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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo evaluar el efecto antibacteriano
in vitro de los aceites esenciales de las hojas de Thymus vulgaris (tomillo) y Rosmarinus
officinalis (romero), frente a cepas de Escherichia-coli. Mediante el método de difusion
de disco se conocio el grado de sensibilidad en funcion al tamafio de halo de inhibicién
de los aceites esenciales frente al microrganismo. Como resultados se determiné que los
aceites esenciales de las hojas de Thymus vulgaris (tomillo) y Rosmarinus officinalis
(romero) a distintas concentraciones (5%, 10%, 25% y 100%) mostraron tener efecto
antibacteriano segun la escala de Duraffourd para inhibir el crecimiento y desarrollo de
la cepas de Escherichia-coli, sin embargo a las pruebas de significancia estadistica se le
atribuye mayor poder antibacteriano a Rosmarinus officinalis (romero). Se concluye que
los aceites esenciales de las hojas de Thymus vulgaris (tomillo) y Rosmarinus officinalis
(romero), si presentan poder antibacteriano sobre a cepas de Escherichia coli.

Palabras claves: Aceites esenciales, Escherichia coli, halo de inhibicién, tomillo,

romero.



ABSTRACT

The objective of this research is to evaluate the in vitro antibacterial effect of the
essential oils of the leaves of Thymus vulgaris (thyme) and Rosmarinus officinalis
(rosemary), against strains of Escherichia-coli. By means of the disc diffusion method,
the degree of sensitivity according to the size of the inhibition zone of the essential oils
against the microorganism was known. As results it was determined that the essential
oils of the leaves of Thymus vulgaris (thyme) and Rosmarinus officinalis (rosemary) at
different concentrations (5%, 10%, 25% and 100%) showed to have antibacterial effect
according to the Duraffourd scale to inhibit the growth and development of the strains of
Escherichia-coli, however, to the tests of statistical significance is attributed greater
antibacterial power to Rosmarinus officinalis (rosemary). It is concluded that the
essential oils of the leaves of Thymus vulgaris (thyme) and Rosmarinus officinalis

(rosemary), if they have antibacterial power on strains of Escherichia coli.

Key words: Essential oils, Escherichia coli, inhibition halo, thyme, rosemary.
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I. INTRODUCCION.

Los seres humanos siempre han buscado hallar la terapéutica en los productos de origen
natural, logrando de ellos el vigor suficiente para solucionar sus desordenes sistematicos
y especulativos, es asi que el empleo de productos de la naturaleza viene de tiempos
muy antiguos desde el inicio de los diferentes géneros. La sugerencia inesperada de una
hojuela colocada encima de una lesion puedo ocasionar sosiego y un alivio inmediato,

por lo cual no paso6 desapercibida al ser primario @,

El uso de las plantas medicinales desde tiempos remotos fueron la principal fuente de
obtencion de nuevas formulas terapéuticas, siendo la atraccion de las industrias
farmacéuticas, posteriormente esta vanguardia desplazo las utilidades de las mismas ya
que pasaron de la utilidad natural a sintetizada. Hoy en dia se ve “vuelta a la naturaleza”
con la mayor demanda de la utilizacion de productos medicinales de origen vegetal con
fines terapéuticos que ayuden a prevenir, curar, tratar distintas patologias ya que
presenta menor agresividad, tienen menor efectos adversos, contraindicaciones e

interacciones y es mejor tolerada @.

Alrededor de los ultimos afios un 80% de la poblacién mundial ha recurrido a las plantas
medicinales para tratar diversas enfermedades o afecciones, porque son accesibles y mas
baratos que los productos farmacéuticos. En nuestro pais la riqueza de las plantas
medicinales es muy amplia y estd enmarcada dentro de mas de 4400 especies de usos
conocidos por las poblaciones locales, de las cuales un gran porcentaje se presenta en la

region andina @.



Hoy en dia la investigacion referente a la medicina tradicional mediante la utilizacion de
vegetales en su habitat natural asi como en forma farmacéutica conlleva a fortalecer la
medicina empleada anteriormente por nuestros antepasados y que hoy viene ganando

campo en las ciencias.

Conforme a las organizaciones de la salud, la utilizacion de las vegetales con
propiedades medicinales ejercen aproximadamente un porcentaje de mayor los 70 % a
su uso, teniendo mayor tendencia en su uso en las zonas de pocos recursos econémicos,
asi mismo reside en sus propiedades terapéuticas que tiene para contrarrestar efectos que
ejercen distintas patologias, asi mismo determin6 en 1978 “planta medicinal es aquélla
gue en uno 0 mas Organos contiene sustancias que pueden ser utilizadas con finalidad
terapéutica o son precursoras de farmacos. Droga vegetal es la parte de la planta
medicinal en la que encontramos mayor concentracion de principios activos, puede ser la

hoja, la flor, la raiz, etc” 0. 6),

La incognita de vitalidad y la dificultad consecutiva de farmacos especulativos, estan
remolcando otra vez a la averiguacién de diferentes medicamentos tradicionales
mediante la utilizacion y conduccién de los vegetales. Estas ejercen un papel muy
importante en el crecimiento y la indagacion empirica, es asi que estos se pueden utilizar
como trazo de salida para el incremento y originalidad en la produccién de preparados
medicinales; es asi que el entendimiento de los vegetales con propiedades medicinales
han tenido un apogeo rapido y cada momento se sitda en un relevante espacio como uno

de los productos sanitarios alternos en un futuro que promete utilidad y seguridad ©.



Lo primero a destacar en la utilizacion de plantas medicinales es que cada vez son mas
las personas interesadas en el abandono de los productos obtenidos a través la
manipulacion quimica y buscan remedios exclusivamente naturales. Esta situacion ha
surgido en parte debido a que cada vez es mayor el contacto que tiene la sociedad con la
naturaleza y al hecho de que las plantas han sido en todas las épocas un patrimonio muy
importante utilizado por el hombre tanto a modo de alimento, como curativo o incluso se
le ha dado un uso cosmético. Asi que la utilizacion de estos vegetales con propiedades

terapéuticas ejerce utilidades desde épocas remotas .

Desde épocas la medicina natural, siendo principalmente la utilizacion de plantas con
propiedades curativas los principales recursos que tenian los galénicos de esos tiempos,
aungue no existian conocimientos para realizar los estudios de manipulacion quimica.
Siendo la principal medida que condujo a las indagaciones de aquellos productos
medicinales con distintos principios activos, incrementando la producciéon de nuevas

moléculas para usos benéficos de nuestra poblacion ¢,

Nuevas exploraciones de nuevos principios activos relacionados como los aceites
esenciales los cuales mencionados en la diferentes bibliografias por sus propiedades
antimicrobianas, antimicéticas, antioxidantes, etc, siendo capaces también de actuar
contra las plagas originarias en las produccion de alimentos, con las grandes ventajas de
no ocasionar dafo a nuestro ecosistema. Los aceites esenciales son de suma importancia

ya que la gran mayoria son faciles de extraer mediante diferentes métodos ©.



Las plantas y sus constituyentes ocupan una posicion importante en el conocimiento de
nuevas sustancias y principios activos. En nuestro planeta se estd optando por la
utilizacion de “productos vegetales”, siendo cada vez menos utilizados los productos de
origen sintéticos como manera de no afectar el medio que nos rodea, teneiendo mayor

relevancia la utilizacion de plantas medicinales para usos terapéuticos ©.

Escherichia coli es una clase bacteriana de notable significacién, cbmoda y terapeuta. La
mayoria de las cepas intestinales de E-coli, no son patdgenas y coexisten en armonia con
el hospedador, no obstaculiza, algunas clases son perjudiciales y pueden causar
infecciones intestinales o extra intestinal (infecciones urinarias, septicemia, meningitis,
peritonitis, obsesos, mastitis, infecciones pulmonares). Escherichia coli, incita en la
humanidad de disposicién de 360 millones de sucesos de colicos (diarrea) en el planeta 'y
mas de 700.000 muertos alrededor del afio, afligiendo béasicamente a la humanidad
infantil de ciudades en vias de crecimiento. Igualmente, es el agente infeccioso mas
aprovechador muy frecuente en asociacion con infecciones de tracto urinario (ITU) y

sepsis generalizada. ©.

En el mundo, se han desarrollado numerosas investigaciones enfocadas a la busqueda de
nuevos compuestos con propiedades terapéuticas de importancia para el ser humano, se
asumen que para las futuras generaciones los aceites esenciales cumplirdn papeles
importantes en el desarrollo de la salud. Ante esta situacion, es conveniente fomentar la
busqueda de nuevos principios activos a partir de fuentes naturales, Por ello la
identificacion y evaluacion de moléculas con actividad bioldgica, aisladas de fuentes

naturales, es cada vez mas relevante en los estudios modernos a nivel mundial .



La busqueda de nuevos compuestos con actividad antibacteriana, dentro de la medicina
herbolaria tradicional, representa un factor determinante para el tratamiento de las
infecciones producidas por microorganismos. Esta situacion asi como la aparicion de
efectos indeseables e inesperados de ciertos antibidticos, ha llevado a los cientificos a
investigar nuevas sustancias antimicrobianas a partir de plantas consideradas
popularmente medicinales. Los ensayos realizados hasta el momento revelan que las

plantas representan un potencial fuente de nuevos agentes antimicrobianos ) ®),

Segun sefala la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) un aproximado del 80% de la
poblacion de personas utiliza las plantas con propiedades terapéuticas como principal
remedio medicinal, teniendo en los Gltimos afios mayor tendencia e interés por los
fitomedicamentos, la medicina tradicional que incluye terapias con medicacion basadas
en plantas medicinales, se ha incrementado considerable, por lo que se ha tomado la
decision de ocuparse de las formas tradicionales, llegandola a considerar como pilar

principal de las presentacion de servicio de salud (9,

Las plantas medicinales han adquirido gran importancia en terapias alternativas o
complementarias en varias partes de nuestro pais y el mundo, tanto Thymus vulgaris
(tomillo) y Rosmarinus officinalis (romero), tiene caracteristicas comunes que nos
permiten su utilizacion con fines terapéuticos, estas plantas cuyas propiedades cubren
estos aspectos y que mas investigaciones ha generado dado a que sus propiedades
quimicas y sus posibles aplicaciones medicinales para contrarrestar molestias fueron y

son empleadas hasta la actualidad.



La inquietud por este problema conlleva a realizar estudios que demuestren efecto
terapéutico semejante, iguales o superiores utilizando la medicina tradicional aplicada al
uso de plantas con propiedades terapéuticas, en este caso en relacion con propiedades

antimicrobianas.

Por dicha razon en el presente estudio se planteo la siguiente interrogante.

¢Los aceites esenciales de las hojas de Thymus vulgaris (tomillo) y Rosmarinus
officinalis (romero), tendran actividad antibacteriana in vitro frente a cepas de

Escherichia coli?.

El proposito del presente estudio es demostrar el efecto antibacteriano in vitro que
presentan los aceites esenciales de las hojas de Thymus vulgaris (tomillo) y Rosmarinus
officinalis (romero), frente a cepas del microorganismo Escherichia coli, la cual nos
permita su utilizacion con fines terapéuticos (antimicrobianos) como terapia alternativa
o complementaria; basandose a los resultados obtenidos los aceites esenciales Thymus
vulgaris (tomillo) y Rosmarinus officinalis (romero), demuestren tener importantes
compuestos biolégicos que hagan que sea de mayor interés para los siguientes estudios

o formulaciones aplicadas en la medicina.



OBJETIVOS.

Objetivo general.

e Demostrar el efecto antibacteriano in vitro de los aceites esenciales de
Thymus vulgaris (tomillo) y Rosmarinus officinalis (romero), frente a cepas

de Escherichia-coli.

Objetivo especifico.

e Determinar la actividad antibacteriana in vitro por las concentraciones de
5%, 10%, 25% y 100% del aceite esencial de Thymus vulgaris sobre las
cepas de Escherichia-coli.

e Determinar la actividad antibacteriana in vitro por las concentraciones de
5%, 10%, 25% y 100% del aceite esencial de Rosmarinus officinalis sobre
las cepas de Escherichia-coli.

e Determinar la sensibilidad in vitro de Escherichia-coli frente a diferentes
concentraciones de los aceites esenciales Thymus vulgaris y Rosmarinus
officinalis segun escala de Duraffourd.

e Comparar la actividad antibacteriana vitro entre diferentes concentraciones
de los aceites esenciales de Thymus vulgaris y Rosmarinus officinalis sobre

Escherichia-coli a las 24 horas.



Il. REVISION DE LITERATURA.

2.1 Antecedentes.

Iseppi R, et al, en 2018 lItalia, determinaron en su estudio in vitro realizado que los
aceites esenciales de Rosmarinus officinalis L y Thymus vulgaris L, presentaron
actividad antibacteriana y su combinacion frente a las bacterias alimentarias y de
descomposicion como Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis, Yersinia
enterocolitica, Escherichia coli y Pseudomonas spp. Obteniendo como resultado que
la concentracion inhibitoria minima (C.M.I) méas bajos se obtuvieron con los aceites
esenciales de Rosmarinus officinalis (romero) y Thymus vulgaris (tomillo) contra

Escherichia coli, y fueron (4 y 8 pL/mL, respectivamente) @),

Coy et al, en el 2013 Colombia, determinaron La evaluacion de la actividad
antibacteriana de los aceites esenciales de romero, tomillo y circuma, teniendo en
cuenta sus patrones utilizados se observaron que existen porcentajes de inhibicion
altos, incluso comparables con la ampicilina; de acuerdo a ello, de los aceites
evaluados frente a la cepa de S. aureus, se observaron porcentajes de inhibicion de 60
% para el caso del aceite de romero y 70 % en los aceites de tomillo y curcuma,
respectivamente. Resultando interesante ver que estos dos Gltimos aceites esenciales
se caracterizaron por poseer un porcentaje representativo de mayor indice, con
respecto al aceite de romero. Los aceites evaluados presentaron poca o0 nula

inhibicion frente a las cepas gramnegativas E-coli y S. tiphy 12,


https://www.tandfonline.com/author/Iseppi%2C%2BRamona

Solis, en el 2011 Ecuador, en su estudio realizado busco determinar la actividad
antimicrobiana de los aceites esenciales de Origanum vulgar) orégano y thymus
vulgaris (tomillo), como potenciales bioconservadores en carne de pollo,
determinando asi que los aceites esenciales de Thymus vulgaris L (tomillo) en
concentracion total sin diluir, presentd un efecto antibacteriano sobre Salmonella 'y en

otras dosis probadas no inhibi6 a Salmonella 3.

Montoya en el 2017, Lambayeque, en su estudio para determinar el efecto
antibacteriano in vitro sobre Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis, realizd
extractos alcoholicos de Rosmarinus officinalis, obteniendo como resultados de
mayor relevancia frente a su control positivo Gluconato de clorhexidina al 0,12% que
a la misma lleg6 a superar, presentando la concentracion minima inhibitoria (CMI)
del colutorio elaborado a base de extracto alcoholico de Rosmarinus officinalis L.
(romero), sobre Streptococcus mutans de 2 mg/mL y sobre Enterococcus faecalis fue

de 5 mg/mL®4,

Rocha, en el 2016 Trujillo, en su estudio “Efecto antibacteriano in vitro del aceite
esencial del Rosmarinus officinalis (romero) sobre el Streptococcus mutans atcc
25175” determind mediante el método de difusion de discos que los aceites
esenciales de romero poseen propiedades antibacterianas sobre el crecimiento de S
mutans, ademas de tener dicha facultad en su estudio realizado tuvo relacion directa
con su concentracion por lo cual entendemos que a mayor concentracion de aceites

esenciales de romero mayor efecto antibacteriano .



Lagos, en el 2012 Tacna, realiz6 un estudio para determinar la eficacia del efecto
antimicrobiano en vitro del aceite esencial Thymus vulgaris L (tomillo) frente a
Porphyromas gingivalis. Mediante el método de difusion de disco determind que el
nivel de sensibilidad bacteriano de Porphyromas gingivalis, es solamente a
concentraciones de 2.76 mg/ml y que las manifestaciones mayores a 3,22 mg/ml los
halos de inhibicion rebasaron las medidas de las placas en la cual se realizd el
estudio. Encontrando asi CMI que ejercié Thymus vulgaris, fue de 0.31mg/ml. Y la
concentracion minima bactericida (CMB), fue de 0.37mg/ml, todo gracias a las
concentraciones que obtuvieron de sus componentes, timol 36.50%, carvacrol

(1.55%) a quien se le atribuyeron los efectos antimicrobiano 9.

2.2. Bases tedricas.

Aceites esenciales.

Los aceites esenciales son productos caracterizados por fuertes aromas, constituidos
por mezclas complejas, siendo su principal caracteristica su gran olor que emite, se
encuentran constituidas por componentes sumamente volatiles las cuales son
obtenidas de cualquier parte del vegetal mediante métodos de extraccion que pueden
ser extraidas por la aplicacion solvente. Los aceites esenciales son fuentes los olores
que emiten pueden ser de cualquier parte de la planta siendo de mayor proporcién

aquellas aromaticas (7,

10



Localizacion de los aceites esenciales.

Los aceites esenciales se pueden encontrar las diferentes partes de la planta como en
las flores, hojas, frutos, corteza, raices, madera de plantas aromaticas, ademas en
cavidades secretoras, pelos glandulares, en las células de la cascara de citricos,

glandulas, sacos, conductos etc (7,

Composicion quimica de los aceites esenciales.

La composicion de los aceites esenciales estan relacionadas al vegetal, por lo general
estas contienen hidratos de carbonos, monoterpénicos, sesquiterpénicos, terpenoides,
no terpenoides, otros contribuyentes comunes son fenilpropanoides, bencenoides, en

algunos vegetales los aceites esenciales poseen compuestos azufrados, nitrogenado,

etc (6).16).47),

Extraccion de los aceites esenciales.

Destilacion.

La destilacion es un proceso fisico de separacién que usa el calentamiento de
materiales liquidos hasta el punto donde uno o varios de sus componentes mas
volatiles pasan a la fase de vapor y, a continuacion, enfriando este vapor, se pueden
separar componentes liquidos a traveés de la condensacion. Procedimiento muy
utilizado para extraer aceites esenciales de las flores, frutos, hojas, raices, semillas y

corteza de los vegetales, exponiendo sus deshechos a la accion del vapor de agua 9.
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Destilacién con alcohol.

La metodologia que nos menciona en esta parte estd basada en la solubilidad de
ciertos componentes de aceites esenciales como los hidratos de carbonos,
monoterpenos, compuestos polares, los aceites esenciales que se destilan emiten
proporciones de 3-4 veces su volumen en relacion a su solvente diluido a 35 %
(etanol); siendo una de sus principales ventajas que nos ofrece este método que
trabaja a temperaturas bajas los que favorecen obtener una mejor calidad de aceites

esenciales ®-(18),

Extraccién con fluidos supercriticos.

Los fluidos supercriticos tienen la capacidad de extraer sustancias quimicas mediante
el uso de determinados solventes, a una temperatura y presion por encima de su punto
critico termodindmico. ElI COzes el fluido con mayor uso debido a sus ventajas de no
ser toxico, corrosivo, inflamable y sobre todo se elimina con facilidad, la extraccion

con FSC no deja residuos quimicos @9,

Metodologia de extraccién por arrastre de vapor.

Este método se realiza mediante un hidrodestilador, donde parte del vegetal es
sumergido a este equipo. Su estado puede ser molido, cortado, entero o la
combinaciéon de éstos. El vapor de agua es inyectado mediante un distribuidor
interno, que va desde su base y con la presion suficiente para reducir la fuerza
hidraulica del lecho. Cuando los vapores ingresan y hacen el contacto, la materia
prima al ser calentada ejerce liberacion de aceites esenciales. Este producto por su

forma viable en el vapor circundante es “arrastrado” y separado en un decantador %,
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Thymus vulgaris (Tomillo).

Descripcion.

Menciona un arbusto perenne, aromatico, oriundo a la familia Labiadas, caracterizada
por presenta una altitud variante entre 10 y 40 cm aproximadamente; tallo lefioso
tortuoso y grisaceo; hojas opuestas, verdes grisaceas, elipticamente de 15 mm de
longitud, con envés tomentosa; flores de pequefias bilabiadas de color caracteristico
lila, 0 blanco, que llegan a aparecer en periodos de verano hasta finales del periodo de

otofio. Ademas su fruto es aquenio ovoide liso pequefio @V 22,

En nuestro pais el tomillo es un arbusto que se desarrolla en suelo pedroso, arcilloso

de nuestra serrania manteniendo sus caracteristicas de las mismas.

Clasificacion taxonomica (6 @12,
e Reino: Plantae.

¢ Division: Magnoliophyta.

e Clase: Magnoliopsida.

e Orden: Lamiales.

e Familia: Lamiaceae.

e Subfamilia: Nepetoideae.

e Tribu: Mentheae.

e Género: Thymus.

e Especie: Thymus vulgaris L.
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Otros nombres.

e Tomillo coman, Tomello, Tremoncillo, Estremoncillo Tomillo, etc (16 (1)

Habitat y distribucion geogréfica.

Tomillo crece silvestre en matorrales secos, suelos rocosos, pero bien drenados y
soleados. Se cultiva extensamente en casi todos los paises como planta aromatica
culinaria. Este espécimen vegetal es originario de la region mediterranea occidental, en
especial del sur de Italia, siendo posteriormente distribuido en todas las regiones y paises

del mundo (16).(22),

Composicion quimica.

El aceite esencial de Thymus vulgaris contiene timol (40%), alcanfor (11-16%), p-
cimeno (15-50%), carvacrol (2.5-14.6%), linalol (4%), o y B-pineno, terpineno (1-5%),
limoneno, 1,8-cineol (3%), acetato de bornilo, y- borneolacetato de linalilo, geraniol, o-
terpineol, etc, siendo los mas contribuyentes el timol, carvacrol, aunque existen otras
especies de tomillos donde los componentes mayoritarios son el acetato de terpinilo,

geraniol @1@2),

En referencia a los flavonoides.

Presenta esencialmente heterdsidos del luteol y apigenol y en menor esencia flavonas.
Metixiladas: 8-dimetil-timonina, cosmosiina, naringenina, timusina, eriodictiol, etc.

Ademas se ha sefialado flavonoides, flavonas y heterdsidos de luteolina 122,
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También se ha identificado

Taninos, saponinas acidas, serpilina (principio activo amargo), oleanolico neutras, &cido

labiético, ursoico (1,5%) acido fenil carboxilico, cido rosmarinico, resinas, etc 23,

Componentes con caracter de estudio.
Timol o isopropilmetacresol.

Ha sido reportado por varios autores como los mejores agentes antimicrobianos mas
eficaces de los componentes de los aceites esenciales. Estan presentes en el aceite
esencial del tomillo, su configuracion quimica es idéntica a la del Carvacrol,
intercambiando la posicién de su grupo hidroxilo. No es considerado para la salud. La
accion del timol es idéntica a la del carvacrol, debido a su estructura quimica idéntica. El

timol es competente de disociar la membrana externa de la bacteria gran (-) ?®

El principio activo del Thymus vulgaris que se identifica por su accion antimicrobiana y
antimicotico. Por su atractivo sabor esta presente en la representacion de numerosos
enjuagatorios bucales, pastas dentales, etc. Una disolucién de 5% de timol en alcohol se

usa para la desinfeccion dental y como fungicida @3
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Carvacrol o (2-metil-5-(1-metiletil) fenol).

Es un componente que se encuentra en todos los aceites esenciales del tomillo su
configuracién quimica esta simbolizada por un grupo fendlico con un gran poder
hidréfobo. De manera de que todos los agentes antimicrobianos naturales, carvacrol es
un componente que ha recibido en su mecanismo de accién; tiene la capacidad de
descomponer la membrana externa de la bacterias gran negativas, accediendo la salida
de liposacaridos aumentado la permeabilidad de la membrana citoplasmaéticas
estimulando la salida del ATP, impidiendo la actividad del ATP-asa y la descenso de la

fuerza motriz %324,

Rosmarinus officinalis (romero).

Descripcion.

Se trata de un arbusto aromatico perenne, perteneciente a la familia de las Labiadas
(Lamiéaceas), caracterizado por presentar una altura cercana al metro (aunque existen
ejemplares que pueden alcanzar hasta dos); ramas jovenes pubescentes que se tornaron
lefiosas al madurar, hojas simples, opuestas, sésiles, lineales y coriaceas, hasta 3,5 cm de
longitud, flores pequefias labiadas de color azulado (rara vez rosadas), agrupadas en
densos racimos auxiliares o terminales, haciendo su aparicion desde fines de la
primavera hasta el principio del verano. El fruto es tetraquenio brillante de color marrén

oscuro (¢1.23.24),
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Habitat y distribucion geografica.

La especie es originaria de las tierras del mediterraneo, probablemente nativo de Iran,
donde es cultivada desde tiempos remotos, fundamentalmente en Grecia, Italia, Espafia y
Portugal. Se encuentra cultivada por sus propiedades ornamentales y medicinales por

casi todo el mundo (4124,

Nombres comunes:

e Romero, romani, rosmary, hombre viejo, planta solar, rosa marina 4> (234,

Clasificacion taxondémica (24.(26).27),

e REINO: Plantae

e DIVISION: Magnolyopita

e ORDEN: Lamiales

e FAMILIA: Lamiaceae

e SUBFAMILIA: Nepetoideae
e GENERO: Rosmarinus

e ESPECIE: Officinalis

Composicion quimica.

Los componentes principales de esta planta son el acido caféico y sus derivados tales

como el acido rosmarinico @4 26.27),
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Los aceites esenciales representan el (0.5-2%) y presentan como componente principales
hidrocarburos nomoterpénicos tales como la a-pineno (25%), B-pineno, mirceno

limoneno, y canfeno, éteres terpenicos; alcanfor 10-25%), linalol, verbinol, etc ¢4 26 27),

Entre los terpenoides se encuentran la pirosalvina (diterpeno amargo), acido oleanico,
aido 2-B-OH-oleandlico, acido 3-O-aetilursdlico, acido arnosilio, rosmaridienol, 7-

metoxi-rosmarol, etc @4 @7,

En referencia al grupo de flavonoides Rosmarinus officinalis contiene.

Apigenina, disometia, luteolina, hispidulina,cirisimarina, nepritina, simensetina,

cupafolina, 7- metoxi-fegopolina 4 2621,

También se han identificado en Rosmarinus officinalis.
Acido fendlico, colina, taraxasterol, lupel, estigmasterol, campesterol, taninos, entre

otros compuestos 4 (6.7,

Propiedades medicinales.

Cicatrizante, afecciones bacteriana de la boca, para aliviar los espasmos musculares
viscerales en el célico renal, dolor menstrual, asma bronquial y cdlico
gastrointestinal. También tiene algun valor terapéutico en el tratamiento de trastornos
como, ulceras pépticas, enfermedades inflamatorias, hepatotoxicidad, aterosclerosis,

enfermedad isquémica del corazdn, cataratas, y cancer 8.
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Escherichia-coli.

Descripcion.

Entre los afios de 1885 Theodore Escherich, un gran profesional pediatrico determin6
por primer vez un espécimen bacteriano procedente de las heces de neonato y nifios
sanos donde denominé Bacterium coli commune. Posteriormente, en 1919 Catellani y

Chalmers la denominaron Escherichia coli, en su admiracion ¢29),

Escherichia coli, es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo de la
familia Enterobacteriaceae, tribu Escherichia. Esta bacteria coloniza el intestino del
hombre pocas horas después del nacimiento y se le considera un microorganismo de
flora normal, pero hay cepas que pueden ser patdgenas y causar dafio produciendo

diferentes cuadros clinicos, entre ellos diarrea ¢

Habitat.

Escherichia coli, es un especien predominantemente de la microbiota aerobia y
facultativa del tracto gastrointestinal de los animales de sangre calida y se elimina
mediante heces hacia el exterior. A pesar de ser el microorganismo facultativo
predominante representa la minima porcion del contenido total de bacterias en este sitio
anatomico, Escherichia coli, es utilizada como indicador de contaminacion fecal,
ademas este microorganismo se puede encontrar en medio ambiente ya que es capaz de
sobrevivir por dias en el agua y los alimentos. Es colonizado en los seres humanos en las

primeras 40 horas tras su alumbramiento “-29,
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Poder patogeno.

Escherichia coli, es una especien bacteriano que es considerado de gran importancia
médica y econdmica. La mayoria de las cepas intestinales de Escherichia coli, no son
patdgenas y coexisten en armonia con el hospedador, algunas incluso lo benefician
sintetizando cofactores y hasta lo protegen de la invasion microbianas. No obstante,
algunas son patogenas que pueden producir infecciones entéricas (diarrea, disenteria,
colitis, hemorragia, sindrome hemolitico) o extraintestinales (infecciones urinarias,
bacteriemias o septicemias, meningitis, peritnitis, mastitis, infecciones pulmonares y de

heridas) *-29),
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I11. HIPOTESIS.

3.1. Hipotesis alternativa.

Ha: Los aceites esenciales de las hojas de Thymus wvulgaris (tomillo) vy
Rosmarinus officinalis (romero), inhiben el crecimiento bacteriano in vitro de las
cepas de Escherichia coli y el efecto varia de acuerdo a la concentracion

utilizada.

3.2. Hipdtesis nula

Ho: Los aceites esenciales de las hojas de Thymus wvulgaris (tomillo) vy
Rosmarinus officinalis (romero), no inhiben el crecimiento bacteriano in vitro de
las cepas de Escherichia coli y el efecto varia de acuerdo a la concentracion

utilizada.
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IV. METODOLOGIA.

4.1 Disefo de investigacion.

La presente investigacion es aplicada (de acuerdo al grado de utilidad de los

resultados) experimental- longitudinal.

Disefio experimental:

Thymus vulgaris

Rosmarinus officinalis

D.M.S

4.2 Poblacion y muestra.

5%

10%

v

25%

v

100%

DMS

Halo de inhibicién

Susceptibilidad (m.m) \

C.M.I.
(U.F.C)

e

E_COLI

Estuvo constituido por el conjunto de placas Petri con agar MacConckey con

diferentes concentraciones de los aceite esenciales de Thymus vulgaris y

Rosmarinus officinalis con siembra adecuada de las cepas de Escherichia-coli, se

ejecutd en el laboratorio de Microbiologia de la universidad Catélica Los Angeles

de Chimbote Trujillo.
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Poblacion vegetal.

La poblacién estuvo constituida por las plantas completas de Thymus vulgaris

(tomillo) y Rosmarinus officinalis (romero).

Muestra vegetal.
La muestra estuvo constituida por hojas de Thymus vulgaris (tomillo) y Rosmarinus

officinalis (romero).

Criterios de inclusion.

e Placas con siembra apropiada de Escherichia-coli (3x108 UFC/mL).

e Placas con agar Macconkey y el contenido de los aceites esenciales que

presentaron inhibicion o no del crecimiento bacteriano.

e Placas que se utilizaron para la determinacion de la susceptibilidad bacteriana

gue no presenten contaminacién por otros microorganismos.

e Hojas en buenas condiciones fisicas de Thymus vulgaris (tomillo) y Rosmarinus

officinalis (romero), libres de microorganismos, bacterias y hongos.

Criterios de exclusién.

e Placas que después del proceso de incubacion, se llegaron a contaminar con

otros microorganismos (bacterias u hongos).

e Hojas en malas condiciones fisicas de Thymus vulgaris (tomillo) y Rosmarinus

officinalis (romero), contaminadas de microorganismos, bacterias, hongos.
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4.3 Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores.

VARIABLES DEFINICION CONCEPTUAL DEFINICION OPERACIONAL INDICADOR ESCALA
Tratamientos
Aceite esencial  Producto, usualmente de Se obtuvo por el método de 504 Cualitativa
de Thymus composicion compleja, obtenido  hidrodestilacion por arrastre a 10% Nominal
vulgaris. de un material de unas plantas  vapor empleando el destilador y se 250
(Independiente) definidas botanicamente Thymus  utiliz6 cuatro concentraciones para
) . . ) 100%
vulgaris @139 el tratamiento antibacteriano.
Aceite esencial  Producto, usualmente de 504
de Rosmarinus  composicion compleja, obtenido Se obtuvo por el método de 10% Cualitativa
officinalis de un material de unas plantas hidrodestilacion por arrastre a 2506 Nominal
(Independiente) definidas botanicamente vapor empleando el destilador y se 100%
Rosmarinus officinalis 130 utilizd cuatro concentraciones para
el tratamiento antibacteriano.
Cuantitativa
mm de Razo6n

Efecto

antibacteriano
(Dependiente)

Evaluacion de una sustancia
antibacteriana capaz de impedir
el crecimiento de la bacteria al
cabo de 18 a 24 horas de
incubacion @031

Se determind a través de los halos
de en cultivo del microrganismo
Escherichia-coli y su sensibilidad
a través de la escala de Duraffourd

Sensibilidad ©2

e Nula (< a 8mm)

e Limite (8-14 mm)

e Medio ( 15-20mm)

e Sumamente sensible
(> 20mm)

Cualitativa de
Nominal

24



4.4. Técnica e instrumentos de recoleccién de datos.

Muestra.

i. Recoleccion.

La recoleccion del vegetal (materia prima) fue en la provincia de Huamachuco en
departamento La Libertad Peru en el mes de agosto. La recoleccion de la planta fue
en forma completa (raiz, tallo, hojas, y flores), con la finalidad de obtener la

certificacion de la misma.

ii. Preparacion de la muestra.

Seleccion.

El material vegetal se tuvo en cuenta el estado fisico y alguna caracteristica propia
de la planta pero solo se trabajo con las hojas en buen estado, libre de signos de

enfermedades o pigmentadas.

Lavado.

El material ya seleccionado de la planta (hojas) se lavd con agua destilada tanto para

el tomillo como para el romero, quedando libre de sustancias ajenas a ellas.
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Secado.

El proceso de secado del vegetal se llevd acabo en el area farmacologia siendo un
lugar apropiado, se utilizd papeles de tipo kraff para colocar el vegetal el cual fue

distribuido y removido en forma continua en determinados tiempos.

iii. Extraccion de aceites esenciales.

En la extraccion de aceites esenciales, se utilizo la técnica de hidrodestilacion con la
ayuda del destilador por arrastre a vapor, este método se requiere tiempos largos de
calentamiento y utilizacion de grandes cantidades de agua, el cual incrementa el

costo y tiempo de destilacion pero no requiere un generador de vapor ©) 0:32)

Para la extraccion se colocaron 1.5 Kg de la materia vegetal en el recipiente del
equipo de destilacion que tiene una capacidad de 5 L, donde solo se agreg6 3 litros
de agua aproximadamente, en el transcurso de los 45 minutos empez6 a liberar las
primeras microgotas (agua- aceite), en 3 horas y 15 minutos se obtuvo la muestra
propiamente dicha. Los aceites recolectados se colocaron en recipientes de color
ambar y fue herméticamente sellado, este fue guardado en temperaturas que oscilan

2-8°c (helera) hasta su utilizacion.

De igual manera se procedio para la extraccion del aceite esencial de la planta de

romero (Rosmarinus officinalis).
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Rendimiento de aceites esenciales.

- Thymus vulgaris (tomillo)

La expresion para determinar el contenido de aceites esenciales aplicamos la

siguiente formula:

Contenido de aceite esencial (% v/m) =V x 100/ M (100 - H)

%RAé—'G:E’f—;ODD

100.

* RAE: Rendimiento de Aceite Esencial.

Donde:

V: Es el volumen de aceite esencial recolectado (mL).
M: Material vegetal (g).

H: Humedad del material vegetal (%).

Rendimiento de aceites esenciales.

Rosmarinus officinalis (Romero).
La expresion para determinar el contenido de aceites esenciales de romero se

aplico la misma formula aplicada a Thymus vulgaris (tomillo) siendo la siguiente:

Contenido de aceite esencial (% v/m) =V x 100/ M (100 - H)
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2,90010

% RAE=— -

100.

O

* RAE: Rendimiento de Aceite Esencial.
Donde:
V: Es el volumen de aceite esencial recolectado (mL).
M: Material vegetal (g).

H: Humedad del material vegetal (%).

iv. Preparacion de las diferentes concentraciones de aceite esencial.

Se prepararon concentraciones de los aceite a 5%, 10%, 25% y 100%.
Tomandose como solucion madre los aceites esenciales puros (100%) vy se
colocé en diferentes tubos de ensayos, en el mismo momento del ensayo usando
Dimetilsufoxido como solvente de dilucion. Las muestras fueron protegidas de la

luz, envolviendo en papel de aluminio.

Férmula para obtener CC de A.E:

Concentracion final de los A.E

Volum_en de Vol. Volumen [1(%)
0.25ml 4.75ml 5ml 5%
1.00ml 4ml 5ml 10%
1.25ml 3.75ml 5ml 25%

5ml - 5ml 100%

* DMSO: Dimetilsulfoxido.
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v. Microorganismo (E-coli).

a. Obtencion de cepas.

Los microorganismos fueron obtenidos en la universidad Los Angeles De
Chimbote Uladech filial Trujillo, se trata de una muestra silvestre E-coli, el cual
fue aislado y tratado con ayuda de nuestro docente y comparfiero a trabajar con el

mismo espécimen.

b. Aislamiento del microorganismo.

Para el aislamiento del cultivo bacteriano de Escherichia coli, en placa aplicado

al método de estrias cruzadas se procedio de la siguiente forma:

Desinfecto perfectamente el area de trabajo con hipoclorito de sodio, se prendio6
el mechero para eliminar microrganismos dispersos en el ambiente.

Se realiz6 el trabajo sentado, cerca del mechero. Se marcé la base de la placa
Petri, especificando concentraciones, hora y fecha de trabajo

Se esteriliz6 el asa bacterioldgica, por método del flameo hasta llevarla al rojo
Vivo.

Se dejé enfriar el asa contando 20 6 30 segundos, para luego proceder con el
sembrado de la muestra (E-coli). Se incub6 la placa Petri a 37°C durante 24
horas.

Luego de las 24 horas cada cepa de E-coli se diluyo en un caldo hasta obtener

una turbidez semejante al tubo nimero 03 de la escala de Mac Farland. (03132
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vi. Preparacion de medio de cultivo.

Para la preparacion de medio de cultivo adecuado para que los microorganismos
al ser sembrado se desarrollen y faciliten su aislamiento identificacion se

procedio a sequir los siguientes pasos:

a) Cada ingrediente o medio deshidratado completo se disolvié en un volumen
adecuado de agua destilada estipulada los frascos.

b) Se determin6 el pH del medio y si es necesario se ajustara. EI pH se
determind por medio de indicadores.

c) El medio ya preparado se coloco en un recipiente adecuado (Matraz) cuya
boca se cerrd con un tapon de algodon.

d) El medio obtenido se esterilizd en autoclave.
Para la esterilizacion de nuestro agar (Macconkey) se utilizé la técnica de
esterilizacion por calor humedo, esta técnica generalmente se utiliza la
autoclave el cual fue llevado a 121 °C durante 15 minutos la temperatura se
alcanza utilizando vapor de agua a una presion de 15 libras.

e) Cuando se requiere se agrego a las placas Petri en condiciones asépticas.

vii. Preparacién de material para la esterilizacion y aplicacion.

Como se trabajo con cultivos microbianos (E-coli) aparatos y material en

general, deben encontrase microbiol6gicamente limpios antes de ser utilizados.

En nuestra operacion utilizamos la técnica de esterilizacion con calor seco,

requiere mayor duracion e intensidad por que la conduccion de calor es menos
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rapida que en ambientes humedos. La temperatura que se utiliza generalmente
oscila entre 160 y 180 °C durante 1 horas y 45 minutos. Entre los materiales
esterilizados por esta técnica tenemos las placas Petri, vasos de precipitacion,
varillas, pipetas, probetas, etc, el cual fue utilizado de acuerdo a procedimiento.
En esta técnica la inactivacion de los contaminantes ocurre por la pérdida de agua

y oxidacion de todos sus componentes esenciales V-2,

4.5. Plan de analisis.

Para determinar los resultados de andlisis estadistico de los datos se desarroll6
mediante el andlisis de varianza con un factor (ANOVA).

El andlisis de la ANOVA nos permitié contrastar la hipétesis nula de que las
medias de K poblaciones (K >2) son iguales, frente a la hipétesis alternativa de
que por lo menos una de las poblaciones difiere de las demas en cuanto a su valor
esperado. Este contraste es fundamental en el analisis de resultados
experimentales, en los que interesa comparar los resultados de cada tratamiento

con respecto a la variable de interés.
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4.6. Matriz de consistencia.

TITULO DE LA
INVESTIGACION

Efecto antibacteriano
in vitro de los aceites
esenciales de las
hojas de Thymus
vulgaris (tomillo) y
Rosmarinus
officinalis (romero),
frente a cepas de

Escherichia coli

FORMULACION
DEL
PROBLEMA

¢ Los aceites
esenciales de las
hojas de Thymus
vulgaris (tomillo)
y Rosmarinus
officinalis
(romero), tienen
efecto
antibacteriano in
vitro frente a
cepas de

Escherichia coli?

OBJETIVOS

General:
Demostrar y conocer cientificamente el efecto antibacteriano
in vitro de los aceites esenciales de Thymus vulgaris (tomillo)

y Rosmarinus officinalis (romero), frente a cepas de E-coli.

Espeficificos:
eDeterminar la actividad antibacteriana in vitro por las
concentraciones de 5%, 10%, 25% y 100% del aceite esencial
de Thymus vulgaris sobre las cepas de Escherichia-coli.
eDeterminar la actividad antibacteriana in vitro por las
concentraciones de 5%, 10%, 25% y 100% del aceite esencial
de Rosmarinus officinalis sobre las cepas de Escherichia-coli.
e Determinar la sensibilidad in vitro de Escherichia-coli frente a
diferentes concentraciones de los aceites esenciales Thymus
vulgaris y Rosmarinus officinalis segtin escala de Duraffourd.
eComparar la actividad antibacteriana vitro entre diferentes
concentraciones de los aceites esenciales de Thymus vulgaris y
Rosmarinus officinalis sobre Escherichia-coli a las 24 horas.

HIPOTESIS

Ha:

Los aceites esenciales de las hojas de
Thymus vulgaris (tomillo) y Rosmarinus
officinalis ~ (romero), inhiben el
crecimiento bacteriano in vitro de las
cepas de Escherichia coli y el efecto
varia de acuerdo a la concentracién

utilizada

HO:

Los aceites esenciales de las hojas de
Thymus vulgaris (tomillo) y Rosmarinus
officinalis (romero), no inhiben el
crecimiento bacteriano in vitro de las
cepas de Escherichia coli y el efecto
varia de acuerdo a la concentracion

utilizada.
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TIPO DE VARIABLES DEFINICION INDICADORES Y ESCALAS PLAN DE
INVESTIGACION/ OPERACIONAL ANALISIS
DISENO
Tratamientos
Indeoendientes Se obtuvo por el método de
P hidrodestilacion por arrastre 5% Cualitativo
Aceite esencial 3 vapor empleando el 10% Nominal
de Thymus  destilador, y se utilizé cuatro 25%
vulgaris. concentraciones  para el 100%
tratamiento antibacteriano.
Tipo de
Investigacion Aceite esencial  Se obtuvo por el método de 50¢ Cualitativo
. 0
i de Rosmarinus  hjdrodestilacion por arrastre 10% Nominal.
-Experimental. officinalis 0
a vapor empleando el 2504 ANOVA
destilador, y se utiliz6 cuatro 100%
concentraciones  para el
Disefio de la tratamiento antibacteriano. Cuantitativo
investigacion Dependendiente. mm de Razon.
Lonaitudinal Efecto Se determind a través de los Sensibilidad.
g ' antibacteriano de halos de en cultivo del
aceites esenciales Microrganismo e Nula (< a8mm)
ichia-coli Limite (8-14 mm)
de Thymus Escherichia-coli 'y su  eLImi L
vulaaris sensibilidad a través de la  *Medio (15-20mm).  Cualitativo
9 ) y la de Duraffourd e Sumamente sensible nominal
Rosmarinus ~ €scala de Durattour (> 20mm) '
officinalis
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4.7. Principios éticos.

Al realizar la investigacion, hay que prestar atencion adecuada a los factores que

puedan dafar el medio ambiente.

Por ello se tuvo en cuenta la manipulacién y desechos de residuos biologicos
empleadas en la investigacion sobre todo de las cepas de E-coli de acuerdo al
manual de procedimiento para manejo y eliminacion de residuos biolégicos de la
facultad de ciencias bioldgicas de la Universidad Catolica De Chile.

Los procedimientos establecidos refieren aspectos técnicos y administrativos
relacionados al manejo y eliminacién de los residuos biologicos con el fin de

disminuir riesgos 4.
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V. RESULTADOS.
5.1 Resultados.

La presente investigacion de tipo experimental, demostré el efecto antibacteriano in
vitro de los aceites esenciales de Thymus vulgaris (tomillo) y Rosmarinus officinalis
(romero), a concentraciones de 5%, 10%, 25%, y 100% sobre una muestra del
microorganismo Escherichia coli, al analisis de los datos se encontraron los
siguientes resultados:

Tabla 01. Actividad antibacteriana in vitro por diferentes concentraciones del

aceite esencial de hojas de Thymus vulgaris frente a Escherichia coli a las 24

horas expresados en halo de inhibicién (mm)

N° Halos de Inhibicion de Escherichia coli (mm)
Placas Concentraciones de aceite esencial de Thymus vulgaris
0% 5% 10% 25% 100%
1 2 9 8 8 12
2 1 8 8 9 15
3 1 10 9.5 9.5 17
4 1 9 8 9.5 17.5
5 1 9 7.5 8 14.5
6 1 9 8 9.5 14
7 1 9 8 8 18
8 1 9 8 9 15
Promedio 1.13 9.00 8.13 8.81 15.36
Desviacion 0.35 0.53 0.58 0.70 2.01
Estandar
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Tabla 02. Actividad antibacteriana in vitro por diferentes concentraciones del
aceite esencial de hojas de Rosmarinus officinalis frente a Escherichia coli a las 24

horas expresados en halo de inhibicién (mm)

N° Halos de Inhibicion de Escherichia coli (mm)
Placas

Concentraciones de aceite esencial de Rosmarinus officinalis

0% 5% 10% 25% 100%
1 1 8 9.5 10 20
2 2 8 9 10 20
3 1 8.5 10 9 27
4 1 8 10 10 15
5 1 8 10 13 20
6 2 7 11 13 15
7 1 8 14 9 14
8 1 9 14 8 16
Promedio 1.25 8.06 10.94 10.25 18.38
Desviacion g 45 0.56 1.97 1.83 431
Estandar
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Tabla 3. Sensibilidad in vitro de Escherichia coli frente a diferentes
concentraciones de los aceites esenciales de Thymus vulgaris y Rosmarinus

officinalis las 24 horas segun la escala de Duraffourd.

Sensibilidad de Escherichia coli
Tratamientos

aceites esenciales
Thymus vulgaris  Rosmarinus officinalis

T1 - -
T2 T T
T3 T T
T4 i f
T5 i i

*Donde: T1: 0%, T2: 5%, T3: 10%, T4: 25%, T5: 100%

Tabla 04. Comparacion de la actividad antibacteriana in vitro entre diferentes
concentraciones de los aceites esenciales de las hojas de Thymus vulgaris y

Rosmarinus officinalis sobre Escherichia coli a las 24 horas mediante el analisis de

la varianza.
Fuente Razén-F Valor-P Significancia
T R T R
Entre Tratamiento 192.76 57.40 0.000 0.0000 0,05

Error experimental

Total

Donde: *T: Thymus vulgaris. *R: Rosmarinus officinalis
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5.2. ANALISIS DE RESULTADOS.

En esta nueva época moderna de la ciencia farmacéutica, la expansion del interés se
ha desplazado més hacia las plantas medicinales, productos de origen vegetal que
demuestran cientificamente accion terapéutica en comparacion con otros productos
sintéticos o clasico. Dicho interés se ve para la produccion de principios activos,
medicamentos, cosmética o aditivos para la conservacién de alimentos, entre la
busqueda, los aceites esenciales han recibido grandes atracciones sustancial debido
a su utilidad bioldgica significativa.

En los resultados obtenidos se determina lo siguiente:

En la tabla 01, se observa la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de
Thymus vulgaris (tomillo) a diferentes concentraciones tener un halo promedio e
inhibicion de 15.37 mm, mostrandose asi ejercer un efecto medio o ser muy sensible
segun escala de Durafforud sobre Escherichia coli, también podemos observar que
cuando la concentracion de aceite esencial de tomillo aumenta, el promedio de halo
de inhibicidn también crece, excepto en las concentraciones 10% y 25%, pero que
los valores promedios tienen similitudes.

En la tabla 02, se observa la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de
Rosmarinus officinalis (romero) a diferentes concentraciones tener un halo
promedio de inhibicion de 18.375 mm, mostrandose superioridad o tener mayor
efecto antibacteriano que Thymus vulgaris (tomillo), sobre Escherichia coli, al igual
que en tomillo también se observa que a mayor concentracion de aceite de romero el
promedio de halo de inhibicion crece excepto en las concentraciones del 25% pero

que el valor promedio tiene similitudes con las anteriores.
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En la tabla 03, se observa la sensibilidad del microorganismo Escherichia coli,
frente a diferentes concentraciones de los aceites esenciales de tomillo y romero,
donde la efectividad inhibitoria a concentraciones de 5% (T2) es notoria para
ambos casos pero al 100% (T5) es el que brinda estadisticamente mejor poder

antibacteriano mostrando asi tener un efecto medio o ser muy sensible.

En la tabla de 04, se observa que hay diferencias altamente significativas entre los
distintos tratamientos tanto para Thymus vulgaris (tomillo) como para Rosmarinus
officinalis (romero).

Asi mismo se refleja que si el factor p es menor a 0.05 si existen significativas entre

los tratamientos.

Queda demostrado el efecto antibacteriano de los aceites esenciales Thymus
vulgaris y Rosmarinus officinalis sobre Escherichia coli a nivel in vitro, habiendo
encontrado resultados eficaces, manifestados a través de los halos de sensibilidad
bacteriana, lo cual demuestra que los aceites esenciales de tomillo y romero tienen

efecto inhibitorios sobre el crecimiento de Escherichia coli.

Se determind el efecto antibacteriano de los aceites esenciales Thymus vulgaris y
Rosmarinus officinalis sobre Escherichia coli utilizando el método de difusion de
discos para lo cual fueron 3 grupos experimentales, donde el primer grupo estuvo
constituido por 4 concentraciones (T2: 5%, T3: 10%, T4: 25%, T5: 100%) de
aceites esenciales de tomillo, el segundo grupo fue para romero con las mismas
concentraciones y un grupo control con Escherichia coli T1 expuesto al 0% de

aceites esenciales, observandose un aumento creciente de los promedios de los halos
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de inhibiciéon del crecimiento bacteriano a medida que las concentraciones de
aceites esenciales de tomillo y romero aumentaba (ver tablas 1 y 2). Excepto T3 y
T4 para tomillo y T4 para romero pero existen similitudes a los promedios
anteriores para ambos caso. Estos resultados demuestra que los aceites esenciales de
Thymus vulgaris y Rosmarinus officinalis ademas de poseer efectos
antimicrobianos, tiene relacion directa con las concentraciones trabajadas, es decir a
mayor concentracion de aceite esencial mayor efecto antibacteriano, ademas se
recalca que Rosmarinus officinalis (romero) presentdé mejor poder antibacteriano
gue Rosmarinus officinalis (tomillo).

Se determind la CIM obtenidas las cuales los aceites esenciales Thymus vulgaris
fue T2 y Rosmarinus officinalis al T2 (Tabla 3). Estos resultados demuestran que
los aceites esenciales de tomillo y romero tiene accidon antibacteriana frente a

Escherichia coli.

Los resultados obtenidos durante este proceso de investigacion coinciden con los

siguientes estudios realizados tales como:

Fumiere et al, en su estudio publicado 2017. Demostraron la actividad
antibacteriana de los aceites esenciales mediante la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria CIM, donde sus principales compuestos
analizados timol, carvacrol mostraron efectividad gran efectividad antimicrobiana
frente a cepas de S. Aureus (CMI = 20 ug / ml), Escherichia coli (CMI =50 png/

ml) y S. typhimurium (CMI = 500 pg). / mL)®%,
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Nezhadali et al, en el 2014, realizaron estudios para determinar variaciones
quimicas de los aceites esenciales de Thymus vulgaris y actividad antimicrobiana in
vitro sobre sobres distintas bacterias, utilizando ensayos de difusion de discos para
determinar concentracion minima inhibitoria. Dando como resultado que los aceites
esenciales de tomillo poseen grandes propiedades antimicrobianas sobres 29
especies bacterianas, donde la concentracion minima inhibitoria de tomillo es de

9.25 para E-coli ©9),

Medeiros et al, en el 2015, Demostraron que los aceites esenciales de orégano y
romero mostraron efectos inhibitorios solo o en combinaciones a diferentes
concentraciones sobre la supervivencia de cepas de Escherichia coli,

L.monocytogenes y S. Enteritidis, 7).

Pesavento et al, en el 2015, Italia demostraron que los aceites esenciales de cinco
especies vegetales entre los cuales tomillo y romero, mostraron actividad
antimicrobiana contra cinco productores de enterotoxina de S. aureus y cinco cepas
de L. monocytogenes a concentraciones de 2% y 1% restringiendo su crecimiento.

Los aceites esenciales fueron capaces de suprimir concentraciones de 10> UFC/g de
los patdgenos, dando a conocer la importancia potencial del uso de Thymus

vulgaris, Rosmarinus officinalis y O. vulgare como conservantes de alimentos ©8).

Finalmente el presente estudio de investigacion se encontrd que el uso de los aceites
esenciales de Thymus vulgaris (tomillo) y Rosmarinus officinalis (romero) a

concentraciones 5%, 10%,25% y a 100% presentan efecto sobre Escherichia coli.
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V1. CONCLUSIONES.
Basados a los resultados obtenidos en el proceso de la investigacion podemos

concluir lo siguiente:

Los aceites esenciales de Thymus vulgaris (tomillo) y Rosmarinus officinalis
(romero) a distintas concentraciones presentaron actividades antibacterianas in vitro
frente a cepas de Escherichia coli, determinando que si cumple con nuestro

objetivo propuesto en nuestra investigacion.

Las sensibilidad in vitro de E-coli, frente a distintas concentraciones (5%, 10%,
25% y 100%) los aceites esenciales de Thymus vulgaris y Rosmarinus officinalis
presentd variaciones de acuerdo a los distintos tratamientos sobre el cultivo,

mostrando que la sus primeros efectos cumple a concentraciones menores (5%).

Los aceites esenciales de Thymus vulgaris y Rosmarinus officinalis a distintas
concentraciones de 5%, 10%, 25% y 100% presentaron efecto antibacteriano segun
la escala Duraffourd para inhibir desarrollo de cepas de E-coli, donde existe
suficiente base estadistica para afirmar que a concentraciones mayores nos brinda

mejor poder antimicrobiano.

En las comparaciones de la actividad antibacteriana in vitro del aceite esenciale de
Thymus vulgaris y Rosmarinus officinalis en diferentes (5%, 10%, 25% y 100%)
sobre E-coli, se demostr6 que Rosmarinus officinalis presenta mejores efectos

antibacterianos que Thymus vulgaris.
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VIl. RECOMENDACIONES.

. Se deben valorarse las actividades antibacterianas de los aceites esenciales
de Thymus vulgaris (tomillo) y Rosmarinus officinalis, (romero) frente a otras

especies microbiologicas de importancia patogena.

o A base de los resultados obtenidos en la concentracion minima inhibitoria,
con las dosis tolerables en futuras pruebas bioldgicas, se podria realizar una
formulacién de un producto comercial aplicable a seres humanos, probando la

efectividad y seguridad en su uso.

. Realizar estudios sobre los principios activos de los aceites esenciales de

plantas de la region la Libertad.
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ANEXOS.

TABLA 05. Prueba de actividad antibacteriana de los aceites Esenciales de

Thymus vulgaris (Tomillo) al 5% frente Escherichia coli.

24 horas 48 horas
Aceites Esenciales Ne°
) Placal Placa2 Placal Placa?2
Discos
volumen [ 1 (mg/ml) Halos Halos Halos Halos
(ul) (mm) (mm) (mm) (mm)
T1 7 8 9 9
0.625 5% T, 7 7 8 9
T3 7 8 85 9
Ts 8.5 8 9 9
TABLA 06.

Prueba de actividad antibacteriana de los aceites Esenciales de Thymus vulgaris
(Tomillo) al 10% frente Escherichia Coli.

24 horas 48 horas
Aceites N° Placa Placa Placa Placa
Esenciales Discos 1 2 1 2
volumen [ 1 (mg/ml) Halos Halos Halos Halos
(ul) (mm) (mm) (mm) (mm)
T1 7 7 8 7.5
0.625 10% T2 7 6.5 8 8
T3 9 8 9.5 8
T4 7.5 7.5 8 8
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TABLA 07.

Prueba de actividad antibacteriana de los aceites Esenciales de Thymus vulgaris
(Tomillo) al 25% frente Escherichia Coli.

24 horas 48 horas
Aceites N° Placa Placa Placa Placa

. . 1 2 1 2

Esenciales Discos

volumen [ 1 (mg/ml) Halos Halos Halos Halos
(ul) (mm) (mm) (mm) (mm)

T1 8 7 8 8

0.625 25% T, 8 95 9 9

Ts 9 7 95 8

T4 9 7 95 9

TABLA 08.

Prueba de actividad antibacteriana de los aceites Esenciales de Thymus vulgaris
(Tomillo) al 100% frente Escherichia Coli.

24 horas 48 horas
Aceites N° Placa Placa Placa Placa
. Discos 1 2 1 2
Esenciales
volumen [1(mg/ml) Halos Halos Halos Halos
(ut) (mm) (mm) (mm) (mm)
T1 10 14.5 12 14
0.625 100% T, 14. 10 15 14
5
Ts 17 11 17 12.5
Ts 17 7 17. 10
5
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TABLA 009.

Prueba de actividad antibacteriana de los aceites Esenciales de Rosmarinus
officinalis (Romero) al 5% frente Escherichia Coli.

24 horas 48 horas
Aceites N° Placa Placa Placa Placa
Esenciales Discos . 2 1 2
volumen [ 1 (mg/ml) Halos Halos Halos Halos
(ul) (mm) (mm) (mm) (mm)
T1 8 8 8 8
0.625 5% T2 7 7 8 7
T3 8 8 8.5 8
Ta 8 9 8 8.5
TABLA 10.

Prueba de actividad antibacteriana de los aceites Esenciales de Rosmarinus
officinalis (Romero) al 10% frente Escherichia Coli.

24 horas 48 horas
Aceites N° Placa Placa Placa Placa
Esenciales Discos 1 2 1 2
volumen [1 Halos Halos Halos Halos
(ul) (mg/ml) (mm) (mm) (mm) (mm)
T1 9 10 9.5 8.5
0.625 10% T2 9 9 8
T3 10 14 10 8
Ty 10 14 9 8
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TABLA 11.

Prueba de actividad antibacteriana de los aceites Esenciales de Rosmarinus

officinalis (Romero) al 25% frente Escherichia Coli.

24 horas 48 horas
Aceites N° Placa Placa Placa Placa
Esenciales Discos 1 2 ! 2
vol. (ul) [ 1 (mg/ml.) Halos Halos Halos Halos
(mm.) (mm.) (mm) (mm)
T1 10 13 10 10
0.625 25% T2 10 13 9 9.5
Ts 9 9 9 8
Ty 10 8 9 8
TABLA 12.

Prueba de actividad antibacteriana de los aceites Esenciales de Rosmarinus
officinalis (Romero) al 100% frente Escherichia Coli.

24 horas 48 horas
Aceites N° Placa Placa Placa  Placa
Esenciales Discos 1 2 . 2
volumen [ 1 (mg/ml) Halos Halos Halos Halos
(ul) (mm) (mm) (mm) (mm)
T1 20 20 13 15
0.625 100% T 20 15 13 12
T3 27 14 16.7 10
T4 15 16 15 10
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Cuadro 1. Anélisis de varianza de la actividad antibacteriana de diferentes
concentraciones del aceite esencial de Thymus vulgaris frente a Escherichia coli a

nivel in vitro a las 24 horas.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razéon-F | Valor-P
Cuadrados Medio
Entre Tratamientos 817.15 4 204.287 192.76 0.0000
Error Experimental 37.0938 35 1.05982
Total 854.244 39
p <0.05

Conclusion: si el facto p es menor a 0.05 si existen diferencias significativas entre los

tratamientos.

Cuadro 2. Comparacién de medias por el método LSD de la actividad
antibacteriana de diferentes concentraciones del aceite esencial de Thymus vulgaris

frente a Escherichia coli a nivel in vitro a las 24 horas.

Tratamientos |Casos|Media |Grupos
Homogéneos
1 8 1.125 (X
3 8 8.125| X
4 8 18.8125| X
2 8 9.0 | X
5 8 [15.375] X

Fuente: Datos del Anexo 1

Conclusioén:
Existen tres grupos homogéneos, el primer grupo diferente estd constituido por el

control, el segundo por los tratamientos 3 -4 y 2, y el ultimo es el tratamiento 5 como se
busca la mayor actividad antibacteriana, estadisticamente es el tratamiento 5 el mas
adecuado. Existe suficiente base estadistica para afirmar con un 95% de certeza de que
existe la presencia de tres grupos diferenciados, y es el T5 el que brinda

estadisticamente mejor poder antibacteriano.
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Cuadro 3. Analisis de varianza de la actividad antibacteriana de diferentes
concentraciones del aceite esencial de Rosmarinus officinalis frente a Escherichia

coli a nivel in vitro a las 24 horas.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F | Valor-P
Cuadrados Medio
Entre Tratamientos 1209.16 4 302.291 57.40 0.0000
Error Experimental | 184.313 35 5.26607
Total 1393.48 39
p <0.05

Conclusion: Si el facto P es menor a 0.05 si existen diferencias significativas entre los

tratamientos

Cuadro 4. Comparacion de medias por el método LSD de la actividad
antibacteriana de diferentes concentraciones del aceite esencial de Rosmarinus
officinalis frente a Escherichia coli a nivel in vitro a las 24 horas.

Tratamientos |Casos|Media |Grupos
Homogéneos
1 8 125 |x
2 8 |8.0625| x
4 8 10.25 XX
3 8 10.9375 X
5 8 |18.375 X

Fuente: Datos del Anexo 2

Conclusion: Existen cuatro grupos homogéneos, el primer grupo diferente esta
constituido por el control, el segundo por los tratamientos 2 y 4, el tercer porel 4y 3y
el ultimo es el tratamiento 5, como se busca la mayor actividad antibacteriana,
estadisticamente es el tratamiento 5 el mas adecuado. Existe suficiente base estadistica
para afirmar con un 95% de certeza de que existe la presencia de tres grupos

diferenciados, y es el T5 el que brinda estadisticamente mejor poder antibacteriano.
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Cuadro 05. Comparacion de medias por el método LSD de la actividad
antibacteriana de diferentes concentraciones del aceite esencial de Thymus vulgaris

frente a Escherichia coli a nivel in vitro a las 24 horas.

Tratamientos |Casos|Media |Grupos
Homogéneos
1 8 1.125 | X
3 8 8.125| X
4 8 18.8125| X
2 8 9.0 X
5 8 [15.375 X
Contraste entre | Sig. | Diferencia +/-
tratamientos Limites
1-2 * -7.875 1.04498
1-3 * -7.0 1.04498
1-4 * -7.6875 1.04498
1-5 * -14.25 1.04498
2-3 0.875 1.04498
2-4 0.1875 1.04498
2-5 * -6.375 1.04498
3-4 -0.6875 1.04498
3-5 * -7.25 1.04498
4-5 * -6.5625 1.04498

* indica una diferencia significativa.
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Cuadro 06. Comparacion de medias por el método LSD de la actividad
antibacteriana de diferentes concentraciones del aceite esencial de Rosmarinus

officinalis frente Escherichia coli a nivel in vitro a las 24 horas.

Tratamientos |Casos|Media |Grupos
Homogéneos
1 8 1.25 |x
2 8 |8.0625| x
4 8 10.25 XX
3 8 110.9375 X
5 8 |18.375 X
Contraste entre | Sig. | Diferencia +/-
Tratamientos Limites

1
N

-6.8125 2.32934
-9.6875 2.32934

-9.0 2.32934
-17.125 2.32934
-2.875 2.32934
-2.1875 2.32934
* -10.3125 2.32934
0.6875 2.32934
-7.4375 2.32934
* -8.125 2.32934
indica una diferencia significativa.
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Gréfico 01. Comparacion de promedios de la actividad antibacteriana de los aceites de Thymus vulgaris y Rosmarinus officinalis sobre
Escherichia coli a nivel in vitro

Donde: T1: 0%, T2: 5%, T3: 10%, T4: 25%, T5: 100%
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. . ilacid Figura 02. Extraccion de aceites
Figura 01. Equipo de destilacion. esenciales del tomillo/romero

Figura 03. Medida previa recoleccién
de los aceites esenciales de

tomillo/romero

Figura 04. Envasado y rotulado de los
aceites esenciales de tomillo/romero
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Figura 05. Boleta de Figura 06. Pesado y preparacion -
adquisicion- Agar MacConkey Agar MacConkey

Figura 07. Preparacion de material Figura 08. Esterilizacion de material en
previa a Esterilizacion. la estufa
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Figura 09. Exposicion de Agar Figura 10. Esterilizacion de area Lab
MaConkey en autoclave- ULADECH microbiologia-ULADECH

Figura 11. Version de Agar MacConckey Figura 12. Microorganismo (E-coli)

. silvestre rejuvenecido.
En placas Petri J
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Figura 13: Determinacion de concetraciones (%) AE, nombre, hora y fecha de la

ejecucion de los sembrados E-coli.

Figura 14: Aplicacion de los AE T/R Figura 15: Aplicacion DMSO (Qp) en
(%) en discos (0.625pL) “/u. discos (0.625uL)- blanco

65



Figura 16: lectura a las 24 horas. AE
tomillo (100%)

Figura 18: lectura a las 48 horas.
Tomillo AE (100%)
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Figura 17: lectura a las 24 horas. AE

romero (10%)

Figura 19: lectura a las 48 horas. Romero
AE (10%)
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Figura 20: accion antimicrobiana de los
AE

Figura 21: Accidn antimicrobiana de los
AE tomillo 100%.
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