ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE CIENCIAS
CARRERA BIOQUIMICA Y FARMACIA

ANALISIS ANTIMICROBIANO DE LOS ACEITES DE Anethum
graveolens L Y Mentha pulegium FRENTE A Candida albicans Y

Enterococcus faecalis

Trabajo de Integracion Curricular

Tipo: Trabajo Experimental

Presentado para optar al grado académico de:
BIOQUIMICA FARMACEUTICA

AUTORA:
CRISTINA ELIZABETH ROSERO GUARNIZO

Riobamba - Ecuador
2023



ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE CIENCIAS
CARRERA BIOQUIMICA Y FARMACIA

ANALISIS ANTIMICROBIANO DE LOS ACEITES DE Anethum
graveolens L Y Mentha pulegium FRENTE A Candida albicans Y

Enterococcus faecalis

Trabajo de Integracion Curricular

Tipo: Trabajo Experimental

Presentado para optar al grado académico de:
BIOQUIMICA FARMACEUTICA

AUTORA: CRISTINA ELIZABETH ROSERO GUARNIZO
DIRECTORA: DRA. ADRIANA MONSERRATH MONGE MORENO

Riobamba - Ecuador
2023



© 2023, Cristina Elizabeth Rosero Guarnizo

Se autoriza la reproduccion total o parcial, con fines académicos, por cualquier medio o

procedimiento, incluyendo la cita bibliogréafica del documento, siempre y cuando se reconozca
el Derecho de Autor.



Yo, Cristina Elizabeth Rosero Guarnizo, declaro que el presente Trabajo de Integracion
Curricular es de mi autoria y los resultados del mismo son auténticos. Los textos en el

documento que provienen de otras fuentes estan debidamente citados y referenciados.
Como autora asumo la responsabilidad legal y académica de los contenidos de este Trabajo de
Integracion Curricular; el patrimonio intelectual pertenece a la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo.

Riobamba, 1 de junio de 2023

Cristina Elizabeth Rosero Guarnizo
172440155-7



ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS
CARRERA BIOQUIMICA'Y FARMACIA

El Tribunal del Trabajo de Integracion Curricular certifica que: ElI Trabajo de Integracion
Curricular; Tipo: Trabajo Experimental, ANALISIS ANTIMICROBIANO DE LOS
ACEITES DE Anethum graveolens L Y Mentha pulegium FRENTE A Candida albicans Y
Enterococcus faecalis, realizado por la sefiorita: CRISTINA ELIZABETH ROSERO
GUARNIZO, ha sido minuciosamente revisado por los Miembros del Tribunal del Trabajo de
Integracién Curricular, el mismo que cumple con los requisitos cientificos, técnicos, legales, en

tal virtud el Tribunal autoriza su presentacion.

FIRMA FECHA
Dra. Janneth Maria Gallegos Nufiez, PhD. \_ jdd 2023-06-01
PRESIDENTE DEL TRIBUNAL L
Dra. Adriana Monserrath Monge Moreno / ﬂ_; &=  2023-06-01

ng\f% -
DIRECTORA DEL TRABAJO DE -
INTEGRACION CURRICULAR

BQF. Monica Jimena Concha Guailla, M.Sc. e
Q 1 \ Ahed

ASESOR DEL TRABAJO DE aLwx-=5 3

INTEGRACION CURRICULAR ( — <

2023-06-01



DEDICATORIA

A mis padres por haberme forjado como la persona que soy en la actualidad, a mi esposo
Andrés Rodriguez por darme su apoyo incondicional, a mis suegros por siempre estar
apoyandome y a mi hijo por ser ese motor para seguir adelante el cual no me deja rendirme.
Gracias totales a todos.

Cristina



AGRADECIMIENTO

Le agradezco primeramente a Dios que me ha guiado y me ha dado la fortaleza para seguir
adelante. A mi familia que siempre me ha dado su apoyo para seguir adelante con mis estudios.

A mis profesores por inculcarnos sus conocimientos y su apoyo a lo largo de la carrera.

Cristina

Vi



INDICE DE CONTENIDO

INDICE DE TABLAS ..ottt ettt ettt sttt Xi
INDICE DE ILUSTRACIONES ......ooivitiicecteee ettt en sttt s, Xii
INDICE DE ANEXOS ..ottt es ettt s s sttt as s Xiii
RESUMEN .ot e e e e e e s et e e et e e e e e s asaaaereaeeeeaaaas Xiv
SUMMARY ... Error! Bookmark not defined.
INTRODUCCION ..ottt 1

CAPITULO I

1. DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA ......oiotititeeeeeeeeeeee e 2
1.1 Planteamiento del problema ... 2
1.2. JUSEITICACION ...t re s 3
1.3. (O] o] 13 1Y TS SOPSURR 4
1.3.1. ODJELIVO GENEIAL ... e 4
1.3.2. ODbjetivos ESPECITICOS. .. ..vviiiiiie it 4

CAPITULO 11

2. MARCO TEORICO........ccoiiiiiiiiieteeeeeeeee et 5
2.1. RETEIENCIAS TEOFICAS. ... i ivvieiie ittt 5
2.1.1. Antecedentes de 1a iNVEStIgaCION ..........cccveiiiiiiiiie e 5
2.1.2. Actividad antimiCroDIANA ..........ccuviiiiiieiie e 6
2.1.2.1. AGENtE MICIODIAND .....vviiiiii e 6
2.1.3. ACEITES BSENCIAIES ...ttt eeas 6
2.1.3.1. Propiedades fisicas de 10s aceites esencialesS ...........cccveevveeiiieeiiie s 7
2.1.4. Plantas MEdIiCINAIES ...........oiiiiiiiiieie e 7
2.1.4.1. ANELAUM graveolENS L. ..c.vviiiiiiiiie ettt s 7
2.1.4.2. MeENtha PUIBGIUM. ..ot e st re e e nraaeens 10
2.1.5. HONQOS .o e e e e e s raaeeaaas 11
2.1.6. Candida @lDICANS........cceiiieiie s 12
2.1.6.1. 1Y o] (0] (oo |- USSR PSSPRR 12
2.1.6.2. CondicioNes A8 CrECIMIBNTO.........eiiieiee ettt e e 12
2.1.6.3. =T o] [0 [Ty 01 To] (oo | - USSR 13


file:///D:/Usuario/Downloads/TESIS%20RODRIGUEZ%20LEMA%20PEDRO%20ANDRES-corr%20(1)%20(1).docx%23_Toc133492920

2.1.7.

2.1.7.1.

2.1.8.
2.1.9.

2.1.9.1.
2.1.9.2.
2.1.9.3.

2.1.10.
2.1.11
2.1.12.

(010001 F T PP UUPPPRUUPPPTRPTPI 13
Clasificacion de 10S COCOS .......uviuiiriieiiiiieeie e 13
ENEEIOCOCCUS ...ttt ettt et e e s st e e s e snbbeeeeeaes 13
ENteroCoCCUS TaCaliS........c.ooiiiveiiie e 14
MOFFOIOGIA ... e 14
Condiciones A8 CrECIMIBNTO.........veiiveeiiiee e e siieeeee e e se e see e sie e saeeeeaeesnaeeas 14
EPIAEMIOIOQIA. .. .cuviiiietiiiie e 15
Concentracion minima inhibitoria ............ccccoove i 15
Concentracion minima bactericida............cocueiiiieiiiiiieee e 15
Concentracion minima fungiCida............occoviiiiiieiiiiee e 15

CAPITULO Il

3.1
3.1.1
3.1.2.
3.1.3.
3.1.4.
3.1.5.
3.2.
3.2.1.
3.2.2.
3.2.3.
3.2.4.
3.3.
3.4.
3.4.1.
3.4.2.
3.5.
3.6.
3.6.1.

3.6.1.1.
3.6.1.2.
3.6.1.3.

3.6.2.

3.6.2.1.

MARCO METODOLOGICO ......ccoiviiiiiiieiieeeeeee e 16
DesCripCiOn de [0S PrOCESOS.......ccuviiuiirieitiiiesieeie sttt 16
HIdrodestilaCion ............ccuviiiiiiice e 16
Determinacion del indice de refraccion de los aceites esenciales ....................... 16
Determinacion de la densidad relativa de los aceites esenciales...............c.cc....... 16
Prueba de difusion POr diSCO ..........eeiiieeiiii e 16
Método de dilucion en Calto...........covuiiiieiiiiiie e 17
Materiales, eqUIPOS Y FEACTIVOS ........c.ccovuvieiiiieiie e 17
MAEEITAIES. ..ttt ettt 17
EQUIPOS oottt e e e e e araa e 18
REACTIVOS ...ttt ettt et ne e 19
MICIOOIGANISIMOS. ... eciviieiiiec et e e te e e s e e e sae e e e baeearreee e 19
Etapas del trabajo experimental............cccccoviiiiiiiiii e 20
Enfoque y alcance del trabajo..........ccccoociiiiiii e 20
ENTOQUE. ..t 20
Y [oF: Lo (o PP PSRRI 20
Tipo y disefio del trabajo..........ccccoiiiiiiiiic e 21
Métodos, técnicas e instrumentos de la investigacion............cccccoevveeiiecccineenne, 21
Extraccion de 10S aceites eSENCIAIES. .........c.veriiiieiieeiie e 21
Calculo de la densidad de los aceites esenciales...........cccuvverieiieiieenie e 21
Calculo del rendimiento de la eXtracCion............cocverieiieiieeiie e 22
Calculo del indice de refaCCion ...........ccovveiieiiiiiiece e 23
ANAlisis antiMiCroDIANO0 .........c.oiiiiiiiiie e 23
Preparacion de las concentraciones de los aceites esenciales............cccoccvevvennen. 23

viii



3.6.2.2.
3.6.2.3.
3.6.2.4.
3.6.2.5.
3.6.2.6.
3.6.2.7.

Preparacion de 10S medios de CUMtIVO .........cccooveiiiiiiiiieiee e 23

Procedimiento para la activacion de los microorganismos KWIK-STIK............... 25
Preparacion del estandar de McFarland ............cccooooiiiiiiiincnicne 26
MEtodo de Kirhy BAUEK ........ccviiiiiiiiiiiieicce e 26
Procedimiento para la concentracién minima inhibitoria.............ccccceiieiininnnns 26
Procedimiento para la concentracién minima bactericida ............ccccccevveiiieinenns 27

CAPITULO IV

4.1.
4.2.
4.2.1.
4.2.2.
4.3,
4.3.1.
4.3.2.
4.4.
4.4.1.
4.4.2.
4.5.

45.1.

4.5.2.

45.3.

45.4.

4.6.

4.6.1.

4.6.2.

ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS.......c.coovoviiieiinan, 28
Obtencidn de 10S aceites eSENCIAIES..........ccoiviiiiieiii i 28
Caracteristicas 0rgan0l@PLiCAS ...........cceiviriiiiiiiiie e 29
Aceite esencial de Anethum graveolens L.........ccocveiiiiiiiiienie e 29
Aceite esencial de Mentha pulegium ... 29
Caracteristicas fiSICOQUIMICAS..........cuoiiiiiriiieiese e 30
Densidad e indice de refraccion del aceite de Anethum graveolens L ................ 30
Densidad e indice de refraccion del aceite de Mentha pulegium........................ 30
Rendimiento de eXEFraCCiON........ccuviiiiiieiie ittt 31
Aceite esencial de Anethum graveolens L..........ccccccvevviieiiieciiie e 31
Aceite esencial de Mentha pulegium ..........cccoevviiiiie i 31

Determinacion de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales
mediante el método de Kirby BaUer ..........cccccooviviiiiic e 32
Actividad antimicrobiana que presentaron los aceites esenciales de Mentha
pulegium y Anethum graveolens L frente a Candida albicans ........................... 33
Actividad antimicrobiana que presentaron los aceites esenciales de Mentha
pulegium y Anethum graveolens L frente a Enterococcus faecalis .................... 35
Actividad antimicrobiana que presento la mezcla de los aceites esenciales de
Mentha pulegium y Anethum graveolens L frente a Candida albicans .............. 38
Actividad antimicrobiana que presento la mezcla de los aceites esenciales de
Mentha pulegium y Anethum graveolens L frente a Enterococcus faecalis ....... 39
Determinacion de la concentracién minima inhibitoria de los aceites esenciales
de Mentha pulegium y Anethum graveolens L...........ccccoovveiiiiiiiii e, 40
Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de los aceites esenciales
de Mentha pulegium y Anethum graveolens L frente a Candida albicans.......... 40
Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de los aceites esenciales

de Mentha pulegium y Anethum graveolens L frente a Enterococcus faecalis...41



4.6.3. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de la mezcla de los
aceites esenciales de Mentha pulegium y Anethum graveolens L frente a
Candida @lDICANS..........cuieiie et 43
4.6.4. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de la mezcla de los

aceites esenciales de Mentha pulegium y Anethum graveolens L frente a

ENteroCoCCUS faCaliS.......c.ooiiiie i 44
4.7. Determinacion de la concentraciobn minima bactericida y fungicida de los
aceites esenciales de Mentha pulegium y Anethum graveolens L ...................... 45
4.7.1. Determinacion de la concentracion minima fungicida de los aceites esenciales de
Mentha pulegium y Anethum graveolens L frente a Candida albicans .............. 45
4.7.2. Determinacion de la concentracion minima bactericida de los aceites esenciales

de Mentha pulegium y Anethum graveolens L frente a Enterococcus faecalis...46
4.7.3. Determinacion de la concentraciéon minima fungicida de la mezcla de los aceites
esenciales de Mentha pulegium y Anethum graveolens L frente a Candida
AIDICANS ...eeecc e 47
4.7.4. Determinacion de la concentraciéon minima bactericida de la mezcla de los

aceites esenciales de Mentha pulegium y Anethum graveolens L frente a

ENteroCoCCUS TABCALIS.........oviiiiiiiiiiiieeeeeee ettt 48
CAPITULO V
5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES. ......ooooi it 49
5.1. CONCIUSIONES ...ttt ettt et e e st e s aasesesssssseesnnnnes 49
5.2. RECOMENUACIONES ...oeviiiiiiiiiiii ittt ettt ettt ettt e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeees 51
BIBLIOGRAFIA

ANEXOS



INDICE DE TABLAS

Tabla 3-1:
Tabla 3-2:
Tabla 3-3:
Tabla 3-4:
Tabla 4-1:
Tabla 4-2:
Tabla 4-3:
Tabla 4-4:

Tabla 4-5:

Tabla 4-6:

Tabla 4-7:

Tabla 4-8:

Tabla 4-9:

Tabla 4-10:

Tabla 4-11:

Tabla 4-12:

Tabla 4-13:

Tabla 4-14:

Tabla 4-15:

Materiales usados en cada procedimiento ............cceevverieriieiieniiesie e 17
Equipos usados en cada proCedimiento ..........ccuvevureerieeiiieesieeesiee e see e 18
Reactivos usados en cada procedimiento..........cccovvveiiieeriieesiee e 19
MiCroorganiSimOoS USAGOS .........ccuveevreiueeririaieesieesieeeiee e et beesiee e e e e niee e 19
Tiempo, numero de extraccion y volumen de la extraccion de los aceites......... 28
Caracteristica organolépticas de Anethum graveolens L ..........ccccccveeveerveinnenne 29
Caracteristica organolépticas de Mentha pulegium...........cccocovviiiiieiinicinenn. 29

Diametros de los halos de inhibicion formados por los aceites esenciales de
Mentha pulegium y Anethum graveolens L contra Candida albicans................ 33
Diametros de los halos de inhibicion formados por los aceites esenciales de
Mentha pulegium y Anethum graveolens L contra Enterococcus faecalis ......... 35
Diametros de los halos de inhibicion formados por la mezcla de los aceites
esenciales de Mentha pulegium y Anethum graveolens L contra Candida
AIDICANS ... 38
Diametros de los halos de inhibicion formados por la mezcla de los aceites
esenciales de Mentha pulegium y Anethum graveolens L contra Enterococcus
FABCALIS ..ot 39
Determinacién de la concentracion minima inhibitoria de Mentha pulegium vy
Anethum graveolens L contra Candida albicans.............ccccocevevivieiiiine e, 40
Determinacién de la concentracion minima inhibitoria de Mentha pulegium vy
Anethum graveolens L contra Enterococcus faecalis...........cccceevvviviiieiieecnnen. 41
Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de la mezcla de Mentha
pulegium y Anethum graveolens L contra Candida albicans ...............c............ 43
Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de la mezcla de Mentha
pulegium y Anethum graveolens L contra Enterococcus faecalis...................... 44
Determinacion de la concentracién minima fungicida de Mentha pulegium y
Anethum graveolens L contra Candida albicans.............cccccoeevevviieiiieeviee e, 45
Determinacion de la concentracién minima bactericida de Mentha pulegium y
Anethum graveolens L contra Enterococcus faecalis..........ccoccevvvveiiieiinecennen. 46
Determinacién de la concentracién minima fungicida de la mezcla de Mentha
pulegium y Anethum graveolens L contra Candida albicans ..............c............. 47
Determinacion de la concentracién minima bactericida de la mezcla de Mentha

pulegium y Anethum graveolens L contra Enterococcus faecalis. ..................... 48

Xi



INDICE DE ILUSTRACIONES

llustracion 2-1:
llustracion 2-2:
lustracion 2-3:
llustracion 2-4:
lustracion 3-1:
lustracion 3-2:
llustracion 4-1:

llustracion 4-2:

Planta de Anethum graveolens L.........cccoovviiieiieiiiiieee e 7
Planta de Mentha pulegium .........cccooiiiiiiiiiie e 10
Cultivo de Candida albiCans ...........ccoouveiiiiiiiiieie e 12
Cultivo de Enterococcus faecalis...........ocoveiiiiiiiiiiiiiiiiciicce e 14
Etapas del trabajo experimental............c.ccooiiiiiiiiiiieiee 20
DescripCion del ProdUCTO. .........ccveiiieieiiieie e 25

Halos de inhibicion formados por el aceite esencial de Mentha pulegium...36

Halos de inhibicion formados por el aceite esencial de Anethum graveolens

Xii



INDICE DE ANEXOS

ANEXO A:
ANEXO B:
ANEXO C:
ANEXO D:
ANEXO E:

EXTRACCION DE LOS ACEITES ESENCIALES.
ANALISIS ANTIMICROBIANO.

ESCALA Mc FARLAND.

ACEITES ESENCIALES.

ANALISIS DEL CMI Y CMB.

Xiii



RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la actividad antimicrobiana de los aceites de
Anethum graveolens L y Mentha pulegium frente a Candida albicans y Enterococcus faecalis.
La investigacion realizada fue experimental ya que existi6 una manipulacion de las
concentraciones de los aceites y tuvo un enfoque cuantitativo. Para la obtencién de los aceites
esenciales, primeramente las plantas fueron recolectadas y acondicionadas, la extraccion se la
realiz6 a través de hidrodestilacién, posteriormente se realizaron pruebas de control de calidad
como densidad, IR, porcentaje de rendimiento, caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas;
para poder determinar el efecto antimicrobiano in vitro de los aceites se lo llevo a cabo a través
del método de difusion en disco; mientras que, para la determinacion de la CMI y CMB que
presentan las cepas de interés se lo realizé por el método de dilucién. En los resultados se
evidencié en cuanto al efecto antimicrobiano y antifingico mediante el método de difusion en
disco, los aceites esenciales de Mentha pulegium y Anethum graveolens L a una concentracion
de 5000 ppm presentaron halos de inhibicion frente a las dos cepas; la CMI de los aceites frente
a Candida albicans fue de 12,5 pL/mL y frente a Enterococcus faecalis fue de 50 uL/mL, la
CMB de los aceites esenciales contra Enterococcus faecalis fueron de 25 pl/mL para ambos,
las concentracion minima fungicida de los aceites contra Candida albicans fue de 25 pL/mL.
En conclusion, los aceites esenciales obtenidos cumplen con los pardmetros de calidad y se
pudo determinar que ambos aceites son sensibles frentes a las dos cepas. Se recomienda realizar
un tamizaje fitoquimico de Mentha pulegium y Anethum graveolens L para conocer qué tipo de
componentes y metabolitos presenta cada planta; considerar evaluar la actividad antimicrobiana

de los aceites frente a otras cepas de microorganismos para evaluar su sensibilidad.

Palabras clave: <ENELDO (Anethum graveolens L)>, <MENTA (Mentha pulegium)>, <
Enterococcus faecalis >, < Candida albicans>, <HIDRODESTILACION>, <EFECTO
ANTIMICROBIANO>, <Kirby-Bauer>, <CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA>,
<CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA>, <CONCENTRACION MINIMA
ANTIFUNGICA>,

1595-DBRA-UPT-2023
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SUMMARY

The objective of this study was to evaluate the antimicrobial activity of Anethum graveolens L
and Mentha pulegium oils against Candida albicans and Enterococcus faecalis. The research
done was experimental since there was a manipulation of the concentrations of the oils and had
a quantitative approach. To obtain the essential oils, first the plants were collected and
conditioned, the extraction was made through hydro distillation, then quality control tests such
as density, IR, vyield percentage, physicochemical and organoleptic characteristics were
performed; to determine the in vitro antimicrobial effect of the oils, it was made through the
disc diffusion method; while, for the determination of the MIC and CMB presented by the
strains of interest, it was made by the dilution method. The results showed that the antimicrobial
and antifungal effects of the essential oils were determined by the disc diffusion method of
Mentha pulegium and Anethum graveolens L at a concentration of 5000 ppm presented
inhibition halos against the two strains; the MIC of the oils against Candida albicans was 12.5
pL/mL and against Enterococcus faecalis was 50 puL/mL, the CMB of the essential oils against
Enterococcus faecalis were 25 uL/mL for both, the minimum fungicidal concentration of the
oils against Candida albicans was 25 puL/mL. In conclusion, the essential oils obtained meet the
quality parameters and it could be determined that both oils are sensitive against the two strains.
It is recommended to perform a phytochemical screening of Mentha pulegium and Anethum
graveolens L to know what type of components and metabolites each plant presents; consider
evaluating the antimicrobial activity of the oils against other strains of microorganisms to assess

their sensitivity.

Keywords: DILL (Anethum graveolens L)>, <MINT (Mentha pulegium)>, <Enterococcus
faecalis >, <Candida albicans>, <HYDRO DISTILLATION>, <IN VITRO>,
<ANTIMICROBIAL EFFECT>, <Kirby-Bauer>, <MINIMUM INHIBITORY
CONCENTRATION>, <MINIMUM BACTERICIDE CONCENTRATION>, <MINIMUM
ANTIFUNGICAL CONCENTRATION>,

Edgar Me/,as Jaramillo Moyano
0603497397
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INTRODUCCION

Desde la antigliedad, las plantas han sido empleadas en diferentes areas, tales como, alimentos,
cosmetologia y en el area médica; principalmente enfocadas en prevenir y/o curar diversas
enfermedades. Los productos derivados de las plantas; extractos y aceites esenciales, poseen
diversas propiedades antibacterianas, antifungicas y/o insecticidas que proporcionan a la ciencia
una cantidad ilimitada de oportunidades para el desarrollo de nuevas drogas que ayuden a

controlar y combatir el desarrollo microbiano (Bucay, 2018, p.20).

El uso de antibidticos ha mejorado la calidad de vida de la poblacion a nivel mundial, puesto
que estos medicamentos han disminuido considerablemente la morbilidad y mortalidad causada
por enfermedades infecciosas, aunque esto llega a ser un arma de doble filo, debido a que el uso
indiscriminado e irracional de este tipo de medicamentos ha provocado la aparicion de un

problema de salud mucho mas grande conocido como la resistencia a los antimicrobianos (OMs,
2020, p.1).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la resistencia a los antimicrobianos se
presenta cuando bacterias, virus, hongos y parasitos sufren cambios al verse expuestos a los
antimicrobianos y dejan de ser susceptibles a ellos, lo que con el tiempo resulta mas dificil en el
tratamiento de las infecciones e incrementa el riesgo de propagacion de enfermedades, de
aparicion de formas graves de enfermedades y de su consecuente muerte. A causa de la
farmacorresistencia, los antibi6ticos y otros medicamentos antimicrobianos resultan ineficaces,

por lo que las enfermedades infecciosas son cada vez mas dificiles o imposibles de tratar (OMS,
2020, p.1).

La levadura gram positiva denominada Candida Albicans y el enterococo gram positivo de
nombre Entorococcus faecalis son dos tipos de microorganismos diferentes que pueden
ocasionar infecciones a nivel genitourinario. La prevalencia en este tipo de infecciones se

estima en alrededor de 150 millones de personas por afio a nivel mundial (Zambrano, 2019, pp.1-2).

Debido a las problematicas encontradas, surge la necesidad de comprobar la actividad
antimicrobiana en los aceites esenciales de las plantas Anethum graveolens L (eneldo) y Mentha
pulegium (tipo) y la combinacion de éstas, para comprobar la existencia de un efecto
antimicrobiano frente a cepas ATCC de Candida albicans y Enterococcus faecalis, con el
objetivo de obtener informacion la cual pueda ser utilizada posteriormente para encontrar
métodos naturales alternativos que puedan ayudar a combatir y/o erradicar la resistencia

antimicrobiana.



CAPITULO |

1. DIAGNOSTICO DEL PROBLEMA

1.1.Planteamiento del problema

Las enfermedades de tipo “infeccion” constituyen un problema de salud importante a nivel
mundial, tanto por su frecuencia de aparicion, agente patogeno, tratamiento, como por su

posible gravedad en las complicaciones locales o sistémicas que pudieran presentarse (Healthy
Children, 2016, p.1).

En el siglo pasado, muchos cientificos dedicaron su vida a investigar y desarrollar
medicamentos conocidos como antibiéticos los cuales contribuyeron a disminuir las tasas de
morbilidad y mortalidad excesivamente altas que existian, ademas que se ciment6 las bases para
la invencion de procedimientos complejos y altamente riesgosos como: profilaxis quirdrgica,
quimioterapias, trasplantes de érganos y de células hematopoyéticas, etc. Hoy en dia resultaria
inconcebible la vida tal cual la conocemos sin la presencia de los medicamentos

antimicrobianos (Fernandez et al., 2021: p.1).

A pesar de los beneficios que suponen los antibidticos, actualmente una amenaza creciente
denominada resistencia antimicrobiana ha ido mermando la efectividad de estos farmacos, esta
amenaza puede definirse como el proceso natural por el cual microorganismos desarrollan

resistencias a los farmacos que se utilizan para combatirlos (Vila, 2018, p.1).

La crisis de la resistencia a los antibiéticos se ha atribuido al uso desmesurado, erréneo y mal
administrado de estos medicamentos, asi como también a la disminucién del desarrollo de
nuevos medicamentos por la industria farmacéutica; esto se debe principalmente a la reduccién
de los incentivos econdmicos, los desafiantes requisitos reglamentarios y el tiempo que toma la

investigacion (Calderon & Aguilar, 2016: pp.757-758).

Como es de conocimiento, desde tiempos prehistéricos el hombre ha utilizado las plantas con
fines medicinales, alimenticios y cosméticos. Actualmente, especies de plantas como Anethum
graveolens L (eneldo) y Mentha pulegium (tipo) son fuentes de informacién para el
descubrimiento de posibles sustancias con importante actividad biol6gica de interés. Las
sustancias derivadas de las plantas han alcanzado una gran trascendencia, por lo que sus

aplicaciones en la actualidad cada vez son mas versatiles. La resistencia bacteriana ha



despertado la atencidon de nuevos investigadores en la busqueda de sustancias con actividad

antimicrobiana.

Los aceites esenciales son sustancias aceitosas intensamente aromaticas que se obtienen por
diferentes métodos de extraccion a partir de material vegetal (flores, tallos, raices, hojas, frutos,
y semillas). Algunas de estas esencias poseen actividad antibacteriana y antifingica,
exhibiéndolas como una fuente potencial de nuevos compuestos antimicrobianos y por tanto
representan una alternativa natural que ayudara a combatir la problematica llamada resistencia

antimicrobiana (Argote et al., 2017: p.54).

A partir de esto, surge el interés de conocer la actividad antimicrobiana que poseen los aceites
esenciales de las plantas Anethum graveolens L. y Mentha pulegium frente a cepas ATCC de

Candida albicans y Enterococcus faecalis.

1.2. Justificacion

Las plantas medicinales han sido consideradas una de las principales fuentes de productos o
sustancias curativas desde tiempos ancestrales. Con la llegada de la industria farmacéutica,
empez6 la sintesis de medicamentos a base de principios activos encontrados en plantas;
posteriormente estos principios activos de origen natural fueron remplazados por medicamentos

de origen puramente sintético creados en laboratorios (Ortega, 2018, pp.7-8).

Hoy en dia, se produce un vuelco hacia nuestros origenes basados en plantas con el fin de
concientizar a la humanidad acerca de la toxicidad y efectos adversos de algunos productos
quimicos, razén por la cual se ha visto incrementado el consumo de productos de origen natural

0 vegetal (Ortega, 2018, pp.7-8).

Existe una amplia gama y variedad de plantas de las cuales se puede obtener diversos
compuestos derivados como son sus aceites esenciales. A partir de estas esencias podemos
descubrir algunas de sus propiedades, como la actividad antimicrobiana, que han sido utilizadas

por mucho tiempo en cosmetologia, la industria farmacéutica, perfumeria y en medicina (Ortega,
2018, pp.7-8).

Aceites esenciales provenientes de diversas plantas han logrado exponer actividad
antimicrobiana variable, en estudios in vitro, contra bacterias gram positivas y gram negativas

(Bermidez et al., 2019: pp.147-148). Cabe recalcar que los estudios realizados acerca de las



propiedades antimicrobianas de los aceites esenciales Unicamente se han estudiado en

microorganismos patogenos para el ser humano (Zerkaria, 2010, p.3).

Actualmente existen pocos estudios sobres las especies de Anethum graveolens L y Mentha
pulegium por lo que no se ha comprobado los beneficios antimicrobianos que poseen estas
plantas.

Considerando estas problematicas, surge el interés de averiguar la actividad antimicrobiana que
poseen los aceites esenciales obtenidos de Anethum graveolens L y Mentha pulegium frente a
cepas ATCC de Candida albicans y Enterococcus faecalis. Una vez finalizado el presente
trabajo experimental, se espera que la informacion obtenida sirva como ayuda en futuras
investigaciones, proporcionando las pautas necesarias para el aprovechamiento de un recurso
natural como son las plantas medicinales de nuestro pais, y que sus derivados puedan ser

utilizados para la produccién de nuevos medicamentos (Ortega, 2018, p.8).

1.3.Objetivos

1.3.1. Obijetivo general

Evaluar la actividad antimicrobiana de los aceites de Anethum graveolens L y Mentha pulegium

frente a Candida albicans y Enterococcus faecalis.

1.3.2. Obijetivos especificos

e Obtener los aceites esenciales de Anethum graveolens L (eneldo) y Mentha pulegium (tipo)
mediante el método de hidrodestilacion.

e Evaluar el efecto antimicrobiano in vitro de los aceites esenciales a diferentes
concentraciones mediante la formacion del halo de inhibicién.

e Determinar la concentracion minima inhibitoria y concentracién minima bactericida que

presentan las cepas de Candida albicans y Enterococcus faecalis.



CAPITULO 11

2. MARCO TEORICO

2.1.Referencias tedricas

2.1.1. Antecedentes de la investigacion

Una investigacion realizada por (Chahal etal., 2017: p.295) determiné que el aceite esencial de las
semillas de Anethum graveolens L present6 actividad antimicrobiana contra S. aureus (ATCC
25923), C. albicans (ATCC 90028), E. coli (ATCC 25922) y A. flavus, excepto P. aeruginosa
(ATCC 27853), con un halo de inhibicion de 16-30 mm de didmetro. La CIM (concentracion
inhibitoria minima) del aceite esencial vari6 entre 5.99-59.47 ug/ml; la concentracion mas baja
de aceite esencial (5,99 pg/ml) contrarresto a S. aureus y E. coli. Se evalué también la actividad
antibacteriana de la fraccion de aceite esencial, la fraccion de agua caliente desodorizada y la
fraccion de metanol de la planta de eneldo contra E. coli, P. aeruginosa, E. faecalis, K.
pneumoniae, S. aureus, S. epidermidis y S. typhi por medio de los métodos de difusion en disco
y dilucion en micropozos. La fraccion de aceite esencial mostré actividad contra cinco bacterias
patogenas (E. faecalis, K. pneumoniae, S. aureus, S. epidermidis y S. typhi) con un halo de
inhibicion de 7.8-11.3 mm de diametro, mientras que la fraccion de agua caliente desodorizada
y la fraccion de metanol resultaron inactivas. La cepa mas sensible fue S. epidermidis con una
CIM = 0.25 mg/ml. El cribado de la actividad antimicrobiana de 18 muestras de aceite esencial
de eneldo, en Iran, se evalud individualmente contra B. subtilis (ATCC 9372), E. faecalis
(ATCC 15753), S. aureus (ATCC 25923), S. epidermidis (ATCC 12228), E. coli (ATCC
25922), P. aeruginosa (ATCC 27852) y K. pneumonia (ATCC 3583). La mayor actividad de los
aceites de eneldo se observd contra B. subtilis (halo de inhibicion = 27 mm; CIM = 1.87
mg/ml). Sin embargo, E. coli fue la bacteria gram-negativa mas sensible y E. faecalis fue la

bacteria gram-positiva mas resistente.

En una investigacion realizada por (Boukhebti etal., 2011: p.267) se obtuvo el analisis e
identificacion de los aceites esenciales hidrodestilados de dos distintas especies de menta
(Mentha spicata y Mentha pulagium) a través de cromatografia de gases y espectroscopia de
masas. Asimismo, se examind sus propiedades antagonistas contra algunas bacterias patdgenas.
Se obtuvo un rendimiento aceptable (1.0 y 0.87 % para M. Pulagium y M. Spicata
respectivamente). De los aceites esenciales elaborados de las hojas de Mentha spicata se
separaron 57 compuestos, que representaban el 97.022% del total de la masa del aceite esencial,
de cuales se identificaron 44 compuestos. El principal compuesto fue la carvona con 59.40%;
5



otros componentes apreciables en el contenido fueron: limoneno con 6.12%, 1.8-cineol,
germacreno-D con 04.66%, B-cariofileno con 2.969%) B-bourboneno con 2.796%, a-terpineol
con 1.986%, Terpineno-4-ol con 1,120%. En el aceite esenciale de Mentha pulegium se
obtuvieron 43 compuestos, que representan el 99.52% de la masa total del aceite esencial, en los
cuales los compuestos identificados fueron 29. El componente principal fue la pulegona
ocupando el 38.815%; otros componentes presentes en los aceites esenciales en cantidades
apreciables fueron: mentona con 19.240%, piperitenona con 16.528%, piperitona con 6.348%,
isomentona con 6.096%, limoneno con 4.293% y Octaan-3-ol con 1.854%. Adicionalmente la
eleccion de los dos aceites esenciales por sus propiedades antagonistas contra bacterias
patdgenas reveld que no tienen una actividad considerable, excepto la que se analiz6 contra
Streptococcus pyogenes (20 y 16 mm para Mentha Spicata y Mentha Pulagium
respectivamente). Estos resultados de inhibicion del crecimiento bacteriano se obtuvieron a
partir de aceites esenciales sin diluir. Finalmente, es necesario realizar mayores investigaciones
en los factores que influyen en la biosintesis y la bioactividad de los aceites esenciales puesto

que estan adquiriendo importantes aplicaciones en la industria alimentaria y farmacéutica.

2.1.2. Actividad antimicrobiana

2.1.2.1. Agente microbiano

Un agente antimicrobiano tiene la capacidad de destruir o inhibir la replicacion de
microorganismo; si este “agente” lo produce otro microorganismo se lo conoce entonces como
antibidtico. Por tanto, algunas sustancias como las sulfonamidas y quinolonas no se consideran
antibidticos. Aquellas sustancias inorganicas que destruyen la gran mayoria de microorganismo
y que ademas se pueden utilizar sobre la piel, se conoce como antisépticos. Por ultimo, los
desinfectantes son antimicrobianos que no se pueden utilizar sobre tejidos vivos, por ello se

emplean Unicamente para tratar superficies y utensilios de cirugia (Bucay, 2018, p.21).

2.1.3. Aceites esenciales

Los aceites esenciales, aceites volatiles o esencias, son una mezcla de sustancias aromaticas
producidas por muchas plantas gque se obtienen por medio de diferentes técnicas; la destilacion a
vapor es una de ellas. Se componen principalmente de metabolitos vegetales secundarios
lipofilicos y altamente volatiles. Son compuestos naturales, de composicion compleja con
agradable aroma, provenientes de plantas a las que aportan olores particulares, generalmente

gratos (Montoya, 2010, p.11).



2.1.3.1. Propiedades fisicas de los aceites esenciales

El olor pronunciado e intenso; sabor abrasivo, irritante y profundo, en ocasiones dulce o
amargo, en otras posee un sabor aromatico y levemente sabor a farmaco, son las principales
propiedades fisicas de los aceites esenciales. La densidad de los aceites esenciales es menor a la
del agua, excepto los aceites de canela, clavo de olor y sasafrds que poseen una densidad
superior a la unidad (Cabezas, 2021, p.30).

Los aceites esenciales poseen actividad Optica; tienen un peso concreto de 0.8 a 2.0 a 15 °C; su
punto de ebullicion oscila entre 150 y 300 °C; su indice de refraccion es de 1.45 a 1.5, ademas,
al exponerlos a la luz se alteran facilmente, tomando una tonalidad obscura y modificando su

perfumeria (Montoya, 2010, p.12).

Al presentar una caracteristica volatil, los aceites esenciales, pasan con mayor facilidad del
estado liquido al estado gaseoso en temperatura ambiente 0 una temperatura mayor. Presentan
solubilidad en aceites, éter de petrdleo, alcohol, tetracloruro de carbono y otros solventes

organicos; son insolubles en agua, aunque le transfieren su olor. Son inflamables (Cabezas, 2021,
p.30).

Tienen un aspecto oleoso, aunque su consistencia no es del todo aceitosa, sino que presentan
fluidez como el agua. La ruptura de las particulas, estructura o glandulas de los aceites
esenciales, asi como también la exposicion al calor, contribuird a emitir estos olores
caracteristicos de esenciales volatiles (Montoya, 2010, p.13).

2.1.4. Plantas medicinales

2.1.4.1. Anethum graveolens L

lustracion 2-1: Planta de Anethum graveolens L
Fuente: Frey, 2022



e Taxonomiay origen

Reino: Vegetal.

Division: Espermafita.
Subdivision: Angioespermas.
Clase: Dicotileddneas.
Subclase: Coripétalas.
Orden: Umbeliferales.
Familia: Umbeliferas.
Subfamilia: Apioideas.
Tribu: Ammineas.

Género: Ammi.

Especie: Majus L.

Nombre cientifico: Anethum graveolens L.

Origen: Introducida.

Anethum graveolens L es una planta que tiene sus origenes en Asia Menor y el Mediterraneo.
En el antiguo Egipto era muy conocido y utilizado en banquetes de griegos y romanos; su aceite

se utilizaba para vigorizar a los atletas en las olimpiadas (Caguana & Quinaluisa, 2017: p.12).

¢ Morfologia

Es una planta que florece cada afio o dos afios, alcanza una altura de 60-90 cm y en ocasiones
mas. Sus hojas son de color verde intenso, finamente divididas y cuando la planta alcanza su
grado de madurez aparecen numerosas flores pequefias con forma de sombrilla de color

amarillo, que producen semillas muy aromaticas (Caguana & Quinaluisa, 2017: p.13).
e Composicién
Toda la planta emana un olor desagradable caracteristico. En su composicion contiene anetol

60%, estragol, zinc, feuchoni y una variedad de felandrina. Ademas, posee productos minerales,

azlcar, mucilago y aleurona (Caguana & Quinaluisa, 2017: p.13).



e Usos del Anethum graveolens L

Uso culinario

El mayor uso que se le atribuye al eneldo es para condimentar comidas. El eneldo presenta un
sabor ligeramente amargo y a la vez dulce, por lo que es muy utilizado para condimentar
diferentes comidas como: salsas, sopas, platos a base de huevos o también para consumir en

fresco con caldos, hortalizas y ensaladas. Es adecuado su uso en las conservas (Caguana &
Quinaluisa, 2017: p.16).

Otros usos

En la industria licorera se utiliza su aceite esencial en la fabricacion de bebidas aromatizadas a

base de eneldo. También se utiliza en la industria farmacéutica (Caguana & Quinaluisa, 2017: pp.16-
17).

e Propiedades

Anethum graveolens L (eneldo) es considerado un remedio popular para algunas dolencias
gastrointestinales tales como la flatulencia, indigestion, dolor de estomago y cdlicos. Su fruta

tiene un efecto antiespasmaodico a nivel uterino, ademas atenta los dolores menstruales.

e Es anticancerigeno: Los compuestos carvona y limoneno presentes en el aceite de eneldo
poseen actividad anticancerigena.

e Reducen los niveles de colesterol y triglicéridos en sangre, y ademéas aumentan el colesterol
bueno HDL.

e Es un excelente protector contra la aterosclerosis debido a que disminuye el riesgo de
contraer enfermedades del corazon.

e Contiene nutrientes como el hierro, magnesio, manganeso y calcio que ayudan a fortalecer
los huesos y prevenir su desmineralizacion.

e Ayuda a combatir el mal aliento y limpia la boca gracias a sus propiedades antimicrobianas.

e Posee actividad antihistaminica, antidiarreica y antiflatulenta. La fibra que contiene el
eneldo favorece al transito intestinal evitando asi el estrefiimiento.

e Ayuda a reducir la cefalea o dolores de cabeza.

e Es un excelente tratamiento para reducir los signos de la edad, puesto que contiene
numerosos antioxidantes que ayudan a combatir el envejecimiento prematuro.

e Por su alto contenido en vitamina C ayuda a mejorar el sistema inmune.
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e Ayuda a regular el nivel hormonal del cuerpo; incrementa los niveles de progesterona en el
cuerpo. Equilibra los ciclos menstruales.

o Mejora la salud de ojos y de piel por su contenido de betacarotenos (Caguana & Quinaluisa,
2017: p.18).

2.1.4.2. Mentha pulegium

llustracion 3-2: Planta de Mentha pulegium

Fuente: Asturnatura, 2007

e Taxonomia

Especie: Mentha pulegium.
Familia: Lamiaceae.
Orden: Lamiales.

Nombre comun: poleo, poleo menta, tipo (Garcia, 2016, p.13).

¢ Morfologia

El poleo o Mentha pulegium es una de las plantas mas conocidas del género Mentha; pertenece
a la familia de las labiadas y es una planta perenne cespitosa. Sus tallos son erectos, de hasta un
metro y medio en las etapas finales de maduracion de la planta, sus raices son rizomatosas. Las
hojas de esta planta son lanceoladas, ligeramente dentadas y crecen de forma silvestre en las

regiones hiimedas del centro y el sur de Europa, el oeste de Asia y el norte de Africa (Jafari etal.,
2020: p.61).

e Componentes
Mentha pulegium (poleo) tiene en su composicion carvacrol y timol, que posee propiedades

antibacterianas y antifungicas. El carvacrol reduce la cantidad de triglicéridos en plasma. El
10



carvacrol estimula el crecimiento y la proliferacion de las bacterias lactobacilos en nuestro
organismo. Entre las propiedades terapéuticas de Mentha pulegium encontramos que alivia los

trastornos gastrointestinales, los vomitos, la colitis ulcerosa y los trastornos hepaticos (Jafari et al.,
2020: p.61).

e Importancia

Tiene gran importancia médica puesto que se utiliza en el tratamiento del dolor gastrointestinal,
esplenomegalia, expectorante para el esputo, alivia malestares en el pecho, alivia dolores de
cabeza y se utiliza también como tonico cerebral. También se utiliza en la preparacion de
antisepticos orales. Contiene un aceite aromatico esencial llamado “Polygon” que se utiliza en
la preparacion de muchos productos farmacéuticos. Todas las partes de M. pulegium pueden ser

utilizadas para diferentes preparaciones, excepto las raices (Ebraheem, et al., 2020: p.14).

e Propiedades

Las partes aéreas de floracion (tallo) de Mentha pulegium durante muchos afios, se han utilizado
tradicionalmente en el tratamiento del resfriado, sinusitis, el colera, intoxicaciones alimentarias,

la bronquitis y la tuberculosis por sus propiedades antimicrobianas (Garcia, 2016: p.13).

2.1.5. Hongos

Los hongos estan compuestos Unicamente por células eucariotas, al contrario de las bacterias
gue estan constituidas por células procariotas. Existen hongos unicelulares como las levaduras o

multicelulares como las hifas, que son las unidades estructurales de los hongos filamentosos
(Gémez, 2017: p.2).

Los hongos se reproducen de dos formas: sexuada y asexuada la cual es una caracteristica
importante para la taxonomia; sus estructuras reproductivas son las esporas y conidios

(importante para la identificacion morfolégica de los hongos) (Gémez, 2017, pp.2-3).

Muchos de estos hongos poseen gran importancia econdmica debido a que participan en muchos

procesos favorables para la industria (produccidn de cerveza, de pan, de antibiéticos, etc.)
(Gémez, 2017, pp.2-3).
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2.1.6. Candida albicans

Fuente: Avais, 2022

El hongo Candida albicans posee una caracteristica dimdrfica, que significa que, se desarrolla
de forma distinta en funcién de la temperatura de crecimiento, como levadura a temperatura de
37°C en el huésped, y como hongo filamentoso a 25°C en la naturaleza. Pertenece al filo

Ascomycota y su reproduccion es de forma asexual por gemacién (Bucay, 2018, p.29).

2.1.6.1. Morfologia

Como levadura se observa un aspecto de células redondas u ovaladas, con un tamafio de 3-8 x
2-7 micras, juntas en pequefios grupos. En forma de hongo filamentoso, las células se alargan y

se diversifican tomando la apariencia de filamentos, pseudo-hifas o pseudo-micelio (Bucay, 2018,
p.29).

2.1.6.2. Condiciones de crecimiento

El hongo Candida albicans estd asociado generalmente a seres vivos de sangre caliente. Su
temperatura optima de crecimiento es 37 °C, la cual es la temperatura normal en el ser humano.
Los tractos digestivos, respiratorio y la mucosa genital de la mujer (vagina), son los reservorios
mas importantes en los seres humanos y dan origen a candidiasis endégenas. En estas
localizaciones se comporta como un saprobio (que se desarrollan o viven a partir de materia
organica muerta 0 en descomposicion) y su aislamiento no implica por si solo la presencia de
infeccion. Candida albicans no sobrevive durante mucho tiempo en superficies secas pero su
supervivencia es mayor cuando existe humedad en el medio. Este hongo ha conseguido aislarse

de los cepillos dentales, cremas de manos, cosméticos y ropa (Bucay, 2018, pp.29-30).

12



2.1.6.3. Epidemiologia

Las infecciones causadas por hongos més frecuentes en pacientes que se encuentran gravemente
enfermos son las producidas por Candida spp. en sus multiples manifestaciones que requieren

tratamiento en funcidn al sitio de infeccion y las caracteristicas de los pacientes.

La deteccion de Candida en sitios diferentes a la sangre representa un desafio puesto que puede
considerarse como una colonizacion, una infeccién local (muguet) o infeccién invasiva. Es muy
importante la deteccion de la infeccion en pacientes que se beneficiarian de un tratamiento
antiflngico evitando asi la progresion de la infeccion hacia una enfermedad invasiva a la vez

que se disminuye la mortalidad asociada (Cornistein, et al., 2013: p.381).

2.1.7. Cocos

Bacterias con forma casi esférica. Segun el plano que ocupan luego de la division, se presentan

en diferentes formas.

2.1.7.1. Clasificacion de los cocos

e Diplococos: Cocos que permanecen en pares luego de la division.

e Estreptococos: Cocos que permanecen en cadenas de cuatro o mas células.

e Tétradas: Agrupaciones de cuatro cocos en disposicion cuadrada. Se dividen en dos
direcciones perpendiculares.

e Sarcinas: Paquetes clUbicos de ocho células. Resultan de la division celular en tres
direcciones perpendiculares.

e Estafilococos: Su agrupacion es en forma de racimos, no siguen un patréon regular de

orientacién en el plano de divisiones sucesivas (Vera, 2013, pp.14-15).

2.1.8. Enterococcus

Son cocos gram positivos, estan aislados, de a pares, o formando cadenas cortas. Pertenecieron
clasicamente a los Streptococcus grupo D de Lancefield; pero, en la década de 1980 fueron
asignados oficialmente en su propio género. No poseen la enzima catalasa por tanto son catalasa
negativa, su respiracién es anaerobia facultativa, capaces de crecer en condiciones ligeramente
extremas. Sus caracteristicas bioquimicas destacadas incluyen: la habilidad de crecer en
presencia de Cloruro de Sodio al 6,5%; en temperaturas que oscilan entre 10°C y 45°C, y hasta

en un pH bésico de 9,6. Pueden hidrolizar el glucésido esculina, crecen en presencia de bilis al
13



40%, pueden sobrevivir por 30 min a 60°C vy tiene la capacidad de hidrolizar la L-pirrolidonil
B-naftil-amida (PYR); esta habilidad se ha utilizado como parte de una prueba rapida para la
deteccidn de enterococos en un laboratorio (Acosta, 2005, pp.1,2).

2.1.9. Enterococcus faecalis

Enferm Infecc Miciobiol Con. 201331 631 3

llustracion 2-4: Cultivo de Enterococcus faecalis
Fuente: Aspiroz etal., 2013

Forma parte del género Enterococcus, encontrandose generalmente en la microbiota bucal y en

el tracto gastrointestinal. Son cocos Gram positivos distribuidos en parejas y en cadenas cortas
(Galleguillos, 2016, p.7).

2.1.9.1. Morfologia

Son de tamafio variable entre 0.5 a 0.8 um; son de respiracion facultativa y crecen en un
intervalo de temperatura entre 10 ° a 45 °C. A pesar de ello, su temperatura dptima de

crecimiento es de 35 °C (Galleguillos, 2016, p.7).

2.1.9.2. Condiciones de crecimiento

Para su desarrollo 6ptimo requieren medios con fuente de vitamina B, bases de &cidos nucleicos
y una fuente que proporcione carbono como la glucosa. Ademas, tienen la habilidad de crecer
en ambientes toxicos, con altas concentraciones de NaCl (6,5%).

Asimismo, se ha observado que pueden crecer en medios con pH acido y alcalino. El pH critico

para su erradicacion debe ser mayor a 11, puesto que adquieren alcalina resistencia debido al
transporte de protones vinculado a ATP (Galleguillos, 2016, p.7).
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2.1.9.3. Epidemiologia

Las dos principales especies que causan infeccién son Enterococcus faecalis y Enterococcus
faecium. Los enterococos son una causa principal y los responsables de infecciones

nosocomiales, urinarias, endocarditis (Galleguillos, 2016, p.7).

2.1.10. Concentracién minima inhibitoria

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se caracteriza como la concentracién mas baja de
un antibidtico que, tras la incubacion, impide el crecimiento de un microorganismo, ya sea este
Gram positivo 0 negativo (Lopez, 2016, p.10).

2.1.11. Concentracién minima bactericida

La Concentracion Bactericida Minima (CMB) se refiere a la concentracion mas baja de
antimicrobiano que, después de un periodo de incubacion especifico (tipicamente 24 horas),
elimina mas del 99,9% de los microorganismos viables (Chero, 2016, p.27).

2.1.12. Concentracién minima fungicida

El agente o solucion que impide el 99,9% del crecimiento del hongo a partir de un inéculo de

subcultivo puro se conoce como Concentracion Minima Fungicida (CMF) (Neyra & Armas, 2018:
p.15).
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CAPITULO 11

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Descripcion de los procesos

3.1.1. Hidrodestilacion

Es una técnica empleada tanto para plantas frescas o secas, las cuales no van a alterarse al estar
expuestas al calor directo. En este caso, la sustancia se sumerge en agua, que, al calentarse,
extrae el aceite que contiene. En este método la materia vegetal se sumerge completamente en el

agua el cual al calentarse empieza a arrastrar el aceite contenido en la planta (Bustamante, 2017,
p.11).

3.1.2. Determinacion del indice de refraccion de los aceites esenciales

La relacion entre la velocidad de un rayo de luz en el vacio y la velocidad de la luz que pasa a
través de la sustancia se conoce como indice de refraccion. Es una técnica dptica que esta

directamente relacionada con la pureza de un aceite esencial (Coronel & Piedra, 2018: p.11).

3.1.3. Determinacion de la densidad relativa de los aceites esenciales

En algunos casos, es posible sacar conclusiones sobre la composicion de los aceites esenciales
utilizando la densidad relativa, que se calcula para encontrar la relacion entre el peso y el

volumen de la muestra (Meza & Vargas, 2013: p.12).

3.1.4. Prueba de difusién por disco

Es un método cualitativo adecuado para microorganismos de crecimiento rapido y con baja
exigencia, esta prueba se distingue por su facilidad de estandarizacion. Aunque es un
procedimiento sencillo, el efecto inhibitorio del compuesto bajo evaluacién dependera de qué

tan bien pueda difundirse a través del medio.
La idea basica del método es aplicar una cantidad predeterminada de antimicrobiano a un disco

de papel colocado en la superficie del agar en el que se ha distribuido el indculo del

microorganismo objetivo. Esto hara que se forme un gradiente de concentracion antimicrobiana
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alrededor del disco a través de difusion, y la sensibilidad del microorganismo se revelara por el

tamafio de la zona en la que se inhibe el crecimiento bacteriano (Henao & Mufioz, 2009: p.23).

3.1.5. Meétodo de dilucién en caldo

Un método util para evaluar nuevos compuestos antimicrobianos es el método de macro
dilucion en caldo, que permite determinar la concentracion minima inhibitoria MIC, que es la

concentracion mas baja requerida para inhibir el crecimiento de un microorganismo objetivo.

Este método implica el uso de tubos de ensayo que han sido inoculados con una cantidad
especifica del microorganismo objetivo y diluciones de sustancias antimicrobianas que
aumentan en concentracion. Después del proceso de incubacién que dura 24 horas, la MIC se
calcula visualmente observando la ausencia de crecimiento microbiano determinada por la

ausencia de turbidez (Flores, 2022: p.16).

3.2. Materiales, equipos y reactivos

3.2.1. Materiales

Tabla 3-1: Materiales usados en cada procedimiento
e Materia vegetal
e Frascos &mbar esterilizados de 30 ml
Preparacién de los aceites e Vaso de precipitacién de 1000 ml
e Mangueras
e Condensador

o ) e Picnometro 10 ml
Determinacion de la densidad

o Papel
) . o » e (Gotero
Determinacion del indice de refraccion
o Papel

o Papel absorbente
e Aluminio
L o o Cajas Petri
Determinacion de la actividad o
I . e Asa bacteriologica
antimicrobiana _ _
e Pipeta automatica
e Puntas amarillas

e Erlenmeyer 100 ml
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e Erlenmeyer 500 ml

e (asa

e Hisopos estériles

e Algoddn

e Mechero
Preparacion del estandar de McFarland ® Tubosdeensayo

e Pipeta

e Tubos de ensayo

e Gradillas

e Erlenmeyer

e Mechero

Preparacion del CMI y CMB e Espéatula

e Varilla de agitacién

o Cajas Petri

e Asa bacteriologica

e Algodon

Realizado por: Rosero C., 2022

3.2.2. Equipos

Tabla 3-2: Equipos usados en cada procedimiento
o Alambique
e Bario de circulacion
Preparacién de los aceites
e Tubo condensador
e Reverbero
Determinacion de la densidad ¢ Balanza analitica
Determinacion del indice de refraccion o Refractometro
e Camara de flujo laminar

e Incubadora

Determinacion de la actividad e Autoclave
antimicrobiana o Refrigeradora
e \ortex

e Reverbero

Realizado por: Rosero C., 2022
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3.2.3. Reactivos

Tabla 4-3: Reactivos usados en cada procedimiento
e Agua destilada
Preparacion de los aceites e Propilenglicol al 40%
e Alcohol potable
L ) e Aceite esencial
Determinacion de la densidad )
e Agua destilada
L o » e Aceite esencial
Determinacion del indice de refraccion ]
e Agua destilada
e Agar Miiller Hinton
e Agar Dextrosa  Sabouraud
Cloranfenicol
Determinacion de la actividad »
e Caldo nutritivo

e Caldo Miller Hinton

antimicrobiana

e Alcohol potable
e Agua destilada
e Acido sulfurico al 0.18 M

Preparacion del estandar de McFarland )
e Cloruro de bario 0.048 M

Realizado por: Rosero C., 2022

3.2.4. Microorganismos

Tabla 3-4: Microorganismos usados

MICROORGANISMOS ATCC
Candida albicans 10231
Enterococcus faecalis 29212

Realizado por: Rosero C., 2022
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3.3. Etapas del trabajo experimental

B h]]..f'.rmltar_lllmto dela Ftapa 2: Desarrollo del trabajo Etapa 3: Resultados
Ormacion

P e Determinar la sensibilidad de
INICIO Lo Ianam €18 % 1os aceites frente a las cepas
materia vegetal ATCC
Busqueda de la mnformacion Exiraccion de los acertes :
para la extraccion de los acettes esenciales mediente el método Deterrmnar la CMI y la CMB
esenciales de lndrodestilacion
Determinar las caracteristicas Resultados, discusidn,
Recoleccion de las plantas organolépticas y fisicoquimicas conclusiones y
de los aceites esenciales recomendaciones
o ] Analizar la actrvidad
NO {— Rﬂﬂmog;ti:e? mﬁ;ﬁ%ﬁm antimicrobiana mediente el FIN
W método de Kirby Bauer

ki-..ﬂfff

lustracién 3-1: Etapas del trabajo experimental
Realizado por: Rosero C., 2022

3.4.Enfoque y alcance del trabajo

3.4.1. Enfoque

Este trabajo experimental tiene un enfoque cuantitativo y experimental porque se manipulan
variables ya sean dependientes o independientes también mediante el uso de cifras se busca
medir un problema especifico y se realizan métodos estadisticos.

3.4.2. Alcance

El alcance de este trabajo experimental es correlacional porque en este trabajo se busca la
relacion de la actividad antimicrobiana que tienen los aceites esenciales frente a las cepas

ATCC.

Es un estudio exploratorio debido a que las plantas en estudio han sido poco estudiadas por lo

gue van a ayudar en futuras investigaciones.
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3.5.Tipo y disefio del trabajo

Es un disefio experimental porque se centrd en determinar la actividad antimicrobiana que
tienen los aceites esenciales a diferentes concentraciones frente a las cepas ATCC, utilizando un
método analitico, cuyo objetivo fue establecer una relacion de causalidad. Es de tipo de campo

porque es un trabajo in vitro en el cual se obtendra informacion real.

3.6. Métodos, técnicas e instrumentos de la investigacion

3.6.1. Extraccion de los aceites esenciales

Primero se realiz6 el acondicionamiento del material vegetal previo a la extraccion del aceite.
Se llenod las tres cuartas del total de alambique con agua destilada. Se colocé 500 gramos de
materia vegetal dentro del alambique. Cerramos el alambique y se lo colocé sobre un reverbero.
Se procedi6 a conectar el condensador al bafio de circulacion. Se encendié el bafio de
circulacion que estaba previamente llenado con una mezcla de 600 mL de agua destilada y 400
mL de propilenglicol al 40% y se conectd al alambique. Una vez que el alambique alcanzé los

80 °C empezd la destilacion de agua y aceite esencial.

Pasado 3 horas aproximadamente se obtuvo una mezcla entre agua y aceite el cual se separo
mediante un embudo de separacion. Una vez separado el aceite del agua se obtuvo de 1.2 mL a

2 mL de aceite esencial aproximadamente en cada extraccion.

3.6.1.1. Calculo de la densidad de los aceites esenciales

Para el calculo de la densidad, se pesé el picnGmetro vacio en una balanza analitica y se anot6
su peso. Se procedié a llenar el picnémetro con agua destilada hasta enrasar, se tapd y el agua
sali6 por el capilar, se procedié a secar el picnémetro, se lo coloco en la balanza analitica y se

anotd su peso.
Se desecho el agua destilada y se procedid a llenar el picnémetro con el aceite esencial hasta

enrasar, se tapo y el aceite salié por el capilar, se seco el picnémetro, se lo coloc6 en la balanza

analitica y se anoto su peso.
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e Para calcular la densidad se utiliza la siguiente formula:

d _ (mpicnometro + aceite) - mpicnometro
aceite —
(mpicnometro + agua) - mpicnometro

* dagua

Donde:

daceite: €S la densidad por calcular.
Mpicnometro: €S €l peso del picnémetro vacio.
Mpicnometro + aceite: es el peso del picndmetro con el aceite esencial.

Mpicnometro + agua: es el peso del picnémetro con agua destilada.
3.6.1.2. Célculo del rendimiento de la extraccién

Para calcular el rendimiento, se debe saber la densidad de los aceites la cual se calculd

previamente, para obtener el peso en gramos del aceite esencial se utilizé la siguiente formula:

daceite * Vgceite — Maceite obtenido

Donde:

daceite: €S la densidad del aceite obtenido.
Vaceite: €S €l volumen del aceite obtenido.

Maceite: Masa del aceite obtenido.

e Una vez obtenida la masa del aceite esencial, proceder a calcular el rendimiento de

extraccion de los aceites esenciales aplicando la siguiente férmula:

™2 . 100
= — %
P=n

Donde:

p: es el porcentaje de rendimiento de la extraccion.
m.: masa final del aceite en gramos.

ms: masa inicial de la materia vegetal en gramos.
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3.6.1.3. Célculo del indice de refaccion

Para el calculo del indice de refraccion, se calibro el refractometro con agua destilada a una
temperatura aproximada de 20 °C, una vez calibrado el refractometro se colocd una gota del
aceite esencial sobre el prisma y se anoté el resultado.

3.6.2. Andlisis antimicrobiano

3.6.2.1. Preparacion de las concentraciones de los aceites esenciales

Se rotul6 7 Eppendorf con las concentraciones de 2500 ppm, 1250 ppm, 625 ppm, 312.5 ppm,
156.25 ppm, 78.125 ppm 39.06 ppm y se coloc6 100 uL de DMSO en cada uno.

Para la preparacion de las distintas concentraciones se tomé un vaso de precipitacion, se rotuld
con la concentracion de 5000 ppm y mediante el uso de una balanza analitica se pes6 5 g de
aceite esencial. Se agregé 100 pL de DMSO se mezcldé muy bien y se obtuvo una concentracion
de 5000 ppm. Posteriormente se realizo diluciones seriadas tomando 100 pL de la solucién con

concentracién de 5000 ppm hasta llegar a obtener una concentracion de 39.06 ppm.

Para la preparacion de la mezcla de los aceites esenciales se pes6 2.5 g del aceite de Anethum
graveolens L y 2.5 g de aceite de Mentha pulegium obteniendo 5 g de la mezcla de los aceites

en una proporcién de 50/50.

3.6.2.2. Preparacion de los medios de cultivo

e Agar Miller Hinton

Para preparar el Agar Miller Hinton se pesé 37 gramos de agar y se los colocd en 1 litro de
agua destilada en un Erlenmeyer de 1000 ml se dejé reaccionar el agar con el agua de 10 a 15
minutos. Se calentd y se agit6 frecuentemente, se dejé hervir durante 1 minuto para disolver. Se

coloco el Erlenmeyer en el autoclave a esterilizar a 121 °C por 15 minutos.

Luego se saco el Erlenmeyer y se lo dejé enfriar en la cdmara de flujo laminar hasta que la
mano soportd su temperatura. Se procedio a distribuir en cajas Petri hasta las tres cuartas partes
para un volumen de 20 mL. Se dejé reposar las cajas en la camara de flujo laminar y se las

guardd en refrigeracion para su uso.
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e Agar Dextrosa Sabouraud con Cloranfenicol

Para preparar el agar Dextrosa Sabouraud con Cloranfenicol, se pes6 65 gramos de agar y se
colocé en 1 litro de agua destilada dentro de en un Erlenmeyer de 1000 mL. Se mezcl6 con
calor hasta disolver agitando frecuentemente. Se dejo hervir durante 1 minuto hasta disolver
bien el agar. Se coloc6 el Erlenmeyer en el autoclave a esterilizar a 118 — 121 °C por 15

minutos.

Luego se saco el Erlenmeyer y se dej6 enfriar en la camara de flujo laminar hasta que la mano
soportd su calor. Se procedi6 a distribuir en cajas Petri hasta las tres cuartas partes para un
volumen de 20 mL y se dejé reposar las cajas en la camara de flujo laminar y se las guard6 en

refrigeracion para su uso.

e Agar nutritivo

Para preparar el Agar nutritivo se pes6 31 gramos de agar y se los colocé en 1 litro de agua
destilada en un Erlenmeyer de 1000 mL se dejé reaccionar el agar con el agua de 10 a 15
minutos. Se calentd y se agito frecuentemente, se dejé hervir durante 1 minuto para disolver. Se

coloco el Erlenmeyer en el autoclave a esterilizar a 121 °C por 15 minutos.

Luego se saco el Erlenmeyer y se lo dejé enfriar en la cdmara de flujo laminar hasta que la
mano soportd su temperatura. Se procedi6 a distribuir en cajas Petri hasta las tres cuartas partes
para un volumen de 20 mL. Se dejé reposar las cajas en la cAmara de flujo laminar y se las

guardo en refrigeracion para su uso.

e Caldo nutritivo

Para preparar el Agar nutritivo se pes6é 8 gramos de agar y se los colocd en 1 litro de agua
destilada en un Erlenmeyer de 1000 ml se dejé reaccionar el agar con el agua de 10 a 15
minutos. Se calentd y se agit6 frecuentemente, se dejé hervir durante 1 minuto para disolver. Se

coloco el Erlenmeyer en el autoclave a esterilizar a 121 °C por 15 minutos.
Luego se saco el Erlenmeyer y se lo dejé enfriar en la cdmara de flujo laminar hasta que la

mano soport6 su temperatura. Se procedi6 a distribuir en tubos de ensayo, se dejo reposar los

tubos de ensayo en la cdmara de flujo laminar.
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3.6.2.3. Procedimiento para la activacion de los microorganismos KWIK-STIK

10.

Dejar que el microorganismo alcance una temperatura ambiente el cual se encuentra en una
bolsa en refrigeracion de 2 a 8 °C y retirar la unidad KWIK-STIK.

Desprender la parte despegable de la etiqueta y sujétela a la placa de cultivo primario o al
registro de control de calidad. No desmonte el dispositivo durante la hidratacion.

Con el borde del banco o mesa de trabajo, rompa la ampolla en la parte superior del KWIK-
STIK (justo debajo del menisco de liquido) para liberar el liquido de hidratacion. Rompa la
ampolla solo una vez. Si la rompe varias veces puede hacer que fragmentos de vidrio
perforen la carcasa de plastico, y crear asi un riesgo de lesiones.

Sostenga verticalmente y golpee sobre una superficie dura para facilitar el flujo del liquido a
través del eje hacia la parte inferior de la unidad donde esta contenida la microesfera. No
agite el KWIK-STIK y no cubra el pequefio orificio de ventilacion en la parte superior del
KWIK-STIK.

Pellizque la parte inferior de la unidad y triture la microesfera en el liquido hasta que este se
haya disuelto.

A continuacion, sature de forma abundante el hisopo con el material hidratado y transfiera
al medio de agar apropiado o utilice de acuerdo con el POE del laboratorio. Una vez
hidratado, utilicelo de inmediato.

Inocule la(s) placa(s) de cultivo primario haciendo rodar suavemente el hisopo sobre un
tercio de la placa.

Mediante un bucle estéril, estrie para facilitar el aislamiento de colonias.

Deseche el KWIK-STIK mediante la eliminacion adecuada de riesgos bioldgicos.
Inmediatamente incube la(s) placa(s) invertida(s) de cultivo primario inoculado a

temperatura y condiciones apropiadas para el microorganismo (Microbiologics 2022: p.1).

Figuras de referencia de KWIKSTIK
(6[9 A- Ampola de vidro con liyuido de hdratacién estén

' l %; E] B- Hatpo
r C - Microesfera que conbene culivo micratiand

0

© D - Seccidn con ebqueta cospegatie
1l | 89) il -
«NWIGETIK sherk ( e rm——

« KWIK-STIK sullac

lustracién 3-2: Descripcion del producto

Fuente: Microbiologics, 2022
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3.6.2.4. Preparacion del estdndar de McFarland

Para preparar el estdndar se procedio a realizar una solucién de cido sulfarico al 0.18 M y una
solucion de cloruro de bario 0.048 M. Luego se le afiadié 2 mL del H,SO4 0.18 M a 2 mL de la
solucion de BaCl, 0.048 M se agitaron y mezclaron ambas soluciones.

Se procedi6 a tomar una colonia aislada del agar nutritivo con un asa de platino flameada estéril
y se coloco en un tubo con 2 mL de solucidn salina estéril 0.9 % y se mezclé. La mezcla de los
microorganismos fue comparada con el patron de McFarland el cual es usado para determinar la

sensibilidad bacteriana.

3.6.2.5. Método de Kirby Bauer

Para realizar el método de Kirby Bauer se colocaron todos los materiales codificados dentro de
la cdmara de flujo laminar para la determinacion de la sensibilidad bacteriana. Con la ayuda de
hisopos estériles se seleccionaron inéculos que se prepararon con el estandar de McFarland y se

sembraron en el medio de cultivo de Miiller Hinton.

Las placas que fueron sembradas se las dejoé reposar por 5 minutos, luego de este tiempo se
procedio a colocar los discos de antibiograma en blanco y los discos de antibiGticos con una

pinza estéril en la superficie de las placas.

Luego se coloco 20 uL del aceite esencial en cada disco en blanco, se dejo reposar las cajas por
10 minutos, se las tapd y se la llevo a incubar de manera invertida a 37 °C por 24 horas. Al final
se determind el crecimiento bacteriano midiendo el didmetro de cada halo y se anotaron los

resultados.

3.6.2.6. Procedimiento para la concentracién minima inhibitoria

Para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria se preparé el aceite esencial en las
concentraciones de 100 pL/mL, 50 pL/mL, 25 pL/mL, 12.5 uL/mL, 6.3 uL/mL y 3.1 pL/mL.

Para obtener las distintas concentraciones se tom6 200 pL de aceite esencial en un tubo de
ensayo, se agregd 100 puL de DMSO vy finalmente se adiciond 1700 pL de caldo nutritivo y

finalmente se obtuvo una concentracion de 100 pL/mL.

Luego se tomo 7 tubos de ensayo a los cuales se les agregd 1 mL de caldo nutritivo, se realizo
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diluciones seriadas partiendo de la concentracion madre de 100 pL/mL, se fue tomando 1mL de
cada tubo y se mezcl6 con el caldo nutritivo hasta que se obtuvo una concentracion de 3.1
uL/mL.

Posteriormente se afiadio 300 pL de microorganismo del tubo 1 al tubo 7, se mezclé muy bien y

se tapd cada tubo colocando algodén.

Finalmente se incubé todos los tubos a 37 grados por 24 horas.

3.6.2.7. Procedimiento para la concentracién minima bactericida

Para determinar la concentracion minima bactericida se tom6 los tubos sin turbidez de la
concentracién minima inhibitoria los cuales se los agitaron y se tom6 100 uL de cada tubo. Se
procedié a sembrar en placas Petri las cuales estaban rotuladas con las concentraciones

respectivas. Luego se incubaron las placas sembradas a la temperatura y tiempo especificado en

funcion del microorganismo.
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CAPITULO IV

4. ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1. Obtencion de los aceites esenciales

Para la extraccion de los aceites esenciales se usaron las hojas, los tallos y las flores de cada
especie vegetal.

En la prueba de laboratorio usando el método de hidrodestilacion por cada 500 gramos de

materia vegetal fresca, se obtuvieron los siguientes resultados bajo las siguientes condiciones:

e Tiempo de destilacion: 3 horas.

e Temperatura de destilacion: 90 °C.

Tabla 4-1: Tiempo, nimero de extraccion y volumen de la extraccién de los aceites

Tie NP Numero de Yolumen de acelte

(maan) PE LA CCION pbtenydo (mul.]

. -y . .
A HETH I

Fraveniens 4

Meritha

puleoiim

Fuente: Registro de los analisis, 2022

Realizado por: Rosero C., 2022

Discusion

Los aceites esenciales se clasifican como metabolitos secundarios de las plantas, son fracciones
liquidas volatiles que proporcionan aromas y sabores caracteristicos a las especies vegetales.
Estan contenidos en glandulas o vesiculas secretoras inmersas en los tejidos de las hojas, flores,

corteza y semillas de los frutos de muchas especies.
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(Ledn et al., 2015: pp.2-3) compara dos métodos para la extraccion de aceites esenciales de Citrus
sinensis L, hidrodestilacion e hidrodestilacion asistida por radiacién microondas indicando que
la hidrodestilacion fue el menos eficiente debido a procesos de transferencia de calor poco
efectivos.

Al comparar los resultados de (Ledn et al., 2015: pp.2-3) con los obtenidos en la investigacion, se
observan volumenes extraidos de aceite esencial similares al tiempo de 180 min en ambos
casos. Sin embargo, el rendimiento en mililitros podria incrementarse al emplear métodos que
impliquen formas de transferencia de calor mas efectivos (irradiacion, conduccion y
conveccion) facilitando la ruptura de las paredes glandulares vegetales con mayor rapidez y
acelerando el proceso.

4.2. Caracteristicas organolépticas

4.2.1. Aceite esencial de Anethum graveolens L

Tabla 4-2: Caracteristica organolépticas de Anethum graveolens L

Caracteristica Organolépticas Resultados
Color Incoloro, café oscuro
Olor Anisado
Textura Liquido pegajoso
Apariencia Homogénea, opaca

Fuente: Registro de las caracteristicas organolépticas, 2022

Realizado por: Rosero C., 2022

4.2.2. Aceite esencial de Mentha pulegium

Tabla 4-3: Caracteristica organolépticas de Mentha pulegium

Caracteristica Organolépticas Resultados
Color Amarnillo oscuro
Olor Aromitico, mentolado
Textura Viscosa, pegajosa
Apariencia Homogenea

Fuente: Registro de las caracteristicas organolépticas, 2022

Realizado por: Rosero C., 2022
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Discusion

La microempresa ecuatoriana Aromavida, extrae y comercializa diversos aceites esenciales, y
en la ficha técnica del aceite esencial de Anethum graveolens menciona que este presenta
propiedades organolépticas como: color incoloro a amarillo claro, de olor agradable anisado,
caracteristico las hojas frescas de la planta, su aspecto es fluido y limpido, que al compararlo
con los resultados del laboratorio se observa una similitud entre ambos aceites, sin embargo la

casa comercial Aromavida no reporta entre sus datos la textura del aceite esencial.

Para el aceite de Mentha pulegium, Boukhebti la ficha técnica reporta como resultados del
analisis organoléptico un aspecto liquido con color entre transparente y amarillo a amarillo
palido, sin particulas en suspension visibles y con olor similar al de otras especies de menta. Las
caracteristicas organolépticas determinadas experimentalmente mostraron un color, olor y
apariencia similares mientras que la textura no fue reportada en el estudio referenciado, se
establece que esta similitud se debe a que en ambos casos la obtencion del aceite esencial se

realiz6 mediante la técnica de destilacion a vapor (Ventura, 2017, p.5).
4.3. Caracteristicas fisicoquimicas
4.3.1. Densidad e indice de refraccion del aceite de Anethum graveolens L

mpicnometro + aceite — mpicnometro
daceite = * dagua
mpicnometro + agua — mpicnometro

p 12.902 — 11.678 ) 1.224
. = * =
acelte — 17 987 — 11.678 1.309

*1=0935g/mL

El indice de refraccién obtenido del aceite esencial de Anethum graveolens L fue de 1.490.

4.3.2. Densidad e indice de refraccion del aceite de Mentha pulegium

mpicnometro + aceite — mpicnometro
daceite = * dagua
mpicnometro + agua — mpicnometro

12.875 — 11.678 1197

doo = 1 1 =0914g/mL
aceite = 15987 — 11.678  ~  1.309 g/m

El indice de refraccion obtenido del aceite esencial de Mentha pulegium fue de 1.489
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Discusion

La determinacion de la densidad se realizé estableciendo una relacion entre las masas del
picnémetro vacio, con agua destilada y con el aceite esencial, obteniendo como resultado la
cantidad de masa contenida en un volumen determinado. (Quevedo, 2022, p.34) menciona que el
aceite esencia de Anethum graveolens presenta una densidad relativa de 0.890-0.910 g/mL y un
indice de refraccion que oscila de 1.490 hasta 1.515, resultados que se encuentran similares a
los obtenidos en el laboratorio, pues el aceite esencial obtenido tuvo una densidad de 0.935 y un

indice de refraccién de 1.490.

Para el caso del aceite esencial de Mentha pulegium (Ruiz, 2017, pp.71-73) indica que la densidad
aceptada se encuentra entre: 0.930 y 0.944 y un indice de refraccion desde 1.487 hasta 1.494, lo
valores que se encuentran por encima de los obtenidos en el laboratorio de manera experimental
(densidad = 0.914), estas variaciones ocurren debido a los factores ambientales tales como la

temperatura que permiten que el aceite se dilate y su densidad por ende disminuya.
4.4.Rendimiento de extraccion

4.4.1. Aceite esencial de Anethum graveolens L

™2 100
= — %
P=

1159

= 100 = 0.57
P= 2000g "

4.4.2. Aceite esencial de Mentha pulegium

™2 100
= — %
P=

1169 g

= 100 = 0.58
P= 2000g "

Discusion
El rendimiento de la extraccion expresa la cantidad de producto obtenido tras el proceso

extractivo como su relacion porcentual con la masa inicial de muestra procesada. (Benlembarek, et

al., 2022: p.4) obtuvo aceite esencial de Anethum graveolens L por hidrodestilacion reportando un
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rendimiento del 0.8% peso/peso luego de 180 min mientras que el rendimiento obtenido

experimentalmente alcanzé el 0.57% en el mismo tiempo.

En contraste, (Mohaddese & Ghasem, 2008: pp.325-327), reportan un 0.27% en el rendimiento
volumen/peso en la extraccion de aceite esencial de Mentha pulegium tras 180 min de
extraccion, evidentemente inferior al 0.58% conseguido en el laboratorio. Las diferencias
observadas al comparar los resultados son explicadas como consecuencia en la variacién en los
factores ambientales del lugar de estudio, especie vegetal, equipos, reactivos y demas

condiciones de trabajo en el laboratorio.

4.5.Determinacion de la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales mediante el

método de Kirby Bauer

Para evaluar e interpretar los resultados de los diametros obtenidos con los halos de inhibicion
se tomara como referencia lo indicado por (Ortega, 2018, p.54) con respecto a la sensibilidad de una

cepa bacteriana frente a antimicrobianos.

Nula (-) si fue inferior o igual a 8 mm.
Sensible (Sensible = +) de 9 a 14 mm.

Muy sensible (muy sensible = ++) de 15 a 19 mm.

> w0 b

Sumamente sensible (S.S = +++) si fue igual o superior a 20 mm.

32



45.1. Actividad antimicrobiana que presentaron los aceites esenciales de Mentha pulegium
y Anethum graveolens L frente a Candida albicans

Tabla 5-4: Diametros de los halos de inhibicion formados por los aceites esenciales de Mentha
pulegium y Anethum graveolens L contra Candida albicans

Control
Aceites Concentracio  Repetici6 Repetici6 Repetici6  positivo Contr.ol
esenciales nes nl1(mm) n2(mm) n3(mm) Fluconaz negatv
ol (mm) °
5000 ppm 20 21 19 30 DMSO
2500 ppm 18 17 15 30 DMSO
1250 ppm 15 12 15 30 DMSO
Mentha 625 ppm 12 13 11 30 DMSO
pulegium 3125 ppm 10 8 9 30 DMSO
156.25 ppm 8 10 10 30 DMSO
78. 125 ppm 11 9 10 30 DMSO
39.06 ppm 9 10 9 30 DMSO
5000 ppm 19 18 18 30 DMSO
2500 ppm 15 15 16 30 DMSO
1250 ppm 13 12 12 30 DMSO
Anethum 625 ppm 12 11 11 30 DMSO
graveolens L 3125 ppm 12 10 12 30 DMSO
156.25 ppm 11 11 10 30 DMSO
78. 125 ppm 9 9 8 30 DMSO
39.06 ppm 8 8 8 30 DMSO

DMSO: dimetilsulféxido

Fuente: Registro de analisis antimicrobiano, 2022

Realizado por: Rosero C., 2022

Discusion

La evaluacion de la actividad antimicrobiana de los aceites se realiz6 mediante el método de
difusion en discos de Kirby — Bauer. Mentha pulegium y Anethum graveolens L mostraron un
comportamiento similar en cuanto a la inhibicion de Candida albicans con diametros
inhibitorios directamente proporcionales a la concentracion del aceite, a mayor concentracion
del aceite esencial mayor fue el didmetro medido. El control positivo presentd un didmetro de

inhibicién aproximandose a los 30 mm mientras que, a una concentracién de 5000 ppm, los
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didmetros alcanzaron los 20 mm en el primer caso y 18.3 mm en el segundo, indicando

efectividad de potencia similar como agentes antiflngicos in vitro.

Segun (Benlembarek et al., 2022: p.3) estudios previos realizados con aceite esencial de Anethum
graveolens tuvieron efecto antifingico similar en cepas de Candida albicans y Sclerotinia
sclerotiorum, debido a contener compuestos quimicos como alcoholes, fenoles, terpenos y
cetonas. (Piras et al., 2019: p.3) explica la efectividad antiflngica de aceite esencial de Mentha
pulegium por su elevado contenido de pulegona, una cetona monoterpénica. Reporta que aceites
con contenido de compuestos terpénicos, concretamente timol, carvacrol y fenilpropanoides
actian como excelentes inhibidores del crecimiento fangico, demostrando que la presencia de

grupos fendlicos en la estructura de las moléculas mejora sus propiedades antifiingicas.
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4.5.2. Actividad antimicrobiana que presentaron los aceites esenciales de Mentha pulegium
y Anethum graveolens L frente a Enterococcus faecalis

Tabla 4-5: Diametros de los halos de inhibicion formados por los aceites esenciales de Mentha
pulegium y Anethum graveolens L contra Enterococcus faecalis

Control
Aceites Concentraci  Repeticion = Repeticion = Repeticion positivo Control
esenciales ones 1 (mm) 2 (mm) 3 (mm) Ampicilina = negativo
(mm)
5000 ppm 15 12 12 28 DMSO
2500 ppm 11 11 10 28 DMSO
1250 ppm 11 11 9 28 DMSO
Mentha 625 ppm 9 10 9 28 DMSO
pulegium 3125 ppm 9 9 8 28 DMSO
156.25 ppm 9 8 8 28 DMSO
78. 125 ppm 7 7 8 28 DMSO
39.06 ppm 6 6 6 28 DMSO
5000 ppm 12 12 13 20 DMSO
2500 ppm 8 10 10 20 DMSO
1250 ppm 8 11 9 20 DMSO
Anethum 625 ppm 8 9 9 20 DMSO
graveolens L 312.5 ppm 9 8 8 20 DMSO
156.25 ppm 7 7 8 20 DMSO
78. 125 ppm 6 6 6 20 DMSO
39.06 ppm 6 6 6 20 DMSO

DMSO: dimetilsulféxido

Fuente: Registro de analisis antimicrobiano, 2022

Realizado por: Rosero C., 2022
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llustracion 4-1: Halos de inhibicion formados por el aceite esencial de Mentha pulegium
Realizado por: Rosero C., 2022

lustracion 5-2: Halos de inhibicion formados por el aceite esencial de Anethum graveolens L

Realizado por: Rosero C., 2022
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Discusion

Los aceites esenciales de Mentha pulegium y Anethum graveolens L presentan ambos actividad
antimicrobiana frente a Enterococcus faecalis, pues en ambos casos los halos de inhibicion son
mayores en cuanto mayor es la concentracion del aceite esencial, para el control positivo se
utiliz6 ampicilina que presento 28 y 20 mm de halo de inhibicién, a una concentracién de 5000
ppm los halos de inhibicion fueron: 13 y 12 mm para los aceites de Mentha pulegium y Anethum
graveolens L respectivamente, lo que indica una potencia similar de ambos aceites para el

microorganismo de interés.

Segun (Castro et al., 2017: pp.46-49) y (Ruiz, 2017, pp.71-73) los aceites esenciales de Mentha pulegium
y Anethum graveolens L tienen actividad frente a diversos microrganismos incluyendo
Enterococcus faecalis, dicha actividad antimicrobiana esta mediada por la alta cantidad de

terpenos y flavonas que tienen ambas especies vegetales.
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4.5.3. Actividad antimicrobiana que presento la mezcla de los aceites esenciales de Mentha
pulegium y Anethum graveolens L frente a Candida albicans

Tabla 4-6: Diametros de los halos de inhibicion formados por la mezcla de los aceites
esenciales de Mentha pulegium y Anethum graveolens L contra Candida albicans

Control
Aceites Concentracio Repeticion Repeticion = Repeticion positivo Control
esenciales nes 1 (mm) 2 (mm) 3 (mm) Fluconazol negativo

(mm)

5000 ppm 21 20 21 30 DMSO
Mentha 2500 ppm 18 18 17 30 DMSO
pulegium 1250 ppm 15 12 15 30 DMSO
y 625 ppm 10 9 9 30 DMSO
Anethum 3125 ppm 10 8 9 30 DMSO
graveolens  156.25 ppm 8 10 10 30 DMSO
L 78. 125 ppm 11 9 10 30 DMSO
39.06 ppm 9 10 9 30 DMSO

DMSO: dimetilsulféxido

Fuente: Registro de analisis antimicrobiano, 2022

Realizado por: Rosero C., 2022

Discusion

Utilizando la técnica de difusion de discos de Kirby Bauer, se determind la actividad antifungica
de la mezcla de los aceites esenciales en diferentes concentraciones de Mentha pulegium vy
Anethum graveolens L frente a Candida albicans, se obtuvo un maximo de 21 mm de halos de
inhibicién a la concentracion de 5000 ppm, valor bastante parecido al control positivo con
fluconazol que presenté un halo de 30 mm. Comparando la actividad antifungica de ambos
aceites por separado y la mezcla se observo un aumento en la potencia de la actividad frente a

Candida albicans.

Los resultados se correlacionan con lo publicado por (Ortiz, 2018, pp.48-50) quien comparo in vitro
la actividad antifingica de dos aceites esenciales diferentes y la mezcla de estos, frente a
Colletotrichum gloesporioides demostrando que los halos de inhibicién mejoran al mezclar
ambos aceites, tal como ocurre con la mezcla de los aceites esenciales obtenidos en el

laboratorio.
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4.5.4. Actividad antimicrobiana que presento la mezcla de los aceites esenciales de Mentha
pulegium y Anethum graveolens L frente a Enterococcus faecalis

Tabla 4-7: Didmetros de los halos de inhibicion formados por la mezcla de los aceites
esenciales de Mentha pulegium y Anethum graveolens L contra Enterococcus

faecalis
Control
Aceites Concentraci = Repeticion = Repeticion = Repeticion positivo Control
esenciales ones 1 (mm) 2 (mm) 3 (mm) Ampicilina = negativo
(mm)
5000 ppm 12 11 12 25 DMSO
2500 ppm 10 10 11 25 DMSO
Mentha 1250 ppm 9 9 8 25 DMSO
pulegium 625 ppm 8 8 8 25 DMSO
y 312.5 ppm 6 6 6 25 DMSO
Anethum 156 .25 ppm 6 6 6 25 DMSO
graveolens L 78 125 ppm 6 6 6 25 DMSO
39.06 ppm 6 6 6 25 DMSO

DMSO: dimetilsulféxido

Fuente: Registro de analisis antimicrobiano, 2022

Realizado por: Rosero C., 2022

Discusion

Al determinar la actividad antimicrobiana de la mezcla de los aceites esenciales de Mentha
pulegium y Anethum graveolens L frente a Enterococcus faecalis se observé una disminucién de
la potencia de la actividad antimicrobiana, pues a una concentracion de 5000 ppm se obtiene un
halo de inhibicion de 12 mm, inferior al valor reportado a la misma concentracion del aceite
esencial de Mentha pulegium (13 mm), estos datos difieren de lo documentado por (Pajaro et al.,
2017: p.8) quienes establecen que al realizar una mezcla de aceites esenciales, la actividad debe ir

en aumento debido al aumento de la cantidad de metabolitos secundarios.
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4.6.Determinacion de la concentracién minima inhibitoria de los aceites esenciales de

Mentha pulegium y Anethum graveolens L

Para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria se realiza diluciones de los aceites
esenciales a concentraciones de 100 uL/mL, 50 pL/mL, 25 pL/mL, 12.5 uL/mL, 6.3 uL/mL, 3.1
puL/mL, se coloca a cada tubo 1 mL de caldo nutritivo y 100 pL del microorganismo preparado
al estandar de McFarland.

4.6.1. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de los aceites esenciales de

Mentha pulegium y Anethum graveolens L frente a Candida albicans

Tabla 4-8: Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de Mentha pulegium y

Anethum graveolens L contra Candida albicans

Aceites Diluciones Repeticion Repeticion Repeticion |~ Control =~ Control
esenciales 1 (turbidez) 2 (turbidez) 3 (turbidez) positivo negativo
100 pL/mL - - - + .
50 pL/mL - - - + -
Mentha 25 pL/mL - - - + -
pulegium 12,5 uL/mL - ; ) + )
6.3 uL/mL + + + + -
3.1 pL/mL + + + + -
100 pL/mL - - = + -
50 pL/mL - - - + -
Anethum 25 ul/mL - - - + -
graveolens L 12,5 pL/mL - - - + -
6.3 pL/mL + + + + -
3.1 pL/mL + + + + )

(+): turbidez (-): no existe turbidez

Fuente: Registro de analisis del CMI, 2022
Realizado por: Rosero C., 2022

En la Tabla 4-8 se determina que la concentracion minima inhibitoria del aceite esencial de
Mentha pulegium se encuentra en la concentracion 12.5 pulL/mL, y para el aceite de Anethum
graveolens L la concentracion minima inhibitoria se encuentra en la concentracion de 12.5
uL/mL.
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Discusion

La concentracion minima inhibitoria, es un parametro que permite conocer cual es la
concentracion mas baja en la que el aceite esencial inhibe el crecimiento de un microrganismo,
mediante la determinacion de ausencia o presencia de turbidez en tubos de ensayos con
muestras a distintas concentraciones, para el caso de Candida albicans, el valor de CMI fue de
12.5 uL/mL para ambos aceites esenciales.

(Azuero, 2019, pp.10-11), realiz6 un estudio con diversos aceites esenciales incluyendo el de
Anethum graveolens L, concluyd que este aceite presenta una gran actividad antifingica, pues
con tan solo 6 uL/Lair inhibi6 el crecimiento de T. castaneum. Por su parte (Montenegro et al., 2020:
pp. 5-6) evalud la actividad antifungica del aceite esencial y los componentes de Mentha
pulegium en donde se obtuvo que con 20 pg/mL ya existia actividad frente a hongos y

levaduras, gracias a sus riquezas en isopulegol y otros alcoholes terpénicos.

4.6.2. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de los aceites esenciales de

Mentha pulegium y Anethum graveolens L frente a Enterococcus faecalis

Tabla 4-9: Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de Mentha pulegium vy

Anethum graveolens L contra Enterococcus faecalis

Aceites Diluciones Repeticion Repeticion Repeticion ~ Control = Control
esenciales 1 (turbidez) = 2 (turbidez) 3 (turbidez) positivo negativo
100 pL/mL - - - + -
50 pL/mL - - - + -
Mentha 25 pL/mL - - - + -
pulegium 12,5 uL/mL + + + + -
6.3 pL/mL + + + + -
3.1 pL/mL + + + + -
100 pL/mL - - - 2 -
50 pL/mL - - - + -
Anethum 25 uL/mL - - - + -
graveolens L 125 uL/mL + + + + -
6.3 uL/mL + + + + -
3.1 uL/mL + + + + -

(+): turbidez (-): no existe turbidez

Fuente: Registro de andlisis del CMI, 2022
Realizado por: Rosero C., 2022
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En la Tabla 4-9 se determina que la concentracion minima inhibitoria del aceite esencial de
Mentha pulegium se encuentra en la concentracion 25 uL/mL, y para el aceite de Anethum
graveolens L la concentracion minima inhibitoria se encuentra en la concentracion de 25
uL/mL.

Discusion

La determinacion de la concentracién minima inhibitoria para el aceite de Mentha pulegium y
Anethum graveolens L se realiza observando la turbidez presente en los tubos de ensayos con
diferentes soluciones de los aceites esenciales, para el caso de las cepas de Enterococcus

faecalis se obtuvo que, para ambos aceites, la concentracién minima inhibitoria es de 25 pL/mL.

(Serrano et al., 2013: pp.58-59) en su estudio menciona que la inhibicién del crecimiento bacteriano
que aporta el aceite esencial de Mentha pulegium con una concentracion de 0.03% es moderada.
(Quevedo, 2022, pp.45-46) por su parte indica que para Anethum graveolens L se evidencia una
inhibicion minima con 0.5 mg/L para Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Esta
diferencia de valores se explica dado que la composicion de los aceites esenciales se ve
influenciada por los diversos factores ambientales, climaticos y de altitud, lo que a su vez varia

las respuestas antimicrobianas.
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4.6.3. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de la mezcla de los aceites

esenciales de Mentha pulegium y Anethum graveolens L frente a Candida albicans

Tabla 4-10: Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de la mezcla de Mentha
pulegium y Anethum graveolens L contra Candida albicans

Aceites Diluciones Repeticion Repeticion Repeticion = Control Control
esenciales 1 (turbidez) 2 (turbidez) 3 (turbidez) positivo negativo
100 - - - + -
Mentha = pL/mL
pulegium 50 pL/mL - - - + -
Y 25 uL/mL - - - + -
Anethum 125 - - - + -
graveolens uL/mL
L 6.3 + + + + -
uL/mL
3.1 + + + + -
uL/mL

(+): turbidez (-): no existe turbidez

Fuente: Registro de andlisis del CMI, 2022
Realizado por: Rosero C., 2022

En la Tabla 4-10 se determina que la concentracién minima inhibitoria de la mezcla de los
aceites esenciales de Mentha pulegium y Anethum graveolens L se encuentra en la

concentracién de 12.5 puL/mL.

Discusion

Para determinar la concentracion minima inhibitoria de la mezcla de Mentha pulegium y
Anethum graveolens L se utilizd la misma metodologia respecto observacion de turbidez de los
tubos de ensayos, para lo cual se obtiene que a una concentracion de 12.5 uLL/mL ya no existe
crecimiento de la cepa de Candida albicans. (Criollo et al., 2013: pp.32-35) realiz6 una mezcla de 3
aceites esenciales de Rosmarinus officinalis, Myrceugenella apiculata y Mentha pulegium y
evaluo su actividad frente a Fusarium sp., y demostrd que dichas mezclas presentaron valores
de CMI de 62.5 uLL/mL, valore considerablemente elevados frente a los resultados obtenidos en

el laboratorio con mezcla de 2 aceites esenciales.
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4.6.4. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de la mezcla de los aceites
esenciales de Mentha pulegium y Anethum graveolens L frente a Enterococcus

faecalis

Tabla 4-11: Determinacion de la concentracion minima inhibitoria de la mezcla de Mentha
pulegium y Anethum graveolens L contra Enterococcus faecalis

Aceites Diluciones Repeticion Repeticion Repeticion = Control Control
esenciales 1 (turbidez) 2 (turbidez) 3 (turbidez) positivo  negativo
100 pL/mL - - - + -
Mentha 50 pL/mL - - - + -
pulegium 25 uL/mL - - - + -

Y 12.5 uL/mL - - - + -
Anethum 6.3 pL/mL + + + + -
graveolens 3.1 uL/mL + + + + -

L

(+): turbidez (-): no existe turbidez
Fuente: Registro de andlisis del CMI, 2022
Realizado por: Rosero C., 2022

En la Tabla 4-11 se determina que la concentracién minima inhibitoria de la mezcla de los
aceites esenciales de Mentha pulegium y Anethum graveolens L se encuentra en la

concentracién de 12.5 puL/mL.

La actividad minima inhibitoria de la mezcla de aceites esenciales de Mentha pulegium y
Anethum graveolens L es de 12.5 uL/mL, que al ser comparada con la CMI de los aceites por
separado se evidencia una mejoria respecto a la inhibicion, pues por separado cada aceite
esencial presenta una CMI de 25 pL/mL. Datos que se correlacionan con lo propuesto por (Pajaro
et al., 2017: p.8), ya que, al determinar la concentraciéon minima inhibitoria de una mezcla de
aceites esenciales, esta fue menor que cuando se realizd por individual, frente a cepas de

Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus

44



4.7.Determinacion de la concentracion minima bactericida y fungicida de los aceites
esenciales de Mentha pulegium y Anethum graveolens L

Para la determinacion de la concentracion minima bactericida y fungicida se utiliza los tubos en
los que se determina el CMI y se toma 100 uL de cada uno de los tubos en los que no se
presenta turbidez incluido el del CMI, se colocan en cajas Petri que contienen agar nutritivo.

4.7.1. Determinacion de la concentracion minima fungicida de los aceites esenciales de

Mentha pulegium y Anethum graveolens L frente a Candida albicans

Tabla 4-12: Determinacion de la concentracion minima fungicida de Mentha pulegium y

Anethum graveolens L contra Candida albicans.

Aceites esenciales Diluciones Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
100 pL/mL - - -
Mentha pulegium 50 uL/mL - - -
25 pL/mL - ; -
12.5 pL/mL + + +
6.3 uL/mL + + +
100 pL/mL - - -
50 pL/mL - ; )
Anethum graveolens 25 pL/mL - - -
L 12.5 uL/mL + + +
6.3 pL/mL + + +

(+): crecimiento (-): no existe crecimiento

Fuente: Registro de analisis del CMB, 2022
Realizado por: Rosero C., 2022.

En la Tabla 4-12 se determina que la concentraciébn minima fungicida del aceite esencial
Mentha pulegium se encuentra en la concentracion 25 pL/mL y para el aceite esencial de
Anethum graveolens L la concentracién minima fungicida se encuentra en la concentracién 25
pL/mL.

Discusion

Al determinar la concentracion minima fungicida, se pretende conocer la menor concentracion a

la que, el aceite esencial es capaz de inducir la muerte de un hongo o levadura de interés, para lo
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cual se sembré aquellas diluciones que no presentaron turbidez, incluyendo la CMI (12.5
uL/mL), se observo que la concentracion minima bactericida para el aceite esencial de Mentha
pulegium y Anethum graveolens L fue de 25 pL/mL en ambos casos.

(Peinado, 2018, pp.94-96) menciona que el aceite esencial de Mentha pulegium presenta una gran
actividad fungicida, pues su CMB la obtuvo con una concentracion del 30% del aceite esencial
frente a Rhizoctonia solani, ademas determina que el principal responsable de la actividad
fungicida es el mentol. Por otro lado, (Castro et al., 2017: p.49) menciona que con 50 pL/mL de
aceite esencial de Anethum graveolens L se logra la actividad fungicida para hongos que
participan en la descomposicion de alimentos, valor que es mayor al obtenido al laboratorio

debido a las diferentes técnicas de extraccion de aceites esenciales utilizadas.

4.7.2. Determinacion de la concentracion minima bactericida de los aceites esenciales de

Mentha pulegium y Anethum graveolens L frente a Enterococcus faecalis

Tabla 4-13: Determinacion de la concentracion minima bactericida de Mentha pulegium vy

Anethum graveolens L contra Enterococcus faecalis

Aceites

ssenciales Diluciones Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3

100 pL/mL - - -

Mentha 50 pL/mL - - -

pulegium 25 uL/mL . + T

12.5 uL/mL + + +

100 pL/mL - - -

Anethum 50 uL/mL - - -

graveolens L 25 pl/mL + + +

12.5 pL/mL + + +

(+): crecimiento (-): no existe crecimiento

Fuente: Registro de analisis del CMB, 2022
Realizado por: Rosero C., 2022

En la Tabla 4-13 se determina que la concentracién minima bactericida del aceite esencial
Mentha pulegium se encuentra en la concentracion 50 pL/mL y para el aceite esencial de
Anethum graveolens L la concentracion minima bactericida se encuentra en la concentracion 50
uL/mL.
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Discusion

Una vez realizada la respectiva siembra de las soluciones sin turbidez, se evidencié un
crecimiento bacteriano en las diluciones 12.5 y 25 uL/mL, mientras que a partir de los de 50
uL/mL se observo la concentracion minima bactericida para ambos aceites esenciales: Mentha
pulegium y Anethum graveolens L. (Fernandez et al., 2017: p.23) mencionan que la actividad
bactericida del aceite esencial Mentha pulegium, se debe a su capacidad para desnaturalizar
proteinas y alterar la membrana celular de las células, incluido las bacterias. Mientras que en el
caso del aceite esencial de Anethum graveolens L, (Marquez et al., 2003: p.63) al realizar un estudio
de los productos naturales con actividad antimicrobiana descubrié que los compuestos

terpenoides le brindan la cualidad de bactericida a la planta en mencion.

4.7.3. Determinacion de la concentracién minima fungicida de la mezcla de los aceites

esenciales de Mentha pulegium y Anethum graveolens L frente a Candida albicans

Tabla 4-14: Determinacion de la concentracion minima fungicida de la mezcla de Mentha

pulegium y Anethum graveolens L contra Candida albicans

Aceites esenciales Diluciones Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
100 pL/mL - - -
Mentha pulegium 50 uL/mL - - -
Y 25 pL/mL - - -
Anethum graveolens L 12.5 uL/mL + + +
6.3 pL/mL + + +

(+): crecimiento (-): no existe crecimiento

Fuente: Registro de analisis del CMF, 2022
Realizado por: Rosero C., 2022

En la Tabla 4-14 se determina que la concentracion minima fungicida de la mezcla de los
aceites esenciales Mentha pulegium y Anethum graveolens se encuentra en la concentracion 25
pL/mL.

Discusion

Una vez que se determind la concentracién minima fungicida de los aceites esenciales por
individual, se realiza el mismo proceso para la mezcla a distintas concentraciones de los aceites

de Mentha pulegium y Anethum graveolens L, la CMF para esta mezcla corresponde a 25
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uL/mL, lo que al comparar con las CMF individuales no se observa una mejoria pues la dilucion
con efecto minimo fungicida es de 25 pL/mL para ambos aceites esenciales. Este resultado se
contrapone a lo expuesto por (Criollo et al., 2013: pp.32-35), quien al mezclar los aceites esenciales
de Mentha pullegium y Rosmarinus. officinalis en una proporcion 50/50 disminuy6 la
concentracion minima fungicida en comparacion a cuando se utilizé los aceites de manera

independiente.

4.7.4. Determinacion de la concentracion minima bactericida de la mezcla de los aceites
esenciales de Mentha pulegium y Anethum graveolens L frente a Enterococcus

faecalis

Tabla 4-15: Determinacién de la concentracion minima bactericida de la mezcla de Mentha

pulegium y Anethum graveolens L contra Enterococcus faecalis.

Aceites esenciales Diluciones Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3
100 pL/mL - - -
Mentha pulegium 50 uL/mL - - -
Y 25 pL/mL - - -
Anethum graveolens L 12.5 pL/mL + + +
6.3 uL/mL + + +

(+): crecimiento (-): no existe crecimiento

Fuente: Registro de analisis del CMF, 2022
Realizado por: Rosero C., 2022

En la Tabla 4-15 se determina que la concentracion minima bactericida de la mezcla de los
aceites esenciales Mentha pulegium y Anethum graveolens L se encuentra en la concentracion
25 pL/mL.

Discusion

Al combinar los aceites esenciales de Mentha pulegium y Anethum graveolens L se observ6 una
mejoria respecto a la capacidad bactericida, pues en ambos casos la CMB fue de 50 uL/mL,
mientras que, al combinar dichos aceites y por consecuente sus metabolitos activos, la
concentracion minima bactericida se reduce a 25 pL/mL. Esta mejoria se explica con los datos
emitidos por (Lépez, 2021, pp.57-61), quien establece que el género Mentha presenta un sinergismo
al momento de combinarse con otros compuestos que tengan actividad antimicrobiana, sobre

todo en microrganismos gran positivos, como es el caso de Enterococcus.
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.Conclusiones

Se logré obtener los aceites esenciales de Anethum graveolens L y Mentha pulegium, los
cuales al realizarles las determinaciones organolépticas y fisicoquimicas se determind que
cumplen los parametros de calidad por lo que pudo garantizar la pureza de cada aceite
obtenido.

Se determind la actividad antimicrobiana y antifungica de los aceites de Anethum
graveolens L y Mentha pulegium mediante el uso del método Kirby Bauer, logrando
establecer que el aceite de Mentha pulegium a una concentracién de 5000 ppm presento
mayor actividad antifingica y antimicrobiana contra las cepas de Candida albicans y
Enterococcus faecalis con halos de inhibicion promedio de 20 mm y 15 mm
respectivamente, mientras que el aceite esencial de Anethum graveolens L a una
concentracién de 5000 ppm fue la que presento mayor actividad antifingica y
antimicrobiana con halos de inhibicion de 19 mm contra la cepa de Candida albicans y 12

mm contra la cepa de Enterococcus faecalis.

Se logré determinar mediante la escala de Duraffourd que el aceite esencial de Mentha
pulegium contra la cepa de Candida albicans se considera sumamente sensible y contra la
cepa de Enterococcus faecalis se considera muy sensible, mientras que el aceite esencial de
Anethum graveolens L contra la cepa de Candida albicans se considera muy sensible y
contra la cepa de Enterococcus faecalis se considera sensible. La mezcla de los aceites
esenciales de Anethum graveolens L y Mentha pulegium a una concentracion de 5000 ppm
presentd mayor actividad antifingica y antimicrobiana contra las cepas de Candida albicans
y Enterococcus faecalis presentando halos de inhibicién de 21 mm contra Candida albicans
lo que permitié definirlo como sumamente sensible y 12 mm contra Enterococcus faecalis

lo que nos permitié clasificarlo como sensible.

Mediante el uso del método de macro dilucion en caldo y los aceites esenciales a
concentraciones de 100 pL/mL, 50 pL/mL, 25 pL/mL, 12.5 pL/mL, 6.3 pL/mL, 3.1 uL/mL,
se determind la concentracion minima inhibitoria, la concentracion minima fungicida y
bactericida. La concentracion minima inhibitoria del aceite esencial de Mentha pulegium y

Anethum graveolens L frente a Candida albicans fue de 12.5 uL/mL. La CMI de los aceites
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esenciales contra la cepa de Enterococcus faecalis fueron de 25 pl/mL para ambos casos,
en cambio la mezcla de los aceites de Anethum graveolens L y Mentha pulegium
presentaron una concentracion minima inhibitoria de 12.5 puL/mL tanto para la cepa de
Candida albicans como para la de Enterococcus faecalis.

Los aceites de Anethum graveolens L y Mentha pulegium contra la cepa de Candida
albicans presentaron concentraciones minimas fungicidas de 25 upL/mL, por otro lado,
contra la cepa de Enterococcus faecalis los aceites esenciales presentaron concentraciones
minimas bactericidas de 50 uL/mL Yy la mezcla de los aceites contra las cepas de Candida
albicans y Enterococcus faecalis en ambos casos presentaron una concentracion minima
fungicida y bactericida de 25 pL/mL.
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5.2.Recomendaciones

Se recomienda realizar el tamizaje fitoquimico de Mentha pulegium y Anethum graveolens
L para conocer qué tipo de componentes y metabolitos presenta cada planta.

e Considerar evaluar la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales estudiados en este
trabajo experimental frente a otras cepas de interés clinico para valorar su sensibilidad.

e Se debe cumplir con todas las normas de bioseguridad al momento de trabajar en el

laboratorio.
e Utilizar distintas concentraciones de los aceites esenciales de Mentha pulegium y Anethum

graveolens L a las usadas en el presente trabajo para identificar el efecto antibacteriano de

ambos aceites.
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ANEXO A: EXTRACCION DE LOS ACEITES ESENCIALES.
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