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Prologo

Las plantas medicinales y/o aromaticas han sido y son usadas no solo en las comunidades
campesinas desde tiempos pre-incaicos, sino también estan presentes en la alimentacién diaria a
nivel nacional y mundial, en especial por personas que buscan encontrar en ellas una calidad de
vida superior a la que hasta hace poco se conocia, pero cabe resaltar que muchas plantas
medicinales son empleadas en su forma tradicional, dado que son pocas de las que se han
realizado investigaciones y por ende dado a conocer sus principios activos.

Una de estas plantas medicinales es la mufia (Minthostachys setosa), la que es empleada como
remedio para las afecciones estomacales, respiratorias, antiinflamatorio, antiseptico, etc.

Es de vital importancia que el consumo sé realice de forma responsable y orientado a la
industrializacién de nuestros recursos naturales y debido a estb se realiz6 esta investigaci()h
caracterizando fisica y quimicamente el aceite esencial de mufia, asi como también establecer las
concentraciones minimas inhibitorias en las que el acéite esencial es activo frente a bacterias de

importancia medico y alimentario.



1. INTRODUCCION

Muchas investigaciones estin eﬁcanﬁnadas a la busqueda de principios activos, con -
actividad bioldgica que puedan ser extraidos de fuentes naturales. En este caso la
busqueda de agentes antimicrobianos que puedan ser empleados para combatir la
propagaci6én de microorganismos ya sea como medicamentos, agentes de limpieza, aseo
personal, etc; nos ha llevado a realizar diversas investigaciones en plantas que forman
parte no solo de nuestra flora, que ofrece inagotables posibilidades, sino también de
nuestra cultura ancestral la que .durante muchos afios a empleado pla;ltas m':'e?vdicina‘les
para el alivio de males, y que en la actualidad se continua con esta tradicion, ain como
A también se emplea en la elaboracién de nuestros alimentos, en la limpieza del hogar,

etc., de una manera muy domestica.

Asi mismo con el afian de :llevar al éampo produétivo e industrializado, este
conocimiento, con el valor agregado de un aval cientifico y comprobado con
evaluaciones que permitan el manejo controlado de lo que nos ofrece la naturaleza y la
seguridad de estar empleandb las cantidades necesan'as sin representar un riesgo para la
salud humana y que por el contrario aporte seguridad y calidad de vida, se realizo la
investigacion titulada "Caracterizacion Fisicoquimica del aceite esencial de la Muiia
(Minthostachys setosa) y su estﬁdio antibacteriano" mediante métodos fisicoquimicos y
la evaluacion de los parametros de crecimiento de 4 microorganismos comprometidos -
en-la contaminacién microbiana de alime:ﬁos y 1 microorganismo responsable de la
formacién de placa dental y la consiguiente presencia de caries, con muestras

recolectadas en la zona de Yauyos.



1.1 PRESENTACION DEL PROBLEMA

La diversidad de plantas mediéinaies 'cohstimye una fuente inagotable de
investigacion, siendo nuestra obligacién comprometernos en esta tarea y por ende
desarrollar nuevas tecnologias para las multiples aplicaciones que se le pueden dar a
los recursos naturales que posee nuestro pais, promoviendo de esta manera el
desarrollo agricola, ya que es sabido que la agricultura es una de las actividades
econdémicas mas importantes en el Peri y es una necesidad imperiosa promover
nuevaé alternativas  de cultivo, fomentando el desarrollo de 155 comunidades

campesinas.

Las plantas medicinales y/o aromaticas han sido y son usadas no solo en las
comunidades cémpesinas desde tiempos pre-incaicos, sino también estan presentes
en la alimentacion diaria a nivel nacional y mundial, en especial por personas que
buscan encontrar en ellas uné calidad de vida superior a la que hasta hace poco se
conocia, ‘pero cabe resaltar que muchas plantas medicinales son empleadas en su
forma tradicional, sin conocer que algunas de ellas en cantidades inadecuadas
pueden conducir a intoxicaciones o incluso la muerte, dado que son pocas de las que

se han realizado investigaciones y por ende dado a conocer sus principios activos.

Es de vital importancia que el producto de las investigaciones vaya mdés alla de
una simple informacién, sino que se continie con la exportacion de plantas
medicinales en su forma industrializada, asegurando de esta manera el

mejoramiento de nuestra calidad de vida social y econémica.



1.2 ENUNCIADO DEL PROBLEMA

v' ¢ Cudles son las caracteristicas fisicas, quimicas y antibacterianas
que se presentan en el aceite esencial de Mufila  (especie

Minthostachys Setosa)?

1.3 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION PARA LA TESIS
1.3.1 OBJETIVO GENERAL:
v' Establecer las caracteristicas fisicas, quimicas y antibacterianas que
se presentan en el aceite esencial de Mufia (especie Minthostachyé

Setosa).

132 OBJETIVOS ESPECIFICOS:
v" Determinar las caracteristicas fisicas del aceite esencial de Mufia
(Minthostachys Setosé).
‘ v Determinér las caracteristicas quimicas del aceite esencial de Mufia
(Minthostachys Setosa).
v Determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Muiia
»(Minthostacﬁys Setosa). -
v" Determinar la concentracién minima inhibitoria de agentes entero

patogenos del aceite esencial de Mufia (Minthostachys Setosa).



1.4 JU STIFICACI()N DE LA INVESTIGACION

Las razones I;or las cuales se propone el desarrollo de la siguiente tesis, son las
siguiéntes:

v El clima y la geomorfologia hacen del Perd, como es sabido, un pais
poseedor de una gran diversidad de recursos. Es por esta razon que

- un determinado genero posee diversas especies como en el caso de la
Minthostachys, de la cual existen cerca de 12 especies diferentes
(que se encuentran almacenadas en el banco de gérmoplasma del
Instituto Nacional de Investigacién Agraria), y asimismo no existe
informacion suficiente que permita conocer exactamente sus
cualidades, siendo so]o la Minthostachys Mollis de la cual se han
hecho detalladas investigaciones.

v Existen programas a nivel nacionai que buscan impulsar la
exportacion de productos naturales, y asimismo tratan dé
reincorporar el uso de la plantas medicinales en las comunidades
cé.mpesinas a fin de que se generen nuevas fuentes de trabajo; pero
de proporcionar nuevos conocimientos acerca de todos los recursos
con los que ellos cuentan, se puede lograr un alto nivel dé calidad
para llegar a ser mas competitivos en el mercado.

v" Con la finalidad de plantgar nuevas aplicaciones en diversos campos,
como en la industria . quimica, alimentaria, cosmetologica,
farmacologica, etc, hasta la fecha se han realizado y se siguen
realizando muchas investigaciones en el campo de plantas

aromaticas y/o medicinales, a pesar de ello no es suficiente ya que a



- diario surgen nuevas incégnitas en cuanto a sus propiedades tanto
fisicas como quimicas, asi como también que componentes posee, la -
proporcion en la que se encuentran y sus posibles efectos frente a
enfermedades, las cuales podrian variar si se habla de especies
diferentes dentro de un mismo género.

v" La busqueda constante de una mejor calidad de vida nos lleva a la
necesidad de emplear nuevos insumos o desarrollar productos
obtenidos de fuentes naturales que remplacen a los quimicamente
sintetizados, no solo para beneficiar directamente al ser humano sino
que también el empleo de nuestros recursos naturales nos ayuden a

preservar €l medio ambiente.

1.5 ANTECEDENTES VINCULADOS A LA PROPUESTA - DE

INVESTIGACION

En la facultad de Ingenien’a Quimica de la Universidad Nacional del Callao se
reportan algunos estudios referentes a plantas medicinales, algunos de ellos son la
tesis “Extraccion de aceite esencial de Huacatay”, fealizada por la Bachiller
Lorena Campodonico, haciendo algunas determinaciones fisicas y quimicas;
también se registra la tesis “Estudio fisicoquimico del .Algarrobo Peruano”,
realizado por el Bachiller José¢ Queirolo Godo. También se realizé: “Estudio
preliminar para la instalacion de una planta industrial de fabricacion de aceite
esencial de menta” realizado por la Bachiller Guida Salyrosas Melgarejo, ademas
estd la tesis:"Estudio tecnoldgico de la extraccion de aceite de semilla de Yurac-

Sara”, realizado por el Bachiller Jorge Rojas Vasquez. Cabe. En lo que respecta al



genero Minthostachys se registra la tesis “Estudio tecnologico para la obtencion de
aceite esencial de Muisia (Minthostachys Mollis)” presentado por la Bachiller

Yesenia Romani Quiliche.

Por otro lado en la Universidad Nacional de Ingenieria en la facultad de
Ingenieria Quimica se reporta la tesis: “Estudio técnico y diseiio de una planta
industrial para la extraccion del aceite esencial de Minthostachys Mollis

Muiic)”, realiz_ada por: los tesistas Eduardo Ayala y Elmer Quiroz..

Asimismo en la Universidad Nacional Agraria La Molina, se vienen realizando
un sin numero de estudios referentes a las aplicaciones de plantas medicinales y/o
aromaticas tanto en el drea de \Indust'rias Alimentarias como en el area Agronoma,
pero cabe resaltar el apoyo de esta universidad a la tesista Maria Campiﬁé Carrera
de la Universidad Politécnica de Valencia para la realizacién de la tesis:
“Minthostachys Spp: Estudio bdsico de la planta y su cultivo”, en donde resalta la
necesidad e importancia de realizar estudios detallados sobre todas las especies que
pertenecen al genero Minthostachys. Ademas se han realizado trabajos sobre 1av
aplicaciég del aceité esencial de Minthostachys Mollis como son:
“Fraccionamiento del aceite esencial de Minthostachys Mollis (Muiia) y su
aplicacion en la inhibicion del brotamiento de la papa - Cultivar Mariva”
presentado por Walter Augusto Ruiz; “Actividad Antimicrobiana del aceite
esencial de Minthostachys Mollis (Muiia) frente a bacterias enteropatogenas”,
presentado por Graciela Contreras (obteniendo buenos resultados); ademés se ha

realizado el estudio de “Conservacion de Yuca (Manihot Esculenta Grantg) con



aceite esencial de Muiia (Minthostachys Mollis) y con Germicida Bacoxin”
-presentado por Silvia Escobedo.

En la facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Méyor de
San Marcos también de han realizado muchas investigacioné:s en plantas
medicinales y/o arométicas, pero cabe resaltar el trabajo presentado p;)r la
Bromatologb Yolanda Munguia Chipana denominado “Estudio comparativo del
aceite esencial de Minthostachys Mollis (KUNTH) Griseb “Muiia” de tres
regiones peruanas por GC-MS”, en donde se establecen importantes diferencias en
cuanto a la composicion y caracteristicas del aceite esencial de mufia obtenido para
cada region.

Por otro lado se reporta en el Boletin de la Sociedad Quimica del Peri de marzo
de 1998 una investigacién- denonﬁnada “Estudio del aceite esencial de Muifia
(Minthostachys Tomentosa )”, realizada por Fabiola Ubillus de la Universidad de
Piura con apoyo de Elena Mufioz y Ramon Mestres de la Universidad de Valencia
(Espatia).

Por lo tanto a pesar de los estudios realizados estos fesultan insuficientes dada
las multiples aplicaciones del genero Minthostachys y la variedad de especies que
presenta, y por lo tanto esta propuesta de investigacién aportara nuevos
conocimientos no solo aplicables a la industria quimica, sino también a la industria
farmacéutica, alimentaria y al campo agricola interesados en la especie

Minthostachys Setosa (Muiia).



i.6

FGRMULACION DE HIPOTESIS.

1.6.1 HIPOTESIS GENEM:

En la especie en iestudio, se encontrarin interesantes resultados en
cuanto a las propiedades qiimicas y fisicas, y se espera obtener un
buen efecto antibacteriano comparable a la accién de antibiéticos

que se pueden encontrar en ¢l mercado.



II. MARCO TEGRICO
2.1 Descripcién de la Genero Minthostachys.

2.1.1 Taxonomia

Division: Fanerégama
Subdivisién: Angidspe,rma |
Clase: - Dicotiledénea
Subclase: Gamopétala
Orden: Tubiflorales
Familia: | Lamiaceae.
Género: : Minthostachys

Bajo el nombre genérico de mufia se reconocen especies de por lo menos tres
géneros diferentes, los cuales pertenecen a la familia de las laminaceas:

Minthostachys, Satureja’y Hedeona.'

A lo largo de la Cordillera Andina crecen en forma silvestre alrededor de 12
especies del genero Minthostachys. De estas especies, hasta la fecha 6 de estas
especies han side reconocidas en el Peri, donde reciben diferentes nombres

locales, como el de muiia como el mds generalizado. *

e

Otros nombres comunes que se le dan a las diversas especies del genero

Minthostachys son: poleo silvestre (los espaifioles le atribuyeron este

1 .

Tapia, 1999
% Ubillus, Fabiola; Mufioz, Elena; Mestres Ramén. “Estudio del aceite esencial de mufia (Minthostachys
tomentosa (Benth) Epling”. Pg. 69.



nombre debido a su similitud con el orégano y al poleo), huaycha (en
lengua Aimara), coa (en lengua Quechua), mufia-mufia, arash mufia, kon,

orcco- mufia, ismush, pachamufia y hayamufia o inkamuiia.

2.1.2 Distribucion geografica.

Las diversas especies que conforman el genero Minthostachys, son arbustos
perennes que crecen en pendienles poco secas y pedregosas, al lado de
carreteras y caminos de herradura. Segun estudios realizados el clima optimo
para el crecimiento de este género es de Tabundantes Huvias y elevada

luminosidad, no debiendo ser esta ultima menor a 14 horas de hez diarias.’

Estudios del Departamento de Biologia de la Universidad Nacional Agraria
La Molina, establecen 8 especies de Minthostachys que crecen en el Pert,

que van desde los 500 a los 4000 msnm.

¥ Morales; Rodolfo. “Estudio de la Extraccién y Caracterizacion de los aceites esenciales de
Minthostachys mollis (mufia) y de la Salvia sagittata (hierba buena)”. pg

10



Cuadro N°2.1.2.1

DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LAS ESPECIES DEL GENERO

MINTHOSTACHYS
ESPECIE D]i;.PARTAMENTO ALTITUD
(msnm)
Andina Cusco 2000-2500
Glabrescens Caj amérca, Junin, Apurimac y Cusco . 2560-4000
Mandoniana o Ayacucho 1000-1500
Mollié | Cajamarcé, Piura y Cusco | 500-3500
nglicifoliaw2; : Ayacuéhé o ‘ M2500-3(-)OO
-Setosa | Puno 1000-3500 .
Spicata Lima, Huancavelica, Ayécucho y Cuééo 2500-4000
I Toméntééé 7 1{ Amaibnas, Cajamarca, La Libertad, Huanuco y Lima 2000—3500 |

I

F uenté: Viicapoma, 2000

2.1.3 Descripeién botdnica.

La mufia es una planta arbustiva, erecta y rastrera generalmente de 0.03 cm. 4

1.250 m; de raiz pibotante y de fuerte consistencia, que a partir de la corona

emerge un gran numero de tallos con abundante poblacion foliar entre anchas y .

angostas alternas y simples, es decir sin bracteas de tallo cuadrangular con

ritidomas de color marron, inflorescencia racimosa dicotémica de 10 a 30 flores

ya sean de formas solitarias o asociadas formando glomérulos. !

* Salamanca Oviedo; Félix. “Taller Feria desarrollo de la pequefia y mediana industria alimentaria en
Latinoamérica. Estudio de la mufia y su extracto ”. pg. 3.~

11




Figura N° 2.1.2.1

MINTHOSTACHYS SETOSA

ESPECIES

2

2

i

F‘

igura N° 2

ESPECIES

MINTHOSTACHYS MOLLIS




Una informacién menos técnica de la _inuﬁa la presenta como un arbusto
lefioso, de tallo tetragonal, bastante tﬁpida en las hojas, las cuales son
pequeiias, o_valgs, presentando pilosidad en lostpecl’oles y cara inferior, en
los que se deposita la rﬁayor cantidad ae esencia... Raiz de aspecto lefioso,

su crecimiento se da en grupos o matas.

Esta planta presenta como cardcter diferencial de las labiadas, el poseer la

sustancia del aceite esencial en las glandulas odoriferas de la hoja.’

2.1.4 Disponibilidad del genero Minthostachys en el mercado

Es de conocimiento que el comercio de plantas medicinales al interior del
pais se viene realizando de manera informal y artesanal, motivo por el cual
las entidades publicas 1o éuentan con una base de datos adecuada, en el
caso de las especies de! genero Minthostachys, en la que se especifique con
detalle la magnitﬁd de lo oferta y la demanda de este comercio. Sin
embargo se tiene conocimiento de empresas privadas que vienen
trabajando con plantas medicinales y que en los ultimos afios han
evolucionado favorablementersus exportaciones (en el caso de la muiia y
.sus derivados), en sus diversas presentaciones siendo su forma natural la
predominante en el mercado (81.2%). Asimismo dentro de los paises que
mds importan mufia y derivados s encuentran Alemania, Repiblica Checa
como importadores mayoritarios y Estados Unidos, Reino Unido y Paises
Bajos, con una participacion mucho menor, como se muestra en el cuadro

2.1.43.

*Idem pg3.

13



" Cuadro N° 2.1.4.1

EXPORTACIONES DEL PRODUCTO MUNA SEGUN SUS PRINCIPALES
PRESENTACIONES EN EL 2009

: N Metural (81:18%)1
IR Exiracts (7.48%)!
O Triurada (5.57%),
Trozano: (4.375):
[N Capeulas (0:42%) ||

| Otras Pres: (037%), |

Fuente: SUNAT. Elaboracién: Promperu.

Cuadro 2.1.4.2

EVOLUCION DE LAS EXPORTACIONES DEIL PRODUCTO MUNA SEGUN

SUS PRINCIPALES PRESENTACIONES 2005-2009

16000
o ;?I m\‘
§000: f - | emebaturall
- y o i
| wemExtracto:
7 | ===Triturado:
4000 =5 i =euTroOZA0
f 1 ==Capsulas:
2000 5 -

2007

5,432.24 1,280.24 8,627.05 7,000.00 6,120.00 2,220.00
30.00 0.00 0.00 260.36 564.00 0.00
0.00 0.00 0.00 365.00 420.00 0.00
5,600.00 0.00 0.00 40.00 375.00 237.00
0.00 0.00 0.00 0.00 32.00 0.00
0.00 0.00 0.00 6,000.00 0.00 0.00
0.00 ©13.50 40.00 0.00 0.00 0.00
24.00 0.00 70.14 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 120.00 0.00 ~0.00 0.00
7,624.64 198.95 940.05 0.00 0.00 0.00
0.00 '0.00 0.00 2,944.00 0.00 0.00
347.00 53.55 6.71 442.00 27.90 0.00
19,057.88 1,556.24 9,703.95 17,051.36 7,538.90 2,457.00

Fuente: SUNAT. Elaboracién: Promperu. * Nota: Febrero del 2010. La informacién que
se muestra es una version preliminar aproximada al mes de Febrero, sin embargo se
encuentra sujeta a actualizaciones.
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-Cuadro 2.1.4.3

EXPORTACIONES DEL PRODUCTO MUNA SEGUN SUS PRINCIPALES
MERCADOS EN EL 2009

R Alemania (60.89%):

OIS Repiiblica Checa (8.67%);

(NSNS Paise Bojos (4:23%):

Reina Unido (Z88%):

RSN Estados Unidos (2.58%):
CEPRER Austria (0.33%):

| =1 Chile (0.37%):

Fuente: SUNAT. Elaboracién: Promperu.

Cuadro 2.1.4.4

EVOLUCION DE LAS EXPORTACIONES DEL PRODUCTO MUNA SEGUN
SUS PRINCIPALES MERCADOS 2005 — 2009

8000~
6000 / /“‘
. 3--—----Nemania: :
e Replibica Checa:
0004 . w——pPaides Bajos:

-\ // /’7\ =
B

2005 2008 2007 2008 2008;
5,167.24 0.00 3,470.01 7,000.00 6,121.00 2,220.00
6,310.40 198.95 . 1,066.96 815.36 656.00 167.00
0.00 0.00 0.00 0.00 320.00 0.00
670.00 0.00 0.00 6,292.00 219.00 0.00
1,894.24 1,403.74 5,054.55 2,944.00 195.00 70.00
0.00 0.00 0.00 0.00 29.20 0.00
0.00 0.00 70.14 0.00 27.90 ) 0.00
0.00 453.55 0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 | 0.00 } - 41.99 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 |- 0.30 0.00 0.00 0.00
5,600.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
96.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
354.00 ~ 0.00 . 0.00 { 0.00 0.00 0.00
20,081.88 1,656.24 9,703.95 17,051.36 7,568.10 2,457.00

Fuente: SUNAT, Elaboracién: Promperu. * Nota: Febrero del 2010. La informacién que
se muestra es una version preliminar aproximada al mes de Febrero, sin embargo se
encuentra sujeta a actualizaciones.
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2.2 Principales Uses del Genero Minthostachys

2.2.1

2.2.2

223

Uso alimenticio.- la mufia se usa en comidas tipicas de la zona
andina, como condimento. Se usa en diversas sopas y segundos,

como en el chupe verde, la sopa de calabaza y el locro de zapallo.

Uso medicinal.- las diversas especies del genero Minthostachys
poseen en la composicidon de su aceite esencial principios activos
que actian sobre el organismo. Los tratamientos a; base de plantas
son muy variados, en el.caso de la muiia, el tratamiento principal es
el mate o infusién que consiste en separar 0 extraer de la planta los
principios activos v¢rtiendo -agua hirviendo sobre la planta (partes
blandas como hojas y tallos tiernos). Es asi que la mufia sé utiliza
de forma tradicional como antiséptico, analgésico, en afecciones
renales y respiratorias (en todos estos casos se toma el cocimiento
de la planta), antiinflamatorio, carminativo (bebiendo la infusion de
hojas y tallos), antihemorragico con la aplicacién de hojas sobre
heridas sangrantes y como purgante junto con otras hierbas

aromaticas.

Uso agricola.- los campesinos andinos utilizan la mufia para
conservar la papa, segun ellos, esta tiene un efecto repelente sobre
los gusanos de tierra (lo que atn no se ha comprobado), pero se
sabe por estudios que si tiene propiedades repelentes contra los

gorgojos de los andes.
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2.2.4 Uso veterinario.- al igual que en los humanos, se emplea la mufia
junto a otras hierbas arométicas como purgante para deéparasitar al

ganado.

2.3 Aceites Esenciales

Los componentes volatiles provenientes de plantas y Ta importancia
biolégica de sus aceites esenciales han atraido la atencién del hombre desde
la antigiiedad como principios aromaticos o especies de gran complejidad en
su composicion, los cuales fqeron considerados como material de desecho
del metabolismo de las plantas. El estudio _de los aceites esenciales como
materias primas basicas para la industria de fragancias y sabores, se ha
transformado en una de las 4reas de investigacion y desarrollo mas

importantes para muchos paises.

2.3.1 Definicién.- El termino aceite, probablemente, se origina del hecho de
que el aroma de una planta existe en forma liquida, los cuales son
parcialmente inmiscibles en agua. Tal es asi que son llamados los

constituyentes odoriferos de las plantas.

La palabra esencial fue derivada del latin “quinta essentia” que.

significaba el quinto elemento, asignado a estos aceites, ya que la tierra,

17



el fuego, el viento y el agua, fueron considerados los cuatro primeros

elementos.’ .

Los aceites esenciales o simplemente esencias, son mezclas liquidas
voldtiles (no dejan a diferencia de los aceites grasos, mancha sobre el
papel), de propiedades aromdticas, extraidos de las plantas. Se
encuentran casi exclusivamente en las fanerégamas y en especial en

algunas familias como las rosdceas, labiadas, umbeliferas, laureaceas,

etc. 7

~Es decir, los aceites esenciales son sustancias liquidas, aromaticas y
volatiles que consisten basicamente en mezclas de principios
quimicos que a menudo son muy complejos, y varian ampliamente

en su composicion quimica.

Otra definicion dada por la ﬁsiologi’a vegetal los considera
metabolitos secundarios, no imprescindibles para el desarrollo de

las funciones vitales de la planta.

2.3.2 Distribucién y estado matural- los aceites esenciales se
encuentran ampliamente distribuidos en plantas que incluyen las
Compuestas, Labiadas, Laurdceas, Mirtidceas, Pindceas, Rosaceas,

Rutaceas, Umbiliferas, Piperaceas, etc. Se les puede encontrar en

8 Lock de Ugaz; Olga. “Investigacién Fitoquimica. Métodos en el estudio de productos naturales”. Pg.
24.
" Font Quer; P. “Diccionario de Boténica”. Pg 6.
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diferentes partes de la planta, como estructuras secretorias
‘especializadas (cavidades, células, pelos o canales sécret(.)res), por
ejemplo: en las hojas (ajenjo, albahaca, eucalipto,’ géranio,'
hierbabuena, mejorana, menta, pachuli, romero, salvifa, etc),. en las
raices (angélica, clircuma, jengibre, sindalo, sasafrds, valeriana,
vetiver, orozuz, etc), en el pericarpio del fruto (citricos como el
limén, mandarina, naranja, bergamota, fresas, uvas, etc), en las
semillas (anis, cardamomo, hinojo, cominq, etc), en ¢l tallo {canela,
trementina, etc), en las flores (lavanda, jazmin, man_ﬁanjlla, piretro,
aceite de azahar, tomillo, rosa, etc), y en los frutos (nuez, moscada,

perejil, pimienta, etc).

Resulta de interés notar que, cuando un vegetal tiene aceites esenciales
en varias partes del mismo, siempre difieren en su C(;nstitucién,' por
ejemplo, un naramjo tiene aceites esenciales en sus flores (aceite de
azahar), en sus vdstagos y hojas nuevas (aceite de petitgrain), en la ‘
cdscara amarilla (flavedo), en sus frutos (aceite de naranja), y
finalmente, un olor propio en el jugo de naranja, todos ellos muy

o L .. g
diferentes en su olor y su composicion quimica.

Las esencias pueden ser producidas por tejidos secretorios,
mientras que en otros casos se encuentran como enlace glucosidico
en el interior de la planta como ocurre con la valeriana, en la que

solo aparece el aroma al secarse 1a raiz y no en estado fresco.

® Braverman; J.B.S. “Introduccién a la bioquimica de los alimentos”. Pg 219.
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2.3.3 Funcién de los Aceites esenciales.- existen diversas teori;is acerca
de la funcién fisiologica de los aceites esenciales en el metébolismo
de los veggtales. De las cuales se pueden citar:

v Atraccién .- los aceites esenciales al ubicarse en las '.ﬂores de
las plantas actiian atrayendo a los insectps responsables de la
polinizacion.

v Repulsién.- repelen la accion de los insectos, pardsitos o
animales herbivoros, nocivos de las plantas, cumpliendo esta
funcion en forma més destacada cuando se ubican en los frutos.

- ¥ Cicatrizante.- actian como constituyentes de los compuestos
que cicatrizan lesiones en la formacién de una capa que evita
evaporaciones intensas de agua.

v' Hormonales.- les atribuye ,funciones hormonales en la
pqlixﬁzaci(’)p y que en la época de la floracion se trasladan a la
flor donde las realizan.

v Fisicas.- acttign como regulador de la conductividad calérica
del agﬁa y la presién Qsmética.

v' Metabdlicas.- 1;)s aceites esenciales participan en el
metabolismo val disminuir su concentracién en las plantas que
crecen a la sombra e incrementa, cuando lo hacen a plena luz y
cuando aumenta la temperatura, lo que a su vez tiene que ver
con la funcion fisica.

v Sustancias de reserva.- como dador de hidrogeniones en los

procesos de oxido — reduccion.
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FAMILIAS CON UN ELEVADO CONTENIDO DE ACEITES

i Cuadre N°2.3.3.1

ESENCIALES
FAMILIAS ESPECIES QUE PERTENECEN A ESTA FAMILIA -
| (NOMBRE COMUN)
Umbeliferas Hinojo, Anis, Alcaravea
Zingiberaceas ~ Jengibre, Cardamomo
Pindceas Abeto, Picea, Pino o
| Cdmpuestas - } ) Manzarﬁllé, Amica o
- Labiadas T Espliego, Menta, .Tomillo, Pachuli o
Laurdceas o Canela, Alcanfor
Mirtéceas b Clavo,- Eucaliﬁtb )
 Rutdceas V Naranjo arﬁargo, Limonero
Rosaceas .Ros:as i

Fuente: Brunhilde Bross, 1994

2.3.4 Clasificacion de los aceites esenciales.- los aceites esenciales se

clasifican en base a diferentes criterios: de acuerdo a su origen,

composicion quimica, empleo, punto de ebullicion, etc.

2.3.4.1 Por su origen

A. Naiturales.- dentro de las cuales se encuentran los aceites

esenciales vegetales (aproximadamente en un 99%) y los
de oﬁgen animal, en donde se puede citar al Almizcle, que
es la secrecion de una gldndula de la cabra almizclera

(Moschus moschifenus); el Abeto, segregado por una

21
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- glandula del gato de algalia (Viverra zibella) y el Ambsr
que procede del cachalote (Physeter macrocephalus), estéis
especies generalmente se emplean como fijadores en ia
elaboracion de perfumes. |

B. Sintéticos.- son productos de sintesis orgéanica y pueden
obtenerse a partir de los compueétos obtenidos de los
diversos aceites esenciales como de compuestos ajenos a
estos. Pertenecen a este grupo las Yanonas, con olor a

_violeta, que son muy empleadas en perfunieria.

2.3.4.2 Por su cemposicién quimica.- se pueden dividir en:

A. Compuestqs terpénicos: Estan formados por unidades de
isopreno, pudiendo ser monociclicos, ciclicos y aciclicos.
Los que carecen de oxigeno son hidrocarburos de tipo
monoterpénicos o sesquiterpénicos. De acuerdo con la
naturaleza de los cémponentes principales se pueden

- dividir en:

v Monoterpenos: d y B-pineno, canfeno, limoneno,
mirceno, b—cimeno, etc.

v Sesquiterpenos:B-cariofileno, a-farneseno,
germacraneno, camazuleno, etc.

v Monoterpenoles:a-terpineol, borneol, citronelol,
geraniol, linalol, nerol, etc.

v .Sesquiterpenoles: espatulenol, fenchol, nerolidol,

etc.
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v " Tsteres terpénicos: acetatos de nerilo, geranilo y
bornilo, 1,8-cineol (eucaliptol), etc. A

v Oxidos terpénicos: 6xido de cariofileno.

v Cetonas terpénicas: pulegona, tuyona, etc.

v Aldehidos: citrales, fotocitrales, etc.

v Lactonas sesquiterpénicas: crispolida, etc.

v Monoterpenonas: alcanfor, etc.

v Hidrocarburos  sesquiterpénicos:  santanelos,

curcumenos, etc.

. Compuestos éon niicleo bencénico (fenilproepinicos):
Son muy importantes como elementos predominantes de
algunos aceites como el de anis, badiana, canefa, clavo de
olor, hinojo, etc. De acuerdo con la naturaieza de los

componentes principales tenemos:

v Hidrocarburos: tolueno.

v Fenoles y derivados: anetol, apiol, eugenol, timol,
etc.

4 Alcoholes: beneilico, salicilico, etc.

4 Aldehidos: benzoico, cinamico, etc.

v Acidos: ésteres de 4cido benzoico y cindmico, etc.

. Compuestos alifiticos de cadema recta: Se trata de
componentes menores entre los que figuran el &cido

acético, 4acido formico, 4cido isovalerianico, 4cido
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isobutilico, aldehido decilico, metilheptona, estearopteno,

etc.

Compuestos sulfurados y nitrogenados heterociclos:
En el grupo de los sulfurados tenemos el isofiocianato de
alilo (presente en el aceite de mostaza) y el sulfuro de
dialilo (presente en el ajo). Entre los nitrogenados figuran

el indol, furfural, escatol, etc.

2.3.4.3 Por su punto de ebullicién.- se pueden dividir en:

A.

Aceites esenciales fijos.- son los cominmente llamados
fijadores, su frecuencia ondulatoria es muy amplia y su
peso molecular, generalrpente muy elevado. Ademas de
los fijadores podemos incluir en este grupb a los
productos balsdmicos y a las esencias resinosas. Algunos
gjemplos son: clavel, sdndalo, Ylang Ylang, benjui
(resina), &mbar gris (resina), almizcle (resina), civeta, etc.
Aceites esenciales persistentes o medianos.- son mas
volatiles que los anteriores. Son cetonas y esteres de peso
molecular poco elevado, como las de lavanda, clavo,

pimienta, rosa, etc.

Aceites esenciales fugaces o veoldtiles.- son muy

volatiles, su accién solo dura unas pocas horas, son de
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peso molecular relativamente bajo, como los del anfs,

bergamota, menta, pimienta, ruda, espliego, etc.

2.3.4.4 Segiin su empleo.- se pueden dividir en:

A.

Alimenticias.- como el ajo, perejil, anis verde, ajenjo,
apio, canela, comino, pimiento, hinojo, laurel, limon,
menta, cidra, nuez moscada, zanahoria, cebolla, naranja,
ete.

Alimenticias Aromaticas.- como la canelé, apio, comino,
vainilla, laurel, limén, mandarina, mejorana, menta,
naranja, pimienta, nuez moscada, etc.

Aromaticas.- como la albahaca, almendras, cedro, ciprés,
clavel, eucalipto, geranio, iris, jazmin, lavanda, magnolia,
narciso, nuez moscada, orégano, palma, rosa, pino,
romero, ruda, salvia, toronjil, violeta, etc.

Medicinales.- como el alcanfor, anis verde, boldo, canela,
ciprés, comino, clavo, eucalipto hinojo, menta, perejil,
pino, rébano, romero, rosa, sabina, salvia, sasafras,

tomillo, vainilla, valeriana, etc.
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2.3.5 Procesos de sbiencidn de aceites esenciales
2.3.5.1Recoleccién.- la  recoleccion se debe realizar
preferentemente durante clima seco, nunca cuando lueve o

mientras la humedad ambiental sea elevada.

Todo material vegetal debe recogerse libre de desechos, tierra,
enfermedades, pesticidas, contaminantes microbiolégicos y
ambientales. En términos generales, tomando en cuenta la parte
de la p}anta que se va a recoger, deberdn cosecharse en la

siguientes épocas y momentos de su crecimiento:

v Las hojas: al inicio de la floracion.
v Las flores: al momento de su floracion mdxima.
v Las semillas: cuando se encuentren bien secas y

comiencen a caers‘e por si mismas.
v Las raices: antes devla Sfloracion.
En relacicn a la composicion de los principios activos, el horario
mds adecuado para la cosecha es el siguiente:
v Plantas con alcaloides, glucdsidos y principios
amargos: al atardecer.
v Plantas con aceites esenciales y flavonoides: durante
la mafiana. Después de la evaporacion de la humedad,

- er 9
antes de que la radiacion solar sea fuerte.

Se recomienda no lavar las hojas después de cosechadas, y
en el caso de raices y tubérculos se debe de lavar con agua

limpia, con la ayuda de un cepillo para retirar toda la tierra.

® Campillo Carrera; M? Sales. “Minthostachys Spp: Estudio basico de la planta y su cultivo”. Pg 20.
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2.3.5.2 Secado. - Previo al proceso de extraccion de aceites
esenciales, hay ciertas condiciones que las plantas
medicinales y/o aromaéticas deben cumplir; vale decir en

cuanto a su contenido de humedad.

Las plantas co;ttienen un elevado porcentaje de agua y éste es un
medio propicio para la manifestacion de actividad enzimdtica y
del mismo modo favorecer el crecimiento de bacterias, hongos,
etc.”’

El secado por lo tanto constituye una etapa importante en el
proceso de extraccion de aceites esenciales, ya que
contribuye ala desaétivacién de las enzimas. Durante el
secado, mientras que la eliminacién de agua no ha sido
total, es necesario considerar algunos factores que impidan
la actividad enzimatica, como temperaturas entre 20 y 45°C
a las cuales las enzimas son activas. A su vez, sabemos que
temperaturas mayores favorecen la eliminacién de humedad
a mayor velocidad pero cabe resaltar que temperaturas
elevadas promueven la modificacion y/o alteracion de las
propiedades quimicas de las plantas. En conclusidn, las
condiciones favorables de secado son bajo sombra, en
ambientes limpios, en lugares donde la temperatura sea
menor a 20°C y con abundante ventilacic’m; vale decir en

ambientes acondicionados artificialmente o medios

"_’ Campillo Carrera; M" Sales. “Minthostachys Spp: Estudio bésico de la planta y su cultivo”. Pg 21.
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geogréficos donde se cumplan. estas condiciones (la sierra

por ejemplo).’

2.3.5.3 Extraccion del aceite esencial.- Los diferentes procesos de
extraccién utilizados en la obtencién de aceites esenciales

se pueden resumir en el Cuadro 2.3.5.1.

En la extrusién el material vegetal es exprimido
mecénicamente para liberar €l aceite y este es recole-ectaddy_
filtrado. Este método es utilizado para el caso de las
esencias de’citn'cos.
En la destilacién por arrastre con vapor de agua, la’
muestra vegetal generalmente fresca y cortada en trozos
pequefios, se coloca en un Jrecipiente cerrado y sometida a
una corriente de vﬁpor de agua sobrecalentado, que es
generado por un hervidor, la esencia asi arrastrada es
posteriormente condensada, recolectada y separada de‘ la
fraccion acuosa. Esta técnica es muy utilizada
especialmente para esencias fluidas, especialmente las
utilizadas para perfumeria. Se utiliza a nivel industrial
' debidd a su alto rendimiento, la pﬁreza del aceite obtenido y
porque no requiere tecnologia sofisticada. Es importante
que el vapor encuentre una salida a través de la carga; a
menudo se usan varias rejillas para sosteher la carga sin que

el material se comprima.
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En el método de extraccién con solventes volatiles, la
muestra seca y molida  se pone en contacto con solventes
tales como alcohol, cloroformo, etc. (que a su vez
solubilizan y extraen otras sustancias tales como grasas y
ceras, obteniéndose al final una esencia impura). Se utiliza a
escala-de laboratoﬁo pues a nivel mdustrial resulta costoso
por €l valor comercial de los solventes, porque se obtienen
esencias impurificadas con otras sustancias, y ademas por el
riesgo de explosion e incendio caracteristicos de muchos
solventes organicos volatiles.

En el método de enflorado o enfleurage, el material vegeté.l
(generalmente flores) es puesto en contacto con una grasa.
L.a esencia es solubilizadg en la grasa que acta como
vehiculo exfractor. Se obtiene inicialmente una mezcla
(concreto) de aceite esencial y'grasa, la cual es separada
posteriormente por otros medios fisico — guimicos. En
general se recurre al agregado de alcohol caliente a la
mezcla y su posterior enfriamiento para separar la grasa
(insoluble) y el extracto aromatico (absoluto). Esta técnica
es empleada para la obtencion de esencias florales (rosa,
jazmin, azahar, etc), pero su bajo rendimiento y la dificil
separacion del aceite extractor 1a hacen costosa.

El método de extracciom con fluidos supercriticos, el
material vegetal es cortado en trozos pequefios, licuado o

molido, se empaca en una camara de acero inoxidable, y se
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hace circular-a través de la muestra en fluido en estado
supercritico (por ejemplo CO;), las esencias son asi
solubilizadas y arrastradas y el fluido supercritico, que actia
como solvente extractor, se elimina por descompresion
progresiva hasta alcanzar la presion y temperatura del
ambiente, y finalmente se obtiene una esencia cuyo grado
de pureza depende de las condiciones de extraccion.
Aunque presenta varias ventajas como rendimiento alto, es
ecolégicamente compatible, el solvente se elimina
facilmente e inclusive se puede reciclar, y las bajas
temperaturas utilizadas no cambian quimicamente los
componentes .de la esencia, sin embargo el equipo requerido
es relativamente costoso, ya que requiere bombas de alta
presion y sistemas de extraccién también resistentes a-altas

presiones.
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’ Cuadro 2.3.5.1 -
METODOS DE EXTRACCION DE ACEITES ESENCIALES

gy P . -
‘Método Procedimiento [Productos Obtenidos |
‘ ; Compresion de '
. cascaras Aceites esenciales
Extrusion " Ra d i Sitrico
. - spado de
Métodos ’p
. cascaras
directos e e .
Lesiones .
. Gomas, resinas,
Exudado mecanicas en .
bélsamos
cortezas
Directa
Por arrastre de
vapor (directo,
indirecto, a
presidn o a
s vacio) Aceites esenciales y
Destilacion iy
aguas aromaticas
Destilacion-
maceracién
(liberacién
enzimatica de
agliconas en
agua caliente)
| Infusiones y resinoides |
- ., En caliente alcohdlicos en caliente,
Extraccién Solventes oleorresinas ;
con o ‘ NS
volatiles Mezclas aromaticas,
solventes , . . X
En frio resinoides en frio,
oleorresinas.
. ' En caliente Pomadas en caliente,
Pr(;cem? de lavados y mezclas
extraccion . "
. Solventes fijos aromdticas.
con fleidos (grasas
en grasas y
. . aceites) .
condiciones « -
vee ‘Enfleurage ,
|supercriticas Pomadas en frio,
y suberiticas En frio mezclas aromaticas de
enflorados.
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2.3.6 Toxicidad de los aceites "esenciales‘:

Sé cree que las plantz;s medicinales son seguras porqﬁe se han
empleado desde siglos atréé, y al ser naﬁlrales se les copﬁere cierta
seguridad a su empleo. Sin embargo el uso continuado durante afios
(o siglos) no es una garantia de seguridad y lo "natural" no tiene
porque ser mas seguro que los productos sintéticos. A si mismo se
vpuede decir que el uso en cantidades inadecuadas de plantas
medicinales ya sea como aceites esenciales o extractos de estas,
tienden a ser toxicos para el organismo o inclusé pueden llegar a
producir la muerte.

Tal es el caso que existen aceites que en cantidades excesivas
producen convulsiones como la alcaravea, anfs, badiana, eneldo,
hinojo, hisopo, menta, perejil, etc., otros con efectos narcéticos o
estupefacientes como la albahaca, angélica, anis, badiana, comino,
coriandro, enebro, eucalipto, hinojo, lavanda, melisa, nuez
moscada, etc., o peor aun propiedades abortivas como la ruda, el

ajenjo, etc.
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Cuadro N°2.3.6.1 .

TOXICIDAD DE ALGUNAS ESPECIES - CONOCIDAS

, Toxi;:idad

Nombre Nombre Componentes .| - Aplicacion - Actividad
Cientifico Popular | Principales Farmacolégica Sobredosis
Allium sati Ao Aliina, sulfuro ‘Hipotensor, diurético, -. Irritante de
J de dialilo antiséptico, fungicida mucosas
— f - - 5 - - - =
Angelica e Felapdreno, Diurético Narcoértico*
. Angélica derivados . cos
archangelica (e vulnerario Fototéxico
( . cumarinicos | . .
Artemisia Aienio Tuvona. tuvol Antiparasitario Convulsivante
absinthium o yons Emenagogo Abortivo
Diosfenol, |~ B Irritativo en
Barosma betulina | Buchu limoneno, Antiséptico urinario N
_ mucosas
pulegona | o
| Carvona, '
. limoneno, o~y | = Antiespasmddico, )
Carum carvi Alcaravea - A e Convulsivante®
B-pineno, carminativo, aperitivo
herniarina
1"’ P
Cuminum . | Aldtfh.ldo Carminativo, aperitivo, Narcotico*
. Comino | cuminico, T otk
cyminum ‘ ‘ espasmolitico Fototdxico
. _ |  terpenos I
Cinnamomum Alcanfor | Safrol, alcanfor Rubefac1en.te, Al_ltlseptxco Convulsivante®
canphora ) o respiratorio, o
Aldehido :
Cinnamomum Canela cinamico, Antiséptico, sedante, Depresor del
verum alcoholes Antiespasmédico, etc SNC *
aromaticos
Coriandrum — d-linanol Carminativo, eupéptico
. Coriandro (coriandrol) . > SUPEPLCO, Narcoético *
sativum : 020 antiespasmodico, etc
.  60-85% o . .
Eucaliptol (70- '
‘ 80%) Depresor SNC*
Eucalyptus . a~ B- pineno, p- - Broncoespasmo* :
globulus Eucalipto cimeno, d- Antiséptico, expectorante Carcinogenético®
limoneno, Fototoxico *
| felandreno, et _
Metilchavicol o '
Foeniculum Hinojo anetol, Carminativo, expectorante Convulsivante®
vulgare J | anisaldehido, » SXP Estupefaciente*
| | fenchona
| Hyssous A Hidrocarb.
yssopu | Hisopo - terpénicos, | Antiséptico, expectorante | Convulsivante*
officinalis .
. .| pinocanfona | e
Tlicium ve Anis Anetol, estragol, | Carminativo, eupéptico, | Estupefaciente*
7 M| estrellado safrol antiespasmddico | Convulsivante*
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limoneno, 4c.

34

| Anisico
. a ineno, | . . .
Juniperus }.’B pineno, Diurético, antiséptico, Narcotico*
. Enebro limoneno, : .
communis | L , expectorante Abortivo
|  terpineno - | S -
- ' | Cineol eugenol _ ‘ o
La nobilis 1 S CT : i yxico*
urus nobili Laure linalol, terpineol perfumenfx Fototdxico
5 Linalol 1 .
) 2 . e %
a];avartli(:‘:ﬁ?a Lavanda geraniol, Perfumeria, cosmética hTI:[arcotlco *
e borneol, ésteres | oo™
Lavandula . N . . Lo .
r e Espliego | Alcanfor, cineol Perfumeria, cosmética .| Irrit. mucosas *
latifolia . | | |
_«. —— o e e . e e o e e s en i A T T " . *,.'._. .
Lippia citriodora Hlle.rba Citral, cineol eupéptico, es.p.asmohtlco, | Nf:urotoxwo ‘
_ o uisa aperitivo | Trrit. mucosas*
Camazuleno, " *
Matricaria Manzanilla bisabolol Antiinflamat.,carminativo, Alergias *
recutita hidrocarb. antiespasmadico ©
Terpénicos e
Eucaliptol (55- . . :
Melaleuca Niauli | 65 %), terpineol | Antiséptico, antifingico | [onteenpiely
viridiflora o IMucosas
(35-45 %) o
T ' - - - - - * .
Melissa . Ge.r anial, Carminativo, HlpOtlI‘O’IC.hSILIO ‘
officinalis Melisa geraniol, neral, antiespasmédico Narcoético
) i citronelal, etc - Fototoxico®
. 1 Menta - ! . N
' Mentha pulegium paleo Pulegona estomaquico || Convulsivante
: .. Mentol, I Carminativo, estomacal, Edema de
''Mentha x piperita | Menta |mentona, acetato . . , -
. antiespasmddico : glotis**.
I de mentilo, etc R : =
Myristica Nuez Htgro;:z::sros Eupéptico, carminativo, Estupefaciente
fragrans moscada TPEnICos, estimulante, nematicida | Depresor SNC
o L Jmiristicing L ! B
. Linalol (hasta | .
S| M| oo | A o
| Estragol (85 %) e
B | o-pineno, p-
Origanum Oréoano pineno, Antiespasmddico, Somnolencia*
vulgare g B-cariofileno, antibacteriano, fungicida
o borneol
i . - . .
f VPetro§e11num - Perejil .A.pl.Ol.’ Emenagogo Convulsivante*
| sativum e miristicing | ,
aci Coleréti itacion renal
Peumusboldus | Boldo | Paeimeno, |- Colerdico, colagogo, - | Irritacion renal,
Vool |cineol ascaridol | diurético, eupéptico  |vémitos, diarrea®
N Anetol, .. (e -
Punpmella Anis verde | anisaldehido, Carnm}atlvo, elllp.eptICO, Narcopco .
anisum . antiespasmodico Convulsivante
o __.G-pineno,



o

cariofileno |

Rosmarinus | Alcanfor, f_A-—Cwbulfé;éﬂéé;_éé;fﬁinéiivo:A » . "
. . i Romero . | N . Convulsivante
officinalis | borneol, cineol | antiséptico, estimulante
{ L § Abortivo
Ruta graveolens 'i Ruda Metilnonilcetona Emenagogo i Convulsivante*
\ ] Fototéxico
| Salvia officinalis | Salvia | Tuyona Emenagogo { Convulsivante®
| | oa-pineno, - | . . -
Santonila | Abrotano | pineno, canfeno, .Ar.ltl,nfﬂ amatonc’),- Neurotoxico*
: I antimicotico, analgésico, A
chamaecyparissus | hembra alcoholes . 15 Abortivo
i . . antiespasmédico
i terpenicos :
- ) | i
Sassafras , %afrol (80 Carminativo, diurético, | Con.vulslya}nte*.
N Sasafras | 90%), alcanfor, e . Carcinogénico
officinalis . pediculicida (via externa) S
_ anetol, apiol, etc |* ' Fototdxico
Syzyg}mn Clavo de Eggenol, Bacten01fl§, funglglda, Depresor SNC*
aromaticum olor cariofileno analgésico local ; )
Tanacetum | Tuyona (70- .. . " Convulsivante
vulgare Tanaceto | 95%) Antiinflamatorio Abortivo*
1 Thuja Tuva { Tuvona ) Convulsivante
| occidentalis 4 | 4 Abortivo
l geraniol,
. . carvacrol, Antiséptico, béquico, Narcético *
Thymus vulgaris Tomillo borneol, linalol, | vermifugo, expectorante Fototoxico*
] . fimol
Tilia s Tilo F‘gﬁ?gf ? Sedante, colerético,
Pp- & ’ antitusivo, antiinflamat. |
eugenol - j _
L ] Borneol y - :
Valeriana . . . Pasa a leche
.. Valeriana | ésteres, kesano, hipnosedante ¥
officinalis materna
valeranona

Nota: la toxicidad indicada con asterisco (*) se presenta generalmente en dosis altas.

Fuente: Alons;), 1998.

2.3.7 Uso industrial de los aceites esenciales.- los aceites esenciales son

a menudo empleados en:

2.3.7.1 Industria de los alimentos, ademas de sus propiedades

organolépticas, son empleados como aditivos para producir

ciertas modificaciones que impliquen conservacién, color,

reforzamiento

del
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sabor

(agentes

soporiferos) 'y
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estabilizacion, a s{ mismo se emplean para aprovechar su
poder gelificante en la elaboracién de néctares, mermeladas
y confituras. Del mismo modo se emplea en la industria de
las bebidas ya que se emplean para dar sabor y aroma (café,
te y bebidas alcohodlicas y no alcph()licas, especialmente
refrescos). También se emplea como condimento de éarnes
preparadas, embutidos, sopas, helados, queso, etc y en la
| produccion de caramelos, chocolates y otras golosinas.
Algunos aceites esenciales empleados por esta industrias

son: coliandro, naranja, menta, hinojo, limon, entre otros.

2.3.7.2 Industria farmacéutica.- se usan en cremas dentales
(aceite de menta e hinojo), como agente terapéutico, es decir
como analgésicos; inhalantes para descongestionar las vias
respiratorias (eucalipto), entre muchas otras propiedades que
se detallaran mds adelante. Son utilizados como
neutralizantes de sabor desagradable de muchos
medicamentos, como suplemento o potenciador de una
droga, como ingrediente en una preparacion o como

suplemento alimenticio con un valor terapéutico definido.

2.3.7.3 Industria de cosméticos.- en la semisintesis de lociones,
jabones, perfumes (pinenos, citral, safrol, etc) y maquillaje.
En este rubro se pueden citar los aceites de geranio, lavanda,

rosas y pachuli.
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2.3.7.4 Industria de productos de uso veterinario.- esta industria
emplea el aceite esencial de paico muy apetecido por su
contenido de ascaridol, 'peroxido organico y su propiedad

vermifuga.

2.3.7.5 Desodorantes industriales.- actualmente se ha desarroliado
el uso de esencias para disimular el olor desagradable de
algunos productos industriales como el caucho, los plésticos
y las pinturas. En otros sectores mdustriajes se erﬁplean
como estabilizadores de emulsiones. También son
ampliamente usados en la elaboracion de productos de

limpieza (como los desinfectantes), etc.

2.3.7.6 Aromaterapia.- otro ‘uso muy frecuente de los aceites

esenciales es a través de la aromaterapia.

Esta técnica es muy empleada en Furopa (Francia
especialmente), habiendo dado muy buenos resultados en
procesos infecciosos la aromaterapia se realiza junto con un
afomatograma (algo asi como un antibiograma) que en vez de

g . . u
emplear un antibiético, testea aceites esenciales.

'! Alonso; Jorge. “Tratado de Fitomedicina, bases clinicas y farmacologicas™. Pg 60.
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2.3.8 Uso del aceite esencial de muiia

La mufia como tal es empleada como infusién de hojas y tallos
como carminétiva, antiséptica, analgésjca, contra afecciones renales
y respiratorias. Asimismo el aceite esencial de la muifia, contenido
en las glandulas odoriferas de esta planta, es muy empleado por lds
campesinos andinos (segiin ellos la mufia tiene un efecto repelente
sobre los gusanos de tierra) y por la comunidad agricola debido a
sus propiedades biocidas, comé por ejemplo en la conservacién de
la papa (Solanum tuberosum) como’ insecticida para prevenir el
ataque de .insectos de follaje (pulgones), evita el. brotamiento,
controla las plagas en é]macenanﬁento (la polilla Phthorimaea
operculella e insectos de almacén como el gorgojo de los Andes),
como plaguicida, como controla(ior de fitopatogenos (Fusarium
" oxysporum, hongo que debilita el sistema vascular, causando
enfermedades en las plantas debido a su capacidad de bloquear los
vasos conductores de agua), también es empleado contra los
parésitos externos del ganado (sobre todo piojos y pulgas), en
camélidos para curar la sarna y en animales domésticos para

controlar los ectoparasitos y endoparasitos.
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2.3.9 Influencia de los factores externos en la produccién de aceites

esenciales

Un aceite suele poseer de diez a quince componentes principales y otros
tantos muy escasos o en trazas. El numero y tipo de componentes, asi
corho. sus proporciones, pueden experimentar importantes cambios
dentro de una misma especie botdnica, sea por razones ecoligicas (luz,
temperatura, altitud, etc), agronémicas (época de siega, abonado, etc) o
puramente genéticas (quimiotipos o variedades quz’micas)-. Estas ultimas
ser la.; mds drdsticas e implica;z que una planta indy‘érenciable (bajo la
lupa de un botdnico) de otra de ;su misma especie puede tener una
composicion completamente diferente de su aceite esencial. La
investigacion quimica es de gran importancia economica ligade a estos

productos.”?

Tal es asi, segln estudios reglizados, ld luz interviene modificando
la forma y tamafio de los canales secretores y estimula la funcién
clorofilica, alterando el porcentaje de rendimiento de la esencia y
su composicién quimica. Otro factor es la velocidad del viento,
donde se reporta que especies expuestas a una mayor velocidad,
aumentaron en un buen porcentaje su contenido en aceites
esenciales. También se debe tener en cuenta el momento de su
crecimiento, por ejemplo, estudios realizados en la Mentha
longifélia L. reportaron una variaciéon del contenido de esencia

(este decrece al final de la floracion) asi como también en la

2 Garcfa Vallejo; M.C. “Importancia sobre la investigacion quimica en la explotacién de los aceites

esenciales”
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" composicién de esta (durante la inflorescencia). Muy: importante
resulta mencionar la influencia del clima, ya que las células
secretoras o glandulas oleiferas disminuyen en cantidad a medida
que el clima se hace calido y aumentan en climas frios o templados,
esto obviamente debido a la volatilizacién de componentes muy
volatiles a medida que aumenta la temperatur# del élnbiente. Los
cambios de suelo asi como también el ataque de insectos 0~

pardsitos, llegan a determinar alteraciones de las esencias.

2.3.10 Métodos de analisis de aceites esenciales

Luego de obtener un aceite esencial se debe hacer un tratamiento
previo a este, ya sea con sulfato de sodio anhidro o sulfato de
magnesio anhidro, para eliminar todo rastro de agua que se haya
emulsionado con el aceite luego de la extraccién. Luego se deben
- hacer determinacioﬁes fisicas tales como: arorﬁa, desviacion dptica,
solubilidad en mezclas de alcohol — agua (la solubilidad de una
esencia en soluciones etandlicas, depénde de su contenido de
compuestos oxigenados, y esto se averigua con determinaciones a

diferentes concentraciones).

La densidad de los aceites esenciales suele ser inferior a la del agua,
salvo los de canela, clavo de olor y sasafrds, con una densidad superior a
la unidad. Los contenidos en aceite esencial no suelen superar el 1% en

la mayoria de los casos. Una excepcién la constituye el clavo de olor
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(boton floral de Eugenia caryophyllus) cuyo contenido puede superar al

15%.5

Con la densidad e indice de refraccicn se pueden hacer deducciones
importantes sobre componentes. Por ejemplo: densidades menores de
0.9 e indices de refraccion menores de 1.47 sugferen una &Ito porcentaje
de hidrocarburos terpénicos o compuestos aliféticos. Si la densidad és
mayor de 0.9 y el indice de refraccion menor de 1.47 es posible que haya
compuestos oxigenados alifaticos. Los hidrocarburos aromdticos tienen |
densidades menores de 0.9 pero sus indices de refraccion son mayores de
1.47. los compuestos oxigenados aromdticos. o -aliciclicos tienen

densidades e indices de refraccion superiores a los limites sefialados. **

Se pueden realizar también determinaciones quimicas tales como
determinacion de aldehidos y cetonas, indice de acetilo, indice de
acidez (numero de mg de KOH necesarios para neutralizar los
acidos libres contenidos en 1gr de aceite esenciales), indice de ester
(numero de mg de KOH necesarios para neutralizar los acidos
liberados por la hidrélisis de los esteres contenidos en 1 gr. de
aceite esencial), contenido de fenoles (basado en la transformacion
de los fenoles contenidos en un volumen conocidos de aceite
esencial en fenolatos alcalinos y la posterior medicion de la
fraccion de aceite esencial no transformado) y mas
especificamente, cuando se conoce, en base a el (los)

componente(s) principal(eé).

3 Alonso; Jorge. “Tratado de Fitomedicina, bases clinicas y farmacologicas”. Pg 56.
 Dominguez; Xorge. “Métodos de investigacién fotoquimica”. Pg 232.
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También se pueden emplear técnicas cromatogréficas tales como la

~ cromatografia en columna, en capa fina y estacionaria o las mas

eficientes y rapidas como la cromatografia liquida de alta eficiencia

(HPLC), y la cromatografia de gases (GC).

El andlisis por métodos espectrometricos de wun aceite esencial
constituido por una mezcla de compuestos puede ser utilizado para
obtener una informacion sobre su posible composicion, y asumir la

ausencia o presencia de determinado grupo funcional.”’

Como también se pueden emplear métodos espectroscopicos, como
la técnica acoplada Cromatograﬂa de gases — Espectrometria de
Masas (GC- MS), que permite obtener el espectro de masas de cada
componente con el cual se obtiene el peso molecular e informacion
estructural. Asi mismo existen bases de datos con los espectros de
masas de muchos cbmponentes, por lo cual el indice de Kovaté
(determinado en dos columnas de diferente polaridad) y el espectro
de masds' son criterios para la asignacién’ quimica de muchos
componentes de aceites esenciales, no solo monoterpenos sino

también otros tipos de sustancias caracteristicas de dichos aceites.

3 Lock de Ugaz; Olga. “Investigacion Fitoquimica. Métodos en el estudio de productos naturales”. Pg.

35.
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2.3.11 Actividad antibacieriana de los aceites esenciales

Taﬁto én los alimentos de origen vegetal como en los de origen
animal existen sustancias antimicrobianas. En los primeros, se trata
principalmente de los aceites esenciales, aunque también otros
compuestos no volatiles como taninos, glucésidos y glicoproteinas

ejercen una actividad antimicrobiana.

Entre los compuestos fitoquimicos responsables ‘de esta actividad
destacan los derivados fendlicos: timol y carvacrol, los cuales se unen a
los grupos amino e hidroxilamino de las proteinas de la membrana
bacteriana, alterando su permeabilidad. Con algo menos de actividad se
presentan los derivados alcohdlicos y cetonicos: alcanfor, citral y linalol,

entre otros.16

Los fenoles son compuestos fitoquimicos simples y consisten en un
anillo fendlico sustituido, ademas de ser el responsable del olor

agradable en algunas plantas.

Por tal motivo para comparar el efecto antimicrobiano de los

aceites esenciales o cualquier otro agente, se emplea como patrén al

R TR

fenol. El coeficiente fendlico de los aceites esenciales indica el

§c1E

grado de actividad de las distintas sustancias, con referencia a este

B

compuesto. En el cuadro 2.3.11.2 se dan como referencia el

coeficiente fendlico de algunos aceites esenciales.

16 Alonso; Jorge. “Tratado de Fitomediéina, bases clinicas y farmacologicas”. Pg 60.
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. Cuadro N°2.3.11.1

GRUPOS QUIMICOS MAS IMPORTANTES CON ACTIVIDAD

ANTIMICROBI_ANA OBTENIDOS DE PLANTAS

|Grupo quimico  [Compuesto

[Planta

[Actividad

| Timol [Thymus officialis (tomillo) _[General _
Fenoles Simples Acido Antémico Matrzcar.za chamomilla |S. A_ureu:s. S
| (manzanilla) Thyphimurium
} ' | Terpenoide | Ocimum bacilicum \Salmonella
. . " |Hypericum perforatum )
[Qumonas : Hlpencl_na (hipérico) VIH
T EQuercus_' rubra (roble) -%Bac_t@;ia y virus
Taninos EEucalyp;ys globulus (eucalip}af ) 1V11tffsm‘ T
\Melissa officialis (melisa) R o
. | Matricaria chamomilla | .. B
Cumarinas 1 X | Virus
_ I(manzanilla) ! o
. o . , _-irShigella, Vibrio,
Catequina §Cgmellta sinensis 11 S. Mautans
Flaconas Isoflavona | Millettia thonningii \Schistosoma
|Quercitina | Quercus rubra (roble) o
1 - | ) |Cocos o
!
| igoca Erythfoxylum cgca (coca) ig@t}}po_si fivos
Alcaloides 1Pi erina Piper nigrum ;iHongos,
R N | Lactobacills
[Mescalina |Laphophora williamsii (peyote) _|General

Fuente: D Domingo y Lopez Brea, 2003.

Los mecanismos implicados en la accién de los agentes

antimicrobianos son muy diversos. Entre los cuales pueden citarse:

v La inhibicion de la biosintesis de 4cidos nucleicos, de

proteinas o de la pared celular.

v’ Dafio a la integridad de las membranas.

v Interferencia con una gran variedad de procesos metabolicos

esenciales.
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Consecuefxtemgnte, el efecto antimicrobiano es especifico, no
afectan a.;todos _los microorganismos con-la misma intensidad.
Algunos soﬁ 'inh'i-jbid'os éon dosis fnuy reducidas otros en cambio
resisten perfectamente dosis altas. Del mismo modo, algunos
compuestos antimicrobianos pueden ser directamente microbicidas,

mientras que otros actian como microbiostaticos.

Cuadro N° 2.3.11.2

COEFICIENTE FENOLICO DE ALGUNOS ACEITES ESEMCIALES

EAcFite Qs"?nc_ia,l., de: iCngicienfe fendlico

(Ans 0.4
[

Cadamomo 10

| Coriantro 54 B
[Tomillo ey -
Bayadeencbo [0
|Cancla 71

|Limén  Jos B—

Fuente: Muiler, 1981.

Se han realizado - diversos estudios sobre la actividad
antimicrobiana de 165 aceites esenciales encontrandose resultados
baétante alentadores, ya que su actividad en algunos casos es
comparable a la de algunos antibidticos que existen en el mercado.

Por ejemplo, en 1960, investigadores comprobaron la potente
actividad del Pinus excelsa countra la de otros aceites esenciales
probados,. inhibiendo asi bacterias entero patdgenas como:

Staphylococcus aureus, Aerobacter aerogenes, Salmonella typhi,
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Shigella ﬂexeﬁeri,-_. Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae y
Pseudomona qéroginosa.

Asimismo se ha 'den_:'i-ost’rad‘o que ‘los aceites esenciales citricos
producen 'inhi‘t;icién sobre levaduras como S. Cereviceae, Z. Mellis
y T. Utilis, siendo estas mas sensibles en comparacién con las
bacterias ya que su inhibicion fue a concenfraciones menores.
Debido a estos resultados, el aceite esencial se indica como posible
preservante de alimentos.

Del mismo modo se comprueba el efecto antiﬁ’mgi;:o de los aceites
esenciales de las especies Ocimum gratissimum L. Ocimum
tenuiflorum L. Pimenta dioica L. y Piper auritum H.B.K donde
ponen de manifiesto su actividad frente a las especies M. canis, T.
mentagrophytes y T. rubrum, acﬁvidad que en todos los cz;sos‘ﬁie
debida a un dafio letal que ocasioné el aceite sobre la célula
fingica.

Todas estas investigaciones no solo se realizan desde el punto de
vista cualitativo sino también cuantitativo, ya que en todos los
casos se tiene que hallar una concentracién minima inhibitoria en la

cual el aceite esencial sea efectivo.

2.3.11.1 Determinacién del crecimiento de poblaciomes

bacterianas

El crecimiento de una poblacién o cultivo bacterianos se

puede expresar en funcion de:
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. ¥ . Aumento de masa del cultivo

v" Aumento del nimero de células
Ambos tipos de exprésiones son equivalentes entre si en

cultivos.que estén en crecimiento balanceado.

A. Medida de masa bacteriana.

1..

Métodos directos:

Determinacion del peso himedo: Se obtiene a partir
de una muestra en suspensién que es pesada Juego de la
separacion de las células por filtracion o 'bentriﬁlgacién.
Determinacion del peso seco: Contenido de soélidos,
que se obtienen por el secado de un volumen en un
homo a 105°C hasta peso constante.

Determ'inacién del nitrégene.- Técnica que permite

determinar indirectamente la masa de una poblacion

. bacteriana en base a la determinacién de nitrégeno.

Determinacién de un componente carai:teristico.-Se
determina la cantidad existente de un determinado 4cido
nucleico (generalmenie DNA) y a partir de este dato se

estima la masa de la poblacion,

Métodos indirectos
Medida de consumo de nutriemtes o de produccion
de algu’m- metabolito por wunidad de tiempo.-

Ejemplos: consumo de oxigeno (QO2) y consumo de
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carbénico (QCO2), determinados por el respirdmetro de
Warbﬁrg. Produccién de 4cidos.
Métodos tufbidimétricos (6pticos). La base comin de
estos:_métodos consiste en la mediéi(m de la cantidad de
luz dispersada o transmitida a través de un cultivo
bacteriano. ' Recordemos aqui que las suspensiones
bacterianas dispersan la luz, al igual que cualquier
particula pequefia suspendida en agua. La dispersion de
la luz es, dentro de ciertos limites, 'pfoporcional ala
masa del cultivo.
- Escala de MacFarland: Se trata de una serie de
patrones de turbidez previamente calibrados.
- Espectrofotémetro: Este aparato es de -uso-
habitual en cualquier laboratorio de Microbiologia
o Bioquimica. Mide la densidad éptica (D.O.), es
decir la absorbancia. |
- Nefelémetro: Es un aparato similar al anterior
pero de mayor sensibilidad que el

espectrofotometro.
2.3.11.2 Pruebas de sensibilidad

'A. Método base de dilucién en caldo.- Este método consiste
en hacer diluciones dobles y progresivas del

antibacteriano a emplear. Cuando se siembra una cantidad
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fija de bééteﬁas, en tubos con medio liquido y con
dilucione's_;progfesivas de antibacteriano, se observa que
en aquellos don‘d‘e se .desarrolla la bacteria aparece
turbidez, cﬁando el antibacteriano inhibe el crecimiento,
. aparece un aclaraciéon de toda la masa liquida del medio
"de cultivo, y se puede determinar la concentracién minima
inhibitoria (CMI), realizando resiembras en medio sélidé,
con intervalos pequefios de tiempo, se puede construir la
curva de crecimiento bacteriano para Cad;:l coircentracion.
A medida Que la concentracion del antibacteriano aumenta
se observa una lentitud cada vez mas marcada de la
multiplicacién bacteriana, hasta llegar a una concentracién
de antibacteriano, en la que no existe modificacién del
nimero de bacterias (Efecto bacteriostatico). En los tubos
siguientes en los que la concentracion de antibacteriano es
cada vez mayor, va diminuyendo el nimero de bacterias y
puede alcanzarse una esterilizacion total (Efecto

bactericida).

B. Método de Difusiom en Agar.- se prueba
la eficacia de los antibacterianos a partir de una siembra
en superficie sobre un medio sélido de una suspension
bacteriana, y a continuacién se pueden depositar sobre ella
discos de papel de filro (5 o 6 mm de didmetro)

impregnado de antibacteriano o se pueden realizar
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sacabocados de aproxi_madamente 5.0 6 mm de diametro,
y en estos oﬂﬁcio§ agregar una cantidad de aceite esencial
de concentracion conbci‘cia. El ﬁntibacteriano se difunde
en el agar hmﬁedo y se crea asi conceptraciones
progresivamente decrecientes a partir del disco. En
aquella zona donde la concentracion del antibacteriano es

capaz de impedir el crecimiento de lavbacteria, aparece un

halo de inhibicion.

2.3.11.3 Medida del nimero de individuos
A. Meétodos directos
1. Cémara de recuento de Petroff-Hauser:
portaobjetos espeqial con una graduacién en
superficie y unas medidas muy concretas. Tiene
como ve‘ntajaAel ser un método muy rapido, pero
solo sirve para suspensiones relativamente -
concentradas (>10x106 céls./ml). Por debajo de
este valor el nimero de células vistas en el campo
del microscopio es muy pequeﬁ(; y poco

significativo estadisticamente.
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Figura N°2.3.11.3

Cémara de recuento de Petroff-Hausser

2. Recuento en preparaciones teiiidas:
Se dispone de un portaobjetos con una éxcavacion
circular (de 4rea At) con un volumen conocido (v).
Sobre esta e.xcavaci(')n se extiende la muestra con
asa de siembra o con micropipeta; y se fija y tifie
por algin color;mte. Se observa con un
microscopio dotado de un juego de ocular y

objetivo que delimitan un area de campo (Ac). Si

en dicho campo se cuentan n bacterias, la
concentracién de bacterias por mililitro sera:
n-At/Ac 1/v

3. Recuento proporcional de Wright: Se mezcla la
suspension bacteriana problema con una cantidad

conocida de bolitas de latex o de hematies. La
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concentracidon bacteriana se deduce- de la
proporcién de bacterias y particulas observadas en

el mismo campo microscépico.

4. Contadores electrénicos de particulas (ti_po
Coulter): Se hace pasar una suspensién bacteriana l
por un tubo capilar, entre los dos polos de una
corriente eléctrica. Cada vez gue por un orificio
pasa una particula (p. ¢j., ba'c;eriaj se interrumpe
la corriente, lo cual es recogido por un dispositivo
de registro electrénico, que detecta el niimero y el

tamarfio de las particulas que van pasando.

B. Métodos indirectos.- son métodos que miden el numero
de bacterias viables (que no eciuivale al de totales).
1. Métode del mnuamere mias probable: su
fundamento estriba en la distribucion de Poisson.
2. Recuento de viables en placa: , basadas en
colocar en un medio de cultivo adecuado un
volumen determinado de muestra. Cada una de las
células aisladas dard lugar, después de la
incubacién correspondiente, a una colonia 'de
forma que el nimero de estas nos permitird
estimar el nimero de células presentes en la

muestra plaqueada (sembrada).
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3. Determinacién d_e la proﬁorci(m células
\{iables/células totﬁles: se recurre a la técnica de
microcultivos en cu.brec')bjeéos.'

4. Recuento sobre fiiiros de nitrocelulosa: Se usa
para suspensiones diluidas ‘de bacterias. Se hace

- pasar un gran volumen de suspensi6n a través de
una membréna de nitrocelulosa estéril, que retiene
las bacterias. Posteriormente, €l filtro se deposita
sobre la superficie de un médio de cultivo sélido.
Las colonias se fofman sobre el filtro y se cuentan,
deduciéndose la concentracion original en funcioén
del volumen de suspension que se hizo pasar por

el filtro.

2.3.11.4 Cultivo en sistemas cerrados
En los sistemas cerrados (que pueden ser liquidos o
solidos), no existe aporte continuo de nutrientes, ni
drenaje de células ni de sustancias de desecho.
En estos sistemas la fase exponencial de crecimiento
balanceado no restringido dura sélo unas cuantas
generaciones, debido al agotamiento de nutrientes y/o a la

acumulacion de desechos.
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A. Curva de ¢recimiento en un sistema cerrado en medio

liquido

1. Fase de retardo (fase “lag”).- Se trata de un
periodo de ajuste metabdlico (adaptacién) y su
duracién depende de varios factores:

v Tamafio del in6culo. .’
v' Estado metabélico previo del inéculo.

v' Medio del que procede el inéculo.

2. Fase de transicién, de crecimiento acelerado.-
en esta fase se da un incremento de la sintesis de
ribosomas y de las actividades oxido reductoras.
Asimismo se dé mayor velocidad de sintesis de

enzimas.

3. Fase de crecimiento exponencial (fase
logaritmica). Las células del indculo no estan
todas en las mismas condiciones fisiologicas. Se
da un crecixhiento balanceado no restringido
durante unas pocas generaciones (normalmente
menos de 10). El tiempo de generacion (g) es
caracteristico para cada especie o cepa, en cada
medio concreto. El valor del tiempo de generacion

(g) depende de:
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4.

v Composicién del medio "_
v' Temperatura

v Osmolaridad (tonicidad), etc.

Fase de aceleracién negativa.- en esta fase
disminuyen de los factores de crecimiento e
incrementan el nivel de metabolitos toxicos a nivei
intracelular, asimismo existe una disminucién de
sintesis de Proteinas y enzimas y del crecimiento

celular.

Fase estacianaria.- en esta fase el coeficiente neto
de crecimiento se hace nulo, pero ain existe
crecimiento. El crecimiento bruto se equilibra con
las muertes celulares, y se empiezan a observar
condiciones desfavorables como el agotamiento de
nutrientes especiales, acumulacion. sustancias de
desecho, el pH del medio empieza a hacerse

inadecuado.

Fase de muerte exponencial.- finalmente se
presenta la muerte y lisis masiva, exponencial, del
cultivo. Esto se debe principalmente al

agotamiento de reservas de energia. Algunas veces
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las  células - aparecen grandes, hinchadas,

distorsionadas (formas "fantasmas", "gliost").

Figura N° 2.3.11.2

Curva de crecimiento. en un sistema cerrado en medio liguido
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HI.PARTE EXPERIMENTAL.
3.1, Materiales, Equipos y reactivos.
v' Agitador capilar.
v"  Ansa de siembra.
v" Balén de 200 mL con cuello esmerilado.
v" Bureta de 25 mL con llave graduada al 0.1.
v Cépsula para desecar
v Céapsula con tapa (fondo redondo de 86 mm de didmetro con reborde
especial para evitar pérdidas). | ‘
v Discos de antibidticos.
v Embudos y sifones para picnometros.
v" Fragmento de piedra pomez.
v" Frasco seco con tapa.
v" Matraces aforados de precision con tapa.
v Matraz erlenmeyer de 100 mL.
v Matraz volumétrico para aldehidos.
v" Mortero.
v . Picnometro de 5, 10 6 25 mL de capacidad.
v" Pipetas volumétricas de 25, 10, 5,2, 1,y 0.1 mL.
v" Placas petri de aproximadamente 10 cm de didmetro.
v" Probetas de 250, 100, 50 y 10 mL.
v" Suero fisiologico.
v" Tubo de vidrio que sirva de refrigerante no mayor de 1 m de longitud y
de 1 cm de didmetro interno.

v" Tubos de ensayo.
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Enterococos faecalis ATCC 29212.

" Escherichia Coli .

Pseudomona aureuginosa ATCC 27853.

Staphylococcus Aureus ATCC 25923.

Streptococos mutans.

Agar Nutritivo.

Agar BHL

. Agar Mc Conkey.

- Agar verde brillante (KAUFFMANN).

Agar Baird Parker.

Agar Azida sangre.

Agar Agar.

Agua peptonada.

Caldo nutritivo,

Caldo infusidn cerebro corazén (BHI).
Autoclave. (0-30 psi/ 20-300°C)

Balanza Analitica.

Bafio maria (provisto de una plancha perforada con huecos de 70 mm

- de didmetro).

Centrifuga.

Contador mecanico de colonias. Marca KARL KOLB.

Cromatografo de Gases con detector de masas.

Desecador.
Dispositivo de saponificacion.

Estufa eléctrica (20-240°C).
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AN

Filtro a vacio.

Fuente luminosa (longitud de onda de 589.3 nm +/- 0.3 nm).
Incubadora de laboratorio (20-60°C).

Mechero Bunsen.

Muﬂa.

Polarimetro (precision de +/- 2 minutos 6 0.03° ).

Refractéometro clésico.

- TermOémetro de precision.

Tubo de observacién: L = 200 nm +/- 0.05 nm (acei‘;es esenciales de
coloracion débil).

Vernier.

Acido tartarico en polvo..

Etanol de concentracién conocida.

Etanol 95% (v/v) neutralizado con la solucién de KOH en fenolftaleina
o rojo de fenol (cﬁando el aceite esencial contiene componentes o
grupos fenélicos).

Fenolftaleina 2 gr./L en etanol 95% (v/v).

HCL ¢ HiSO4 (&c. clorhidrico o 4cido sulfirico) sln titulada 0,5 N.
Hidréxido de potasio KOH 0.1 N en etanol.

Hidréxido de sodio 0.4 N.

Rojo de fenol 0.4 gr./L. en etanol al 20% (v/v).

Solucién de NaOH acuosa al 3% exenta de silice y alumina.

Solucién de NaOH acuosa al 5% exenta de silice y alumina. |

Sulfato dé Magnesio.

Xileno exento de impurezés solubles en la solucién de NaOH.
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3.2.Preparacién del material para Ia extraccién del aceite esencial.

La reéolecc__i(')n se realizé en el Norte de Yauyos, que se ubica en la region
central y occidental del Perd, en la parte superior de la cuenca del rio Caiiete,
en el Departamento de Lima. Es una zona montafiosa que esta comprendida
entre los 2500 y 4800 msnm. La recoleccion se llevo a cabo entre los meses
de mayo y. junio del afio 2006. Seguidamente se procedidé al secado de la
planta en la zona de recoleccién. Asimismo se realizd la clasificacion

botanica de la planta por el Bidlogo Jeni Barboza.
3.3.Extraccion del aceite esencial.

La extraccion del aceite esencial se llevo a cabo empleando el método por
arrastre con vapor de agua. Procedimiento por el'cual la muestra vegetal seca
es encerrada en una cAmara inerte y sometida a una corriente de vapor de
agua sobrecalentado, 1a esencia asi arrastrada es posteriormente condensada,

recolectada y separada de la fraccion acuosa.

3.4.Preparacion del aceite esencial para analisis.
La preparacién de la muestra se llevé a cabo de acuerdo a las Norma Técnica

Peruana: NTP 319.077:1974; Aceites Esenciales. Preparacion de la muestra

para el andlisis.
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3.5. Determinaciones fisicas:

3.5.1.

;-

3.5.2.

3.5.3.

354.

Determinacion de la Densidad Relativa.
Esta determinacion se llevo a cabo empleando la Norma Técnica

Peruana: NTP 319.081:1974. La densidad relativa es la relacion

- de la densidad del aceite esencial y la del agua destilada.

Determinacién de la Desviacion Polarimétrica.

Esta determinacion se llevo a cabo empleando la Norma Técnica
Peruana: NTP 319.076:1974. La désviacién poiarimétrica de un
aceite esencial es el éngulo,-' sobre el cual gira el plano de
polarizacion, de la luz cuando eéta atraviesa cierto espesor del

aceite esencial en condiciones determinadas.

Determinacién del indice de Refraccién.

Esta determinacién se realizd eminleando la Norma Técnica
Peruana: NTP 319.075:1974. El Indice de Refraccién de un aceite
esencial es la relacién del seno del 4ngulo de incidencia al del
angulo de refraccion, de un rayo luminoso de longitud de onda
determinada, que pasa del aire al aceite esencial, manteniendo una

temperatura constante.
Determinacion de la solubilidad en etanol.

La determinacién de la Solubilidad en etanol se llevé a cabo

empleando la Norma Técnica Peruana: NTP 319.084:1974.
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3.5.5.

- Es aquella cuya solucion que aclara voliimenes de alcohol de

graduacién t, y permanece constante después de la adicién
posterior de alcohol de la misma concentracion, hasta completar

un total de 20 volimenes del alcohol empleado

Determinacién del residuo por evaporacion.

La determinacién del Residuo por Evaporacién se llevo a. cabo
empleando la Norma Técnica Peruana: NTP 319.089:1974. Se
basa en pesar el residuo de la fraccion volatil ciel aceite esencial

después de la evaporacion a bafio marfa.

3.6. Determinaciones quimicas,

3.6.1.

3.6.2.

Determinacién del Indice de Estér.

La determinaci6n del Indice de Ester se llev a cabo empleando la
Norma Técnica Peruana: NTP 319 088:1974. Es el numero de
miligramos de hidréxido de potasio necesario para neutralizar los
acidos liberados por hidrélisis de los esteres contenidos en una

muestra de aceite esencial.

Determinacién del Indice de Acidez.

La determinacién del indice de Acidez se llevé a cabo empleando
la Norma Técnica Peruana: NTP 319 085:1974. Es la cantidad de
miligramos de hidréxido de potasio necesario para neuﬁalizar los

acidos libres contenidos en un gramo de aceite esencial.
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3.6.3.

3.64.

" Determinacion del contenido de fenoles.
"La determinacién del contenido de fenoles se llevd a cabo

: empleando la Norma Técnica Peruana: NTP 319 091:1974, que se

basa en la transformacion de los fenoles - contenidos en un -

volumen de aceite esencial, en fenatos alcalinos y la posterior

medicion de la fraccion de aceite no transformado. El coeficiente
fendlico de los aceites esenciales indica el grado de actividad de

las diferentes sustancias con referencia al fenol. Este se emplea -

. como patrén con el que se compara el efecto antimicrobiano de

los aceites esenciales o cualquier agente bactericida.

Identificacién y Cuantificacion de los componentes del Aceité
Esencial de Minthostachys setosa (Muifia) por Cromatografia
de Gases — Espectrometr;’a de Masas. |
Esta técnica acoplada, permite obtenér el espectro de masas de
cada componente del aceite esencial con el cual se obtiene el peso
molecular e informacién estructural. Esta se llevo a cabo en un
Cromatografo de gases con detector de masas marca Perkin
Elmer, modelo Clarus, a las siguientes condiciones
cromatograficas:

» Temperatura del horno: 80°C pdr 2 min. 10°C hasta 300°C

X 30 min.
¢ Temperatura del inyector: 200°C.
< Temperatura del detector: 200°C

< Flujo: 20 PSL
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% Columna empleada: SPB-1.

% Volumen de inyeccion: 0.2uL.

3.7.Determinacion del Efecto Antibacteriano. |
3.7.1. Preparacién del Inéculo.
Las cepas Enterococos faecalis ATCC 29212, Pseudomona
aureuginosa ATCC 27853 Scherichia coli ATCC 25922 y
Staphylococos aureus ATCC 25923 fueron adquiridas en el
_ Instituto Nacional de Salud, en- el caso de Streiatococos mutans
'fue aislada de muestras Dbucales de_ los alumnos de de la
Universidad Nacional del Callao. Previamente a la preparacion
del inoculo se procedi6 inocular una colonia de cada cepario en
caldo nutritivo, se incubaron por un periodo de 18 a 24 horas a
37°C 'y posteriormente se hace una siembra en estria en el agar
correspondiente a cada una de las cepas. Se seleccionaron 1 6 2
colonias bien aisladas de siembra en estria. Se prepar6 una
suspension en caldo nutritivo. Se dejé incubar a 37 °C por un
periodo de 18 a 24 horas. Luego se ajusto la turbidez al tubo 0,5
de la escala de Mc. Farland (esta turbidez equivale a 1.5x10°
UFC/mL), por comparacion visual con el estandar. Para ello, se
miran los tubos contra un fondo blanco con lineas negras como

contraste.
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3.7.2. Determinacién de la Concentracion Minima Inhibitoria.

- Para la determinacién de la concentracion minima inhibitoria §e
empleo el método de diluciones dobles en caldo (segin la figura
3.7.2.1), para lo cual se inoculé tubos que contenian 1 mL de u_l;a

‘ concentracién- determinada de aceite esencial con 0.1 mL del
inoculo detallado anteriormente.  Paralelamente se -tomaron
alicuotas de tal manera que se efectuaron resiembras en medio
solido, con intervalos de tiempo determinados, esto‘ con la
finalidad de elaborar las curvas de inhibicién d-elfaceite esencial,
a diferentes concentraciones, frente a cada una de las bacterias
estudiadas.

Con la finalidad de explicar el efecto antibacteriano del aceite
esencial de mﬁﬁa se analizaron }os parametros de crecimiento
para las curvas obtenidas a diferentes concentraciones, tales
como: Tiempo generacional, Numero de generaciones, Velocidad

de Crecimiento y Letalidad.

'3.7.3. Prueba de sensibilidad.
El principio del método involucra el uso de una cantidad
constante de antimicrobiaﬁo en un reservorio (discos de papel)
aplicado sobre la superficie del agar en el cual se ha cultivado el
microorganismo en cuestion (esta suspension bacteriana se
prepara de igual forma a la detallada en la seccion 3.7.1). Se
forma asi un gradiente de concentracion del z-intimicrobiano yla

sensibilidad del microorganismo esta indicada por el tamaiio de la
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zona de inhibicion del crecimiento alrededor del resérvorio. En el
caso del aceite esencial se elaboraron los discos (_son papel de
filtro empapados de 0.1 mL de la concentracién correspon'dierite
al CMI de cada bacteria. |

Este método se empled para poder comparar el resultado de la
concentracién minima inhibitoria para cada una de las bacterias
estudiadas con su correspondiente antibidtico de uso comercial.

Figura N° 3.7.2.1

Metodologia Para La Determinacion De La Concentracien Minima Inhibitoria
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IV.RESULTADOS

4.1.Preparacién del material para la extraccién del aceite esencial.

La preparabién del material a emplear se llevo a cabo de‘. acuerdo a lo

explicado en la seccién 3.2, al término del cual se determino la humedad

relativa y el contenido de cenizas por triplicado y los resultados fueron:

Tabla N° 4.1.1 Contenido de cenizas totales y % de Humedad Relativa

del material a emplear

Numero de % Humedad Cenizas Totales (%)
Muestra

Muestra 1l 9.8 796
Muestra 2 10.01 8.20
Muestra 3 10:15 ' o

4.2. Extraccion del aceite esencial.

Sellevaron a cabo 5 extracciones sucesivas, cuyos datos experimentales son:’

Tabla N° 4.2.1: Primera Extraccion del Aceite esencial de mufia

T (minutos) | V (mL) | T (minutos) | V(L) | T (minutos) | V(mL)
0 b0 | o | 1 | 18 | 14
1 2 10 12 19 5
2 3 11 12 20 15
3 5 2 | 12 21 5
4 5 13 13 2 15
5 7 14 13 23 15
6 | 8 15 w24 | 15
7 8 16 14
8 9 17 ] 14
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Grafica N °4.2.1 Curva de la primera extraccion del aceite esencial de muiia
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Tabla N° 4.2.2: Segunda Extraccion del Aceite esencial de mufia

68

| T (minutos) | V(mL) | T (minutos) | V (mL) | T Gminatos) |V (mL) |
e e T RN S
o I T T TR T
2 J 6 | 13 16 24 T2
3 7 14 17 25 20
4 9| 15 18 26 120
5 R 118 27 20
6 J; 11 i} 17' 13 28 * 20 %
7 12 18 18 | 29 20 |
8 12 19 TR T, 20 _:
9 ": 131 20 19 | ,
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Grafica N°4.2.2 Curva de la segunda extraccion del aceite esencial de mufia
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Tabla N° 4.2.3: Tercera Extraccion del aceite esencial de mufie

T (minutos) | V(mL) | T (minutos) | V(mL) | T (minutos) | V (mL)
o | 0 n 7 | 2 20
1 4 12 Nt 23 . 20
2 5 ER Y 24 20
3 8 14 18 I 25 20
T4 ET A R N TR Y. 20
s 11 16 9 | 27 20
6 2 | 7 19 28 20
7 13 | 18 | 19 29 20 |
: .8"” 14 l‘;""""""’"“"‘ ‘1“9‘ '“""“""56'" ] ““5‘(‘)’“““”‘
9 15 20 19 - i
10 16 21 19

69




Grafica N°4.2.3 Curva de la tercera extraccion del aceite esencial de muiia
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. Tabla N° 4.2.4: Cuarta Extraccior del aceite esencial de muiia

T (minutos) V (mL) . T (minutos) | V (mL) | T (minutos) | V (mL)
0 0 11 s 22 19
13 |12 16 23 gf_i9
2 5 13 17 | 24 20
3 6 4 I 17 25 0
4 7 0 15 17 26 20
5 9 ] 16 18 27 20
6 | 10 17 19 28 20
7 11 18 19 29 20
wwwgwwmfigﬂé B T S e
9 ; 5 20 |19
10 .14 21 19
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Grafica N°4.2.4 Curva de la cuarta extraccion del aceite esencial de muiia
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Tabla N°4.2.5: Quinte: Extraccidn del aceite esencial de muiia

T (minutos) |: V(mL) | T(minutos) | V(mL) | T (minutos) | V (mL)
i’ o o | 7 | 6 | 14 | 7
1 AT T A S 6 |15 7
) 2 2 | 9 6 L1 T
3 N 10 | 6 17 7
4 | 4 11 6 18 7
5 5 2 | 7 19 7
6 5 | 13 7 20 [
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Graﬁéa N’4.2.5 Curva de la quinta extraccion del aceite esencial de muiia
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Grafica N°4.2.6 Superposicion de Graficas de Extraccion de aceite esencial de

muiia
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T (_ibla N°4.2.6: Rendimiento promedio de la extraccion del aceite esencial de muiia

N° de 1 '_ Tienib& - Péso de muestra L Volumen Final | Rendimiento |
Extraccion | (minutos) I (gramos) | (mL) | (%) |
1 24 1330 15 | 1.059924812 |
2| 30| 1770 | 201 1.061920904

3 | 30 | 1780 | 20 | 1.055955056

4| 30 | 1750 -] 20| 1.074057143

5| 20 | 620 | 71 1.061064516

_Rendimiento promedio = 1.062

4.3. Determinaciones  fisicas.

4.3.1 Determinacion de la Densidad Relativa (NTP 319.081:1974),
Desviacién Polarimétrica (NTP 319.076:1974) e indice de
Refraccién (NTP 319.075:1974)

La densidad relativa, la Desviacién Polarimetrica y El indice de

Refraccidn obtenidos se muestran en la tabla 4.3.1.1.

Tabla N° 4.3.1.1 Densidad relativa, Desviacion Polarimétrica e Indice de Refraccion

del aceite esencial de muiia

Densidad Desviaciéon Indice de

Relativa Polarimetrica Refraccién
: Medida 1 0940 2°45’ i.476
Medida2 | 09397 246" 1.4755
Medlda 3 09398 2°45 ’ 1.4755
;Promedio E ‘ 0.9398' | | 2°48° 1.4757
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4.3.3 Determinacién de la° solubilidad en etanol (NTP
319.084:1974)

Tabla N° 4.3.4.1Solubilidad del aceite esencial de mufia en etanol

Concentracién - Volumén De alcohol afiadido f
de alcohol Primera adicién de .5 Segunda adicién § Tercera adicion }
alcohol. | de alcohol. E de alcohol.
Solucién clara | Punto de | Desaparicién
E opalescencia | dela
| . | opalescencia |
70 % | 2.6 mL ___; 3mL | No desaparece |
3 75% | 1.1 mL | 45mL | No desaparece' |
80% | 08mL | 2 mL [ 13mL |
85% ! 0.6 mL L No hubo opalescencia |
90% | 02mL B No hubo opalescencia |
95% t Se solubiliza instantdneamente. |

i

43.4" Determinacién  del residuo por evaporacion (NTP

312.089:1974)

Tabla N° 4.3.5.1 Residuo por evaporacion promedio del aceite esencial de muiia

| Medidal | Medida2 | Medida3 |

|

|
P | 1010 | 1012 | 1.021
Pl | 08442 | 08445 | 08526
Rev (%) | 8358 | 8345 | 8351

]
]
|

Rev piomedié =83.5%
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4.4 : Determinacicnes quimicas.
4.4.1 Determinacién del Indice de Ester (NTP 319 088:1974)

Tabla N° 4.4.1.1 Determinacion del indice de ester promedio aceite esencial de muiia

| Medida 1 | Medida 2 | Medida 3 |

P (gr) | 20099 | 20144 | 20012 |
VmL | 15 | 16 | 15 |
Vi(mL) | 36 | 36 j 3.6 |

3 Indlce de Ester [ 27.1074 | 25.6495 | 27.0885 |
Indxce de Ester promedlo 26 6151 R

442 Determinacién del fndice de Acidez (NTP 319 085:1974)

' Tabla N° 4.4.2.1 Determinacion del indice de acidez promedio aceite esencial de

murnia

| Medidal | Medida2 | Medida3 |

P(gn) 10368 | 1.0102 | 10388 |
Vion (mL) | 04 | 04 | 04 |
_Indicede Acidez | 2164 | 222 l 216 |
A Indlce de Acldez promedlo 2 2 - |

4.4.3 Determinacién del contenido de fenoles (NTP 319 091:1974)

Tabla N° 4.4.3.1 Determinacion del contenido de fenoles promedio aceite esencial de

mufria

Medida 1 | Medida2 | Medida3 |

i
V¥ g 36 | 36 | 36 |
 Contenido de i 64 | 64 | 64

|
fenoles | . i f
Contemdo de fenoles promedlo = 64 |
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4.4.4 Identificacién y Cuantificacion de los componentes del Aceite

Esencial de Minthostachys setosa (Muiia) por Cromatografia

de Gases — Espectrometria de Masas.

Tabla N° 4.4.4.1 Composicion quimica del aceite esencial de muiia

Ne | TR COMPUESTOS PM | FORMULA | %

1 | 265 Butanal, 3-Methyl 86 CsHio0 | 0.0078

2 | 545 Butanoic Acid,2-Methyl-,Ethyl Ester | 130 f C7H140, 0.0068
3 1 915 ~ Alpha-Pinene 136 | Ciolis | 0.6495
4 | 1133 ‘Beta.-Pinene | | 136 i »cle(, ©0.7038
5 | 11.63 Beta.-Myrcene | 136 CioHig 0.2149 |
6 | 13.76 " DL-Limonene 136 CsHi,0 10416 |
7 | 13.90 " 18.Cineole 154 CuHwO | 01227
8 | 15.64 Linalool Oxide 170 | CioHis0s 1 0.0467
9 v1“6.9'8‘ Linalool ; 154 | CpHiO | 21259
10 ':"1'9"."621“ ~ P-Menthone 154 | CyHuO | 24.1305
112052 Isopulegone 1152 | CioH0 14643
12 | 2297 Pulegone 152 | CpHisO | 292150
13 |:24.88 | 8-Hidroxy-delta.-4(5)-P-Menthen-3-one | 168 éwH‘m'd; 0.1750
14 |'25.14 | Phenol,5-Methyl-2-(1-methylethyl) 150 | CiHuO | 0.1658
15 | 27.64 ~ Piperitonone Oxide 166 | CHuO, | 11.9734
16 | 29.62 " Trans-Caryophyllene 204 CysHas 0.8810
17 i 30.09 Carane,4,5-Epoxy-,trans 152 | CiHis0 0.2668
18 [:30.76 Alpha.-Humelene | 204 CisHas 0.1166
19 | 3091 | Alloaromadendrene 204 | CisH | 00381
20 | 31.55 Germacrene 1204 | CisHae | 03335 ]
51| 5187 Ledene 204 CisHas 0.0191
22 | 3207 Bicyclogermacrene - 204 | CusHae | 13888
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23 | 3273 IS Cis-Calamenene - 202“"%"" CisHpn | 00102 |
24 | 34.64 (V)Spathulenol 220 f CisHuO | 1.2705
25 | 3479 (O-Caryophyllene Oxide 220 | CuHu0 | 01705
2 | 3623 | " Tsospathulenol 220 | CisHuO | 0.6084
27 | 37.22 'Longipihdcé}i}éai,"h'ans- 220 | CisHuO | 0.0205
28 | 42.63 Platambin 1238 | CisHpO, | 0.0426
29 | 45.95 Manoyl Oxide 200 | CypH3O | 0.0889

- Ofros 22.7008 |
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4.5 Determinacién del Efecto Antibacteriano.

4.5.1 D_eterminacién de la Concentracion Minima Inhibitoria.

A. Enterococos faecalis.- para este microorganismo se empleo

una bateria de 6 concentraciones, dentro de las cuales se

observo efecto antibacteriano.

Tabla N° 4.5.1.1 Efecto del aceite esencial de mufia sobre el crecimienio de

Enterococos faecalis

1 Log UFC/mL |

Tiempo S | Concentraciones expefiillenfales en mL de aceite esencial / ml de |
(horas) ! Testigo § inoculo ;
| | 0.01] 0.005 | 0.0025 | 0.00125 | 000063'; 00003125 |

0! 77781 77718 | 1718 | 71778 | 1718 | 1778 | 7.778 |

41 8663 | 4203 | 5000 | 5903 | 6301 | 7250 | 7.185 |

8| 9987 | 3202 4.033 | 4845 5863 |  6.769 | 6.737 |

12 ] 11430 ] 25361 35331 4119 | 4903 | 6312 | 6.532 |

16 | 11525 | 2381 | 2.943 | 3279 | 4287 | 6124 | 6.878 |

20 | 11486 | 2236 | 2568 | 3367 | 4112 ] 6213 | 6.932 |

24 | 11422 | 2368 | 2.634 | | 4356 | 6320 | g

3.399

Grafica N° 4.5.1.1 Curva de crecimiento de Enterococos faecalis a dtferentes
concentraciones de aceite esencial de muiia

Log UFC/mL
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Cuadro N° 4.5.1.1 Anova para el efecto del Aceite esencial de muiia sobre el
Tiempo Generacional de Enterococos faecalis

Analisis de Varianza

a=0.05

a=0.01

b e Dentro de los Dentro de los
i . Origen de rlas variaciones | Enire grupos grupos Entre grupos g rupos
Suma de cuadrados 22.886802084 1.515559206 22 88689284 1.51 5559205
Gradas de fibertad 5 12 5 12
Promedio de los ' o o ) : T
B cua dra das 4577378569 0.1262966 5 j.577378569 B 0.173572966 ,
F ! 36.24308613 36.24308613
_Valor critico para F [ 3.105875239 5.064343111
' Probabilidad l 7.7524E-07 7.7524E-07

Cuadro N° 4.5.1.2 Anova para el efecto del Aceite esencial de mufia sobre la
Velocidad de Crecimiento de Enterococos faecalis

@=0.05

Analisis de Varianza a=0.01
. N | ! Dentro de ios Dentro de los
. Origen de las variaciones | Entre grupos j grupos Entre grupos_ } grupos |
Suma de cuadrados 2698725617 0.043170666 2 69872561 7 0.043170666
Grados de libertad 5 . 12 5 : 12
Promedio de los 0.539745123 0.003597555 0.539745123 0.003597555
cuadrados
F 150.0310773 150.0310773
Valor critico para F 3.105875239 5.064343111
Probabilidad 2.18877E-10 2.18877E-10
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Tabla N° 4.5.1.2 Efecto del aceite esencial de muria sobre los Pardmetros de
- Crecimiento de Enterococos faecalis

ConcentEraszl'c‘J;ac:e Aceite i Tlempo Generamonal (Tg) § Ge:el:?;:;:: (n)

0.0003125 | -3.745092196 | -3.33604629
1 0.000625 i -3.025677425 | 529203876

0.00125 | -1.458639215 § -11.0055478

0.0025 | -1.193708753 | -13.4615599
0.005 | -0.951181474 | -16.847712
0.01 § -0.72578856 | -16.5697773
Testigo | 0.989145659 | 12.1316814

Grafica N°4.5.1.2 Efecto del aceite esencial de muiia sobre los Pardmetros de
Crecimiento de Enterococos faecalis

2 Ty Guanvpsoiomnl §Tigh e akie Gemnismes G
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Tabla N° 4.5.1.3 Fase de Muerte o Declive: Letalidad (-K) del aceite
esencial de muiia sobre el crecimiento de Enterococos faecalis

Concentracion de Aceite | Letalidad (-K) |
Escencial % (Generaciones/Hora) [
0.0003125 | 0.278003857 |
0.000625 | 0.330808673 [

0.00125 | 0.687846736 |
0.0025 | 0.841347497 |
1 0.005 | 1.052981999 |

0.01 | 1.380814778 |
Testigo | -1.01097345 |

Grafica N° 4.5.1.3 Letalidad (-K) del aceite esencial de muiia sobre de Enterococos

Saecalis
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B. Escherichia coli

Tabla N°4.5.1.4 Efecto del. aceite esencial de muiia sobre el crecimiento de

Escherichia coli

L Log UFC/mL - |

Tiempo ! l ~ Concentraciones experiménﬁléé en mL de aceite esencial / ml de {
(Horas) ; Testigo | ‘ _ inoculo _ 4 e ;
; { 0.01 | 0.005 | 0.0025 | 0.00125 |- 06.000625 |- 0.0003125 |

0 6770} 6770 | 6.770 | 6.770 | 6770 | 6770 | ~6.770 |

2 6490 | 5120 | 6340 | 6.230 | 6.920 | 6.460 | 6.910 |

4] 8060 | 4.780 | 6.020 | 6050 ] 7120 | 7380 | 8.290 |

6 | 11190 | 4230} 5.180 | 5.860 |  7.540 | 7.65G | 8.820 |

8 | 13210 | 4.000 | 4660 | 5.170 | 7.880 | 7.750 | 10.330 |

10 | 13.250 | 3.780 | 4430 ] 5.010 | 8450 | 9.420 | 10.670 |
12| 13340 | 3.260 | 4360 |  4.870 | 8.380 | 9880 | 12330 |
14 | 13.030 | 2.860 | 4.190 | = 4.560 | 8.220 | 9430 | 12.020 |

16 | 12780 | 1.670 | 4.020 |  4.440 | 7.890 | 9.120 |  11.760 |

18 | 12560 | 0.000 | 3.930 | 4230 | 7550 | 8.450 | 11.140 |

20| 11.890 | 0.000 | 3.750 | 3.670 |  7.420 | 8.220 | 10.780 |

22 | 11340 | 0.000 | 3.610 | 3.410 |  6.820 | 7.810 | 9.830 |

24 | 10.890 | 0.000 | 3.560 | 3.390 | 6.060 | 7.690 | 9.440 |

Grafica N° 4.5.1.4 Curva de crecimiento de Escherichia coli a diferentes

concentraciones de aceite esencial de muiia
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Cuadro N° 4.5.1.3 Anova para el efecto del Aceite esencial de muiia sobre la
Velocidad de Crecimiento de Scherichia coli

Analisis de Varianza -

a=0.05

a=0.01
) . ' | Dentrodelos | Entre | Dentrodelos
Origen de las variaciones | Entre grupos grupos grupos grupos
Suma de cuadrados 14.7373693 0.0343136 14.7373693 0.0343136
Grados de libertad 5 12 5 : 12
Promedio de los v : 7
cuadrados 2.94747386 0.00285947 |1 2.94747386 0.00285947
F 1030.777467 1030.777467
" - Valor critico para F 3.105875239 5.064343111
Probabilidad 2.29691E-15 2.29691E-15

Cudadro N° 4.5.1.4 Anova para el efecto del Aceite esencial de muiia sobre el
Tiempo Generacional de Scherichia coli

Analisis de Varianza

a = 0.05

a=0.01

Crgendelss | Envogquios | PO | eniegupos | DOOdelor
Suma de cuadrados | 417429217 | 031313313 | 417420217 | 031313313
Grados AcAie libertad 5 T s 12
Prbrﬁédib de ,Js 8.34858433 0.02609443 8.34858433 0.02609443

cuadrados _

CF 319.0374406 3100374406
Valor critico para F 3105675239 5084343111

Probabilidad 247433EN2 2 47433E-12
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Tabla N° 4.5.1.5 Efecto del aceite esencial de muvia sobre los Pardmetros de

Crecimiento de Escherichia coli

I

I

i

»

=
o

|

|

|

|

“Concentracion Ac. { Tiempo Generacional (Tg) | Numero Generacmnes (n) -
o Esencial E ?

001 E '-0.046318238 5 ' -16.94183328
B _ — N -

0.005 J -2.207116568 | -11.02175476
 0.0025 1 -1.860824572 | 1083049223

Y e - e - - R S ——) R e

0.00125 | 1.797990455 | 5.580839199
0.000625 | © 1.184883167 | 110.33119638

0.0003125 i 0849914316 § 1846992021

Testigo ! 0.373950305 | 21.39321693

Grafica N” 4.5.1.5 Efecto del aceite esencial de mufia sobre fos Pardmetros de

Crecimiento de Escherichia coli

/ T

Wmmg“*@_mw%

B e S
——

e ——

3 Thenmmd Eonaraoiond {Ta)

@Ak wrmonpdie omsrmoianes i

84



Tabla N° 4.5.1.6 Fase de Muerte o Declive: Letalidad (-K) del aceite
esencial de muiia sobre el crecimiento de Escherichia coli

Concentracién Ac. Esencial . Letalidad (-K) (GeneracionérslHora)'j

0.0003125 B 1539160017

0.000625 ' -0.860933031 |

0.00125 ] -0.55808392 l

0.0025 0.541524612 !

0.005 | 0.459239782 |

0.01 | 1.05886458 s

.  Testigo ] |

-2.674152116

Grafica N°4.5.1.6 Letalidad (-K) del aceite esencial de mufia sobre de Escherichia

coli
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Tabla N°4.5.1.7 Efecto del aceite esencial de muiia sobré el cre

C. Pseudomona aureuginosa

Pseudomona aureuginosa

cimiento de

1 Log UFC/mL
Tiempo 1 é Concentraciones expérimentﬁle—sﬁén mL de aceite esencial / ml
(horas) | Testigo ! e _de inoculo _
‘ | 004 | 002 | 001 | 0005 | 00025 |
0o | 5.06 | 519 | 531 | 509 | 519 | 514 |
2 | 5.08 | 519 | 539 | 511 | 521 | 5.16 )
4 | 5.11 | 522 | 541 | 519 | 522 | 5.19 i
6 | 6.49 | 594 | 606 | 622 | 644 | 5.94 |
8 | 8.34 | 668 | 704 | 714 | 755 | 7.93
10| 9.96 | 662 | 846 | 803 | 842 | ges |
12| 10.03 | 613 | 824 | 906 | 945 | 9.91 |
14 | 10.02 | 605 | 78 | 902 | 923 | 987 |
16 | 9.93 | 579 | 759 | 878 | 914 | 9.67 §
18 ] 9.56 | s22 | 721 | 806 | 881 | 9.12 §
20 ! 9.48 | 475 | 688 | 766 | 812 | 8.67
2 | 9.34 | 43¢ | e1 | 703 | 78 | 8.02
24 | 9.22 | 422 | 589 | 658 | 786 | 798

Grafica N° 4.5.1.7 Curva de crecimiento de Pseudomona aureuginosa a diferentes

concentraciones de aceite esencial de muria
1% - -
| | L
I
0w .: et e
P N —iE—] :
o ’/ — M
e D 2
. I e U s S
\.\\u ~IL Niu !y
' Ml [T
-1 il ~G T
= B oo —
L, g o e
:37' P, b .
& 4 A
- )
i)} d
£ 2 3 i3 B 130) "2 T k153 B 2D 22 i
Tiempo (arasy
é ﬂ—mmu —n—TFmtnxg,m .2 — T1EM e (DI 8ol piwis) l

86



Cuadro N°4.5.1.5 Anova para el efecto del Aceite esencial de mufia sobre el
Tiempo Generacional de Pseudomona Aureuginosa

Analisis de Varianza a=0.05 a= O'.Ol
Origen de las : ”D.»ér;tvro deI;)s_ o Dentro de ios
variaciones Entre grupos grupos Entre grupos grupos
Suma de cuadrados 1.425515587 0.031718201 1.425515587 0‘.031 718201
Grados de libertad ' 10 4 10
i .
Promedio de los ; : .
cuadrados . 0.356378897 : 0.00317182 0.356378897 0.00317182
F | 112.357854 | 112.357854
Valor critico para F 3.478049691 5.994338662
Probabilidad | 2.88E-08 2.88E-08

Cuadro N°4.5.1.6 Anova para el efecto del Aceite esencial de muiia sobre la
Velocidad de Crecimiento de Pseudomona Aureuginosa .

Analisis de Varianza

oa=0.05

a=0.01

B Aijé;utro 'de )

| Dentrode |

Origen de las variaciones _ Entre grupos los grupos Entre grupos "' los grupos
Suma de cuadrados 10.834762776 | 0.016824551 | 0.834762776 | 0.016824551 |
Grados de libertad 4 10 4 10
Promedio de los cuadrados | 0.208690694 0.001682455 |' 0.208690694 _0.001682455
F | 1240393813 | 1240393813 -
Valor critico para F 3.478049691 5._99433_8662
_ Probabilidad |  1.78E-08 178E-08 |
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Tabla N° 4.5.1.8 Efecto del aceite eseanal de mufia sobre los Pardmetros de
Crecimiento de Pseudomonq aureuginosa

Concentracién Ac.

| Numero Generaciones | Tiempo Generacional |
Esencial . | 1
0.0025 g 15.84559701 | 0.757860233 i
0.05 | 1415141368 | 10.84847496 |
0:1 N 13.18805454 | 0911134731 |
- 02 | 10.4640735 | 0956412822 i
0.4 | 4.949672861 | 1.62095268 {
- Testigo ' {_ ] 16.27744766 | 0.61‘434693.“__b_;___m_}

Grafica N°4.5.1.8 Efecto del aceite esencial de mufia sobre los Pardmetros de
Crecimiento de Pseudomona aureuginosa
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Tabla N°4.5.1.9 Fase de Muerte o Declive: Letalidad (-K) del aceite
esencial de muiia sobre el crecimiento de Pseudomona aureuginosa

Concentracién Ac. Esencial 1 Letalidad (-K) |
(mL A.E/ mL Inoculo) | (Generaciones/Hora) ) i
0.0025 | .1.320466418 - f

0.005 | -1.179284474 |

0.01 | -1.099004545 |

0.02 | -1.04640735 !

004 o -0.618709108 - |

Testigo § -1.627744766 |

Grafica N° 4.5.1.9 Letalidad (-K) del aceite esencial de mujia sobre de Pseudomona

aureuginosa
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D. Staphylococos aureus

Tabla N°4.5.1.10 Efecto del aceite esencial de mufia sobre el crecimiento de
: .-Staphylococos aureus

Ti‘éh“l'po | Log UFC/mL ] f

(Horas) I Testfgo | Concentraciones ékpérimenfdles en mL de aceite esencial / ml de |
| ) imoculo____

| t 001 |  0.005 00025 |  0.00125 | 0.000625 |

0 | 6720 | 6720 | 6720 |  6.720 | 6720 | 6720 |

2 | 7460 | 6079 | 6.633 | 6380 |  6.826 | 7.013 |

4 | 7813 | - 6819 |  6.690 | 7.719 | 7.348 | 7.350 |

6 | 9.782 | 6.612 |  5.903 | 6.543 ! 5301 | 7.025 |

8] . 9946 | 4.000 | 5.073 | 5.161 | 4.977 | 6.457 |

10 | 12. 478'; 3.724 | 4549 | - 5236 | 5.121 | 8.984 |

12 | 14426 | 3511 | 4068 | 5016 | 4.784 | 8.426 |

14| 16234 3.021 | 3.964 | 4934 | 4.658 | 8.067 |

16 | 16026 | 2848 | 3.616 | 4.745 | 4.554 | 7.350 |

18 | 15343 | 2552 | 3211 | 4.632 | 4.402 | 5.539 |

20 | 13812 | 2782 | 3476 | 4572 | 4362 | 5.256 |

221 13268 | 3.017 ] '3.728 | 4464 | 4338 | 5.121 |

24 | 12.830 | 3278 |  4.004 | 4318 | 4312 | 5.076 |

Grafica N° 4.5.1.10 Curva de crecimiento de Staphylococos aureus a diferentes
concentraciones de aceite esencial de muiia
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—3&—0,00125 ml. AE/mL de inoculo —%~—0,000625 mL. AEfmL de inoculo —o—Testigo
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Cuadro N° 4, 5.1.7 Anova para el efecto del Aceite esencial de muiia sobre el
Tiempo Generacional de Staphylococus aureus

Analisis de Varianza

a=0.05

5

a=0.01

~ Dentro de los

" Origendelas ~ . " Dentrode los , .
variaciones Entre grupos grupos Entre grupos grupos
Suma de cuadrados 31.90099458 0.728468973 |. 31.90099458 0.728468973
Grados de Iibertad 4 10 4 10
- Promedio de los 7975048646 | 0.072846897 | 7.075048646 |  0.072846807
cuadrados ) i ) ) )
F 109.4795926 109.4795926
Valor critico para F 3.478049691 5.994338662
Probabilidad 3.27E-08 3.27E-08

Cuadro N°4.5.1.8 Anova para el efecto del Aceite esencial de muiia sobre la
Velocidad de Crecimiento de Staphylococus aureus

Analisis de Varianza

o=

0.05

o=

0.01

Origen de las

Dentro de los

Entre grupos

Dentro de los

variaciones Entre grupos grupos grupos
Suma de cuadrados || 7.575912322 | 0109687438 | 7.575912322 | 0.109687438
Grados de libertad 4 10 4 10
Promediodelos | 1493978081 | 0010068744 | 1.893978081 | 0.010968744
cuadrados : ;
F 172.6704647 172.6704647
Valor critico para F 3.478049691 5.994338662
Probabilidad 3.51E-09 3.51E-09
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T abla N° 4.5.1.11 Efecto del aceite esencial de muiia sobre los Parimetros
; de Crecimiento de Staphylococus aureus

Concentracion Ac. Esencial | Numero Generaciones | Tiempo Generacional

I 1; |
| (n) ‘: (Tg) f
| |
- - e 4 e e i —— - —
0.000625 f 7.52084521 ; 1.355071708 ;
| .

0.00125 ; 2.08617084 i 2.004370535 |
0.0025 | 3.31860617 | 1220015826 |
0.005 ! -11.6566457 i -1.552302891 )

0.01 g -14.6493865 ! -1.234686325 ;_

Testigo | 31.6048239 | 0.44297035 in

Grafica N° 4.5.1.11 Efecto del aceite esencial de muria sobre los Parametros
' de Crecimiento de Staphylococus aureus
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Tabla N° 4.5.1.12 Fase de Muerte o Declive: Letalidad (-K) del aceite
esencial de muiia sobre el crecimiento de Staphylococus aureus

-Conéeﬁt-rac-i-éﬁ Ac Esenciél | : | Letailid;d (-K) “ ”i;
(mL A.E / mL Inoculo) ~ (Generaciones/Hora) l
 0.000625 - | -0.75208452 |
00012 | -0.52154271 |
0.0025 | -0.82965154 |

0.005 | 0.64759143 E

0.01 | 0.81385481 f

Testigo | -2.257487421 |

Grafica N°4.5.1.12 Letalidad (-K) del aceite esencial de muiia sobre de

Staphylococus aureus

Letalidad (-K}
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E. Streptococos mutans

Tabla N° 4.5.1.13 Efecto del aceite esencial de mufia sobre el crecimiento de |
Streptococos mutans

Tiempo | Log UFC/mL ]
(Horas) { Testigo ; Concentraciones expenmenta]es en mL de aceite esencial / ml de |'
L . imoculo ,

| ! 004 | 0.02 | 001 | 0005,  0.0025 |
T ase)wase ) dase | 7asel . 7ase)  71s6.
4 | 8249 | 6785 ; 70231 7078 )  7.158 ] 7.083 |

8! 8853 | 6112 62230 6887 | 7630 | 7.320

~ 12 | 9.740 | 5.332 | 5694 | 6.521 )  7.231 B 8.540 |
16 10120 | 4.897 ;’ 5214 | 59231 6. 534_J‘____'_"§_2_:§_(‘_)_J
. 20 | 10210 | 4201 ] 4896 | 5912 | 6313 | 7.120 |
24 | 10307 | 3645 | 4275 | 58891  5.807 | 7.041 |

Grafica N° 4.5.1.13 Curva de crecimiento de Streptococos mutans a di ferentes

concenltraciones de aceite esencial de muia
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Cuadro N° 4.5.1.9 Anova para el efecto del Aceite esencial de muiia sobre la
Velocidad de Crecimiento de Strectococus mutans

Analisis de Varianza a=0.05 a=0.01
| Ongende Ia; Dentro de los Dentfo de lés
variaciones Entre grupos grupos Entre grupos grupos
Suma de cuadrados 1.841 0.1174336 1.841 0.1174336
Grados de libertad 4 10 4 10
Promedio de los \
cuadrados 10.46026528 0.01 174336 0.46026528 0.01174336
F 39.19366187 39.19366187 |
— 1
|
Valor critico para F 3.478049691 5.094338662 ‘g
|
| T
Probabilidad 4.42E-06 4.42E-06 |
i
]

Cuedro N° 4.5.1.10 Anova para el efecto del Accite esencial de muia sobre el

Tiempo Generacional de Strectococus mutans

a=0.05

a=0.01

Analisis de Varianza
Origen de las . Dentro de los Dentro de los
variaciones : Entre grupos grupos Entre grupos grupos
Suma de cuadrados | 332.6209815 106.5010019 1 332.6209815 106.5010019
Grados de libertad 4 10 4 10
;’ro-ntedio &e los : :
cuadrados - 83.15524536 10.65910019 83.15524536 10.65010019
F 7.807930809 7.807930809
) !
Valor critico para F 3.478049691 5.994338662
‘ Probabilidad 4.02E-03 4.02E-03
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Tabla N° 4.5.1.14 Efecto del aceite esencial de muiia sobre los Pardmetros
de Crecimiento de Streptococus mutans

Concentracion Ac. Numerc Generaciones i Tiempo Generacional |
Esencial | (n) (Ta)
0.0025 4.597548483 | 2.612989591
- 0.005 1.574593917. . 6.061356252
‘ 0.01 -3.011881473 | 7711700821
0.02 a | -1.737368394 2542423
ﬁ 0.04 | 239079179 1974337817 |
Testigo | 0.846194873 e 1624993229 f

Grafica N°4.5.1.14 Efecto del aceite esencial de muiia sobre los Pardmetros
de Crecimicnto de Streptococus mutans
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Tabla N°4.5.1.15 Fase de Muerte o Declive: Letalidad (-K) del aceite
esencial de mufia sobre el crecimiento de Streptococus mutans

Concentracién Ac. Esencial i LetahlitAiavd (-K)
{ mL A.E/mL Inoculo) i (Generaciones/Hora)

o025 i 0.38312004
0.0(55 ! -0.19682424

0.01 0.18824259

0.02 | 0.4343421
004 | ' 0.571 628299
Testig;) | -0.}61 538l71 8

Grafica N°4.5.1.15 Letalidad (-K) del aceite esencial de mufia sobre de Streptococus

mutans
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4.5.2. Prueba de sensibilidad

A. Enterococos faecalis

Tabla N° 4.5.2.1 Ensayo comparativo entre el CMI para Enterococos faecalis y un
antimicrobiano de uso comercial (Gentamicina 10 ug)

_ Antimicrobiano - | Antibiético %
| Halo de Inhibicién T T  Porcentaje
(Lecturaenmm) | 0.00125mL AE/mL |  Gentamicina _de efecto
- solucién (CMI) (10 pg) inhibitorio
 Lectura 1 , 12 - 22 545%
Lectura2. | 12 ; 22 o 545%
" Lectura 3 12 T T T 45y
Lectura 4 12 19  632%
Lectura 5 o 13 20 65.0 %
Lectura 6 T 19 632 %

Tabla N° 4.5.2.2 Ensayo comparativo enire ei Chil para Enterococos faécalis yun
antimicrobiano de uso comercial (Cefotaxime 30 ug)

Antimicrobiano |~ Antibiético %
Hale de Inhibicién S S R Porcentaje
(Lectura en mm) 0,00125 mL. AE/mL . Cefotaxime (30 pg) "~ de efecto
solucion (CMI) . inhibitorio
" Lectural 12 27 L 444%
Lectura2 | 15 28  536%
Lectura 3 14 - [ 27 1 519%
Lectura 4 . 14 27 51.9%
"~ Lecturas = | 12 ' 27 1 444%
Lectura 6 ’ ’ 12 27 444 %
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- B. Escherichia coli

Tabla N° 4.5.2.3 Ensayo comparativo entre el CMI para Escherichia colt 'y un
antimicrobiano de uso comercial (Gentamicina 10 ug)

Antimicrobiano

| Antibiético ; %
_ ” I Porcentaje
Lectura en mm 0,0025 mL AE/mL | Gentamicina (10 | de efecto
solucién (CMI) ng) inhibitorio |
Lectura 1 9 18 50.00%
il

Lectura 2 11 16 68.75%
Lectura 3 8 15 53.33%
Lectura 4 8 17 47.06%
Lectura 5 9 16 56.25%

Tabla N°4.5.2.4 Ensayo comparativo entre el CMI para E. coli y un antimicrobiano

~ de uso comercial (Cefotaxime 30 ug)

Antimicrobiano

oo .

Antibidtico

{ % Porcentaje
Lectura en mm 10,0025 mL " Cefotaxime 30 | S0 rect
L , AE/mLsoluion (CMI) ug)

Lectura 1 14 29 48.28%
Lectura 2 13 30  43.33%
Lectura 3 13 30 43.33%
Lectura 4 14 30 T 4667%
Lectura 5 13 30 43.33%

~ Lectura 6 ) 15 30 50.00%
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C. Pseudomona aureuginosa

Tabla N° 4.5.2.5 Ensayo comparativo entre la concentracion de aceite esencial mas
alta empleada para Pseudomona aureuginosa y un antimicrobiano de uso comercial

(Cefotaxime 30 ug)
Antimicrobiano Antibidtico %o
Lectura en mm ' ' Porcentaje
0,04 mL AE/mL . de efecto
solucion Cefotaxime 30 pg) cnhibitorio
Lectura 1 13 21 61.90%
Lectura 2 13 21 61.90%
Lectura 3 13 21 61.90%
Lectura 4 13 23 56.52%
Lectura 5 13 22 59.09%
Lectura 6 14 23 60.87%

Tabla N’ 4.5.2.6 Ensayo comparativo entre la concentracion de aceite esencial mas
" alta empleada para Pseudomona aureuginosa y un antimicrobiano de uso comercial

(Ciprofloxacina 5 ug)
. . s % i
Antimicrobiano Antibiético o
Lectu e . — Porcentaje
co e 0,04 mL AE/mL - Ciprofloxacina (5 ug) de efecto
_____ ~ solucién ek P& | inhibitorio
Lectura 1- 12 41 29.27%
Lectura 2 13 39 33.33%
Lectura 3 13 40 32.50%
Lectura 4 12 41 29.27%
Lectura 5 13 40 32.50% |
Lectura 6 13 40 32.50%
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D. Staphylococos aureus

Tabla N° 4.5.2.7 Ensayo comparativo entre el CMI para Staphylococos aureus y un

antimicrobiano de uso comercial (Cefotaxime 30 ug)

Antimicrobiano Antibidtico | %
Lectu SRR - : Porcentaje

ciura en mm 0,01 mL AE/mL Cefotaxime (30 pg) de efecto

solucion (CMI) inhibitorio
Lectura 1 21 28 75.00%
Lectura 2 71 ) 28 75.00%
Lectura3 2] 29 72.41%
Lectura 4 3 | 30 76.67%

]

Lectura 5 23 - 30 76.67%
Lectura 6 21 31 67.74%

Tabla N° 4.5.2.8 Ensayo comparative entre el CMI para Staphylocecos aureus y i
" antimicrobiano de uso comercial (Gentamicina 10 ug)

Antibiético

Antimicrobiano %

Lectura enmm | g0 . A/mL solacion - Fibrng
‘ : (CMI) . Gentamicina 10 pg inhibitorio

" Lectura 1 24 37 " 64.86%
Lectura2. 25 39 64.10%
Lectura3 22 37 59.46%
Lectura 4 25 35 71.43%

~ Lectura 5 25 37 67.57%
* Lectura 6 24 37 64.86%
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E. Streptococos mutans

Tabla N° 4.5.2.9 Ensayo comparativo entre el CMI para Streptococos mutans y un
antimicrobiano de uso comercial (Estreptomicina 10 ug)

! | E Antimicrobiano . Antibiotico e % Porcentaje

| Lecturaenmm . 0,02mL AR/ml. | Estreptomicina (16 | de efecto

| - | solucién (CMI) E PEL inhikitorio

L’ S - A o h T T I oI e R

| Lectura 1 | 22 30 73.33%

 Leewra2 | 19 8 67.86%

" Lectura3 21 * 29 72.41%
ectura 4 | 2 33 - 6667T% |
Lectura 5 22 ; 32 68.75% |
Lectura 6 20 31  6452% |

Tabla N°4.5.2.10 Ensayo comparativo entre el CMI para Streptococos mulansy un .
aniimicrobiano de uso comercial (Vancomicina 39 ug)

- Antimicfobiano ; Yo

Lectura en mm 0,02 mL AE/mL. | . P&’Z Z‘i‘:ﬁ?ﬂ“

| solucion (CM) Vancomicina 30 pg . inhibitorio
Lectura 1 2 h 0 L 7000%
Lectura2 21 30 70.00%
 Lectura 3 2 29 75.86%
Lectura 4 20 31 64.52%
Lectura 5 21 IEY) 65.63%
Lectura 6 20 2 62.50%
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V.DISCUSION DE RESULTADOS

Las cafaéteristicas Fisicas del aceite esencial de mufia presenta son: col_or'
amarillento cristalino con un intenso olor similar al mentol, de sabor pica;lte,
Densidad relativa esvde 0.9398, fndice de refraccion de 1.4757, lo que nos hace
| deducir, de forma preliminar, /que .este aceite esencial po'dria contener
compuestos aromaticos o aliciclicos, dado que su densidad e indice de refraccién -
son superiores a valores de 0.9 y 1.47, respectivamente. Su rotacidn especifica
dio valores en promedio de 2°45". Present§ solubilidad a concentraciones de
etanol al 85%, 90% y 95%, siendo medianamente soluble a concentracion de
80% e insoluble a concentraciones por debajo de 80%. En el ensayo de residuo
por evaporacién se determino un 83.5% de residuo con respecto a la masa
inicial. La extraccion del aceite esencial dio un Rendimiento promedio de 1.062
%. Estas prdpiedades pueden ser usadas para estéblecer parametros de coniroi de

calidad en la extraccion a escala industrial.

El contenido fendlico del aceite esegcial present6 valores relativos de 64. El
indice de Ester promedio fue de 26.61.‘51 y el Indice de Acidez promedio fue de
2.2 En la evaluacion del aceite esencial de muna por Cromatografia de Gases -
Espectrometria de Masas arroja comd elementos fnayoritarios ala Pulegonﬁ con
un porcentaje de 29.21%, P-Mentona con un porcentaje de 24.13%, el Oxido de
Piperitona con un porcentaje de 11.97%, también se encuentran presentes
compuestés como DL-Limoneno, Linalcol, Isopulegona, Biciclogermacreno,
Espatulenol todos estos con porcentajes entre 1 y 2,2 %, y otros compuestos en

menor porcentaje. De acuerdo a estos resultados se puede afirmar la presencia de
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compuestos oxigenados (cetonicos, aldehidicos, y alcoholes), siendo estos los
portadores del olor caracteristico del aceite esencial de mufia. Se puede decir que
estos compuestos ' quimicos son los responsables de las propiedades‘qu'e; se le

atribuyen a esta planta.

Se determino que el aceite esencial de mufia tiene propiedades antibacterianas.
En la tabla 4.5.1.1 se muestran las concentraciones empleadas para
Enterococcus faecalis, de la cﬁal se obtiene la grafica N°4.5.1.1 de la que se
analizan las curvas de crecimiento y se puede détemﬁnar qué a medida que
aumenta la - concentracién del aceite esencial en el inoculo | disminuye
considerablemente la poblacién inicial de este, inclusive sin evidenciarse las
demads fases del crecimiento bac_teriano, observandose solo de4 esta forma una
sola fase definida que corresponde a 1,@ fase de declive o muerte.

Segin el analisis de variénza tanto para la Vélocidad de muerte (-r) y para el
tiempo generacional (Tg) , para las diferentes concentraciones de acéite esencial
de mufia existe influencia significativa sobre el normal crecimiento de
Enterococus faecalis, 1o que se resume en el cuadro 4.5.1.1y 4512, en
donde‘ se muestra que para limites de confiabilidad de 95 y 99% , se tiene que
los resultados son estadisticamente significativos.

De la Tabla N° 4.5.1.2 se puede observar que el Tiempo Generacional es
inversamente proporcional a la concentracion del aceite esencial presente en el
inoculo, ya que a medida que se incrementa la concentracion de este se necesita
menos tiempo para inhibir una generacién de microorganismo presente en el

inoculo.
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De ‘la tabla 4.5.1.3 y la Grafica 4.5.1.3 se puede observar-que la letalidad del
aceite esencial aumenta proporcionalmente al aumento de la concentracion

empleada. -

En el graﬁcq N°4.5.1.4 se observa claramente el efecto del aceite esencial de
mufia sobre los pardmetros de creéimiento ‘de Escherichia coli. A lo cual
podemos deducir tempranamente = que este microorganismo debido a su
naturaleza patégena tiende a resistir en cierta magnitud al inhibidor, ya que
a diferencia del Enterococus faecalis enlas curvas de concentraciones mas
bajas empléadas se diferencia las 4 fases del crecimiento microbiano.

Segun los cuadros 4.5.1.3 y 4.5.1.4, se determiné que los resultados de las
evaluaciones son estadisticamente significativos al 95% y 99% de confiabilidad.
De la tabla N° 4.5.1.5 se mues@a la relacién inversamente proporcional que se
mantiene entre él Tiempo Generaéional y la concentracion del aceite esencial
presente en el inoculo, y se refleja el aumento de la perdida del numero de
generaciones a medida que se incrementa la concentracién de aceite esencial de
mufia. se nécesita mucho més tiempo para inhibir una generacion y de esta
forma disminuye de forma considerable el efecto inhibidor del aceite
esencial y el microorganismo sﬁpera la.s condiciones desfavorables de su medio
de cultivo, estb se ilustra en la grafica 4.5.1.5.

Se determino el valor de la Letalidad (-K) del aceite esencial de Muiia para la
- cépa Vde Escherichia coli, de la tabla 4.5.1.6 y la Grafica 4.5.1.6 se puede
observar que la letalidad del aceite esencial aumenta proporcionalmente a la

concentracién empleada.
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En este caso para la segiin la grafica 4.5.1.7_, podemos apreciar que la
Psendomona aeruginosa tiende a ofrecer_' mas resistencia que los otros
microorganismos, el efecto inhibidor se maniﬁesta de esta Iﬁanera diferenciando
en las curvas las 4 fases de crecimiento, para todas las concentraciones de aceite

esencial empleadas.

Por otro lado a pesar de la resistencia mostrada en la grafica, se realizo la
evaluacion  estadistica al tratamiento tanto pafa la velocidad de crecimiento
(r) y para él rtiempo generacional (Tg) segin el andlisis de‘ yarianza, como se
mueétra én los cuadros 4515 y 45.16 de lo Aque se observa resultados
confiables y significativos estadisticamente para un nivel de confiabilidad de
95% y 99%.

De la grafica 4.5.1.8 observamos que se hace diﬁcultoso la eliminaciéon de
células viébles para nuesiro inhibidor e estudio; lo que se manifiesta para todas
las concentracién empleadas ya que a difg:rencia de las bacterias anteriores, no
esta  eliminando células viable si né que estd retrasando su crecimiento y asi

‘progresivamente va disminuyendo su actividad conforme disminuye la
concentracion empleéda.

Al defe_rminar la letalidad de»l< aceite esencial de mufia empleado para la cepa de
Pseudomona aureuginosa se confirma lo anteriormente dicho con respecto a su

actividad, ya que esta disminuye al disminuir la concentracion.

Se observa en la grafica N° 4.5.1.10 que en la cepa Staphylococcus aureus para
concentraciones mayores a 0.0025 mL. A.E/mL Inoculo no se observan la fase
logaritmica ni la fase de latencia solo se diferencia la fase de declive 0

muerte, a diferencia cuando se emplea concentraciones menores a 0.0025 mL
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A.E/mL Inoculo, en cuyo caso se puedé difercnciar las fases de crecimientb, lo
que evidencia que a medida que dismi';mye la concentracién del aceite esencial
el efecto de este disminuye sobre este "mi(;;'oo'rga.nismo.

Asimismo se realizo la evaluacién esfadis'tica para los datos de velocidad de
crecimiento y tiémpo generacional, como se puede apreciar en los cuadros
4517y 4.5.1.8, determinandose que el ensayo es estadisticamente
significativo para altos niveles de confiabilidad (99% y 95%), es decir que
en el tratamiento las diferentes concentraciones empleadas ejercen un
marcado efecto sobre ios parametros de Crecilnjénto. J

De esta forma se muestra en la grafica 4.5.1.11 que para las cqncentraciones
evaluadas existe muerte de células viables proporcionalmente al tiempo
generacional para concentraciones por encima de 0.0025 mL A.E/mL Inoculo.
De la misma forma se obsé.;%va "e_nv vla, tgplg 4.5.1.12 y grafica 4.5.1.12 que la

letalidad disminuye con la disminucion de la concentracion del inhibidor.

De la grafica 4.5.1.13 se aprecia que para la cepa Streptococcus mutans
se consigué un efecto inhibidor del crecimiento de esta bacteria.

“ Enlos cuadros 4.5.1.9 y 4.5.1.10 se ébéervan, como en los casos anteriores que
la evaluacion a las concentrééiones estudiadas son estadisticdmente
significativos a un alto nivel de conﬁa‘t;ilidad.

En la grafica 4.5.1.14 se observa clarameﬁte la relacién directa del nimero de
generaciones con respecto a la concentracion empleada, y la relacién inversa

entre el Tiempo Generacional y las concentraciones empleadas.
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En el caso de la letaliciad, esta disminuye a medida que disminuye la
concentracion empleada d_é aceite esencial en estudio (tabla 4.5.1.15 y grafica

4.5.1.15).

Se determino la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) para las cepas en
estudio, en el caso de Enterococcus faecalis fue de 0.00125 ml. A.E/mL
Inoculo, para Escherichi coli fue de 0.0025 mL A.E/mL Inoculo, para
Staphylococcus aureus fue de 0. 01 mL A E/ml Inoculo y para Streptococcus
mutans fue de 0.02 mL A. E/mL Inoculo. En el caso Pseudomona aeuroginesa
' no se pudo determinar CMI dado que la mayor concentracion empleada no fue

‘suficiente para eliminar el 99.9% de la poblacion inoculada inicialmente.

Por otro lado al ;'ealfzarse una compa,raqig’yn delﬁ,CMI de cada bacteria evaluada
coﬁ dos anfiiniéticos de uso comercial se observé que la accitn antibacteriana del
aceite esencial es comparable con este hasta cierto p.orcentaje de accion, lo que
indica que si bien es cierto la concentracion del aceite no se puede alterar se
puede partir de esa concentracion y evaluar el numero de dosis adicionales

necesarias para igualar su efectividad (Tablas 4.5.2.1 hasta 4.5.2.20).
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VI.CONCLUSIONES.

1. Mediante esta inyesﬁga@ién se ﬁa demostrado que existe una marcada actividad
antimicrobiana del aceite esencial de mufia (Minthostachys setosa) sobre
bacterias cominmente encontradas en alimentos, medio ambiente e incluso en
- el cuerpo del ser humano como responsables de infecciones.

Se concluye que el uso del aceite esencial de mufia puede ser destinado a su
empleo como antibacteriano para las bacterias Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Scherichia coli y Streptococcus Jmutans en las
concentraciones encontradas (CMI). Para el caso de Pseudomona au;euginosa se
puede partir de la concentracion mas alta empleada, dado que la actividad del
aceite esencial fue ligeramente inferior en comparacién a las cepas anteriores,
ademads se debe tener en cuenta que esta €s una cepa que presenta una
inmunidad ;ﬂta.

Es decir que el tratamiento es efectivo y por ende él efecto de inhibicion del
crecimiento (en algunos casos el efecto letal), y la modificacién del
comportamiento de sus parametros de crecimiento, se debe a los diferentes

principios activos presentes en el aceite esencial de mufia.

2. De acuerdo al ensayo GC-MS3 algunos de los componentes son comunes a
algunas especies dentro del mismo género, pero no son idénticos en su totalidad

y permite entender mejor la influencia de las condiciones climéticas de la zona y

de diversos factores como el tiempo de recoleccién, el tratamiento previo a la

7 ex&accién yel almacenanﬁento del aceite esencial en la composicion quimica de

este y su actividad.
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VILRECOMENDACIONES.

1. Dada la versgtilidad de aplicaciones del aceite esencial de mufia, que queda
demostrado en su accién antibacteriana, se puede deducir que su empleo no solo
se puede derivar al campo de la medicina alternativa como una opcion al uso de
antibidticos de sintesis quimica (como preparados especiales) si no también en la
elaboraciép de articulos de limpieza y/o de uso personal, tales como:.
desinfectantes, perfumadores ambientales, aromatizadores en spray, jabones
(para uso ‘perﬁonal o liquidos pafa uso. en plantas industriales donde la
manipulaicién de alimentos séa parte del procesd produétix;o),r detergentes,

lociones, cremas, pastas dentales, colutorios bucales, etc.

2. Se recomienda continuar con la bisqueda de CMI para la cepa Pseudomona
aureoginosa, ya sea evaluaudo diferentes concentraciones o buscandoe nuevas
alternativas de inhibicién, dado que es una cepa muy resistente y de importancia

en la salud pablica.
3. Se recomienda la continuidad de la investigacion realizada utilizando los datos
obtenidos para la inclusién del aceite esencial de mufia en productos de uso

comercial y darle mayor valor agregado a esta planta tan versatil.

4. Se recomienda realizar pruebas de toxicidad, para las Concentraciones Minimas

Inhibitorias encontradas, para la validacion de su uso.
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APENDICE 5

TABLA 1. Valores registrados de limites de confianza de los didmetros de zona de los
discos de sensibilidad antibidtica -lactdmicos.y no lactadmicos de fabricacién extranjera

" LIMITES DE CONFIANZA

| ' DISCODE | ]
{ SENSIBILIDAD | t 0,05 (AL 95% DE PROBABILIDAD) (mm)
| ol . b aeruginosa | S aureus
ANTIMICROBIANA | 25922 ATCC 27853 j 25923 OBSERVACIONES
VT VE | VT | VE |VT, [VE
Amoxicilia/Ac. ) i ,' i g
Clavulanico 19,0- :22,0- 4 i - 28,0- 39,9 No conforme
50/m10g° 250 {27.2 | 36,0 |44,8 .
A . 60 k33 T T e mrae |
Ampicilina 10 mg 22,0 §25,4’ ; }35’0 42,5 No conforme
: N N - e o el | ! T
Cefotaxime 30mg? 2395'% 23%'% 1282’1% 18,1-21,6 2.;1'% 37:7181'3. Conforme i
." 2 125,0- 25,5- | 22,00 |, 2 o 116,0- [16,2-
Cefotaxime 30mg ;32 01272 | 29,0 524,3 28,9 120,0 119,9 AConforme
. e ; S 1 . B
. a 129,0- 31,0-1] 17,0~ _ 22,0- 22,4~
Cefotaf(lme‘BOmg 35,0 i34'8 23,0 19,2-21,4 28,0 i28,0 Conforme
. . 120,0-20,5-1 _ D7,0- 27,8-
Cefotaxime 30mg 26,0 125,4 28,0 {31,1 Conforme
. ’ T e 1-
Oxacilina 30mg? - - - - 123’% 1283’13 Conforme
I ) i 26,0- 40,2- | T
Penicilina 10U | 37,0 |47,3 ! No cenforme
I3 . - i P
Acido Nalidico 30 122,0- 22,7- :
: mg® 128,0 {252 B - - - Conforme
! ‘ o ol ; .
- - - n -
Amicacina 30 mg®. 1296’,% 2341‘: 4 12%”% 20,9-28,6 gyz‘él% 22%”2_ No conforme
Ciprofloxacina 5 {30,0- :30,6- ; 25,0~ % 22,0- 25,3~
mg®  |40,0 [37,4 | 330 P03322 0300 |93 | Conforme
Clindamicina 2 mg® { - - - - Q;g(())— 2370’50_ ‘ Conforme
Cloranfenicol 30 121,0- 24,4~ “H9,0- 20,0-
mg 120,0 26,4 | © 26,0 255 Conforme
Eritromicina 15 mg® | - - - - 2320’00' 2229’?; Conforme
s ._’. ! P,
Estreptomicina 10 [12,0- 21,2-| ~ 114,0- 20,4
mg" 20,0 . 23,8 % g 22’0: 26,2 | No conforme
[ . b 119,0- 120,8- | 16,0- 0 g 19,0- 19,9-:
iGentamu:ma 10 mg” ! 26,0 126,0 | 21,0 18,0-20,9 527'0 [251° Conforme
. b 128,0- 128,8-{ 22,0~ 17,0- 19,8-.
Norfloxacina 10 mg 35,0 1312 29 0 26,2-28,5 !28,0 28,0 - Conforme
Vancomicina 30 mg® | - - - - 111%’%' 1127’53_ | No conforme

iV.E= Valores experimentales

'b-lactamico

JV T= Valores Tedricos (Norma M2-A5 NCCLS)

o b lactamlco

aantibidtico

bAntibidtico

127
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UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
FACULTAD DE QUIM fICA B INGENT ER 4 QuiM

UNIDAD DE SERVICIOS DE ANALISIS QU MICOS

INFORME DE ENSAYO
N° 334-06
Cliente HELIDA ELIZABETH CAMACHO MARTINEZ
Direccién Urb. Brisas de Sta. Rosa 3ra. Etapa Mz. G Lt. 11 — SMP.
Atencién : Srta. Helida E. Camacho M.
Referencia USAQ : 198-01 '
Cotizaciéon : 258/2006/USAQ
Mouestra : ACEITES ESENCIAL DE MUNA
Fecha de Recepcion 15/08/06
Fecha de Emlswn : , 04/09/06
RESULTADOS — MUESTRA DE ACEITE ESENCIAL DE MUNA
N° TR COMPUESTOS : PM FORMULA T % AREA
1 2.65 Butanal,3-Methyl , 86 CsH O 0.0078
2 545 Butanoic Acid,2-Methyl-,Ethyl Ester .| 130. C/H,,0, 0.0068
3 9.15 Alpha.-Pinene . 1136 CioHis 0.6495
4 11.33 Beta.-Pinene 136 CioHis 0.7038
5 | 11.63 Beta.-Myrcene © o186 | CiHi 0.2149
6 13.76 DL-Limonene ' 136 CsH ;0 1.0416
7 13.90 1,8-Cineole : 154 CipH;30 0.1227
8 15.64 Linalool Oxide = 170 | CyoHuO 0.0467
9 16.98 Linalool 154 CioH1s0 - 2.1259
10 | 19.64 P-Menthone - 154 |  CoHwO | 241305
11 20.52 [sopulegone 152 CioH160 - 1.4643
12 22.97 Pulegone 152 CyoH ;50 29.2150
13 24.88 | 8-Hydroxy-delta.-4(5)-P-Menthen-3-one | 168 Cio Hi60; 0.1750
14 25.14 Phenol,5-Methyl-2-(1-methylethyl) 150 CipH 140 0.1658
15 27.64 Piperitenone Oxide 166 Cio H140, 11.9734
16 29.62 Trans-CaryophyHene 204 CisHay 0.8810

Av. Venezuela cdra. 34 - Giudad Universitaria - Pabellén B Quimica. Central Telefénica: 619-7000 anexo 1203, Fax 1218

E-mail: usag@unmsm.edu.pe




UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
PACULTAD DE QUIMICA E INGENIER{A QUM

UNIDAD DE SERVICIOS DE ANALISIS QUIMICOS

N° | TR COMPUESTOS PM | FORMULA % AREA
17 30.09 Carane_,4,5-Epoxy-,Trans 152 Cio HisO 0.2668
18 | 3076  Alpha.-Humelene 204 CisHas- 0.1166
19 | 3091 Alloaromadendrene 204 CisHze 0.0381
20 31.55 Germacrene 204 CisHa 0.3335
21 | 3187 . Ledene | 204 CisHas 0.0191
2 | 3207 Bicyclogenﬁgcrene 204 CiHu | 13888
3 | 3273 18,Cis-Calamenene | 202 | CisHa 0.0102
24 | 34.64 (+)Spathulenc] 220 CisHaiO 1.2705
25 | 34.79 ()-Caryophyllene Oxide | 220 | CisHaO 0.1705
26 | 3623 Isospathulenol 0 | o 00,6084
27 | 3722 | Longipimocarveol Trans- | 220 |  CisHpO 0.0205
28 42.63 Platambin | 238 015H2602 0.0426
29 | 4595 ‘Manoyl' Oxide | 290 | CuHuO 0.0889
Otros R 22.7008

Muestra proporcionada por €l cliente

Método: USAQ-ME-11.Determination de Eompﬁesios por GC-MS.

...-s!O‘L;‘\ M:{’ ‘E)Q'
‘J‘- vos Ua g
U,-{G ”a/

olica Rodriguez Best

irectora de la USAQ
CQP:0597
Nota: :
El presente Informe solamente es vdlido en su estado original y se refiere (inicamente a la muestra analizada cualquier
correccion, o enmienda en el mismo lo anula automaticamente.
Observ.:
La muestra podra ser devuelta dentro del plazo de 30 dias calendarios de recepcionada. Sin embargo cualquier consulta de
resultados podré ser absuelta dentro de los 15 dias calendarios de emitido el Informe de Ensayo, dado el tiempo indicado no
se aceptaran reclamos.

Av. Venezuela cdra. 34 - Ciudad Universitaria - Pabellén B Quimica. Central Telefonica: 619-7000 anexo 1203, Fax 1218
E-mail: usag@unmsm.edu.pe




UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
FACULTAD DE QUIMICA E INGENIER{A QUIMICA

UNIDAD DE SERVICIOS DE ANALISIS QUIMICOS

ANEXO 01

EQUIPO EMPLEADG: .

CROMATOGRAFO DE GASES CON DETECTOR DE MASAS
MARCA : PERKIN ELMER

MODELO: CLARUS | |

CONDICIONES CROMATOGRAFICAS: -
TEMPERATURA DEL HORNO: -

80 °C por 2 min. '
10 °C hasta 300 °C x 30 min.

TEMPERATURA PEL INVECTOR: 200 o
TEMPERATURA DEL DETECTOR: 200 e

FLUJO: 20 PSI e
COLUMNA EMPLEADA: SPB-1

VOLUMEN DE INYECCION : 02 ul -

Av. Venezuela cdra. 34 - Ciudad Universitaria - Pabellon B Quimica. Central Telefonica: §19-7000 anexa 1203, Fax 1218
E-mail; usag@unmsm.edu.pe




y 16-Aug-2006 + 10:43:4%

muna-UsAQ Scan El+
1004 PO s 257810
]
29.62
41
Yo 38.23
43
3155
91
30.09 38.79
81 43
33.96 37.44 4047 4303
h », 28 28 g 452-35
1 JL .J U\N JAM\J Ti
| LA A L | LA B AL R L L YL L BN ARTLNLAN IULURL AL B0 N Lo B Ime
38 18.85 23.85 28.85 33.85 38.85 43.85




Hit REV for Compound. Narme [GR%N Formula
1 804 657 METHYL DIHYDRCISOSTEVIOL : 334 _C21H3403
B LOMBIFIMNGRARYEDL, TREMS- 7 K R

s 16-Aug 2006 + 10:43:49

Muna-USAG 7359 (37.222) Cr {7351:7371-7370:7378%1.200)
1003 7 i 5355 57 6567 £9 8183 1p5 108 i 159 " o
uj[’; 29/3(1 29 15 §35\57/ 7781 8580 7 /g] s 18 123131 138 145 1}19 1;{\117"1 178 157 191 2D2?,05 70
R:801 Nist 2447 LONGIPINOCARVEOL, TRANS- '
100 w e - Hit 2
%] FF MWy ;N9 RBlgy 9195 W510m 449 13 +32136 145 149 15 77 187 P o
’ 24 34 44 54 64 74 B4 94 104 114 124 134 144 154 164 (74 184 134 204 Zi4 224 i

0,CATURBOMASSMETANOL.PRO\Date) Lavanda-USAQ2,raw, 12001492 .4

/\\‘



MY, Formula

Hit REV for Compound Name
4. ]  PLATAMEHN . . b - R 38 C15HZE02
5 734 532 PLATAMBIN v 238 C15H2602
; 16-Aug-2006 + 10:43:4%
Muna-USAQ B432 (42.633) Cm (B416:8454-8443: 8468x1 .200)
2.09e6
ot 39413 5355 g 70790 9%3g Tips 1 125 159
N
93 2NN Ll 87 1 A3 47 185 77 18719 am W zm
R:734 WILEY 139129; PLATAMBIN
) Hit 4
100 » W4 &7 ‘%81 8lgags 'V 121, - 22221
o 55 \BQ N/ / 134 1/39 149 177 18{ 102 202 Z 733
0 iz
161 171 181 191 201 211 221 231 241

21 31 41 &1 61 7t 81 81 101 11 21 131 141 191

H OH

DH




Hit REV for Compound Name ! MU, Formula
5 928 6a1  AH-NAPHTHO[2,1-BJPYRAN, 3-ETHEMYLDODECAHYDRO-3,44,7,7,1 0A-PENTA 290 C20H340
6 327 681 MANOYL OXIDE 290 C20H340

y 16-Ang 2006 + 10:43:49

Muna-USAQ 9090 (45.951} Cm (9080:9101-9040:9058x1.200)
100 49 s o g 2-boe?
53 9395
% 39 s || 77 105108 123 137 177 257
 %BmR| N2 TR 149 153 1920015 on 39 245 475
R:827 WILEY 196249; MANOYL OXIDE
_ Hit 6
100 o 1 S 1
% 43 55 g7 51 ‘ 91\ 35 105109 123 ¥ 149 183 1717 - 205 220 245 I 375
a !'-nv-l"ll'--'HH':"'-"1"'-1-I|E'"1-""1""'1""1""1""l"'|'1'-“1"-f1'” miz
32 52 72 92 112 132 182 | 472 192 212 232 | 252 9272




Hit Compound Name MY, Formula
J 2, | LERALDEHTOE X

2 831 BUTAMAL 3- METHYL- (CAS) 5% 3-METHYLBUTF\NAL 55 lSOVALERALDEHYDE 85 05H1 UO

» 16-Aug-2006 + 19:43:42
Muna-USAQ 505 (2.647) Cm (502:507-494:487x1.200)

41 44 ; . 3.37e3
1009 _ ._2939 ‘ :
%] a57( 45 55780697173 84
o 2 1 ll 53 | o371 B0 97 105 12 130 . 260256
AL BLALELEL BLELEL BLED B Vll""l T T T T T T LI et L e g T T T T Ty T TTIrrIrrrrrrrrt
R:983 ' WILEY 3018: BUTANAL, 3-METHYL- (CAS) $5 3-METHYLBUTANAL $§ ISOVALER’ALDEHYDE % ISOVALERAL $ ISOPE
41 44 Hit 1
100 23 N
%1 2 I 53 |60 7173 gl
04t rrerdth ,.,w..,....rr...,...q..n,...,,.....,.,......,.,..,...,,....,....,....,..rf....qﬁ..,...,.... T MYE
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240
o

T



Hit REV for Compound Name MY, Formula
ana % SWMETHYL-, ETHYU ESTER (0ASY 88 ETHYL 2-METHYLEUTY . © 130 CTHI407

2 962 R BUTANGIC ACID, 2-METHYL-, ETHYL ESTER (CAS) §8 ETHYL 2-METHYLBUTY 130 C7H1402

, 16-Ang-2006 + 10:43:49
Muna-USAQ 1060 (5.445) Cm (1056:1065-1042;1049x1.200) :
57 , 4.65e7

100+ 2 ”
el |

3 25&2{ PR 4551\5% 5 67gq 74 BIBT91 1?2 15 122 130 165 235

D ArrrrrrrrepHr P e T T T T T T TS AT T T TP T TP T T Y F TR T T T T T T TP T TR T TP TrrTyeTy
R:371 : WILEY 20456 BUTANOIC ACID, 2-METHYL-, ETHYL ESTER (CAS) $6 ETHYL 2-METHYLBUTYRATE $$ ETHYL 2-METHYLE

: Hit 1

1005 29 57 _—

w7 Bl RB gem TT 545 4y

O-rrrrprreprrbprrrpreripHrrbrrrrr e e T T T R T T T T T T T Y T I I T T (T2

200 30 40 S50 A0 70 S0 90 100 110 120 130 140 190 160 170 180 190 200 210. 220 230 240

o \/“\\ )\ﬁ —



.\, Form

Hit REV far Compound Name
138 C10F

1 990 985 ALPHA-PINENE, -)- $% BICYCLO[3.1 .1JHEPT-2-ENE, 2,8 6-TRIMETHYL- (CAS)

s 16-Anug-2006 + 10:43:48

Muna-USAQ 1794 (9.147) Cm (1789:1797-1766:1771x1.200)

: , 93 1599
100
% 3943 7780 |94
5 227 3783867 18 12M0E 121 13 449 : 219 252 319
R:990 Mist 48888; BICYCLO[3.1.1JHEPT-2-ENE, 2.6,6-TRIMETHYL: , {.+-.)-

93 . Hit 2
100
o G2 77
é 15 % T 4858e 1P %5 121 13 o
Mmoo a1 st 7191 111 - 131 181 471 191 211 231 251 271 281 311 331



IRA'A Formula CA3
1R CRHOHTE

Hit REV for Compound Name

T~

N RN a76 ,.E‘ET.B‘..-F'”'JEI'-IEr. . . B Yy o R o
2 980 972 2-.BETA.-PINEMNE §$ BICYCLO[3.1.1JHEPTANE, 6,6-DIMETHYL-2-METHYLEME- 1386 C10H18 127-9
y 16-Aug-2006 + 10:43:49
Muna-USAQ 2226 (11.325) G (2219:2232-2181:2196x1 .200)
100 93 1.37e9
41
39 69 770 91
% 297N | 515955 B7°° "\U9gp 7N |94
. G 53 N8 107 1201324938 49 157 171 252
R:990 Nist 48535: BETA -PINENE
_ a3 - Hit 1
100 3941 79 91
% 3 59 o4
/i 5 7 2 \|ﬁ3 53,95 6L 77, C ) l/ 07 121 1%
0 NN R R s S L I A R AR R e L AR LN R AR R Ry w11 4
16 36 56 76 96 116 136 156 176 196 216 236 256



Hit REV for Compound Name MLV, Formula .
[ ags ot 8TE  BETA~MYRCEME $%1 8-0CTADIEME, 7 CMETHYL-2-METHYLEME- (C 20 436 CHOEE. o 5
2 ag2 977 BETA-MYRCENE $3 1,6-0CTADIENE, 7-METHYL-3-METHYLENE- {CAS) ‘55 2 M 138 C10H18

z

s 16-Aung-2006 + 10:43:49
Muna-USAQ 2286 (11.628) Ctn (2279:2293-2255:2268x1.200)

5.30e8
100+ 3941 &8 - 3
%- 23 51 67 | 77708191
1 2T7 e 7951 N o 12 132135 ki 252
"I""T“" ! "I CETTTETE "’l""f’r o L A
R:985 WILEY 24634 BETA-MYRCENE $5 1,6 OCTADIENE, 7-METHYL-3-METHYLENE- (CAS) $ 2-METHYL-6-METHYLEN
100+ e g9 93 Hit 1
%] 27237 4251 57 79 91 |94
i I 1 vV (A R (-
Ot :'I"I"I*":I I B O B e A s S e A UL R L U AR e LS L 11172
17 37 57 77 37 17 137 157 177 197 217 237 257



Hit REV for Compound Name

ne ST & DL LI OHENE 5 © YEME, 1-METHYL-4-£1-3 § .
2 977 792 DLUMONENE$$CYCLOHEXENE 1METHYL4(1MEﬂTﬂETHENﬂJ-@%S) 13

Il WY, Formula

_ CAOHIE
C10H16

‘ s 16-Aug-2006 + 19:43:49
Muna-USAQ 2708 (13.756) Cm (2701:2713-2563,2581x1.200)

. : 15089
100 ol &3 o oy e
2527 835565 l|ag (7817 | 95 107 121 132 152159 157
0 2 AN A | P A A O O A0 a0 A - S
R:982 WILEY 24776: DL-LIMONENE $$ CYCLOHEXENE, 1-METHYL-4-(1-METHYLETHENYL)- (CAS) $ 1-P-MENTHA-1,8-1
55 Hit 1
100 . g3
%} 7 394 53 g8 79 N oy o 13
0 I { L AR | ] |
L M & A B o B B e L e b s e R R e AR R ey e n ey e s n (1174
17 37 57 77 g7 117 137 157 177 197 217 237 257

N
/

/



M.y, Farmula
ISETE 2154
FBTE 154

Hit REV for

ZOCTANEA B, TRIMETHYL:
2J0CTANE, 1,3,3-TRIMETHYL- (G

MBI

XABICYCLOL.

"2 983 916

y 16-Aug-2006 + 10:43:49

Muna-USAQ 2737 (13.802) Cm (2729:2745-2667:2682x1.200)
43 1.99e8
100 - o _
% 5567 71 81 93 -
; 22277 B 108 5 139 154 261 401
R:963 WILEY 41680: 1,8-CINEOLE $$ 2-OXABICYCLO[Z.2.2]OCTANE, 1 3,3-TRIMETHYL- (CAS) $3 TERPAN $3 ZINEC
- Hit 2
100 41“3 oy 81 .
0, 108 .
% 27 B 93 108 - 139 154
0 miz
192 212 232 252 272 292 312 332 352 372 392 412

1232 92 72 92 112 132 152 172



Hit REV for Compnund Name ERLA Formula

§ 2:FURAMMETHARSL, S-ETHERYLTETRAHYDRD-ALR 170 1001502

. y 16-Ang-2006 + 10:43:49
Muna-USAQ 3082 (15.642) Cm (3077:30838-3042:3047x1.200)

100+ ne 53 4.38e7

%y 252729 55 ) 535 | g56771 77 7981 2 o 9107 111 125 198152

0-4prm I\ll(’l’l \lll'ld's \ | ""l"‘]‘lll 'I'rr“l |I l' it l' |' v ' T T "11'21I"’ T 'ljl':"}?T'T' K 1551""| T 'I""l""l1"8‘2l‘ bl
R:918 WILEY 58063: LINALOOL OXIDE (2) $8 2-FURANMETHANOL., 5-ETHENYL TETRAHYDRO- ALPHA, . ALPHA, 5-TR
100 53 Hit 1

E 4143

% ~ 53 55 88 71 79q1 83 7

7w s R | Py o RUPT PO IR Mg 127 155

D et e e ”'[""l""l‘""I""I""I““I"“I "'I“"I""I””l“"l""I""I""l'"‘I""l""I""I_""l""l””!"T'l“"l"“T iz

24 34 44 54 B4 74 B4 94 104 114 124 134 144 154 © 1g4 174 184

0,CATURBOMASS\ME TANOL.PRO\Datal, Romera-USAQ1,raw,19001492,4
OH '

AN



Hit REV for Compound Narne . WY, Formuta
1 982 626 LINALOOL §8 1,6-OCTADIER-3-0L, 3,7-DIMETHYL- (CAB) $5 LINALOL 5% .BETA 154 C10H180
2 gve 956 LINALCOL 35 1.6-0CTADIEN-3-OL. 2.7-DIMETHYL- {CAS) 3§ LINALOL 5§ .BETA 154 G10H180

Muna-USAQ 3348 (16.383} Cm (3324:3375-3258:5280x1.200)

71

289

s 16-Aug 2606 + 10:43:49

3.837eB8

302 336

m/z

279 299 319 339

160 ol S 93
u’g I N T L B T
R:564 WILEY 41299; LINALOOL $§ 1,6-OCTADIEN-3-OL, 3,7-DIMETHYL- (CAS) $5 LINALOL $5 BETA-LINALOCL $5 LINy
100g - - 71 - Hit 6
% 27 181 By BT [ By m g3
R A S e o S A L e s et
|
oM

>



Hit

REV

for Compound Mame

MYV, Formula

318 F-WEMTHOMEISS CYCLOHEXANONE, S METHVL 2L METHYLETHYL- TRANS 154 - C10HI80.

Muna-USAQ 3874 (19.636)

100

41

41

27 ey e
A Y

18 38

55 70
27 5
27 1%

55 B
B7

1M
83 97 139

154
A 113 162 176 191
LA

g8

7183 7 113 139 15,
s/ 7 ’

y 16-Aug 2006 + 10:43:48

2.61e9

252

LR L L C L L LA A ALt LA L L) Lt S AL LU LA ) LA LA LAt s S L
WILEY 41493; P-MENTHONE $$ CYCLOHEXAMOME, §-METHYL-2-(1-METHYLETHYL})-, TRAMS- (CAS) $$ TRANE
g 112

Hit 1

78 98 118 138 138 178 198 218 238‘ 268 278 298 318 338 358 378 1388 418




Hit REV foy Compound Name : M Formula

i ) S0 JECPUREEOHE B CYULOYEXAMOME, 5-METHYLS--METHYLETHEN L), TR &2 TOHTED. -
2 943 918 ISOFPULEGONE EHS CYCLOHEKANONE. 5-METHYL-2-(1- Eﬂ-IYLEFHENYL) TR 162 C10H150

y 16-Ang-2006 + 10:43:49
Muna-USAQ 4048 (20.517) Cm (4D39'4E!58-4EL15:41322){1 200} '

%3 537E (|43 535555 #7981 91 % IR0 | 13257, 152156, 170 178
8t I A P T lfl NP A ST A L B2
R 387 VILEY 38815 ISOPULEGONE §5 CYCLOHEXANONE, 5-METHYL-2-(1-METHYLETHERYL)- . TRANS- (CAS} 4% 1OF
- Hit 1
100 3041 b g 0,
%3 2729 \‘ 43 5355 l/ 91 |9 108 11E| l 137 152
n II An ll. ™ ;| .I.ll. b ||"" Is : A K i
et e B L a e g SAA s Rk nd faan man g aan sy sy R |

17 37 57 7T 87 17 137 197 177 197 217 237 257



Hit REV for Compound Name ) W Formula
! 437 PULEGOHE ¥ CHEFAMOME, S-METHYL-I-0 -WMETHYLETH Y LID ES e CAGHED

: » 16-Aug-2006 + 10:43:49
Muna-USAQ 4534 (22.968)

100 %9 39 5355 e 5 7 81 109 162
% 43 5 83 g19597 1 137
8 25\ gl 7 6385 (7983 g 97 07 | 111449 123 1/40148 1/5“/5“158 78 183 27
R966 WILEY 38821: PULEGONE $% CYCLOHEXANOME, 5-METHYL-2-(1-METHYLETHYLIDENE)-, (R)- (CAS) $$ (+)-PULEGC
100 - &7 8l , Hit 1
41 82 : 1562
% 2729 "N\| 43 55 108
1/3 2751533 53{55 g BQ aq 95/517 113 123 137 i
L

20 30 40 50 60 70 80 80 100 110 12[1'130 140 150 180 170 180 190 200 210 220




WY, Formula

Hit REV for Compound Name

F-REMTHERN-3-DHE

; 18-Aug-2006 + 10:43:49

Muna-USAQ 4911 (24.875) Cm (4900:4920-4930:494 1x1.200)
- 153 2.08e8
100 43
% 97 154
e 55 6373 /111 135 |154168 % 198
R:970 : WILEY 55670; 8-HYDROXY- DELTA ~4(5)-P-MENTHEN-3-ONE
: ’ 153 Hit 1
100 .
: %3 LT Eim 135 [154
0 T T=TT rﬁl. .l.l ;..I '-.LT L T TT7T T ) B S St S S B po M B e o B G E A M e S B S N S M B Bt -'.-:I’ﬂf"
L I L ST [ T L 1§ Ll | MR [ T ul 1 [ ¥ il 1 1 I [ L
12 62 112 162 212 262 312 362 412 462 512




Hit for Compound Name R Formula
G T PHEMEE - -DETHYLETHYL)- & B THEWOL S8 W-THIROLSE 150 O1fdan ©

S GE] LM R (1-METHYLETHYL)- (CAS) 55 THYMOL §5 M-THYMOL 35 150  C10H140

» 16-Aug 2006 + 10:43:49
Muna-USALT 4964 (25 142} Cm (4954:4978-4915:4937x1.200)

| 4.07¢8
100+ 135
% 91 107 : :

] Zw B e L8 0 e 430
SRR/t A AR OV L MMSMBPY st L. AL S S MMMt MY
R968 WILEY 36339; FHENOL, 5-METHYL-2-(1-METHYLETHYL}- (CAS) $$ THYMOL $$ M-THYMOL §§ P-CYMEN-3-OL $$
. Hit 1

100- 135
.00_
* 15 27 3 51 65 77 91" 115133] 190
- O et e e e T R L L o i 11774

‘6 26 46 66 B& 106 126 146 166 1B6 208 22'6 246 265 285 J6 326 346 366 386 485 426 446

BH



Compound Mame WY, Formula
_PIPERITERCHE CHIDE N . ot 166G AT

Hit REV

y 16-Ang-2006 + 10:43:49

Muna-USAQ 5469 (27.639) )
: 2.73e8
e 2 3243 g3 67 79 ki 788
% 5071 B ‘91gs 109 123
% 3 N 181 1EBI71 155 133 oy 252
A e e e T P N T e Y T T T T T T T T Y T T T YT T T T T T T
R:935 WILEY 53290: PIPERITENONE OXIDE '
' Hit 1
100 67 131738
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