por accion de la enzima triptofanasa, y esta es una caracteristica distintiva

de la E. coli en comparacion con otras bacterias entéricas.*°

Tabla N° 1 Caracteristicas bioquimicas de la E. coli.>®

Caracteristicas Reaccion
Motilidad +, algunas no son moviles
Crecimiento aerdbico y anaerobico +
Oxidasa/Catalasa -/+

Lactosa Acido +, gas +
Sacarosa/D-glucosa Acido +

Indol +

Rojo metilo/ VVoges-Proskauer +/-

Urea No hidrolisis
H2S -

Licuefaccion de gelatina -

Acido glutamico descarboxilasa 0

Lisina descarboxilasa it

3.1.1.1.3. Patogenia

Diferentes serogrupos de E. coli han sido identificados y la
mayoria no son patdgenos; sin embargo, algunos grupos pueden causar
enfermedades diarreicas graves, en ocasiones con desenlace fatal. La E.
coli es de origen fecal y se encuentra casi exclusivamente en el tracto
digestivo de los animales homeotermos, principalmente los humanos.

Debido a esto, la deteccion de E. coli en el agua potable se utiliza como
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un indicador de la contaminacion fecal y se conoce como el indice de

coliformes.®?

De acuerdo con su potencial patdgeno, la E. coli se divide en
grupos no patdgenos y patdgenos. Aunque, la E. coli no patégena se
presenta como un comensal en el intestino de animales homeotermos, es
posible que pueda estar implicada en infecciones oportunistas. Por otra
parte, la E. coli patdgena es responsable de tres tipos principales de
enfermedades en los seres humanos: infeccion del tracto urinario,
infecciones sanguineas y del sistema nervioso central (sepsis/meningitis),

y enfermedad gastroentérica.*’

Las cepas patogenas de E. coli se distinguen en diez serotipos:
E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogena (EPEC), E. coli
enterohemorrégica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli
enteroagregativa productora de Shigatoxina (STEAEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), E. coli de adherencia difusa (DAEC), E.
coli adherente invasiva (AIEC), E. coli uropatogena (UPEC) y E. coli
asociada a meningitis (MAEC). Colectivamente; ETEC, EPEC, EHEC,
EAEC, STEAEC, EIEC, y DAEC se conocen como E. coli
diarrogénicas; mientras que AIEC es un patdgeno entérico que causa la
enfermedad de Crohn, donde la diarrea puede presentarse como uno de

los sintomas.*’

3.1.1.1.4. Tratamiento

La gran mayoria de los casos de diarrea aguda causada por E.
coli, solo requiere de la administracion de rehidratacion oral. Los
pacientes con diarrea invasiva (fiebre de >38°C, sangre y moco asociados
a pujo y tenesmo). pueden ser tratados con antibidticos como:
azitromicina, ciprofloxacino, furazolidona, norfloxacino y en pacientes

embarazadas, se puede administrar ceftriaxona.>
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Por otro lado, en las infecciones urinarias ocasionadas por E.
coli, el tratamiento de primera eleccion en un paciente no séptico es el
ciprofloxacino o gentamicina. Ademas, si se produce una peritonitis a
causa de E. coli, el tratamiento de eleccion es la cefotaxima o

ceftriaxona.>?

La E. coli estd adquiriendo resistencia a los antibidticos
rapidamente, especialmente con respecto a las fluoroquinolonas y
cefalosporinas de tercera y cuarta generacion.>

3.1.1.2. Pseudomona aeruginosa
3.1.1.2.1. Caracteristicas morfologicas

La Pseudomona aeruginosa es una bacteria Gram-negativa, que
presenta forma de barra y flagelacion polar. Estas bacterias no forman
esporas, tienen pili y son aerobias estrictas.>*

La P. aeruginosa pueden producir distintos tipos de colonias,
las que son aisladas del suelo o agua se caracterizan por producir colonias
pequefias y rugosas. En muestras clinicas, se presentan dos tipos de
colonias, lisas y mucoides. Puede crecer en agar MacConkey y EMB.>®

3.1.122. Caracteristicas bioguimicas

Las cepas de P. aeruginosa son capaces de sintetizar pigmentos:

piocianina, pioverdina y piorubina.>®
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Tabla N° 2 Caracteristicas bioquimicas de la Pseudomona aeruginosa®’

Caracteristicas Reaccion
Motilidad +
Crecimiento aerobico
Oxidasa
Catalasa
Fermentacion de manitol
Lactosa -
Sacarosa -
D-glucosa -
Indol -
Rojo metilo -
Voges-Proskauer -
Urea +
Desaminacion de fenilalanina -
H>S -
Licuefaccion de gelatina +
Acido glutamico -
descarboxilasa
Lisina descarboxilasa +
Citrato permeasa 3

3.1.1.2.3. Patogenia

Las P. aeruginosa es una bacteria ubicua, que se encuentran en
los principales entornos naturales y en asociacion intima con las plantas
y los animales. Su amplia distribucion refleja una notable capacidad de
adaptacion fisioldgica y genética.>®

La P. aeruginosa es considerada un patogeno oportunista, ya
que aprovecha cualquier alteracion de las barreras externas (piel
quemada, heridas, Ulcera de cornea, etc.) o algunos procesos que
permiten la contaminacion de la sangre o del tracto urinario. Asimismo,
esta bacteria puede colonizar cualquier superficie mucosa. Debido a esto,
la P. aeruginosa ha sido encontrada en los pulmones de pacientes con
fibrosis quistica, en personas con infecciones oculares, en victimas de
quemaduras y en pacientes con SIDA.%® Esta bacteria es un patégeno
comlin en hospitales y particularmente en unidades de cuidados

intensivos.>*
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La patogenicidad de la P. aeruginosa se debe a la secrecion de
distintas toxinas (Exotoxina A, citotoxina, etc.), que debilitan o permiten
la evasidn del sistema inmune del huésped, ayudando a estas bacterias a
sobrevivir. El pili y el flagelo son responsables de su adherencia y su
diseminacion a través del organismo. Ademas, los principales factores de
virulencia secretados por esta bacteria son: lipopolisacéridos, alginato,
sideréforos y enzimas (elastasas, proteasas, fosfolipasas, etc.).>

3.1.1.2.4. Tratamiento

El tratamiento dirigido a una bacteriemia por P. aeruginosa
normalmente se recomienda la combinacion de un antibidtico
betalactdmico antipseudomoénico y un aminoglucésido. Una neumonia
nosocomial producida por esta bacteria puede ser tratada con
amoxicilina/clavulanato o ampicilina/sulbactam o cefotaxima con o sin
aminoglucosido.®>*® Por otro lado, éstas presentan una resistencia
intrinseca a los antibioticos. Esta resistencia se debe principalmente a la
produccion de -lactamasas, provocando que sea resistente a penicilinas,

cefalosporinas, monobactamicos y carbapenémicos.>®

3.1.2. Bacterias Gram-positivas

Las bacterias gram-positivas presentan una sola membrana lipidica, que
estd rodeada por una pared celular compuesta de una capa gruesa de
peptidoglicano, acidos lipoteicoicos (anclados a la membrana celular mediante
un diacilglicerol) y acidos teicoicos, que estdn unidos covalentemente al
peptidoglicano. (Fig. 9).%2

El peptidoglicano es esencial para la estructura, la replicacion y la
supervivencia de condiciones hostiles en las que se desarrollan las bacterias.
Ademas, el peptidoglicano es lo suficientemente poroso para permitir la
difusion de metabolitos a través de la membrana plasmatica. Por otro lado,
durante una infeccion, el peptidoglicano puede interferir con la fagocitosis, es
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mitogénico (estimula la mitosis de los linfocitos) y tiene actividad pirogénica.
El peptidoglicano puede ser degradado por la lisozima. Sin el peptidoglicano,
las bacterias estan expuestas a una presion osmatica mayor, dandose una lisis

celular.®®

Los &cidos lipoteicoicos y teicoicos son antigenos de superficie que
distinguen los serotipos bacterianos y promueven la union a otras bacterias o a
la superficie celular de mamiferos. Los acidos teicoicos son factores
importantes en la virulencia. Por otro lado, los &cidos lipoteicoicos pueden
desprenderse ocasionando actividades endotdxicas en el huésped.®

3.1.2.1.  Staphylococcus aureus

3.1.21.1 Caracteristicas morfologicas

El S. aureus son cocos Gram-positivos, no presentan motilidad,
no forman esporas, pueden producir capsulas y son bacterias anaerobicas
facultativas.5!

Los estafilococos forman racimos cuando se cultivan en medios
liquidos o solidos. Su nombre proviene del griego “Staphyle” que
significa racimo de uvas y “Kokkos” que significa un grano o una baya.5?
Ademas, el S. aureus en agar sangre forma colonias que son amarillo-
doradas, lisas, con relieve y producen B-hemolisis. Esta bacteria no crece
en agar MacConkey. Ademas, en el agar manitol salado aparecen

colonias amarillas con zonas amarillas en el medio.®!

3.1.21.2 Caracteristicas bioquimicas

El S. aureus es tolerante a la sal (10-15%) y relativamente
resistente a la sequedad y al calor. Ademads, esta bacteria coagula el
plasma de conejo de forma relativamente rapida.®> La prueba de la
coagulasa, es considerada la prueba definitiva para identificar al S.
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aureus y distinguirlo de los estafilococos patdgenos coagulasa negativa,

como el S. epidermidis.®*

Tabla N° 3 Caracteristicas bioquimicas del Staphylococcus aureus®?

Caracteristicas Reaccion
Motilidad -
Crecimiento anaerdbico facultativo y aerdbico +
Oxidasa -
Catalasa +
Fermentacion de manitol +
Lactosa +
Sacarosa +
D-glucosa +
Indol -
Rojo metilo +
Voges-Proskauer +
Urea +
Desaminacion de fenilalanina -
H2S -
Licuefaccion de gelatina +
Acido glutamico descarboxilasa -
Lisina descarboxilasa -
Citrato permeasa +

3.1.2.1.3. Patogenia

El S. aureus es un comensal inocuo en hasta dos tercios de la
poblacién. Este puede estar presente en: las narinas, la ingle, las axilas,
la garganta, el perineo, la vaginay el recto. Esta bacteria es una patdgeno
oportunista; ya que, coloniza sitios de alteracion de la piel, tales como
Ulceras y heridas.®

Ademas, el S. aureus es uno de los agentes mas comunes
implicados en la intoxicacion alimentaria en todo el mundo. Esta bacteria
causa una variedad de enfermedades que van desde erupciones cutaneas
superficiales hasta infecciones que amenazan la vida, tales como:
bacteriemia, endocarditis, neumonia y sindrome de shock toxico.®® ésta

bacteria produce distintos factores de virulencia tales como: proteinas de
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adhesion, enterotoxinas, superantigenos, hemolisinas formadoras de

poros, toxinas de ribosilacion de ADP y proteasas.®?

3.1.2.1.4. Tratamiento

En pacientes que presentan bacteriemia el tratamiento
recomendado para un S. aureus sensible a la meticilina es la cloxacilina
y para un S. aureus resistente a la meticilina se usa vancomicina.*® La
asociacion de amoxicilina con acido clavulénico y las cefalosporinas,
especialmente cefazolina y cefuroxima por via intravenosa y cefuroxima,
cefalexina y cefadroxilo por via oral, son las posibles alternativas a la
cloxacilina para el tratamiento de la infecciones por S. aureus sensible a
la meticilina de gravedad leve o moderada. Ademas, la clindamicina y el
cotrimoxazol son alternativas terapéuticas de la infeccion de piel y partes
blandas de gravedad leve o moderada, producidas por S. aureus.®

Alrededor del 90% de S. aureus aislados tienen betalactamasas
que inactivan a la penicilina. Ademas, esta bacteria presenta resistencia
a la meticilina, a las quinolonas y a la vancomicina, con esta Gltima
debido al incremento excesivo en su uso para tratar infecciones causadas

por S. aureus resistente a la meticilina.®’

3.1.2.2.  Staphylococcus epidermidis

3.1.2.2.1. Caracteristicas morfoldgicas

El S. epidermidis son cocos Gram-positivos, no presentan

movilidad, no forman esporas y son anaerobios facultativos.5®

Esta bacteria en agar sangre forma colonias blancas y

usualmente no producen -hemolisis. El agar MacConkey no permite su
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crecimiento. Ademas, en el agar manitol salado aparecen colonias

rosadas claras y el medio no se altera conservando su color rojizo.%®

3.1.2.2.2. Caracteristicas bioquimicas

El S. epidermidis es coagulasa negativo, produce fosfatasa y no
fermenta el manitol ni la trehalosa. Asimismo, esta bacteria es tolerante

a la sal.®®

Tabla N° 4 Caracteristicas bioquimicas del Staphylococcus epidermidis,™

Caracteristicas Reaccion
Motilidad -
Crecimiento anaerdbico facultativo y aerébico +
Oxidasa
Catalasa
Fermentacion de manitol
Lactosa
Sacarosa
D-glucosa
Indol
Rojo metilo
Voges-Proskauer
Urea
Desaminacidon de fenilalanina
H2S
Licuefaccion de gelatina
Acido glutamico descarboxilasa -
Lisina descarboxilasa -
Citrato permeasa -

+ + 0+ o+ 0+

+ +

3.1.2.2.3. Patogenia

El S. epidermidis es el microorganismo mas abundante de la
flora normal de la piel y membranas mucosas. Debido a cambios en la
practica de la medicina moderna con el uso creciente de dispositivos
médicos protésicos permanentes y el aumento de pacientes
inmunocomprometidos, el S. epidermidis se ha convertido en un

patdgeno frecuente y oportunista.”
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Actualmente, el S. epidermidis es la causa mas comun de
bacteriemia primaria, se encuentra con frecuencia en las infecciones de
dispositivos médicos permanentes, y es la tercera causa mas comun de
infecciones nosocomiales. Caracteristicamente, las infecciones causadas
por S. epidermidis son cronicas, lo cual contrasta con el potencial del S.

aureus de causar enfermedades agudas.”

Los factores de virulencia mas significativos en el S.
epidermidis son: biopeliculas, polisacaridos de adhesion, proteasas,

enterotoxinas, superantigenos y sideréforos.5®

3.1.2.2.4. Tratamiento

Para el tratamiento de infecciones de dispositivos médicos
permanentes, en el caso de una endocarditis infecciosa sobre valvula
nativa ocasionada por S. epidermidis, el tratamiento de primera eleccién
es oxacilina + gentamicina. En cuanto a la profilaxis antimicrobiana en
una cirugia, para evitar infeccion con S. epidermidis se administra

cefazolina y en pacientes con alto riesgo se utiliza vancomicina.>?

El S. epidermidis presenta resistencia antimicrobiana a los
antibioticos B-lactamicos, especialmente a la meticilina; ya que al formar
biopeliculas reduce la permeabilidad y penetracion de estos antibioticos.
Ademads, la resistencia a quinolonas (ciprofloxacino, ofloxacino), &cido
fusidico y otros agentes antimicrobianos como la vancomicina sigue en

aumento.%®

3.2. Hongos

Los hongos son definidos como: eucariotas desprovistos de clorofila, y por lo
tanto heterotrofos, los cuales presentan formas de nutricion parasitaria/
saprofiticas/simbidtica. Las principales caracteristicas de los hongos son: uni o
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multinucleados, absorben nutrientes, tipicamente presentan paredes celulares de

quitina y su meiosis tiene lugar dentro de un cigoto.’"

Los hongos estdn compuestos principalmente de agua (69-90%),
carbohidratos, proteinas y lipidos. Los tres grupos mas importantes de hongos son:
los mohos, las levaduras y las setas. Algunos hongos pueden poseer una mezcla de
hifas multicelulares filamentosas (hifa verdadera) y estructuras unicelulares
(pseudonhifas), dependiendo de las condiciones de crecimiento. Esto se conoce
como dimorfismo, y es una caracteristica particular de algunos hongos patégenos.”

La pared celular de los hongos esta compuesta por: fibrillas poliméricas,
quitina, celulosa, glucanos, proteinas, lipidos, y heteropolimeros de manosa,
galactosa, fucosa y xilosa (Fig. 10). Los tipos y cantidades de estos diferentes
componentes varian entre los diferentes grupos de hongos e incluso pueden variar

durante el ciclo de vida de una sola especie.’

Manno-
proteins

B-glucan

Chitin

Cell

membrane

Fig. 10 Estructura de la pared celular de un hongo.*?

3.2.1. Candida albicans
3.2.1.1.  Caracteristicas morfoldgicas
Junto con la mayoria de los hongos patdgenos para los seres

humanos, la C. albicans presenta dimorfismo, ya que puede crecer como
una levadura (unicelular) o en forma de hifas multinucleadas

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

(e ,
TESIS UCSM ~  DE SANTA MARIA

(multicelular).” Su reproduccion es asexual, la cual se produce por

gemacion con la formacién de blastoconidios.”

La célula de este hongo es grande, esférica y Gram-positiva.”® La
C. albicans también puede ser identificada a partir de la formacion de
clamidosporas. Las clamidosporas son estructuras refractiles y esféricas,
las cuales son generadas en los extremos de las hifas a partir del cultivo en
un medio nutricionalmente pobre, como el agar de harina de maiz.”’
Asimismo, en agar Sabouraud a 37 °C, las colonias de C. albicans aparecen

dentro de las 48-72 horas, estas colonias son lisas y blanquecinas.”

La prueba del tubo germinativo es el método estdndar de
laboratorio para la identificacion de C. albicans. La prueba consiste en la
induccidn de excrecencias de hifas (tubos germinales), para lo cual se hace
un subcultivo en suero humano a 37 °C durante 2 a 4 horas.
Aproximadamente el 95% de los aislamientos de C. albicans producen

tubos germinales.”’

3.2.1.2.  Caracteristicas bioquimicas

La identificacion bioguimica de C. albicans se basa en gran
medida de la utilizacidn de carbohidratos. Esta puede fermentar la glucosa,

maltosa y sucrosa; ademas, produce acido, pero no fermenta la lactosa.”®"’

3.2.1.3.  Patogenia

La C. albicans es un hongo ubicuo que es parte de la flora normal
de los seres humanos. Sin embargo, también es un patdgeno oportunista y
puede transformarse rapidamente de un habitante inofensivo de los tejidos
mucocutaneos a un organismo altamente patégeno capaz de matar a su

huésped bajo las condiciones adecuadas. Las infecciones ocasionadas por
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este hongo pueden ser agudas, cronicas o recurrentes y afectar a los tejidos

cutaneos 0 mucocutaneos, asi como a la sangre y otros érganos.”®

Las infecciones producidas por la C. albicans (candidiasis)
pueden ser divididas en: infecciones superficiales (candidiasis oral,
vaginal y mucocuténea cronica) y las infecciones profundas (miocarditis,

septicemia).”

Los factores de virulencia que presenta la C. albicans son: el
dimorfismo, integrinas que promueven adherencia, secrecion de hidrolasas

y proteinas de choque térmico.’®

3.2.1.4. Tratamiento

En el tratamiento de candidiasis cutanea, el farmaco de eleccion
es la Nistatina. Se recomiendan los azoles (fluconazol, ketoconazol, etc.)
para la candidiasis de las mucosas. La anfotericina B es el farmaco de

eleccion para la candidiasis sistémica.’

Se ha observado la resistencia de la C. albicans frente a los azoles
(fungistaticos que actuan sobre el ergosterol). EI mecanismo de esta
resistencia se encuentra asociada al aumento de la actividad enzimatica de
la ruta del ergosterol, dandose una reduccion en el efecto del farmaco su
objetivo.8°
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CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

1. Materiales

1.1. Material bioldgico

1.1.1. Luma chequen (Molina) A. Gray

El material vegetal empleado en el presente estudio, corresponde a
Luma chequen (Molina) A. Gray, “Arrayan”, del cual se utilizd6 las hojas
maduras. Fue recolectado del distrito de Lucre, provincia de Quispicanchi,
departamento del Cusco.

1.1.2. Agentes patégenos

Los agentes patdgenos utilizados para evaluar el efecto antimicrobiano
del aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray, fueron: Staphylococcus
aureus, Pseudomona aeruginosa y Candida albicans (recolectados del hospital
regional Honorio Delgado); Staphylococcus epidermidis (recolectado del
hospital Goyeneche) y Escherichia coli (recolectado del laboratorio de andlisis
clinicos de la universidad Catolica de Santa Maria). Se obtuvo cinco ejemplares

de cada microorganismo.

1.2. Material de laboratorio

e Baguetas de vidrio

e Embudos de vidrio

e Fiola de vidrio de 1000mL

e Matraces de vidrio 100, 500 y 1000 mL.
e Matraz Erlenmmeyer de 500, 1000mL
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e Pera de decantacion de 125mL

¢ Placas de microdilucién de 96 pocillos
e Placas Petri de vidrio de 100mm x 15mm
e Probetas graduadas de: 10, 50 y 100mL
e Picnometro

e Tubos de ensayo de vidrio

e Vasos de precipitado: 50, 100 y 250mL
e Pipetas de vidriode 1, 5y 10mL

e Mechero de Bunsen

e Micropipetas de 100 y 1000ul

e Asade Kolle

e Cubre objetos

e Porta objetos

2. Reactivos

2.1. Compuestos quimicos

e Alcohol de 96° (Diproquim, Comercial)

e Aceite de inmersion (Biolab Reagent, Q.P.)
e Acido Sulfurico al 1% (UCSM, H-402)

e Cloruro de bario al 1% (UCSM, H -402)

e Peroxido de hidrégeno (Merck, Q.P.)

e Agua destilada (UCSM H-103)

e Reactivo de Kovacs (UCSM, H-403)

e Cristal violeta (Pirex S.R.L, Q.P.)

e Lugol (UCSM, H-403)

e Etanol-acetona (JT Barker, P.A.;Diproquim, Q.P.)
e Safranina (CDH Biochemical, Q.P.)

e Suero fisiologico (UCSM, H-403)

e Suero humano
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e q-naftol al 5% en alcohol absoluto (UCSM H-403)

e Hidroxido de sodio 40% (Merck, Q.P.) (UCSM H-103)

e Hidroxido de potasio 10% (Delta Quimica, Q.P.) (UCSM H-103)

e Rojo de metilo 0.04% (Riedel-de Haén, Q.P.) (UCSM H-402)

¢ Diclorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina (prueba oxidasa) (MERCK)
e Plasma humano

e Tween 80 (Harleco, Q.P.)

2.2. Medios de cultivo

e Agar Mac Conkey

e Agar citrato de Simmons

e Agar Sabouraud

e Agar Mueller-Hinton

e Agar Manitol Salado

e Agar Lisina Hierro (LIA)

e Agar Triple Azdcar Hierro (TSI)

e Caldo de Infusion Cerebro Corazon (BHI)

e Caldo peptonado

3. Equipos

e Cromatografo de gases Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra.
e Autoclave. Beltec, LS-B50L

e Balanza analitica. Ohaus, Pioneer.

e Contdmetro de colonias. Quebec, CC-1000

e Horno de esterilizacion. J.P. Selecta, 2000210

e Estufa de incubacion. Fisher Scientific

o Refrigeradora. Coldex, Autofrost R162

e Refractometro

e Equipo de destilacion por arrastre de vapor (Alambique)

e Microscopio éptico
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4. Meétodos

4.1. Obtencidn del aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray

4.1.1. Procesamiento del material vegetal

Una vez recolectado el material vegetal, como se observa en la Fig. 11,
se selecciono las hojas frescas en buen estado (con ausencia de defectos que
pudo haber sido producido por alguna contaminacion, infeccion u otros)
limpiandolas para eliminar restos de tierra o algun componente extrafio, y
finalmente, se determind la masa del material vegetal que fue llevado al equipo

de destilacion por arrastre de vapor (Fig. 12).

Fig. 11 Hojas de Luma chequen (Molina) A. Gray.

Fuente: Elaboracidn propia

4.1.2. Extraccion del aceite esencial

Como se observo en el marco tedrico, el método adecuado para la
extraccion del aceite esencial de Arrayan es la destilacion por arrastre de
vapor'”1® utilizando un equipo denominado “alambique”, observado en la Fig.
11, éste consta de un recipiente cerrado que en su interior hay una rejilla
metalica para separar el agua (que esta hirviendo), del material vegetal, por lo

que las hojas de Arrayan no estan en contacto directo con el agua.
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Fig. 12 Equipo de destilacion por arrastre de vapor (Alambique).
Fuente: Elaboracidn propia

La Fig. 13 muestra el esquema del equipo utilizado para la extraccion
del aceite esencial de Arrayan. El recipiente en el que se deposita el material
vegetal contiene agua que, con una fuente de calor, se mantuvo en ebullicion y
por consiguiente se produce vapor de agua; €se vapor, pasa por medio de las
hojas de Arrayan, llevando consigo compuestos volatiles que forman parte del
aceite esencial y se conduce por una tuberia que inicia en la parte superior de
la tapa y sigue en forma de serpentin hacia otro recipiente que contiene agua
fria (refrigerante); el otro extremo de la tuberia llega a una pera de decantacion,
lugar en el que se deposita el agua junto al aceite esencial (provenientes del

vapor); finalmente, ambas fases se separan.

Serpentin

- Material vegetal

}Z@m

Agua refrigerante

Agua a calentar

Pera de decantacion

Fase acuosa ACEITE
ESENCIAL

Fig. 13 Esquema del equipo de destilacién por arrastre de vapor.
Fuente: Elaboracidn propia
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El procedimiento de obtencion del aceite esencial consistio en colocar
3.2 Kg de hojas frescas de Arrayan en el equipo de extraccion que contiene
agua destilada, posteriormente se cerro el equipo mencionado y se dejo hervir
el agua durante 4 horas, recolectando el aceite esencial en la pera de
decantacion, y se almaceno en un frasco de color &ambar en refrigeracion. Con
el propdsito de obtener un volumen considerado de aceite esencial, el

procedimiento se realiz6 6 veces.

4.1.3. Determinacién del rendimiento de extraccién

El porcentaje de rendimiento, de las 6 extracciones de aceite esencial
obtenido, se determind utilizando la Ecuacion (2); donde: la masa del aceite
esencial (AE) y la masa del material vegetal utilizado para la extraccion estan

dados en gramos.

— masa del aceite esencial Ecuacion (2)
Rendimiento (%) = . X 100%
masa del material vegetal

4.2. Caracterizacion del aceite esencial
El aceite esencial obtenido se caracterizd de forma fisica (solubilidad en
etanol, densidad relativa e indice de refraccion); ademas, para identificar los
componentes presentes en el aceite esencial obtenido, se realizd un andlisis
mediante cromatografia de gases acoplado a espectro de masas (GC-MS).
4.2.1. Caracteristicas fisicas

4.2.1.1.  Solubilidad

La solubilidad del aceite esencial obtenido se evalud utilizando
etanol de 70%, 96% y agua destilada; para ello se utilizd una probeta
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graduada de 10mL con tapa, en el que se colocd 1mL del aceite esencial y
se adiciond volumenes pequefios de la solucion alcohdlica (agitando la
mezcla, luego de cada adicion), hasta completar el volumen de 10mL; se
anoto el volumen del alcohol necesario para obtener una solucion entre el
aceite esencial y el alcohol. Se procedi6 de forma similar utilizando el agua

destilada. Este parametro se determind a 20°C.
4.2.1.2. Densidad relativa

Se determiné la densidad relativa (p relativa) del aceite esencial de
Arrayan a 20 °C, utilizando un picnometro de 10mL (Vol. P.); Para ello,
se registro la masa del picndmetro vacio (Po) y la masa del picnémetro
conteniendo el aceite esencial (Pag), Yy éstos valores se reemplaza en la

Ecuacion (3).

_ Pyr — Py Ecuacion (3)
PAE S YOI P

Como se mencion6 en el marco tedrico, la densidad relativa es la
proporcion de las densidades del aceite esencial y del agua a una
determinada temperatura, por lo que se utilizd la Ecuacion (4) para
determinar éste parametro a 20 °C.

PaE Ecuacion (4)

P relativa (AE) =
PH,0

4.2.1.3. Indice de refraccion

El indice de refraccion del aceite esencial obtenido se determin6
utilizando el refractometro digital ABBE modelo WY A-S; y éste equipo
se verifico determinando el indice de refraccion del agua, que debid ser
1.333.
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4.2.2. Composicion quimica

Como mencionan Baser & Bouchbauer’, los métodos cromatogréaficos
son utilizados frecuentemente en el anélisis de aceites esenciales; siendo la
cromatografia de gases, util para la identificacion y cuantificacion de

compuestos volatiles presentes en los aceites esenciales.*

4.2.2.1. Cromatografia de gases

La identificacién de compuestos presentes en el aceite esencial de
Arrayan se realizé mediante el método de cromatografia de gases acoplado
a espectrometro de masas (GC-MS), utilizando el cromatografo Shimadzu
GC-MS-QP2010 Ultra; con un sistema de inyeccion sin division
“splitless”; con una columna capilar de silice fundido Rxi-5Sil MS de 30m
de largo, 0.25mm de diametro interior y 0.25um de espesor de film. La
temperatura de interface fue de 240°C y la temperatura de fuente de ion
fue 200°C; el gas transportador fue helio, ajustado a una velocidad lineal
de 37.2cm/s. el rango de masa evaluado fue desde 40 — 400m/z. el equipo
fue manejado con el software GCMS solution 2.70.

Ademas, la identificacion de los compuestos presentes en el aceite
esencial se realizd comparando el tiempo de retencién de los picos
obtenidos con la base de datos espectrales NIST/EPA/NIH Library (NIST
08).

4.3. ldentificacion de los agentes patogenos
Los agentes patdgenos utilizados en el presente estudio fueron aislados y

caracterizados en las respectivas instituciones de las que se recolecto; sin embargo,

estos fueron nuevamente caracterizados para asegurar su presencia.
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Los medios utilizados (agares) para la caracterizacion de los agentes
patdgenos fueron elaborados a partir de preparados comerciales (componentes
deshidratados), para lo cual se pes6 una cantidad adecuada de los mismos (segun
refirio el fabricante) y se disolvio con agua. La esterilizacion de estos medios se
realizd por medio de una autoclave (121 °C, 1.5 atm. y 15 minutos). Ademas, el

material de vidrio utilizado se esteriliz en un horno a 175 °C por 60 minutos.

4.3.1. Escherichia coli

Las muestras que indican la presencia de E. coli, fueron caracterizadas
mediante los siguientes métodos:

43.1.1. Agar MacConkey

El agar MacConkey es un medio de cultivo selectivo,
comunmente usado para para la deteccion y aislamiento de las
Enterobacteriaceae. Este medio de cultivo estd compuesto por: sales
biliares, lactosa, rojo neutro, peptona, cristal violeta, cloruro de sodio y
agar. La combinacion de sales biliares y el cristal violeta permite inhibir el
desarrollo de la mayoria de bacterias Gram-positivas. Las colonias de
bacterias fermentadoras de lactosa son rosadas o rojas, mientras que las

bacterias no fermentadoras de lactosa producen colonias incoloras.5!

La siembra de las muestras en este medio de cultivo se realiz6
mediante el método superficial por agotamiento en estrias y se incub6 a 37
°C por 24 horas.®
4.3.1.2. Tincion de Gram

La tincion de Gram es una técnica fundamental para la

clasificacion e identificacion bacteriana. Esta técnica diferencia a las
bacterias en dos variedades. Las bacterias que retienen la tincion con cristal
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violeta (purpuras) son denominadas Gram-positivas, mientras que las que
son decoloradas y tefiidas con safranina (rojas) son llamadas Gram-
negativas. Esta respuesta a la tincion se basa en la composicién quimica y
estructural de las paredes celulares de ambas variedades de bacterias. Las
Gram-positivas poseen una pared gruesa y relativamente impermeable,
compuesta por peptidoglicano y polimeros secundarios, lo que les permite
resistir a la decoloracién. Por otro lado, Las Gram-negativas presentan una
capa delgada de peptidoglicano y una bicapa lipoproteica conocida como
membrana externa, que pueden ser alteradas en el proceso de

decoloracion.®

La tincion de Gram se realizo con el siguiente procedimiento: se
coloco en una lamina portaobjetos limpia, una gota de suero fisioldgico y
una colonia bacteriana. Seguidamente, se dejo secar a temperatura
ambiente (20 °C) o por medio de calentamiento suave utilizando un
mechero, con el fin de obtener un frotis fijo, el cual no sea removido
durante el proceso de tincién. La superficie de la lamina, que presenta el
frotis, fue cubierta con la solucion de cristal violeta durante 1 minuto,
luego se lavo suavemente con agua del grifo. A continuacion, se cubrié la
lamina con la solucion de lugol durante 1 minuto, luego se lavo
suavemente con agua del grifo. Consecutivamente, se realizé el proceso de
decoloracion, para lo cual se cubri6 la lamina con una solucién de etanol-
acetona y se agito suavemente durante 30 segundos, luego se lavd
suavemente con agua del grifo. Se cubrié la superficie de la l&mina con
safranina durante 1 minuto, luego se lavo suavemente con agua del grifo.
Se dejo secar a temperatura ambiente (20 °C). Finalmente, se observo al
microscopio con un aumento de 100X, para lo cual se usd aceite de

inmersion.®
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4.3.1.3.  Agar Triple Azacar Hierro (TSI)

Este medio puede determinar la habilidad de un microorganismo
para utilizar carbohidratos especificos, con o sin produccion de gas, junto
con la determinacion de la produccion de sulfuro de hidrogeno. El agar
TSI contiene tres azucares (glucosa, lactosa y sacarosa) y un indicador de
pH (rojo fenol). Si se produce una fermentacion de la azlcar, la glucosa
seria usada inicialmente y el fondo del tubo tendria un pH acido (amarillo).
Después de la utilizacion de la glucosa, el microorganismo puede
continuar fermentando las azucares restantes, provocando que el tubo
entero sea acido. Ciertas bacterias no pueden utilizar ninguna azucar, pero
pueden descomponer a la peptona. La utilizacion de la peptona provoca un
cambio alcalino en el medio (rojo). La produccion de sulfuro de hidrogeno
ocasiona que el medio se torne negro. Ademas, la ruptura del medio o la
presencia de burbujas es un indicativo de la produccion de gas. Los

resultados se manifiestan como A = 4cido, K = alcalino.®*

En el procedimiento utilizado se hizo la siembra de la muestra en
agar TSI, mediante la técnica de siembra por picadura y estrias en
superficie. Seguidamente, se llevo a incubar a 37 °C por 24 horas.®

4.3.1.4.  Agar Lisina Hierro (LIA)

Este medio contiene lisina, peptonas, glucosa, citrato de hierro
amonio, tiosulfato de sodio y como indicador de pH al purpura de
bromocresol. Este medio fue utilizado para determinar si un
microorganismo puede desaminar o descarboxilar la lisina. La produccion
de sulfuro de hidrogeno también puede ser detectado con este medio. Si el
microorganismo puede descarboxilar la lisina, el fondo del medio se
tornaria purpura (alcalino). Si el microorganismo no puede descarboxilar
la lisina el fondo del medio se muestra amarillo (&cido). Un
microorganismo que puede desaminar la lisina produce que el pico del
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medio adquiera un color rojizo, y si no puede, el pico permanece purpura.
El citrato de hierro amonio y el tiosulfato de sodio estan presentes para la
deteccion de sulfuro de hidrogeno, el cual se evidencia por la aparicion de
un color negro en el medio. Los resultados se manifiestan como A = &cido,

K = alcalino.8®

Ademas, no produce sulfuro de hidrégeno. El procedimiento que
se realiz6 con este medio fue el siguiente: se sembrd utilizando la técnica
de siembra 3 veces picadura y 1 estria de superficie. A continuacion, se

llevé a incubar a 37 °C por 24 horas.®

4.3.1.5. Agar Citrato de Simmons

El agar citrato de Simmons permite detectar si un
microorganismo puede usar al citrato de sodio como un recurso de
carbono, al fosfato de amonio como un recurso de nitrogeno y presenta con
indicador de pH al azul de bromotimol. Este método es util en la
identificacion de las Enterobacteriaceae. Los microorganismos que
poseen a la enzima citrato permeasa, son los que metabolizan al citrato.

Esto se manifiesta por el cambio de color del medio, de verde a azul.®

La siembra de la muestra en este medio se realizd mediante la
técnica por picadura y estrias en superficie. Posteriormente, se llevo a
incubar a 37 °C por 24 horas.®

4.3.1.6. Prueba del Indol
Varios microorganismos poseen la enzima triptofanasa que
degrada al tript6fano produciendo piruvato e indol. Para evaluar este

proceso enzimatico se utilizé al caldo peptonado que contiene peptona

como fuente de triptéfano. Cuando el indol reacciona con el p-dimetil-
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aminobenzaldehido (reactivo de Kovacs) se produce un complejo color

rojo, esto se observa en la superficie del medio como un anillo rojo.%

La muestra fue inoculada a un tubo con caldo peptonado,
mediante el uso de un asa de Kolle. Se llevo a incubar a 37 °C por 24 horas.

Por Gltimo, se agregd 2-3 gotas de reactivo de Kovacs.®

4.3.1.7.  Prueba Rojo de Metilo — VVoges Proskauer (MRVP)

La prueba MRVP es un conjunto de dos ensayos. Los
microorganismos pueden metabolizar a la glucosa por medio de diferentes
vias metabolicas. Si utilizan la via &cido mixta, se originan productos
finales &cidos (acido lactico, &cido acético) o si utilizan la via
butanodiolica, se producen productos finales neutros (acetoina). La
reaccion de rojo de metilo (MR) determina la capacidad de un
microorganismo de producir &cido en un caldo de glucosa tamponado y la
reaccion de Voges-Proskuer (VP) identifica la produccion de acetoina a
partir de la glucosa, utilizando a-naftol e hidroxido de potasio. La reaccion
con rojo de metilo es positiva, cuando la parte superior del medio se torna
roja. Por otro lado, la reaccién de VVoges-Proskuer es positiva cuando
aparece un color rojo oscuro en la parte superior del medio.®

Se inoculo la bacteria en estudio en dos tubos con caldo MR-VP
y se incub6 a 37 °C por 24 horas. En cuanto a la prueba de Voges-
Proskauer se agregd 12 gotas de a-naftol al 5% en alcohol absoluto y 4
gotas de hidréxido de potasio al 40%. Se agité suavemente el tubo con el
medio y se dejé en reposo durante 10 a 15 minutos. Por otro parte, para la
prueba de rojo de metilo se agregd 5 gotas del mismo al 0.04%.%
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4.3.2. Pseudomona aeruginosa

Las muestras que refieren la presencia de P. aeruginosa, fueron
evaluadas por medio de su desarrollo en agar MacConkey, agar triple azcar
hierro y agar citrato de Simmons. Ademas, se examin6 su morfologia mediante
la tincion de Gram. EI fundamento y el procedimiento de estas técnicas se
describen en la seccion anterior. Ademas, se realizo la prueba de la oxidasa, la

cual es descrita a continuacion:

4.3.2.1. Prueba de la oxidasa

Esta es una enzima involucrada en el sistema de transporte de
electrones de las bacterias aerdbicas. La actividad de la oxidasa estd
presente en microorganismos aerobicos, anaerobios facultativos vy
microaerofilicos. Esta es una prueba importante para identificar especies
de Pseudomonas, las cuales son oxidasa positiva. Los miembros de la
familia Enterobacteriaceae son oxidasa negativa. La prueba de la oxidasa
esta basada en la reaccion del reactivo diclorhidrato de tetrametil-p-
fenilendiamina (un donador de electrones); el cual, al ser oxidado pasa de

un color rosado a un purpura oscuro.®®

El procedimiento para la realizacion de esta prueba fue el
siguiente: en un trozo de papel filtro, se colocé una cantidad de la muestra
que contiene a la bacteria. Luego, se afiadio 1 gota del reactivo para el
reconocimiento de la oxidasa, sobre la muestra presente en el papel filtro.
Se esperd 30 segundos para obtener el resultado.®

4.3.3. Staphylococcus aureus y epidermidis

Las muestras que refieren la presencia de S. aureus y el S. epidermidis,

fueron evaluadas usando la tincion de Gram. El fundamento y el procedimiento
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de esta técnica se describe en la seccién anterior. Ademas, se realiz6 otras

técnicas para identificar a estas bacterias, las cuales son:

4.3.3.1. Agar Manitol Salado

El agar manitol salado es un medio usado para el aislamiento
selectivo de los estafilococos patdgenos, ya que la mayoria de otras
bacterias son inhibidas por su elevada concentracion de cloruro de sodio.
El manitol presente en este medio es usado para la deteccion de la habilidad
fermentativa, debido a que se forma colonias de estafilococos con un halo
amarillo que las rodea. Si el manitol es fermentado, los &cidos producidos
convierten al rojo fenol (indicador de pH) de rojo (alcalino) a amarillo

(4cido).®7

Es procedimiento estuvo dado por la siembra de la muestra que
contuvo a la bacteria en estudio sobre el agar manitol salado, para lo cual
se utilizd la técnica de la estria. Seguidamente, se incub6 a 37°C por 24

horas.?’

4.3.3.2. Prueba de la catalasa

Esta prueba determina la habilidad de algunos microorganismos
de producir catalasa que degrada al peréxido de hidrégeno. Los
microorganismos que poseen catalasa la utilizan para degradar el perdxido
de hidrogeno que puede acumularse durante su respiracion.®

El procedimiento de esta prueba consistié en: colocar con un asa
de Kolle una colonia, del microorganismo a investigar, en una lamina
portaobjeto que contenga 1-2 gotas de peroxido de hidrégeno. Si burbujas
de gas o efervescencia surgen de la gota, entonces la prueba es positiva.®
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4.3.3.3.  Prueba de la coagulasa

La coagulasa es la enzima que convierte el fibrindgeno en fibrina.
La capa de fibrina que rodea a la célula bacteriana, protege a las bacterias
de las defensas no especificas del huésped.%®

Esta prueba se realizé colocando 1-2 gotas de plasma humano en
un portaobjetos. Luego, con un asa de Kolle se obtuvo una colonia, del
microorganismo a investigar, y se suspendidé en las gotas de plasma.
Seguidamente, se agito suavemente y se esperé 5-20 segundos. Si se
produce la formacion de grumos la prueba es positiva.®

4.3.4. Candida albicans

Las muestras que indican la presencia de C. albicans, fueron

caracterizadas mediante los siguientes métodos:

4.3.4.1. Examen Directo

La prueba del hidroxido de potasio es usada para detectar de
forma rapida la presencia de elementos fungicos (fragmentos miceliales,
esférulas, células de levadura y pseudohifas). El hidroxido de potasio es
una base fuerte; la cual puede suavizar, digerir y limpiar la matriz en la
cual se encuentra el hongo, permitiendo que los elementos flngicos

puedan observarse directamente al microscopio.®

Para la ejecucion de esta prueba, se retird con el asa de Kolle una
muestra con el espécimen a investigar y se coloco sobre un portaobjeto. A
continuacion, se afiadié 1 gota de hidroxido de potasio al 10% y se colocd
un cubreobjeto y se presiond suavemente para eliminar cualquier burbuja
de aire. Finalmente, se observé al microscopio a 10x y 40x.8°
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4.3.4.2. Tincién de Gram

Las levaduras se comportan como organismos Gram-positivos, ya
que presentan una pared celular gruesa que retiene al complejo cristal
violeta-yodo detras de la pared celular, provocando que no se produzca un
dafo suficiente para producir poros grandes en la pared celular durante la
aplicacion del decolorante. Como resultado, las células de las levaduras
aparecen purpuras, pero no necesariamente porque son verdaderamente
Gram-positivas.*® El fundamento y procedimiento de esta técnica se

describen en secciones anteriores.

4.3.4.3. Agar Sabouraud

El agar Sabouraud es un medio usado para el cultivo de hongos y
levaduras. Este agar contiene nutrientes para el crecimiento de los
microorganismos (peptona y glucosa). Ademas, el desarrollo de los hongos
se ve beneficiado por la presencia de cloranfenicol y el pH acido.”

En el agar sabouroaud, se sembrd la muestra que presento al
microorganismo estudiado, para lo cual se utilizé la técnica de la estria.
Posteriormente, se incub6 a 37°C por 24 horas.”

4.3.4.4.  Prueba del tubo germinativo

La identificacion de C. albicans se realiz6 mediante la prueba del
tubo germinativo, la cual permite diferenciarla de otras especies de
Candida. Esta prueba consiste en la induccién de excrecencias de hifas
(tubos germinales). Cerca del 95% de los aislamientos de C. albicans
producen tubos germinales. La prueba es positiva cuando se visualiza una
estructura elongada proveniente de la célula levaduriforme, semejante a un

espejo de mano.”’
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Esta prueba fue llevada a cabo mediante la siembra de una colonia
del microorganismo estudiado, por medio del asa de Kolle, en un tubo con
0.5 mL de suero humano. A continuacion, se llevo a incubar a 37 °C
durante 2 horas. Finalmente, se coloco 2-3 gotas de la suspension en un
portaobjetos y se observé al microscopio a 40X.”’

4.4. Evaluacion del efecto antimicrobiano del aceite esencial

En los dltimos afios, se ha visto incrementado el interés en la investigacion y
el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos de diversas fuentes. Por lo tanto,
se ha prestado mayor atencion a los métodos de deteccion y evaluacion de la
actividad antimicrobiana. En el presente estudio se empled los métodos de dilucion
para evaluar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Luma chequen
(Molina) A. Gray.

Se puede utilizar un método de dilucién en caldo o en agar para medir

cuantitativamente la actividad antimicrobiana in vitro contra bacterias y hongos.

4.4.1. Método de microdilucion en caldo

Es uno de los métodos mas usados para evaluar la susceptibilidad

antimicrobiana. El procedimiento involucra lo siguiente:

44.1.1. Preparacion del aceite esencial al 20% y al 50%v/v

Se preparé una emulsion de aceite esencial de Luma chequen
(Molina) A. Gray a una concentracion del 20%v/v(200 puL/mL), utilizada
para los ensayos con todos los microrganismos, exceptuando a la P.
aeruginosa, en la cual el aceite esencial presento menor efecto
antimicrobiano, por lo que se us6 una emulsion de 50%v/v. Se uso tween

80 al 5% (surfactante hidrofilico) para la elaboracion de esta emulsion, el

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

cual permitio la emulsificacion (mezcla de dos liquidos inmiscibles) del

aceite esencial en agua.

4.4.1.2. Preparacion del inoculo

Se realiz6 un indculo de cada microorganismo, para lo cual se
transfirid un cierto nimero de colonias a un tubo con 10 mL de caldo
infusion cerebro-corazén (BHI). Estas suspensiones microbianas fueron
ajustadas a una turbidez equivalente al patron 0.5 de la escala de
McFarland (mezcla de 0.05mL de cloruro de bario al 1% con 9.95mL de
acido sulfdrico al 1%), lo que asemejé a 1.5 x 108 UFC/mL. Por dltimo, se
realizo una dilucion 1/100 del indculo con la finalidad de conseguir 10°
UFC/mL, concentracion a la cual se trabaj6 en las microdiluciones.

44.13. Preparacion de las microdiluciones

El efecto antimicrobiano del aceite esencial de Luma chequen
(Molina) A. Gray se evalud utilizando placas de microdilucion de 96
pocillos. La evaluacion antimicrobiana frentes a E. coli, S. aureus, S.
epidermidis y C. albicans, se procedio tal como se muestra en la Tabla N°

5; y frente a P. aeruginosa, tal como se muestra en la Tabla N° 6.

Tabla N° 5 Esquema de microdiluciones para evaluar el efecto antimicrobiano
del aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray, frente a E. coli, S. aureus,
S. epidermidis y C. albicans.

Pocillo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Aceite esencial al 20% (pL) | 125 25 375 50 625 75 875 100 1125 125

Soluciones

Caldo BHI (uL) 1125 100 875 75 625 50 375 25 125 0
Inéculo 10°(uL) 125 125 125 125 125 125 125 125 125 125
Vol. Final (uL) 250 250 250 250 250 250 250 250 250 250
Cc. Final (%) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Fuente: elaboracion propia
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Cada placa presenta un control negativo o blanco del aceite esencial, el
cual const6 de 50 pL de tween 80, 75 uL de caldo BHI y 125 pL de inéculo.
Una vez terminado este proceso, se cubrid la placa de microdilucion y se
incubd a 37°C durante 24 horas. Este procedimiento fue aplicado a cada uno

de los microorganismos evaluados en el presente trabajo de investigacion.

Tabla N° 6 Esquema de microdiluciones para evaluar el efecto antimicrobiano del
aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray, frente a P. aeruginosa.

Pocillo
1 2 3 4 5 6 1 8

Aceite esencial al 50% (uL) | 50 60 70 80 90 100 110 120

Soluciones

Caldo BHI (nL) 75 65 55 45 35 25 15 5

In6culo 10°(uL) 125 125 125 125 125 125 125 125
Vol. Final (nL) 250 250 250 250 250 250 250 250
Cc. Final (%) 10 12 14 16 18 20 22 24

Fuente: elaboracioén propia

4.4.2. Concentracion inhibitoria minima (CIM)

La concentracion inhibitoria minima (CIM), es definida como la
concentracion mas baja del antimicrobiano que inhibe el crecimiento visible de

un microorganismo después de una incubacion.®

Esta técnica se llevd a cabo después de la incubacién de las
microdiluciones. Para lo cual, se visualizd la serie de disoluciones en los
pocillos y se busco el pocillo que no presenté turbidez. Este pocillo representa
a la CIM, ya que representa a la minima concentracion del aceite esencial de
Luma chequen (Molina) A. Gray que inhibid el crecimiento del microrganismo
estudiado.

4.4.3. Concentracion Bactericida o Fungicida Minima
La concentracion bactericida minima (CBM, para el caso de las

bacterias), y fungicida (CFM, para el caso de C. albicans), es definida como la
concentracion mas baja del antimicrobiano que mata el 99.9% de los
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microorganismos. También, se le define como la concentracion mas baja de
antimicrobiano que evitara el crecimiento de un organismo después de un

subcultivo en medios libres de antibi6ticos.22

Una vez que se encontr6 a la CIM, esta concentracion del
antimicrobiano se establecié como punto de partida para evaluar la CBM y
CFM. Para la evaluacion de este método se sembré en agar Mueller Hinton,
mediante la técnica de estria, utilizando concentracion de aceite esencial de los
pocillos donde no hubo crecimiento de microorganismos (pocillos
transparentes). Seguidamente, se incub6 a 37°C durante 24 horas. Si los
microorganismos no se desarrollaron en el medio, se considerd que estuvieron
muertos. La placa en la que se sembré la concentracion mas baja del
antimicrobiano donde no hubo crecimiento de microorganismos, correspondio
a la CBM o CFM. El mismo procedimiento se ejecuté con todos los
microorganismos en estudio (Fig. 14).

gl uielede/kol oy N—

URURU )g i /U7

Concentracion Subcultivo sobre un agar
minima inhibitoria libre de antibidticos

@“9/39 I TN

Concentracién
minima bactericida

Fig. 14 Método de dilucion en caldo para evaluar la CIM y CBM o MFC. £
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4.5. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron analizados utilizando el software Microsoft Excel
2016, para realizar la estadistica descriptiva (promedio, desviacion estandar,
coeficiente de variacién) segun corresponde; mientras que, el software SPSS
Statistics 21, fue utilizado para realizar la estadistica diferencial, que consté de la
prueba de andlisis de varianza de una via (one-way ANOVA), seguido de la prueba

de Tukey, a un nivel de confianza de 95% (a=0.05).
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

1. Obtencion del aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray

La identidad botanica del material vegetal utilizado para la extraccion del aceite
esencial, se confirm6 en el laboratorio la facultad de Ciencias Bioldgicas del
Departamento académico de Biologia HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA) de la
Universidad Nacional de San Agustin, tal como se observa la respectiva constancia
(Anexo 1).

Tal como se menciona en la metodologia (apartado 4.1.2), la Fig. 15 muestra la
obtencion del aceite esencial de Arrayan por decantacion, que corresponde al liquido
de la fase superior.

Fig. 15 Obtencion del aceite esencial de Arrayan.
Fuente: elaboracion propia.

Algunos autores refieren la extraccion de aceites esenciales a partir de un material
vegetal seco, es el caso por ejemplo del estudio realizado por Carhuapoma’, en el que
extrajo aceite esencial de Arrayan para evaluar su actividad antioxidante. Sin embargo,
diversos estudios demostraron el cambio de la composicion del aceite esencial,
especificamente la disminucion de los compuestos volatiles, cuando se somete el

material vegetal a diferentes métodos de secado; evidenciandose asi, que la forma
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adecuada de obtencidn de aceites esenciales es a partir del material vegetal fresco,®*%
razén por la que en el presente estudio se utilizd hojas frescas de Arrayan para la
obtencidn del aceite esencial.

Por otro lado, la Tabla N° 7 muestra el porcentaje del rendimiento de la extraccion
del aceite esencial de Arrayan, expresado en volumen/peso (v/p), que corresponde a
los mililitros de aceite esencial obtenido por cada 100g de material vegetal. Se observa
que, considerando las hojas frescas de Arrayan se obtuvo un 0.11% de rendimiento;
ademas, éste rendimiento de extraccion confirma lo sefialado por diversos autores que

refieren un rendimiento de 0.005% - 10%.18

Tabla N° 7 Rendimiento de la extraccion de aceite esencial de Arrayan.

N°de Hojas de Arrayan a?:/eoilt:r::enngiiu Rendimiento
extraccion fresco (9) (mL) (%, vip)
I 3220 35 0.11
I 3200 3.4 0.11
il 3320 3.6 0.11
v 3220 3.5 0.11
\Y 3310 3.6 0.11
Vi 3250 3.5 0.11
Promedio 0.11
DS 0.0010
CV (%) 0.91

Fuente: elaboracion propia.

2. Caracterizacion del aceite esencial

2.1. Caracteristicas organolépticas

La Fig. 16 muestra el aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray,
obtenido por el método descrito anteriormente. Tal como refieren Li Y. et al.,*° los
aceites esenciales frecuentemente presentan un color amarillo, con un olor
aromatico caracteristico al material vegetal; ademas, se pudo evidenciar el aspecto

limpido y oleoso, aceitoso y untuoso al tacto y de sabor amargo.
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Fig. 16 Aceite esencial de Arrayan..
Fuente: elaboracion propia.

2.2. Caracteristicas fisicas

La Tabla N° 8 muestra los valores de las caracteristicas fisicas del aceite
esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray, determinados a 20°C. Se observa que
la densidad relativa es de 0.913g/mL, valor que se encuentra dentro de lo que
refieren muchos autores'’; ademas, se asemeja al hallado por Carhuapoma M.,’
quien determind una densidad de 0.9044g/mL del aceite esencial del mismo

material vegetal.

Por otro lado, el indice de refraccion del aceite esencial obtenido fue de 1.47;
de forma similar al pardmetro anterior, se encuentra dentro del rango frecuente de
los aceites esenciales (1.45 — 1.59),*" y similar al indice de refraccion del aceite

esencial que obtuvo Carhuapoma M.’

Tabla N° 8 Caracteristicas fisicas del aceite esencial de Arrayan.

Caracteristica Valor
Densidad relativa (g/mL) 0.913
indice de refraccion 1.47
Solubilidad en etanol 96% Soluble
Solubilidad en etanol 70% 1:9
Solubilidad en agua Insoluble

Fuente: elaboracion propia.

En cuanto a la solubilidad, la Tabla N° 8 muestra también que el aceite

esencial de Luma chequen fue soluble en todas las proporciones de etanol al 96%,
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por lo que se define que el aceite esencial es miscible con ésta concentracion de
alcohol; mientras que para solubilizar un volumen de aceite esencial fue necesario
nueve volumenes de alcohol al 70% (solubilidad 1:9); por otro lado, el aceite
esencial fue insoluble en agua, en todas las proporciones. Ademés, Baser &
Buchbauer refieren que la solubilidad de los aceites esenciales depende de la
composicion quimica; es asi que los aceites esenciales ricos en compuestos
oxigenados, son mas facilmente solubles en etanol diluido que los ricos en
compuestos hidrocarbonados.!’ Por lo que éstos Ultimos compuestos podrian estar

presentes, mayoritariamente, en el aceite esencial de Arrayan.

2.3. Composicion quimica

2.3.1. Cromatografia de gases

El anexo N° 2 muestra el cromatograma GC-MS del aceite esencial de
arrayan, obtenido por el cromatografo Shimadzu GC-MS-QP2010 Ultra.
Considerando el tiempo de retencion de cada componente, se identificd varios
compuestos que se listan en la Tabla N° 9 y se observan las respectivas
estructuras en la Fig. 17

Tabla N° 9 Identificacion de compuestos presentes en el aceite esencial de
Luma chequen (Molina) A. Gray, por GC-MS.

Tiempo de Composicion
Compuesto retencion porcentual

(minutos) (%)
D-Limoneno 8.905 16.35
B-Pineno 8.418 7.14
2,3,5,8-tetrametildecano 11.878 6.47
4,5-dimetilnonano 9.073 6.14
Nonanal 9.559 6.04
3,8-dimetilundecano 12.135 5.86
2-butil-1-deceno 12.655 4.77
5-(2-metilpropil)-nonano 9.121 4.52
(E)-2-tridecenal 12.696 451
Ester de 4cido acetoacético-3(10)-caren-4-ol 9.153 4.31
(E,E)-2,4-decadienal 12.16 4.19
4,6-dimetildodecano 12.766 3.99
3,7-dimetil-1,7-Octadien-3-ol 8.714 3.62

Fuente: elaboracion propia.
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Fig. 17 Estructura quimica de los compuestos presentes en el aceite esencial de
Luma chequen (Molina) A. Gray, por GC-MS

Fuente: elaboracion propia.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

Gl :
TESIS UCSM ~  DE SANTA MARIA

En la Tabla N° 9 se observa que los compuestos presente en mayor
porcentaje son el D-limoneno (16.35%); seguido de B-pineno (7.14%); 2,3,5,8-
tetrametildecano (6.47%); 4,5-dimetilnonano (6.14%); nonanal (6.04%) y los
demas compuestos en una cantidad menor al 6%. Ruiz et al., reportaron la
presencia de limoneno, como principal componente del aceite esencial de

Arrayan; ademas, refirieron la presencia de oy p — pineno.®

Otros estudios, como los realizados por Carhuapoma’ y Vallverdd et
al.%, refirieron identificar también los compuestos antes mencionados; sin
embargo, refieren que el constituyente mayoritario del aceite esencial que
obtuvieron fue a-pineno. Ademas, éstos estudios utilizaron Luma chequen
(Molina) A. Gray de la region de Ayacucho, mientras que en el presente estudio
el material vegetal utilizado fue de la regién del Cusco; por lo que la diferencia,
de la composicion quimica, es probablemente debido al origen del material

vegetal.

3. Identificacion de los agentes patégenos

3.1. Escherichia coli

Se caracterizo cinco muestras que refirieron la presencia de E. coli. Para tales
muestras, se obtuvo los siguientes resultados que confirmaron la presencia de E.

coli:

3.1.1. Agar MacConkey

En los agares MacConkey, donde se sembré las muestras, aparecieron
colonias rojas y no mucoides. La presencia de colonias rojas indicd la
existencia de bacterias fermentadoras de lactosa. Estas bacterias probablemente
formaron &cido lactico, ocasionando que el pH disminuya y que el indicador
de pH del medio (rojo neutro) conserve su color rojo. Estas colonias se
muestran en la Fig. 18(a).
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3.1.2. Tincién de Gram

Luego de la realizacion de la tincion de Gram, se observo la presencia
de bacilos color rojo, lo que indicdé que son bacilos Gram-negativos (Fig.
18(b)). El color rojo mostrd que la safranina tifio a estas bacterias, debido a que
tuvieron una capa delgada de peptidoglicano y una bicapa lipoproteica, que
fueron alteradas en el proceso de decoloracion.

3.1.3. Agar Triple Azacar Hierro (TSI)

Los microorganismos sembrados en los agares de TSI, produjeron que
el medio se torne totalmente amarillo (A/A), lo que indicé que se produjo la
fermentacion de la glucosa, lactosa y/o sacarosa del medio, probablemente por
la formacion de algunos acidos que provocaron que el pH del medio disminuya.
Esto fue evidenciado por el viraje del indicador de pH (rojo fenol), de rojo a
amarillo. Ademas, se observd la ruptura de los medios, lo que sefialé la
produccion de gas y el medio no se torné negro, mostrando que no se produjo

sulfuro de hidrogeno. Estas caracteristicas se muestran en la Fig. 18 (c).

3.1.4. Agar Lisina Hierro (LIA)

En los agares LIA, en los cuales se sembro las bacterias, mostraron una
coloracion purpura en todo el medio (K/K). Esta coloracion fue un indicativo
de que estas bacterias pudieron descarboxilar la lisina, pero no pudieron
desaminarla. Ademas, no se observo la aparicion de un color negro en el medio,

lo que descart6 la formacion de sulfuro de hidrogeno (Fig. 18(d)).
3.1.5. Agar Citrato de Simmons
La presencia de las bacterias que fueron sembradas en los agares citrato

de Simmons, ocasiond que estos permanecieran de color verde (Fig. 18(e)).
Esto indico que las bacterias no utilizaron al citrato de sodio como recurso de
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carbono (no presentaron a la citrato permeasa) y posiblemente no se
desarrollaron en el medio. Esto ocasion6é que el indicador de pH (azul de

bromotimol) no se vea alterado; por lo tanto, el medio conservé su color verde.

3.1.6. Prueba del Indol

En las pruebas del indol, se observd la formacidn de un anillo rojo en la
superficie de los medios, después de la reaccion con el reactivo de Kovacs (Fig.
18(f)). Esto mostro la presencia de indol en el caldo peptonado, el cual se formé
por la degradacion del tript6fano mediante la enzima triptofanasa que tuvieron
estas bacterias.

3.1.7. Prueba Rojo de Metilo — VVoges Proskauer (MRVP)

La prueba MRVP mostrd que, en los tubos tratados con rojo de metilo,
se tornaron rojos en la parte superior. Por otro lado, los tubos tratados con a-
naftol e hidroxido de potasio no mostraron ningtn cambio (Fig. 18(g) y (h)).
Esto demostré que estas bacterias siguieron la via acido-mixta para la
metabolizacion de la glucosa. Existen referencias que sefialan que la bacteria
E. coli es VP:- y RM:+, lo que indica que esta bacteria utiliza via acido-mixta

para metabolizar a la glucosa.>%%
Estos resultados confirmaron que las muestras recolectadas tuvieron la

presencia de la E. coli. Lo cual sirvio para evaluar la susceptibilidad de esta
bacteria frente al aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray.
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Fig. 18 Pruebas de caracterizacion de la E. coli. a) Agar
MacConkey: colonias rojas fermentadoras de glucosa, b)
Tincion de Gram: Bacilos Gram-negativos, c) Agar TSI: A/A
+-, d) Agar LIA: K/K -, e) Agar Citrato de Simmons: citrato
permeasa negativa, f) Prueba del Indol: positiva, g) Prueba
Rojo de Metilo — h) Voges Proskauer: MR-positivo y VP-

negativo.
Fuente: elaboracion propia

3.2. Pseudomona aeruginosa

Las cinco muestras que indicaban la presencia de P. aeruginosa fueron

caracterizadas. Estas muestras dieron los siguientes resultados:
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3.2.1. Agar MacConkey

Luego de la incubacion de los agares MacConkey, se observo la
aparicion de colonias grandes con una pigmentacion de color azul verdoso,
estableciéndose que estas bacterias fueron capaces de producir pigmentos.
Asimismo; el medio se torné amarillo, lo que indic6 que hubo un cambi6 de
pH de neutro a basico, probablemente por la utilizacion de peptona por parte
de estas bacterias, ocasionando la formacion de amoniaco e incrementandose
el pH. Este cambio de color de rojo a amarillo, se produjo por el viraje del
indicador de pH (rojo neutro). Las colonias se muestran en la Fig.19(a).

3.2.2. Tincién de Gram

Se realizo la tincién de Gram a las cinco muestras, obteniéndose bacilos
Gram-negativos, los cuales se muestran en la Fig. 19(b). Estos resultados
indican que son bacterias cuya estructura fue susceptible al proceso de
decoloracion con etanol-acetona, debido a que presentan una bicapa

lipoproteica y una delgada capa de peptidoglicano.

3.2.3. Agar Triple Azacar Hierro (TSI)

Los agares TSI, con la presencia de estas bacterias, mostraron un color
rojo en todo el tubo (K/K), esto se produjo por la falta de fermentacion las
azucares (glucosa, lactosa y sacarosa); ya que, probablemente la bacteria solo
consumié el recurso de nitrégeno (pluripeptona), provocando la formacion de
amoniaco, aumentando el pH y haciendo virar al indicador de pH (rojo fenol)
a un rojo méas intenso. Ademas, no se observo la produccion de gases ni de
sulfuro de hidrogeno, en los tubos (Fig. 19(c)).

3.2.4. Agar Citrato de Simmons
Las bacterias sembradas en los agares de citrato de Simmons,

produjeron que los medios exhiban un color azul (Fig. 19(d)). Este color indico

que las bacterias presentan la enzima citrato permeasa, la cual puede
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metabolizar al citrato, provocando posiblemente la formacién de carbonatos y
bicarbonatos alcalinos. Esto ocasion6 que el indicador de pH (azul de

bromotimol) cambie de color por el medio béasico, de verde a azul.

3.2.5. Prueba de la oxidasa

Las pruebas de la oxidasa ejecutadas, dieron como resultado la
aparicion de una mancha purpura oscuro en el papel filtro (Fig. 19(e)). Esto
indico que el reactivo diclorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina fue oxidado,

por la enzima oxidasa presente en estas bacterias.

Los resultados obtenidos corroboraron la presencia de la P. aeruginosa
en las distintas muestras obtenidas. Estos ejemplares de la P. aeruginosa fueron
utilizados para estudiar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Luma

chequen (Molina) A. Gray.

Fig. 79 Pruebas de caracterizacion de la P. aeruginosa a) Agar
MacConkey: Colonias azul verdoso y no fermentan lactosa, b)
Tincion de Gram: Bacilos Gram-negativos, ¢) Agar TSI: K/K -
-, d) Agar Citrato de Simmons: citrato permeasa positiva, e)

Prueba de la Oxidasa: positiva.
Fuente: elaboracion propia
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3.3. Staphylococcus aureus

Cinco muestras que refirieron la presencia de S. aureus, fueron caracterizadas
para asegurar la presencia de estas bacterias. Se obtuvo los siguientes resultados en

el proceso de caracterizacion:

3.3.1. Agar Manitol Salado

Los agares manitol salado, luego del proceso de incubacion, mostraron
el crecimiento adecuado de colonias amarillas y el medio también se torno
amarillo (Fig. 20(a)). Esto indicd que estas bacterias soportaron la alta
concentracion de cloruro de sodio; asimismo, presentaron la habilidad de
fermentar al manitol, lo que produjo la formacién de acidos que alteraron el pH
del medio, ocasionando que el indicador de pH (rojo fenol) cambie de rojo a

amarillo.

3.3.2. Tincién de Gram

Después de la tincion de Gram, se obtuvo de que las bacterias son cocos
agrupados en forma de racimos (estafilococos) Gram-positivos (Fig. 20(b)).
Esto indico que estas bacterias poseen una pared celular gruesa, compuesta por
peptidoglicano y polimeros secundarios, que les permite resistir al proceso de

decoloracion.
3.3.3. Prueba de la Catalasa
La prueba de la catalasa, mostré que las bacterias produjeron burbujas

de gas al contacto con el perdxido de hidrégeno (Fig. 20(c)). Estos resultados
sefialaron que las bacterias estudiadas pueden producir catalasa.
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3.3.4. Prueba de la coagulasa

Las bacterias estudiadas, luego de la prueba de la coagulasa, mostraron
la formacion de grumos (Fig. 20(d)). Estos resultados mostraron que estas
bacterias producen la enzima coagulasa, la cual convirtio el fibrinbgeno en

fibrina, evidencidndose en la aparicion de grumos en el plasma humano.

La presencia del S. aureus fue confirmada, en las muestras obtenidas,
mediante los resultados hallados. Por lo cual, estas bacterias fueron utilizadas
para la evaluacion de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Luma
chequen (Molina) A. Gray.

Fig. 20 Pruebas de caracterizacion de la S. aureus a) Agar
Manitol Salado: Colonias amarillas y fermentacion del manitol,
b) Tincion de Gram: estafilococos Gram-positivos, c¢) Prueba

de la catalasa: positiva, d) Prueba de la Coagulasa: positiva.
Fuente: elaboracion propia
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3.4. Staphylococcus epidermidis

Se caracteriz0, las cinco muestras que refirieron la presencia de S.
epidermidis, con el fin de constatar su presencia. Los resultados obtenidos en el

proceso de caracterizacion fueron:

3.4.1. Agar Manitol Salado

Se observé colonias rojas y rodeadas de medio del mismo color, en los
agares manitol salado que fueron utilizados para la caracterizacion de estas
muestras (Fig. 21(a)). Los resultados obtenidos fueron indicativo de que estas
bacterias resistieron las altas concentraciones de cloruro de sodio del medio.
Ademas, estas bacterias no fermentaron al manitol, ya que aparecieron colonias
rojas rodeadas de medio rojo. Esto posiblemente ocurrié debido a que estas
bacterias solo consumieron los recursos de nitrogeno (pluripeptona), lo que
formé amoniaco e incremento el pH del medio, ocasionando que el indicador

de pH (rojo fenol) vire a un rojo mas intenso.

3.4.2. Tincién de Gram

Las bacterias estudiadas luego de la tincion de Gram, indicaron ser
cocos Gram-positivos en forma de racimos (estafilococos), los cuales se
muestran en la Fig. 21(b). Estas bacterias resistieron el proceso de decoloracion
con etanol-acetona, debido a que presentaron una pared celular gruesa
(peptidoglicano y polimeros secundarios.

3.4.3. Prueba de la catalasa
Las bacterias que fueron evaluadas, mostraron en la prueba de la

catalasa la formacién de burbujas de gas o efervescencia, en presencia de

peroxido de hidrdgeno, esta reaccion se observa en la Fig. 21(c). Por lo tanto,
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estas bacterias pudieron producir catalasa que degradd al perdxido de

hidrdgeno.

3.4.4. Prueba de la coagulasa

La prueba de la coagulasa, mostr6 que las bacterias estudiadas no
formaron grumos, cuando estuvieron en contacto con el plasma humano (Fig.
21(d)). Estos resultados indicaron que estas bacterias no producen la enzima

coagulasa.

Estos resultados confirmaron la presencia de la bacteria S. epidermidis
en las muestras recolectadas. Estas bacterias fueron utilizadas para evaluar su
susceptibilidad frente al aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray.

Fig. 21 Pruebas de caracterizacion de la S. epidermidis a) Agar
Manitol Salado: Colonias rojas y no fermentan al manitol, b)
Tincion de Gram: estafilococos Gram-positivos, ¢) Prueba de

la catalasa: positiva, d) Prueba de la Coagulasa: negativa.
Fuente: elaboracion propia
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3.5. Candida albicans

Las muestras que indicaron la presencia de C. albicans fueron caracterizadas,
con el objetivo de corroborar su presencia. Los resultados obtenidos en la

evaluacion de estas muestras fueron:
3.5.1. Examen Directo

Se realizd el examen directo a los microrganismos estudiados. Se
observo la presencia de células de levadura y pseudohifas al microscopio, las
cuales se muestran en la Fig. 22(a).

3.5.2. Agar Sabouraud

Los agares sabouraud, con la presencia de estos microorganismos,
mostraron el crecimiento de colonias lisas, brillantes y blanquecinas (Fig.
22(b)). Este agar es selectivo para el crecimiento de hongos y levaduras, ya que
posee un antibacteriano (cloranfenicol) y un pH &cido.

3.5.3. Tincién de Gram

Luego de la realizacion de la tincion de Gram, se observo la presencia
de células grandes, esféricas y Gram-positivas (Fig. 22(c)). Las levaduras se
comportan como organismos Gram-positivos, estas presentan una pared celular
gruesa que les permite resistir el proceso de decoloracion, lo que les permite

adquirir una tonalidad purpura, pero no necesariamente son Gram-positivas.
3.5.4. Prueba del Tubo Germinativo
La prueba del tubo germinativo, dio como resultado la visualizacion de

una estructura elongada proveniente de la célula levaduriforme, semejante a un

espejo de mano (excrecencias de hifas), las cuales se muestran en la Fig. 22(d).
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La presencia de C. albicans fue confirmada en las muestras analizadas.
Estos hongos fueron utilizados para evaluar su susceptibilidad frente al aceite
esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray.

Fig. 22 Pruebas de caracterizacion de la C. albicans a)
Examen directo: células de levadura y pseudohifas, b) Agar
Sabouraud: colonias lisas y blanquecinas, ¢) Tincion de
Gram: células grandes, esféricas y Gram-positivas, d)

Prueba del tubo germinativo: excrecencias de hifas.
Fuente: elaboracion propia

4. Evaluacién del efecto antimicrobiano del aceite esencial

Luego de la incubacion de la microdiluciones, se evaluo el efecto antimicrobiano
del aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray sobre E. coli, P. aeruginosa, S.
aureus, S. epidermidis y C. albicans.

El efecto antimicrobiano fue evaluado mediante el hallazgo de la concentracién
inhibitoria minima (CIM) y concentracion minima bactericida (CBM)/concentracion
minima fungicida (CFM). La CIM se determind buscando el pocillo que no mostro
turbidez después de la incubacion. Este pocillo represento la concentracién mas baja
del aceite esencial que inhibio el crecimiento visible de los microrganismos estudiados.

Por otro lado, la CBM/CFM se establecié mediante la busqueda de la placa que no
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presento crecimiento microbiano. Esta placa represento a la concentracion de aceite
sencial que mat6 al 99.9% de los microorganismos estudiados. Ademas, para asegurar
que el tween 80, que se agrego para la emulsion del aceite esencial, no intervino en el
efecto antimicrobiano; se realizé un blanco para cada cepa microbiana, el cual se

detalla en la parte metodoldgica.

En general se encontr6 que el aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray,
presentd efecto antimicrobiano sobre los microorganismos estudiados. Esto podria
deberse a su composicion, donde se pudo cuantificar cantidades importantes de f-

pineno y D-limoneno, los cuales son potentes agentes antimicrobianos.®”%8

4.1. Efecto antimicrobiano del aceite esencial sobre E. coli

4.1.1. Determinacién de la concentracién inhibitoria minima

El aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray presentd
actividad antimicrobiana sobre las cepas de E. coli, estableciéndose que la
concentracion inhibitoria minima fue de 8% v/v (80 uL/mL) del aceite esencial.
Estos resultados se muestran en la Tabla N° 10. Un estudio que utiliz6 a la
Pimenta pseudocaryophyllus que pertenece a la familia Myrtaceae, en la cual
se encuentra la Luma chequen (Molina) A. Gray, indicO que esta planta
presenta un CIM para E. coli de 4.8% vl/v, indicando su posible efecto
antibacteriano a los terpenos que constituyen a esta planta.®

Tabla N° 10 Determinacion de la CIM del aceite esencial de Luma chequen (Molina)
A. Gray frente a E. coli

Muestra de | Concentracion aceite esencial Luma chequen (Molina) A. Gray(%o v/v)
E. coli 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Blanco

1 + + + + + + + - - - +

2 + + + + + + + - - - +

3 + + + + + + - - - - +

4 + + + + + + + - - - +

5 + + + + + + + - - - +

(+): Pocillo con crecimiento bacteriano
(-): Pacillo sin crecimiento bacteriano
Fuente: elaboracion propia
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4.1.2. Determinacién de la concentracién minima bactericida

Luego de la determinacion de la CIM, se determin6 la CBM del aceite
esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray sobre las cepas de E. coli,
obteniéndose un resultado de 10% v/v (100 uL/mL) de aceite esencial (Tabla
N° 11). Si comparamos con el CIM podemos encontrar que este es menor, ya
que este valor solo indico la cantidad de aceite esencial necesaria que evito el
crecimiento bacteriano; sin embrago, la CBM es un valor que muestra que no
solo hubo una inhibicidn de la E. coli, sino también que causé la muerte de la
misma. Por otro parte, se ha reportado una investigacion la cual indica que el
aceite esencial de Cordia globosa, que presenta dentro de sus componentes al
B-pineno y D-limoneno, puede alterar las membranas celulares de la E. coli,®

pudiéndose dar un comportamiento similar con la planta estudiada.

Tabla N° 11 Determinacion de la CBM del aceite esencial de Luma chequen
(Molina) A. Gray frente a E. coli

Muestra de | Concentracion aceite esencial Luma chequen (Molina) A. Gray (% Vv/v)
E. coli il 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Blanco
1 R R R R R R R + + - +
2 R R R R R R R + + - +
3 R R R R R R + A - - +
4 R R R R R R R + + - +
5 R R R R R R R + + - +

(R): Realizado: concentraciones donde hubo crecimiento en la evaluacion de CIM y no utilizadas en la CBM
(+): Placa con crecimiento bacteriano

(-): Placa sin crecimiento bacteriano

Fuente: elaboracion propia

4.2. Efecto antimicrobiano del aceite esencial sobre P. aeruginosa
4.2.1. Determinacion de la concentracién inhibitoria minima

Como fue descrito en la parte metodoldgica, la P. aeruginosa presento
mayor resistencia al aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray.
Debido a esto, se utilizd una solucion patron de mayor concentracion (50%
v/v). La CIM frente a la P. aeruginosa fue de 20 % v/v (200 uL/mL) del aceite
esencial (Tabla N° 12).
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Tabla N° 12 Determinacion de la CIM del aceite esencial de Luma chequen (Molina)
A. Gray frente a P. aeruginosa

Muestra de | Concentracion aceite esencial Luma chequen (Molina) A. Gray(% v/v)
P.
aeruginosa 10 12 14 16 18 20 22 24 Blanco
1 + + + + + - _ _ T
2 + + + + + _ _ _ +
3 + + + + + - - _ +
4 + + + + + + _ _ +
5 + + + + + - - _ +

(+): Pocillo con crecimiento bacteriano
(-): Pacillo sin crecimiento bacteriano
Fuente: elaboracion propia

4.2.2. Determinacién de la concentracién minima bactericida

La CBM frente a la P. aeruginosa fue 24% v/v (240 uL/mL) de aceite
esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray, como se puede observar en la
Tabla N° 13. El efecto antimicrobiano sobre esta bacteria, confirmé que este
aceite esencial puede afectar a las Gram-negativas.

Tabla N° 13 Determinacion de la CBM del aceite esencial de Luma chequen (Molina)
A. Gray frente a P. aeruginosa

Muestra de | Concentracion aceite esencial Luma chequen (Molina) A. Gray(% v/v)
P.‘ 10 12 14 16 18 20 22 24 Blanco
aeruginosa
1 R R R R R + + - +
2 R R R R R + + - +
3 R R R R R + 1 - +
4 R R R R R R + - +
5 R R R R R + + - +

(R): Realizado: concentraciones donde hubo crecimiento en la evaluacion de CIM y no utilizadas en la CBM
(+): Placa con crecimiento bacteriano

(-): Placa sin crecimiento bacteriano

Fuente: elaboracion propia

4.3. Efecto antimicrobiano del aceite esencial sobre S. aureus

4.3.1. Determinacion de la concentracién inhibitoria minima

El aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray present6 una CIM
frente al S. aureus de 5% v/v (50uL/mL) de aceite esencial (Tabla N° 14).
Estos resultados demuestran es este aceite esencial también mostrd actividad

sobre bacterias Gram-positivas. Existen diversas investigaciones que indican
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que los aceites esenciales pueden presentar efecto antimicrobiano sobre las
bacterias Gram-positivas, especificamente sobre el S. aureus. Estas
investigaciones refieren que este efecto sobre las bacterias estd directamente

relacionado a su composicion (B-pineno, D-limoneno, etc.).100:101

Tabla N° 14 Determinacion de la CIM del aceite esencial de Luma chequen (Molina)
A. Gray frente a S. aureus.

Muestra de Concentracion aceite esencial Luma chequen (Molina) A. Gray(% v/v)
S. aureus 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10  Blanco
1 + + + + - - - 3 - - +
2 + + + + - - - 2 - - +
3 + + + + = . e = - - +
4 + + + + - - 4 L - - +
5 + + + + - . : s - - +

(+): Pocillo con crecimiento bacteriano
(-): Pocillo sin crecimiento bacteriano
Fuente: elaboracion propia

4.3.2. Determinacién de la concentracion minima bactericida

La CBM fue 6% v/v (60 uL/mL) de aceite esencial de Luma chequen
(Molina) A. Gray frente a la bacteria S. aureus. Estos resultados se muestran
en la Tabla N° 15.

Tabla N° 15 Determinacion de la CBM del aceite esencial de Luma chequen (Molina)
A. Gray frente a S. aureus

Muestra de | Concentracion aceite esencial Luma chequen (Molina) A. Gray(% v/v)
S. aureus 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Blanco
1 R R R R + - - - - - +
2 R R R R + - - - - - +
3 R R R R + - - - - - +
4 R R R R + - - - - - +
5 R R R R + - - - - - +

(R): Realizado: concentraciones donde hubo crecimiento en la evaluacion de CIM y no utilizadas en la CBM
(+): Placa con crecimiento bacteriano

(-): Placa sin crecimiento bacteriano

Fuente: elaboracion propia
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4.4. Efecto antimicrobiano del aceite esencial sobre S. epidermidis

4.4.1. Determinacién de la concentracién inhibitoria minima

El CIM obtenido frente al S. epidermidis por parte del aceite esencial
de Luma chequen (Molina) A. Gray fue de 5% v/v (50 uL/mL) (Tabla N° 16).
El efecto antimicrobiano sobre esta bacteria, corrobor6 que este aceite esencial
puede actuar frente a Gram-positivas.

Tabla N° 16 Determinacion de la CIM del aceite esencial de Luma chequen (Molina)
A. Gray frente a S. epidermidis

Muestra de | Concentracion aceite esencial Luma chequen (Molina) A. Gray(% v/v)
epidesrhidis 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Blanco
il + + + + . - - 5 i _ +
2 + + o+ 4 ; 2 ’ L - - +
3 + + o+ 4 d - . h - - +
4 t + o+ 4 - - i A - - +
5 + + o+ 4 . - - * i - +

(+): Pocillo con crecimiento bacteriano
(-): Pocillo sin crecimiento bacteriano
Fuente: elaboracion propia

4.4.2. Determinacién de la concentracion minima bactericida

El aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray presentd una
CBM de 6% v/v (60 uL/mL) frente al S. epidermidis. Estos resultados se
muestran en la Tabla N° 17. Se ha reportado una investigacion, donde se
indico que el aceite esencial de Blumea eriantha, presenta una CBM de 6.25%
v/v frente al S. epidermidis, la cual es similar a la encontrada en el presente
estudio.122 Ademas, se ha descrito que el aceite esencial de Citrus limon, el cual
presenta en su composicion principalmente B-pineno y D-limoneno, present6
una CIM de 0.6% v/v frente a S. epidermidis. Esto podria indicar que estos
componentes estan directamente relacionados a la actividad antimicrobiana

frente a esta bacteria.
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Tabla N° 17 Determinacion de la CBM del aceite esencial de Luma chequen (Molina)
A. Gray frente a S.epidermidis.

Muestra de | Concentracidn aceite esencial Luma chequen (Molina) A. Gray(% v/v)
S.

epidermidis 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Blanco
1 R R R R + - - ; . +
2 R R R R + - - - - +
3 R R R R + - - - - +
4 R R R R + - - ; . +
5 R R R R + - - - - +

(R): Realizado: concentraciones donde hubo crecimiento en la evaluacion de CIM y no utilizadas en la CBM
(+): Placa con crecimiento bacteriano

(-): Placa sin crecimiento bacteriano

Fuente: elaboracion propia

4.5, Efecto antimicrobiano del aceite esencial sobre C. albicans

45.1. Determinacién de la concentracion inhibitoria minima

El aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray presento6 efecto
contra los hongos. Se determind que la CIM de este aceite esencial frente a la
C. albicans fue de 5% v/v (50 uL/mL). Como se observa en la Tabla N°18
Segun referencias bibliogréficas el aceite esencial de Melaleuca alternifolia
presentd en su composicion B-pineno y D-limoneno; ademas, este aceite
esencial exhibié un CIM sobre la C. albicans de 0.5% Vv/v.}% La composicion
del aceite esencial Luma chequen (Molina) A. Gray, también incluyd a estos
compuestos, lo que posiblemente indica que son responsables del efecto sobre
la C. albicans.

Tabla N° 18 Determinacion de la CIM del aceite esencial de Luma chequen
(Molina) A. Gray frente a C. albicans

Muestra de Concentracion aceite esencial Luma chequen (Molina) A. Gray (%)
C. albicans 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Blanco
1 + - b - - - - - +
2 + + + + - - - - - - +
3 + + + + - - - - - - +
4 + + + - - - - - - +
5 + + + - - - - - - +

(+): Pocillo con crecimiento bacteriano
(-): Pacillo sin crecimiento bacteriano
Fuente: elaboracion propia
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4.5.2. Determinacion de la concentracion fungicida minima

La CFM del aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray frente
a la C. albicans fue 5% v/v (50 uL/mL) (Tabla N° 19). Se ha reportado que el
aceite esencial de Ferulago capillaris, el cual presenta como componentes
mayoritarios al B-pineno y D-limoneno, presenté una CFM de 0.32-0.64% v/v
frente a la C. albicans. Estos monoterpenos son componentes que estan
directamente relacionados con la capacidad antifungica de estos aceites

esenciales.t%*

Tabla N° 19 Determinacion de la CFM del aceite esencial de Luma chequen
(Molina) A. Gray frente a C. albicans

Muestra de Concentracion aceite esencial Luma chequen (Molina) A. Gray (%)
C. albicans . 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Blanco
1 R R R + - N E L - +
2 R R R R - - . h - - +
3 R R R R - - 4 - - - +
4 R R R R - 4 £ X L - +
5 R R R R - = B ¥ +

(R): Realizado: concentraciones donde hubo crecimiento en la evaluacion de CIM y no utilizadas en la CFM
(+): Placa con crecimiento bacteriano

(-): Placa sin crecimiento bacteriano

Fuente: elaboracion propia

4.6. Comparacion de las CIMs del aceite esencial

Se comparo las concentraciones minimas inhibitorias del aceite esencial de
Luma chequen (Molina) A. Gray frente a los microorganismos estudiados.
Mediante el andlisis de varianza de una sola via (One-Way ANOVA) se determin0
que existe diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) entre las CIMs del

aceite esencial, como se muestra en la Tabla N° 20.
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Tabla N° 20 Prueba de ANOVA para los CIMs del aceite esencial de Luma
chequen (Molina) A. Gray frente los microorganismos en estudio

Suma de Media .
Gl - F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 901,200 4 225,300 938,750 ,000
Dentro de grupos 4,800 20 ,240
Total 906,000 24

Fuente: elaboracion propia

Seguidamente se realiz6 la prueba de Tukey que indicé que la CIM para C.
albicans, S. aureus y el S. epidermidis son estadisticamente iguales ya que
conforman un solo subconjunto. Por otra parte el aceite esencial de Luma chequen
(Molina) A. Gray frente a E.coli muestra diferencia significativa en cuanto a esta
concentracion respecto a los otros microorganismos ya que es mayor, finalmente
con relacion a P.aeruginosa la concentracion difiere respecto de los otros dos
subconjuntos. En conclusion podemos afirmar que el efecto antimicrobiano es

distinta en estos tres grupos de analisis estadistico (tabla 21).

Tabla N° 21 Prueba de Tukey para las CIMs del aceite esencial de
Luma chequen (Molina) A. Gray frente los microorganismos en estudio

i J Subconjunto para alfa = 0.05
Microorganismo N
1 2 3

C.albicans 5 4,80
S.aureus 5 5,00
S.epidermidis 5 5,00
E.coli 5 7,80
P.aeruginosa 5 20,40
Sig. ,966 1,000 1,000

Fuente: elaboracion propia

Estos resultados corroboraron que el aceite esencial de Luma chequen
(Molina) A. Gray, presentd actividad antimicrobiana en bacterias y en hongos.
Resultados similares se reportaron en una investigacion que evalué el efecto
antimicrobiano de este aceite esencial, donde se encontrd una mayor actividad de

la misma frente a los hongos.1%
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4.7. Comparacion de las CBMs/CFM del aceite esencial

Las concentraciones minimas bactericidas / concentracion minima fungicida
del aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray, con respecto a
microrganismos estudiados, fueron evaluadas. El analisis de varianza de una sola
via, permitié establecer que existe diferencia significativa (p < 0.05) entre las
CBMSs/CFM del aceite esencial (Tabla N° 22).

Tabla N° 22 Prueba de ANOVA para las CBMs/CFM del aceite esencial de Luma
chequen (Molina) A. Gray frente los microorganismos en estudio

Suma de Media .
gl L F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 1264,560 4 316,140 7903,500 ,000
Dentro de grupos ,800 20 ,040
Total 1265,360 24

Fuente: elaboracion propia

Por lo cual, mediante la prueba de Tukey se demostrd que no existe diferencia
significativa entre las CBMs del S. aureus y el S. epidermidis, y la CFM de la C.

albicans. Asimismo; al igual que con el CIM, el aceite esencial tuvo menor efecto
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antimicrobiano frente a P. aeruginosa. Estos resultados se muestran en la Tabla N°
23.

Se han reportado diferentes estudios que indican que las bacterias Gram-
negativas son mas resistentes al efecto antimicrobiano de aceites esenciales que
presentan en su composicion al B-pineno y D-limoneno,22 como sucedié con el
aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray.

Tabla N° 23 Prueba de Tukey para los CBMs/CFM del
aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray
frente los microorganismos en estudio

Microorganism N Subconjunto para alfa = 0.05

0 1 2 3 4
C.albicans 5 5,0000
S.aureus 5 6,0000
S.epidermidis 5 6,0000
E.coli 5 9,8000
P.aeruginosa 5 24,0000
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Fuente: elaboracion propia

25 00—

20,00

15,00

Media de CBM

10,00

5,005 El

T T T T
S.aureus S epidermidis C albicans E.coli P.aeruginosa

Microorganismo

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

. CATOLICA
TESIS UCSM == DE SANTA MARIA

CONCLUSIONES

1. Se obtuvo el aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray, mediante
destilacion por arrastre de vapor, con un rendimiento de 0.11% (v/v).

2. EIl aceite esencial obtenido estd constituido, principalmente, por D-limoneno
(16.35%); seguido de B-pineno (7.14%); 2,3,5,8-tetrametildecano (6.47%); 4,5-
dimetilnonano (6.14%); nonanal (6.04%), determinados por GC-MS.

3. El aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray tiene actividad
antimicrobiana con concentraciones minimas inhibitorias (CIMs) de 8%(v/v)
(80uL/mL) para E. coli, 20%(200uL/mL) para P. aeruginosa, 5%(50uL/mL) para
S. aureus, 5%(50uL/mL) para S. epidermidis, y 5%(50uL/mL) para C. albicans.

4. El aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray presenta concentraciones
bactericidas o fungicida minimas (CBMs o CFM) de 10% (v/v) (100uL/mL) para
E. coli, 24%(240uL/mL) para P. aeruginosa, 6%(60uL/mL) para S. aureus,
6%(60uL/mL) para S. epidermidis y 5%(50uL/mL) para C. albicans.
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SUGERENCIAS

1. Profundizar el estudio de caracterizacion del aceite esencial de Luma chequen

(Molina) A. Gray, evaluando la estabilidad fisica y quimica.

2. Evaluar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de Luma chequen (Molina) A.

Gray, utilizando otros agentes patdgenos.

3. Evaluar el efecto antimicrobiano del aceite esencial de Luma chequen (Molina) A.

Gray, in vivo, utilizando animales de experimentacion.

4. Evaluar otros efectos potenciales del aceite esencial de Luma chequen (Molina) A.

Gray (antioxidante, antiparasitario, insecticida, etc.).
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Anexo 1

Certificado de identificacion del material vegetal

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN  _ _——{__

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS L @ -

DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA s\
HERBARIUM AREQVIPENSE (HUSA) e (50

CONSTANCIA N2 028-2014-HUSA

El Director del Herbarium Areqipense [HUSA) de la Universidad Nacional de San Agustin de
Arequipa.

HACE COMSTAR:

Que la muestra fresca del espécimen presentada por Lissete Sindy Lerrena Salas v Junior Patricio
Yucra Hualla egresado de la Fscuela Profesional vy Académica de Farmacia y Bioguimica de la
Facultad de Ciencias Farmacéuticas, Bioquimicas y Biotecnoldgicas de la Universidad Catdlica de
Santa Maria, para la realizacion de su tesis “Analisis fitoquimico del aceite esencial de las hojas de
Luma chequen mediante cromatografia de gases y evaluacion del efecto antimicrobiano sobre
cepas de 5. aurews,5. epidermidis, E. coli, P. aeruginosa y €. albicans.”. La muestra fue traida al

Laboratorio de
Botinica para su determinacidn en &l Herbarium Aregipense (HUSA) v corresponde a la siguiente
clasificacidn y espedie.

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Subclase  Rosidae

Orden Myrtales

Familia Myrtaceae

Genero Lurma

Especie Luma chequen fMolina) A. Gray

Se expide la presente a solicitud del interesado para los fines que se estimen convenientes.

Arequipa 14 de setiembre del 2014

Blge-Leoncio N“I‘qr' Herrera
DIRECT
Herbarium Aregvipense [HUSA)

Avenida Daniel Alodes Carridn sfn cencado
Tekbong: (054) 237755 / GRA248574
Aparisds Postal: DOZE

BARECILHPA = PERL
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Anexo 2

Cromatograma GC-MS del aceite esencial de Luma chequen (Molina) A. Gray.

Chromatogram 001482 arrayama  C:\GCMSsolution Data'Project]l\muestras control\001482 arrayama.qzd
TIC

8.390,882
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Anexo 3

1. Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)
Ejemplo de la determinacion de la CIM para E. coli por el método de

microdiluciéon

2. Concentracion Bactericida Minima (CBM)
Ejemplo de la determinacion de la CBM para E. coli a partir del subcultivo
de los pocillos que no presentaron crecimiento bacteriano en la prueba de
CIM.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos
En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
: CATOLICA
TESIS UCSM DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

1. Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)
Ejemplo de la determinacion de la CIM para S. aureus por el método de

microdiluciéon

2. Concentracion Bactericida Minima (CBM)
Ejemplo de la determinacion de la CBM para S. aureus a partir del
subcultivo de los pocillos que no presentaron crecimiento bacteriano en la
prueba de CIM.
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1. Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)
Ejemplo de la determinacion de la CIM para C. albicans por el método de

microdiluciéon
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2. Concentracion Fungicida Minima (CFM)
Ejemplo de la determinacion de la CFM para C. albicans a partir del
subcultivo de los pocillos que no presentaron crecimiento bacteriano en la
prueba de CIM.
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