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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1  FITOTERAPIA

1.1.1 DEFINICION E HISTORIA

El empleo de las plantas medicinales con finestiosa es una practica que se ha
utilizado desde tiempo inmemorial. Durante muclempo los remedios naturales, y
sobre todo las plantas medicinales, fueron el gah@ incluso el Unico recurso de que
disponian los médicos. Esto hizo que se profundiearel conocimiento de las especies
vegetales que poseen propiedades medicinales yaaraplexperiencia en el empleo de

los productos que de ellas se extraen. (29) (32)

La fitoterapia es el nombre que se aplica al usdicmal de las plantas. A principio de
este siglo, el desarrollo de la quimica y el desmibnto de complejos procesos de
sintesis organica desembocaron en la puesta enhanagpor parte de la industria
farmacéutica, de una nueva produccion de medicasieRara la fabricaciéon de muchos

de ellos utilizaron los principios activos de deteradas plantas medicinales. (28)

No debemos olvidar que los remedios a base deaglamedicinales presentan una
inmensa ventaja con respecto a los tratamientasicps. En las plantas los principios

activos se hallan siempre biologicamente equilibsagdor la presencia de sustancias
complementarias, que van a potenciarse entre firiab@ que en general no se acumulan
en el organismo, y sus efectos indeseables estdtadios. Sin embargo, a pesar de que
han aumentado las investigaciones y estudios fiear#tide las plantas medicinales,

todavia no se conocen muchos de los principiosact los que deben las plantas sus
extraordinarias cualidades. (28) (32) (39)



1.2 ACTIVIDAD BIOLOGICA.

Comprende una serie de determinaciones para estalbs diferentes tipos de actividad
terapéutica de la droga. A partir de los conocitogmancestrales de las plantas la ciencia
comenzaria a investigar las virtudes terapéutipagvachables de la plantas, averiguar

Su composicion quimica y separar sus distintocimims activos. (4) (28)

La actividad biolégica de una planta depende emeaariugar del principio o principios
activos mayoritarios que contiene, pero éstos Buelgtar acompafados de otros
principios que potencian o modulan la accién deplaseros; la proporcion en la que se

encuentran unos de otros es muy variable.

Una vez separados los principios activos y readigambn éxito las pruebas pertinentes,
los cientificos aceptan que esa planta puede Sead con finalidad curativa. (4)

1.3 ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA.

La actividad biocida se define como: “La capacidad posee un farmaco o compuesto
natural de inhibir el crecimiento de microorganisfh@&eneralmente los compuestos que
poseen dicha actividad vienen a tener un granéstemivel mundial, ya que con ellos se

puede controlar y hasta eliminar las infecciones@cadas por los microorganismos. (4)

1.4 ANTIBIOTICOS NATURALES.

Son aquellos remedios procedentes del mundo vegetalson capaces de inhibir el
crecimiento de microorganismos o de eliminarlos: 8quellos remedios naturales que

pueden ser capaces de evitar o curar muchas enfade® (9)

Los antibidticos naturales se diferencian de Idsbaicos sintéticos, es decir aquellos

producidos por sintesis en el laboratorio, enisentes caracteristicas:



- No tienen efectos secundarios: En general, porggemo producen reacciones
alérgicas o sensibilidad en el estomago.

- Son capaces de respetar los microorganismos bieseficpara el organismo, por
ejemplo, aquellos que son necesarios en la fleegtinal.

- No resultan peligrosos por acumulacion.

- Son baratos y faciles de conseguir. (9)

Entre los principales antibioticos naturales ten&mo

Ajo: ( Allium sativum Sin duda alguna el mejor bactericida y antivimalural. Contiene
mas de 20 componentes con propiedades antiviralesasgt 40 componentes
antibacterianos (Aliicina, acido cafeico, acidodbeo, acido clorogénico, quercetina,
etc.) Todo ello lo hace ideal para el tratamienterno de enfermedades respiratorias y
del aparato excretor. Usado externamente, sirna gasinfectar y prevenir infecciones

en las heridas. (9)

Cebolla: (Allium cepd De la misma familia que el ajo y con una comgoésisimilar la
cebolla constituye otro antibiético natural. Ri@anbién en componentes sulfurados,
acidos y flavonoides es uno de los mejores remeatadigrales para combatir procesos
infecciosos del aparato respiratorio (gripe, braigu faringitis, etc.) Usada

externamente, se considera un buen desinfect@te. (

Equinacea: Equinacea angustifolia).a principal virtud de la equinacea radica en sus
propiedades antimicrobianas en contra de bactdi@syos y virus que la configuran
como un auténtica alternativa a los antibiéticobmgps. La razdn de esta propiedad se
debe a su capacidad para estimular el sistema itarion produciendo mas glébulos

blancos. (9)

Jengibre: Zingiber officinale) Es su capacidad antibacteriana y su tolerancialgsor
microorganismos necesarios en la flora intestihactobacillus) la que le permite
aumentar la riqueza de esta, eliminando microosgams perjudiciales, como la

Escherichia coli responsable de la mayor parte de las especianentios nifios, y



muchos casos de gastroenteritis. Su poder antiztde es capaz de eliminar el
Helicobacter pylorj una bacteria, cuyas secreciones de amoniaccasoque se protege

de los jugos gastricos son las responsables gmtacen de muchas Ulceras. (9)

Tomillo (Thymus vulgarispon fundamentalmente los acidos que contiengokstéa los
que le proporcionan propiedades antivirales. Eliltones un fuerte antibacteriano.

Usada externamente es un potente desinfectantgdya aycicatrizar las heridas. (9)

Romero: (Rosmarinus officinalis) EI romero contiene méas de 40 principios
antibacterianos y mas de 20 antiviricos. Usadmfsiones puede ayudar a combatir los
gérmenes de las enfermedades respiratorias oimatest Utilizado como aromatizante

en la comida impide al mismo tiempo la proliferacde gérmenes patdgenos. (9)

Menta: (Mentha ssp) Las mentas también son muy ricas en principitbacterianos,

especialmente indicadas para prevenir putrefacsiomestinales. (9)

Tila: ( Tilia sp.)La tila posee propiedades antivirales y antib&tas capaces de inhibir
el crecimiento de virus y bacterias, por lo quailtasmuy Util su administraciéon durante
los periodos en que el organismo se ve obligadwlzal contra las infecciones. En este

sentido se puede considerar esta planta como umaniikiotico natural. (9)

1.5 ROMERO (Rosmarinus officinalis)

1.5.1 HISTORIA

El romero es una de las especies aromaticas quermagdicamento ha tenido desde
tiempos remotos, merced a sus propiedades meegjrt@mestibles y aromatizantes.

El romero fue introducido a traves de los Alpes jos primeros monjes cristianos,
siendo muy popular en los jardines monasticos. die gsparcir sobre los cajones y
roperos para alejar las polillas. (10) (11) (22)

En la antigua Roma se empleaba para adornar licariet de los espiritus protectores

del hogar.



En Atenas se solia colocar las ramas de romere $abmanos de los fallecidos, como
simbolo de la inmortalidad del alma. Los jéveneslo@aban ramas entrelazadas en el

pelo para estimular la memoria y el resto de ataides mentales. (11)

Por otra parte, el romero se esparcia en las kabizs de los enfermos como
desinfectante aromatico. También se lo emple6 pacorar las habitaciones en las
festividades navidefias. El aceite esencial fuenadwepor destilacion por primera vez en
1330 gracias a las investigaciones de Ramon lAyblartir de entonces fue muy popular
como ingrediente en perfumeria. Entre 1820 y 1%$50ve inscripto en la Farmacopea de
los Estados Unidos. (22) (27)

1.5.2 DESCRIPCION BOTANICA DEL ROMERO

El romero, es una especie del génBosmarinuscuyo habitat natural es la regién
mediterranea, sur de Europa, norte de Africa y thmBsia Menor. En Espafia se halla
en la mayor parte de Catalufia, hasta los Pirin@eo&ragon y Navarra, Castilla-La
Mancha, Castilla-Le6n, La Rioja, Madrid, Murcia, te&madura, en las zonas
montafiosas de la Comunidad Valenciana, Andalucislas Baleares. Es muy poco

frecuente en puntos del norte o noroeste de lanpelai. (10) (40)

Se cria en todo tipo de suelos, preferiblementealidos, secos y algo arenosos y
permeables, adaptandose muy bien a los suelosspdbrece en zonas litorales y de
montafia baja (laderas y collados). A mas alturaneaor rendimiento en la produccion
de aceite esencial. Forma parte de los matorraleseg desarrollan en los sitios secos y
soleados en las zonas de encinar, zonas degragadds tala o quema y laderas

pedregosas y erosionadas. Florece dos veces aapomavera y en otofio. (10)

Nativa del area mediterranea, el romero es actuaémempliamente cultivado en otras
partes del mundo, aunque se desarrolla preferentemen un clima calido y
relativamente seco. La planta toma el nombreraggnarinus un término latino que
significa "rocio de mar"”. (11)

Clasificacion cientifica:



REINO: Plantae

SUBREINO: Tracheobionta

DIVISION: Magnoliophyta

CLASE: Magnoliopsida

ORDEN: Lamiales

FAMILIA: Lamiaceae

SUBFAMILIA: Nepetoideae

GENERO: Rosmarinus

ESPECIEOfficinalis

El romero es un arbusto lefioso de hojas perenngsamificado, puede llegar a medir 2
metros de altura. Lo encontramos de color verde &éfio, con tallos jovenes borrosos
(aunque la borra se pierde al crecer) y tallos @i@® color rojizo y con la corteza
resquebrajada. (9) (43)

Las hojas, pequeiias y muy abundantes, presentara florear. Son opuestas, sésiles,
enteras, con los bordes hacia abajo y de un celglevoscuro, mientras que por el envés
presentan un color blanquecino y estan cubiertaglifesidad. En la zona de unién de la

hoja con el tallo nacen los ramilletes florifer(d.

Las flores son de unos 5 mm de largo. Tienen laladsilabiada de una sola pieza. El
color es azul violeta palido, rosa o blanco, colizcéerde o algo rojizo, también
bilabiado y acampanado. Son flores axilares, maynaticas y meliferas (contienen
miel), se localizan en la cima de las ramas, tigtomnestambres encorvados soldados a la

corola y con un pequefio diente. (7) (43)

El fruto, encerrado en el fondo del caliz, estanfado por cuatro pequefias nuececitas

trasovadas, en tetraquenio, de color parduzco.

Floraciéon: En zonas templadas, practicamente tbdée En zonas frias, de finales del

invierno a mediados de otofio. (7)



FOTOGRAFIA No. 1 ROMERO, Rosmarinus officinalis.

1.5.3 COMPOSICION QUIMICA

Terpenoides: carnosol o picrosalvina (diterpeno rgnja acido oleanico, acido
oleandlico, acido acetiloleandlico, acido urséligoacido acetilursoélico (triterpenos),
acido carnosilico, rosmaridienol, 7-metoxirosmaaol,f — amirenoma, etc.

Flavonoides: apigenina, diosmetina, diosmina, Higma, luteolina, cirsimarina,

nepritina, sinensetina, cupafolina.

Acidos fendlicos (cafeico, clorogénico, labiatio@oclorogénico y rosmarinico), colina,
taraxasterol, lupeol, campesterol, taninos.

Diterpenos (carnosol, rosmanol, rosmadial)

Acidos triterpénicos (acido ursolico) 2 a 4%

Alcoholes triterpénicos (alfa y beta-amirina, bésidio) (41) (48)

Tiene pequeias cantidades del alcaloide rosmaricina
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GRAFICO No. 1 CARNOSOL

Ademas contiene taninos, azlcares y elementos ahéser

- 1,11% de sodio

- 1,06% de potasio

- 0,63% de calcio

- 0,23% de magnesio

- 17 partes por millén (ppm) de hierro

- 10 ppm de cobre

- 26 ppm de zincy

- 15 ppm de manganeso.

- Aceite esencial, 1,2 a 2%
El aceite esencial es un aceite intenso, estineilarftiene propiedades analgésicas,
antisépticas, antidiarreicos, antirreumaticas, tiegpasmadicas, astringentes, es un
estimulante circulatorio, sudorifico, cicatrizantepatico y tonificante. En dosis altas
puede ser toxico. (1)
2% de aceite esencial, formado principalmente por:

- Derivados terpénicos, carburos como dextro y leeopi.

- Canfeno C10H16

- o-Pineno

- 1,8 - Cineol C10H180, también llamado eucaliptoh32%

- Alcanfor de romero (12%)

- Limoneno

- Borneol C10H180 (antiséptico, antiespasmaddico) 18%



- Acetato de bornilo C10H1700C.CHS3, tanino (astringgrun principio amargo,

saponina acida, un glucésido, resina, acidos ocgani

1.5.4.- ACCION FARMACOLOGICA:

Rica en principios activos que ejercen su accidbres;ciumerosos Organos como:
analgésica, antidiarreico, antirreumatica, astrge sudorifico, cicatrizante, tonico,

estimulante, diurético, colagogo, estomacal. (88) (

El romero es carminativo, digestivo y antiespasicidiy tiene propiedades
hepatoprotectoras. El efecto favorable que ejercéaeligestion se produce al actuar
sobre varios niveles. En primer lugar estimulariadpccién de jugos gastrointestinales.
Ademas relaja el musculo liso, elimina posiblesassos y favorece las secreciones.

En cuanto a la actividad antiinflamatoria de log@pios activos del romero, se ha
comprobado en animales de experimentacion quei@b &osmarinico incrementa la
produccion de prostaglandinas E2 y reduce la pwdaocde prostaglandina B4 en

leucocitos polimorfos nucleares humanos.(7) (48)

También se ha demostrado en ratas que el extratrtoaltohdlico de la planta tienen
una actividad anti ulcerosa, efecto que algunosestigadores atribuyen a los

componentes antioxidantes que contiene. (7) (50)

También es muy habitual el uso de la tintura deldata, el extracto fluido o seco y la
esencia. Esta ultima, asociada a otros aceitesciak3) forma parte de diversas
especialidades farmacéuticas como linimentos, pamad geles para tratar dolores
musculares y articulares, asi como de preparadbslatorios para afecciones
respiratorias. (50)

La esencia sola se utiliza también para preparaicehol de romero, con el que se
realizan fricciones en zonas doloridas. Efectosursg&rios y contraindicaciones; se

considera que el principio activo del romero cardeetoxicidad; sin embargo, las
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personas especialmente sensibles pueden expermmeamtacciones alérgicas,

especialmente dermatitis por contacto. (50)

Asimismo, no es recomendable que las personas d@ounla@s biliares recurran a esta
droga sin consultar previamente con un médico. Estalebido a que cuando existe
litiasis biliar, un aumento del drenaje de la velsidiliar puede ir acompafiado de una
obstruccidon de los conductos biliares. Finalmeatamque la probabilidad de presentar
una intoxicacion por el consumo de infusiones deer® es muy baja, una sobredosis
podria derivar en un cuadro caracterizado por espagbdominal, vOmitos,
gastroenteritis, hemorragia uterina e irritacidmate

En cuanto al uso del aceite esencial, en concentieselevadas puede ser toxico para el
sistema nervioso central y provocar convulsiones.g3te motivo, no se recomienda su
uso durante periodos de tiempo prolongados o & dusyores a las recomendadas y se
debe tener especial cuidado cuando se usa en Ridosia topica, la esencia de romero

puede causar dermatitis y eritema en personasskeipgbles. (11)

El romero no debe usarse en el transcurso del eadpaya que existe la posibilidad de
gue induzca un aborto espontaneo por su posihtéoedstrogénico.

Tampoco debe emplearse durante la lactancia. Aulagpeobabilidad de presentar una
intoxicacién por el consumo de infusiones de ronesronuy baja, una sobredosis podria
derivar en un cuadro caracterizado por espasmonahdh vOmitos, gastroenteritis,

hemorragia uterina e irritacion renal las dosisidéarecomendadas por via interna son:

En infusion: 2-4 g de la droga al dia. Se prepat@aedo 150 ml de agua hirviendo a la
droga finamente cortada. Se deja infundir 10-15 yrse filtra. Se pueden tomar hasta 3
tazas al dia, preferiblemente después de las centitieextracto fluido: 30 gotas, 3 veces
al dia. En esencia: 3-4 gotas, 3 veces al dia,neterudn de azucar. En extracto seco
nebulizado: de 0,3 a 2 g al dia. Para uso exteencesomienda: Bafo: es la forma
tradicional, y una de las mas eficaces, de emmkeasmero. Tiene un efecto ténico y

estimulante. Se prepara hirviendo brevemente ¥drapa. (7)
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El aceite esencial es un aceite intenso, estimalarftiene propiedades analgésicas,
antisépticas, antidiarreicos, antirreumaticas, tiegpasmadicas, astringentes, es un

estimulante circulatorio, sudorifico, cicatrizartiepatico y tonificante. (1)

1.5.5 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA.

En el romero Rosmarinus officinalisla mayor parte de la evidencia de los usos
medicinales provienen de la experiencia clinica npds de estudios cientificos. Sin
embargo, recientes estudios de laboratorio hanratwstque el romero disminuye el
crecimiento de algunas bacterias tales c&sherichia colly S. aureus(7)

A nivel infectologico diferentes extractos de romban demostrado actividad inhibitoria
en cultivos deStaphylococcus aureusEscherichia coli, Corynebacteriusp., bacillus
subtilis, Salmonellap., La tintura de hojas resultd ser activa coi@endida albicans/

el aceite esencial frente a los insectos fitopatogAttagenud piceug7)

El Aceite esencial de romero presenta propiedadésniarobiales contraCandida
albicans, Cryptococcus neoformans, Mycobacteriuntragellularae, Klebsiella
pneumoniae y Pseudomonas aeruginosnvestigadores europeos atribuyen estas

propiedades al alto contenido de 1,8-cineol, ptesem la esencia (40).

En todos los casos la actividad antioxidativa dedsus componentes, carnosol y acido
ursolico, serian los responsables del mencionastdce&ntimicrobiano.

Se ha realizado estudios de la eficacia de un agtratandlico de romero contra
Staphylococcus aurewen dos modelos de infeccién en piel de ratén, cparcejemplo
infecciones producidas en heridas quirargicas. lessiltados evidenciaron la accién
bacteriostatica del extracto & officinalis que contiene 4,6 % de polifenoles activos
contra la bacteria patégeisa aureusen la infeccion presente en la piel de ratop. (7
(11)

Otros usos y propiedades: Es apreciada como @aoaatica, en aplicaciones culinarias

y la industria de la perfumeria y en conservac@mldnentos. (51)
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1.6 TOMILLO ( Thymus vulgaris)

1.6.1 HISTORIA:

El uso del tomillo data de tiempos muy antiguoss egipcios lo empleaban como una de
las sustancias aplicadas en los procesos de manidic EI nombrelhymusproviene
del griegothumusque significa fuerza o coraje, ya que se empleabaipalmente como
infusidon energizante y como antiséptico de herataguerreros. Esta nomenclatura fue
empleada por Teofrasto para designar tanto al wnobmo a la ajedrea. Se la
recomendaba como antidoto para las mordedurasrpierges. El propio Carlo Magno
orden6é su cultivo en todos los jardines para amftae tanto sus propiedades

medicinales como culinarias. (42) (44)

En el siglo XVI fue cultivado extensamente en tdflaopa y regiones aledafnas al
Mediterraneo, formando parte de numerosas recepagparados correspondientes a las
primeras farmacopeas europeas. En 1725, un botiaman llamado Neumann obtiene

el aceite esencial, comenzando a partir de ent@cestudio con fines terapéuticos. (43)

FOTOGRAFIA No. 2 TOMILLO, Thymus vulgaris.
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1.6.2 DESCRIPCION BOTANICA DEL TOMILLO:

Crece espontaneo por todo el sur de Europa, dendspsoduce bien, ya sea por semillas
0, mas frecuentemente por division de las mataprenavera. Prefiere los terrenos
ligeros y pedregosos, y cuando es cultivado, reguiegos repetidos durante los calores
excesivos. (42) (44)

Clasificacion cientifica:
REINO: Plantae
DIVISION: Magnoliophyta
CLASE: Magnoliopsida
ORDEN: Lamiales
FAMILIA: Lamiaceae
GENERO:Thymus

FOTOGRAFIA No. 3 FLORES DE TOMILLO .

El Tomillo pertenece a la familia de las labiadésarsza de 15 a 30 cm. de altura,
muestra hojas opuestas, lanceo-ladas, con los de@mellados y densamente pilosas.
Las flores del Tomillo son diminutas, agrupadasraimos terminales muy densas,
rosadas o blanquecinas. Caliz de color rojizo wnaon la garganta obstruida por
pelitos blancos. El labio superior muestra trestgi@tos cortos, y el inferior dos largas y
estrechas lacinias. La corola mide entre 7 y 8 maparece dividida en dos labios: el
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superior escotado y en inferior subdividido en tdsilos divergentes. Toda la planta
desprende un fuerte aroma al estar provista dedgj@®m esenciales. Se recolectan
primordialmente elThymus vulgarisy el Tomillo salsero o blanco. Los romanos lo

introdujeron en la cocina, perfumando vinos y qeegsn)(60)

1.6.3 COMPOSICION QUIMICA:

Aceite esencial (0,8- 2,5 %): Presenta fundameraiale timol (40%), p- cimeno (15 —
50%), alcanfor (11 — 16%), carvacrol (2.5 — 14.6 Woplol (4%), 1,8- cineol (3%)y-
terpineno (1-5%), borneol, acetato de bornilo, @&ocede linalino, geraniob, y p- pineno,

limoneno.

OH

GRAFICO No. 2 TIMOL

El rendimiento porcentual de aceite esencial deilto varia al método utilizado para su
extraccibn ya sea por destilacibn con agua, destilacon vapor de agua o la

combinacion de ambas. (7)

Flavonoides: Principalmente heterésidos del lutgahpigenol, y en menor medida
flavonas metoxilidas: cosmosiina, timonina, isotiima, timusina, naringenina. También

se ha sefialado la presencia de flavanonas, flae®ydieterdsidos de luteolina.

Otros: taninos (7-10%), serpilina (principio amgrggaponinas acidas y neutras, acido
labiatico, oleandlico y ursélico (1,5%), acidosifearboxilicos (clorogénico y cafeico),

acido rosmarinico (1%), acido litospérmico, resirfas
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1.6.4 ACCION FARMACOLOGICA:

Se lo utiliza como digestivo. Estimulante del dapetantiparasitario, antihelmintico,
anticatarral, antimicrobiano, antiséptico, cicante, antiespasmoddico, carminativo,

expectorante, mucolitico, diaforético. (2) (7)

Las propiedades carminativas del aceite esencialataillo lo hacen un efectivo

tratamiento para diferentes malestares estomag@)es.

1.6.5 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Aun cuando no se conocian los antibi6ticos, eliltorara considerado como un eficaz
desinfectante. Actualmente, estda comprobado quec@mponentes fendlicos, timol y
carvacrol, tienen actividad antibacteriana frentggéamenes gran positivos y gran
negativos. Este efecto se debe a su accion sobnertgbrana bacteriana. Ademas tiene

accion anti fangica (eficaz cont@andida albicanky antivirica. (7)

El timol es un producto extraido por la indust@aniacéutica y ha sido extensamente
documentado por su accion antibacterial, antiwréiingicida sobre diferentes tipos de

microorganismos aun aquellos que ya son resistaritemedicina tradicional. (7)

El agente activo del tomillaroymus vulgarisgs el timol que se caracteriza por su poder
desinfectante y fungicida. Por su sabor agradafié@ presente en la formulacién de
diversos enjuagues bucales, pastas de dientedJmacdisolucion de 5% de timol en

etanol se utiliza para la desinfeccion dermal ytreoimfecciones con hongos. (7)

El timol y el carvacrol componentes del aceite esdpresente en el tomillo, se emplean
en la industria alimenticia como antibacterianagp® aceites han mostrado un efecto
frente a bacterias Gram negativas y Gram posito@s resultados similares a los dados
por los antibidticos y al compararlos con el efedel &acido lactico sobrd..
monocytogenesse ha encontrado una inhibicion superior al 50% gaote de ambos

aceites. (7)
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Al eliminarse por via respiratoria y renal, el tdmproduce efecto antiséptico en el arbol

respiratorio y en las vias urinarias. (7)

Dentro de la actividad antimicrobiana, el timollycarvacrol han demostrado exhibir el
mayor espectro terapéutico comparativamente coestd de los componentes del aceite
esencial. Investigadores de la Universidad de Malp (Francia) han identificado

entre seis y siete quimiotipos diferentes en ejareglde tomillo europeos. En estudios
de actividad antibacteriana se ha visto, por ejemglie el quimiotipo 5 es el menos
activo en funcion de la concentracion inhibitoridnima de las cepas bacterianas,

mientras que el quimiotipo 1 presenta la mayowvatad antifungica. (6)

Frente aS aureus y Helicobactgaylori resulté activo in vitro el extracto acuoso de las
hojas de tomillo. Asi como la propiedad inhibitorilel aceite esencial frente a

Listeria monocytogen&)

Tanto el extracto acuoso como el acetdnico de konmiban desarrollado actividad

inhibitoria in vitro frente @M. tuberculosis(7)

El tomillo esta clasificada como planta medicingbectorante y atiespasmadica en las
vias respiratorias y ejerce un efecto relajantendedculo liso bronquial que justifica su

uso como antitusivo. (7)

La accion espasmolitica se debe al timol ya alaraol del aceite esencial, que se cree
tienen la capacidad de inhibir la disponibilidadl ckcio, con lo que podrian bloquear la

conduccion nerviosa. Poe otro lado, se ha compmhad la accion de los flavonoides

derivados del luteol potencia la accidén espasmalitie los fenoles, actuando sobre todo
en la trdquea. (7)

Por su actividad antiséptica, el tomillo tambiéné interés como antibacteriano de la
cavidad bucofaringea, asi como para el lavado dgase

La accién antibacteriana del tomillo se ve potaiigor la capacidad que tiene de
producir una estimulacion de la leucopoyesis y @hevacion de los valores de
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trombocitos en la sangre, por lo que también ssidera su uso como potenciador de la

accion de otros inmunosupresores. (7)

El aceite esencial de Tomillo actia como tonicoriosp, y en forma similar al romero

estimula el cerebro y la memoria por lo que redititaen casos de fatiga o debilidad. La
accion primaria del aceite esencial de Tomillo @we el tracto genito-urinario y sobre
las vias respiratorias compartiendo incluso praaled antisépticas con el eucalipto. El

aceite esencial posee timol, carvacyelerpinenop-Cimeno. (2)

1.7 ANALISIS DE LA DROGA CRUDA

Mediante el empleo de los métodos fisico-quimicesadalisis puede determinarse y

establecerse la calidad de una droga, @simo, completar su identificacién. (57)

La evaluacion fisico-quimica de las drogas compretiterentes métodos de analisis
que permitan la evaluacion de drogas crudasnakjude los cuales describimos a

continuacion:

1.7.1 DETERMINACION DE CENIZAS TOTALES, SOLUBLES EN AGUA E
INSOLUBLES EN ACIDO.

Se denominan cenizas totales al residuo inorgémimo se obtiene al incinerar una

droga, fundamentalmente en su determinacion gevica. (57)

Las cenizas solubles en agua es aquella partasaenizas totales que se disuelven en
agua Yy las acido insolubles, el residuo que seeobtdespués de la disolucion de las

cenizas totales en acido clorhidrico al 10%. (57)
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1.7.2 HUMEDAD

La presencia de exceso de agua en las drogas lesggtaede promover el crecimiento
de hongos, insectos y la hidrélisis de constitugeigiue pueden provocar el deterioro de

la droga.

Es por ello, que los limites en el contenido deaadgbe ser determinado para las drogas
vegetales, especialmente para aquellas que abstabémente la humedad o en las

cuales el deterioro puede ser promovido por lagm&a de un  exceso de agua. (57)

Los limites de agua usualmente establecidodas farmacopeas oscilan entre 8 y
14% con pocas excepciones. Los dos métodas unsados para determinar el
contenido de agua en las drogas vegetales sb gravimétrico (pérdida por
desecacion) y el azeotrdpico (destilacion cmiueno). EI método gravimétrico es
el mas facil, pero no es aplicable a dsogae contengan sustancias volatiles.
El método azeotrépico requiere de un uipm especial, lo cual
comparativamente dificulta su uso, pero eficaigle a drogas que contengan
sustancias volatiles. (57)

1.7.3 DETERMINACION DE SUSTANCIAS SOLUBLES.

Se basa en la extraccibn de las mctisg| solubles en agua, alcohol o
mezclas hidroalcohodlicas, mediante maceracipn evaporacion hasta sequedad

de una alicuota del extracto. (57)
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1.7.4 ESTUDIO QUIMICO CUALITATIVO

1.7.4.1 Tamizaje fitoquimico

El tamizaje fitoquimico o screening fitoquimico esa de las etapas iniciales de la
investigacion fitoquimica que permite determinaalitativamente los principales grupos
quimicos presentes en una planta y a partir de aliientar la extraccion y
fraccionamiento de los extractos para el aislaroidetlos grupos de mayor interés.

El tamizaje fitoquimico consiste en la extracci@lal planta con solventes apropiados y
la aplicacion de reaccion de color y precipitacibabe permitir la evaluacion rapida con
reacciones sensibles, reproducibles y de bajo .cdste resultados del tamizaje
fitoquimico constituyen Gnicamente una orientacipndeben ser interpretados en

conjunto con los resultados del tamizaje farmadotdg(57)

1.8 METODOS DE EXTRACCION

Los principales activos contenidos en las plantesipn ser extraidos mediante diversas
técnicas extractivas o bien pueden ser adminisiracimo tales, tal y como se

encuentran en la planta desecada o en la plastafr€l9)(35)

A lo largo de la historia la fitoterapia ha deshado diversos métodos de extraccion

para el mejor aprovechamiento de las virtudes éeitaqas de las plantas tratadas.

El método de extraccion utilizado depende del tilgoplanta a emplear (caracteres
organolépticos), de la concentracion de principamtivos y de sus propiedades

farmacoldgicas. (35)

El agua tiene un poder extractivo relativamente upéq, comparada con otros
disolventes también empleados. Uno de ellos y & oseado es el ALCOHOL en
diversas graduaciones. Muchas de las preparacexteactivas (extractos) se realizan

con este disolvente.
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Los métodos y técnicas operatorias a seleccionea pealizar la extraccion y/ o
aislamiento de principios activos de un materiajetal dependen de varios factores,

como son:

- La cantidad de agua. Cuanto mayor sea la cantidaabda, mas elevado sera el
agotamiento de los principios activos dentro dadata.

- Las influencias que entre unos y otros principictsvas pueden ocurrir, una vez
en solucion den lugar a una mayor solubilidad oanen otros casos.

- La temperatura. La infusion o el cocimiento a uemgeratura cercana a los
100°C favorece la extraccion. No obstante, a veoasiene hacer la extraccion
con agua fria, ya que puede interesar no extraernli@ados principios activos
gue solamente pasarian al agua con la ayuda el cal

- El tiempo. La duracion del contacto de la planta ebagua.

- El sistema empleado para la extraccion.

- El grado de pulverizacién de la planta. Aumentaelraccion cuanto mas
troceada esté la planta, pero hasta ciertos linaitpartir de los cuales pueden

originarse una serie de procesos fisicos que t#icel proceso. (35)

Segun la textura o los componentes de la planisteexvarios procedimientos:

INFUSION: se vierte el agua hirviendo sobre la fdacolocada en un recipiente de
cierre bien ajustado, a fin de evitar la pérdid@uecipios activos, y se deja en reposo de
5 a 15 minutos, filtrandose y tomandose inmediatamesGeneralmente se utiliza para

flores, hojas y tallos tiernos. (35)

DECOCCION: consiste en echar la planta en aguaehito y dejarla hervir durante 5 6
20 minutos, a una temperatura superior al puntebddlicion, en un recipiente cerrado

para evitar la evaporacion. Se utiliza para raiedies fuertes y cortezas.

MACERACION: Es un proceso de extraccion solido gquido. El producto sélido
(materia prima) posee una serie de compuestoslseslah el liquido extractante que son

las que se pretende extraer. (33) (35)
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Generalmente el agente extractante (fase liquidagl eagua, pero también se puede
emplear otros liquidos, como: vinagre, jugos, aibed 0 aceites aderezados con diversos
ingredientes que modificaran las propiedades daepitn del medio liquido. A veces el
producto empleado es el extracto propiamente diclodras el sélido sin los citados
compuestos o incluso ambas partes.

La naturaleza de los compuestos extraidos dependie ohateria prima empleada asi

como del liquido de maceracion.

DIGESTION: se trata de macerar la planta en agteamgperatura media, alrededor de
50°C, durante un tiempo determinado. Se utilizaeséddo para el agotamiento de las
drogas resinosas o cuando los disolventes empleafograsos (preparacion de aceites

medicamentosos). (36)

PERCOLACION O LIXIVIACION: en este caso el aguacaol u otro disolvente
atravesaria una columna llena de planta pulverjzagtastrando durante el proceso los

principios activos. Ej. café.

MACERACION-DECOCCION: se utiliza para ciertas tiaan compuestas de partes
vegetales duras y tiernas, en donde esta indicaderlas en maceracion antes de

cocerlas.

DIALISIS.- En la cual una membrana semipermeablenjie una seleccion de las

sustancias arrastradas por el disolvente. (35)
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1.9 METODOS PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD ANTIMICRO BIANA IN
VITRO.

1.19.1 METODO DE DILUCION

Estos métodos se basan en la determinacion deimieato del microorganismo en
presencia de concentraciones crecientes del anbibiéno, que se encuentra diluido en

el medio de cultivo (caldo o agar). (36)

Las primeras determinaciones se realizaron emptedaterias de tubos con caldo de
cultivo con un rango determinado de antimicrobiémacrodilucién). Esta metodologia
es muy engorrosa, por la cantidad de material yndeipulaciones necesarias para su

realizacion.

La apariciéon de un sistema de inoculacion multgpédea placas de agar popularizo el
método de dilucién en agar, en el que cada plama,una cierta concentracién de

antimicrobiano, permite inocular simultaneamentgram nimero de microorganismos.

La utilizacion de micro pipetas y de placas de mittulacion facilitd la utilizacion del

método de microdilucion con caldo; en la actualidadhan popularizado los métodos
automatizados comerciales de microdilucion en ¢dkimimente integrables en sistemas
(semi) automaticos de lectura e interpretacion dsultados, pero con el grave

inconveniente del incremento en el coste. (36)

Tradicionalmente estos métodos se han venido ugaardda determinacion de la CMI y
la concentracion minima bactericida (CMB) de losnaicrobianos. En la mayoria de los
casos se preparan diluciones del antimicrobiangregresion geométrica en base 2
utilizando un medio de cultivo adecuado; posteranta se inocula dicho medio y tras la
correspondiente incubacion para permitir el creenta del microorganismo se realiza la
lectura, determinando qué concentracion causa febiaidn del crecimiento del

microorganismo. Si se realiza un subcultivo en meih antimicrobiano de los medios

sembrados previamente puede determinarse tambaétivadad bactericida.
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Un ejemplo de este tipo de método es el de MitsdEerual consiste en mezclar en un
medio de cultivo el extracto de la sustancia daymy posteriormente inocular un grupo
de microorganismos que deben ser representativdssdéiferentes grupos existentes.
(36)

1.9.2 METODO DEL ANTIBIOGRAMA DISCO-PLACA

El antibiograma disco-placa consiste en deposstaia superficie de agar de una placa
de petri previamente inoculada con el microorganisrdiscos de papel secante
impregnados con los diferentes antibioticos. Taonfar el disco impregnado de
antibiotico se pone en contacto con la superfiGiméda del agar, el filtro absorbe agua y
el antibiotico difunde al agar. El antibidtico difde radialmente a través del espesor del
agar a partir del disco formandose un gradienteaheentracion. Transcurridas 18-24

horas de incubacion los discos aparecen rodeadasmpa@ona de inhibicién. (36)

La concentracion de antibiotico en la interfaseeshacterias en crecimiento y bacterias
inhibidas se conoce como concentracion critica psexima a la concentracion minima
inhibitoria (CMI) obtenida por métodos de dilucid®in embargo, los métodos disco-
placa no permiten una lectura directa del valofadEMI. Para cuantificarla, basta con
haber contrastado previamente el sistema disc@pan un gran numero de cepas de
CMI conocidas que han estado previamente determingmbr otros meétodos de

determinacion de la sensibilidad a los antimicrobga(ej.: método de dilucion). (36)

Esta determinacion se realiza con cientos de hastgara minimizar errores. Se mide el

diametro de la zona de inhibicion obtenida por aatade tales cepas y se grafica dicha
medida frente a la CMI, obteniéndose la linea deemdn o "recta de concordancia" que

proporciona la correspondencia entre las CMI ydidsetros de inhibicion.

Para determinar la CMI de una cepa se procede a mkediametro de la zona de
inhibicién y luego extrapolarlo en el grafico parhatener la CMI. Existen, por tanto,
unos diametros de inhibicibn, expresados en mmandatizados para cada
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antimicrobiano. La lectura de los halos de inhdmictdebe interpretarse como sensible
(S), intermedia (1) o resistente (R). (36)

1.9.3 METODO DEL EPSION TEST

El principio de este método es una expansion déclaica de difusion en disco. En el
método E-test podemos, mediante lectura directarmdanar la concentracion inhibitoria
minima (CMI). Consiste en una tira de plastico noopo de 6 cm de largo por 5 mm de
ancho que incorpora un gradiente predefinido dem&rbbiano equivalente a 15

diluciones.

El protocolo para preparar el indculo es el misme gpara la difusion en disco.
Siguiendo el método de difusion, una vez inoculddoplaca de agar con el
microorganismo, se coloca la tira de E-test sobrsuperficie, produciéndose de forma
inmediata una difusion del antibiotico desde elostgphasta el agar, creandose de este
modo a lo largo de la tira un gradiente exponendal las concentraciones del
antimicrobiano. Tras la incubacion de las placas,psede observar una zona de
inhibicion elipsoidal y simétrica. Después de leuibacion la CMI seré el valor obtenido

en el punto en el que el extremo de inhibicionrggeciona con la tira. (36)

1.10 DESCRIPCION DE LAS CEPAS UTILIZADAS EN EL METO DO DE
MITSCHER.

1.10.1Staphylococcus aureu8TCC 25923

1.10.1.1 CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS:

El S. aureugs un coco inmovil, de 0.8 a 1 micrometro de diémefue se divide en tres
planos para formar grupos de células irregularesemmtes a racimos de uvas. En
extendidos de pus los cocos aparecen solos, es, pareacimos o en cadenas cortas. Los
racimos irregulares son caracteristicos de extesdisbmados de cultivos que se

desarrollan en medios sélidos, mientras que ers @tutiivos son frecuentes las formas
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de diplococos y en cadenas cortasSEhureuges un microorganismo grampositivo, pero
las células viejas y los microorganismos fagocisase tiien como gramnegativos. (20)
(56)

Clasificacion cientifica:

ORDEN: Eubacteriales
FAMILIA: Micrococacea.
GENERO:Staphylococcus.
ESPECIE:aureus.

1.10.1.2 PRUEBAS BIOQUIMICAS

TABLA N°1 PRUEBAS BIOQUIMICAS DE S. aureus

Prueba Reaccion
Coagulasa (+)
Manitol (+)
Catalasa (+)

FUENTE: MANUAL DE MICROBIOLOGIA CLINICA

1.10.2Salmonella typhimurium ATCC 14028

1.10.2.1 CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS:

S.typhimuriumal igual que otros patégenos digestivos, indues aélulas del huésped a
englobarlos, pero parece algo diferente a la fagsisi inducida de otros patégenos, ya
descrita. Luego de adherida la bacteria a la sepedelular, se produce un pliegue en la
célula, que la rodea y la introduce en una vesiddaendocitosis. Hay intensa

polimerizacion de actina en la vecindad y luegintteducida, ésta desaparece. (20)
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La bacteria no escapa de la vesicula ni entra esitadlasma, se multiplica en este
fagosoma para ser posteriormente liberada. Por jdrée, estas bacterias pueden
sobrevivir a la fagocitosis, resisten la muertegda@omplemento. Al menos 200 genes se
encuentran involucrados. §phimuriumposee un plasmido de virulencia cuya presencia
otorga a la bacteria la capacidad de causar enflaangstémica en el ratén. (20) (54)

Clasificacion cientifica:

ORDEN: Eubateriales.
FAMILIA: Enterobacteriaceae.
GENERO:Salmonella
ESPECIEtyphimurium

1.10.2.2 PRUEBAS BIOQUIMICAS:

TABLA N°2 PRUEBAS BIOQUIMICAS DE  S. typhimurium.

Prueba Reaccion
Glucosa (+)
Lactosa )
Movilidad (+)
Ureasa )

FUENTE: MANUAL DE MICROBIOLOGIA CLINICA

1.10.3Kleibsiella pneumoniaddTCC 13883

1.10.3.1 CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS:

Bacilos Gram negativos, inmodviles, capsulados, yctmies de gas, que estan
ampliamente distribuidos en la naturaleza y ques®ian a infecciones urinarias y

respiratorias en humanos. (20) (31)

En la tincion de Gram son negativos; la asimilagrdia fermentacion de la lactosa se

puede observar en el medio Kligler, donde son posity desprenden gas; y en la
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fermentacion aceténica o prueba de Voges Prosksmmerpositivos. Por dltimo, sus
condiciones 6ptimas de cultivo son en agar nutriind7 °C, pH de 7.0, presion osmotica
de 1 atm. (31)

Clasificacion cientifica:
ORDEN: Eubacterales.
FAMILIA: Enterobacteraceae.
GENERO:Klebsiella.
ESPECIEpneumoniae.

1.10.3.2 PRUEBAS BIOQUIMICAS:

TABLA N°3 PRUEBAS BIOQUIMICAS DE K. pneumoniae.

Prueba Reaccion
Gas glucosa (+)
Produccion de H2S O]
Movilidad (+)
Indol ()
Ureasa (+)
Citrato (+)

FUENTE: MANUAL DE MICROBIOLOGIA CLINICA

1.10.4Candida albicanATCC 10231

1.10.4.1 CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS:

El Género Candida comprende mas de 150 especigs,peincipal caracteristica es la
ausencia de forma sexual, con excepcion de algespeies micoticas. Son clasificadas
como levaduras, las cuales corresponden a hongosuoo modo de desarrollo
predominantemente unicelular. Solamente una dodernas especies poseen la facultad

de adaptarse a una temperatura de 37°C y puedecastonalmente patdgenas para el
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hombre. Es un hongo diploide asexual (forma dedersg saprofito de la familia de los
Sacaromicetaq20)(14)

Suele presentarse como una célula oval levaduraen2 a 4 micras, con paredes finas;
sin embargo, en tejidos infectados también se Hantificado formas filamentosas de
longitud variable, con extremos redondos de 3 acsas de diametro y seudohifas, que

son células alargadas de levadura que permanemasemntre si. (14)
Clasificacion cientifica:

REINO: Hongo

FAMILIA: Cryptococcaceae

GENERO:Candida.

ESPECIE:albicans

1.10.4.2 PRUEBAS BIOQUIMICAS:

TABLA N°4 PRUEBAS BIOQUIMICAS DE C. albicans

Prueba Reaccion
Pseudohifas (+)

Glucosa (+)

Lactosa )

FUENTE: MANUAL DE MICROBIOLOGIA CLINICA

1.10.5 Pseudomonas aeruginosalCC 27853
1.10.5.1 CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS:
Es una bacteria Gram-negativa, aerobica, con madiliunipolar. Es un patdgeno

oportunista en humanos y también en planfsaeruginosaes a menudo identificada,

de modo preliminar, por su apariencia perlada y aloivas in vitro. La identificacion
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clinica definitiva frecuentemente incluye, tantentficar la produccién de piocianina y

fluoresceina como determinar su habilidad de craé& °C. (20) (45)

Es capaz de crecer en combustibles como querosenosoélega ya que es un
microorganismo capaz de nutrirse a partir de hahmeoos, causando estragos de
corrosion microbiana, y creando una gelatina osogua a veces se identifica

inadecuadamente con un alga. (45)

Clasificacion cientifica:
ORDEN: Eubacteriales.
FAMILIA: Pseudimonadaceae.
GENERO:Pseudomors
ESPECIE:aaeruginosa.

1.10.5.2 PRUEBAS BIOQUIMICAS:

TABLA N°5 PRUEBAS BIOQUIMICAS DE P. aeruginosa.

Prueba Reaccion
Oxidasa )
Movilidad (+)
Catalasa (+)
Ureasa )
Maltosa )

Lactosa )
FUENTE: MANUAL DE MICROBIOLOGIA CLINICA
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CAPITULO I

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 LUGAR DE INVESTIGACION

La presente investigacion se llevo a cabo en lowrédorios de Recursos naturales y
Microbiologia de la Facultad de Ciencias de lauekx Superior Politécnica de

Chimborazo.

2.2 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

2.2.1 MATERIAL VEGETAL

Romero (Rosmarinus officinalis)
Tomillo ( Thymus vulgaris)
Procedentes de JAMBI KIWA.

2.2.2 MATERIAL BIOLOGICO

- Staphylococcus aureuATCC 25923

- Salmonella typhimuriurPATCC 14028

- Klebsiella pneumoniadTCC 13883

- Candida albicansATCC 10231

- Pseudomonas aeruginas&TCC 27853



-31-

2.2.3 EQUIPOS Y MATERIALES

- Autoclave

- Balanza de precision

- Camara fotogréfica

- Computadora

- Estufa de secado

- Incubadora

- Refrigeradora

- Bafio Maria.

- Rotavapor.

- Espectrofotometro.

- Cajas petri 140 X 15 mm
- Hisopos estériles

- Reverbero eléctrico.

- Asas de platino.

- Mechero.

- Tubos de ensayo.

- Varillas de vidrio.

- Gradilla

- Erlenmeyer 250 mL.

- Bureta 50 mL

- Caja de guantes estériles
- Caja de mascarillas

- Caja de parafilm

- Espatula

- Fundas plasticas de 10 x 15 pulgadas
- Pipetasde 1,5y 10 mL

- Piceta

- Pliegos de papel filtro

- Rollos de papel aluminio
- Vasos de precipitacion de 100, 250, 500 y 1000 mL
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2.2.5 REACTIVOS

2.2.6

Agua destilada.

Alcohol potable.

Etanol.

Hexano.

Acetona.

Eter etilico.

Acido clorhidrico.

Acido nitrico.

Acido sulfurico.

Peréxido de hidrogeno.
Suero fisioldgico.
Vainillina.

Safranina.

Reactivos para Tamizaje fitoquimico.
Solucion indigo carmin.
Solucién gelatina.

Caolin.

Sulfato de estreptomicina.
Sodio cloruro.

Amoniaco.

MEDIOS DE CULTIVO

Caldo de soya tripticasa MERCK.
Agar Saboraud

Agar de soya tripticasa MERCK.
Caldo cerebro corazon MERCK

Agar eosina azul de metileno MERCK.
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2.3 FACTORES DE ESTUDIO
- Los extractos.

Se elabord extractos hidroalcohdlicos y extradiesanicos usando el método de
maceracion de Romer&¢smarinus officinaljsy Tomillo (Thymus vulgarisa diferentes

concentraciones y la mezcla de las plantas.

- Actividad antibacteriana.

Se determiné la actividad antibacteriana frente i@raarganismos ATCC como
Staphylococcus aureus, Salmonella tiphymurium, ${é&dla pneumoniae, Candida

albicans y Pseudomonas aeruginosa

2.4 UNIDAD EXPERIMENTAL:

Conformada por una muestra de extracto hidroalacmhglhexanico.

25 METODOS

2.5.1 FASE EXPERIMENTAL

2.5.1.1 Pruebas de control de calidad de la espeuegetal.

Antes de la preparacién de un producto fitoterapéuts necesario garantizar la calidad
de la materia prima que se va a utilizar, evitaasioefectos adversos tales como: el uso
de la especie incorrecta, adulteraciones con ptodusintéticos no declarados y
presencia de contaminantes.

2.5.1.1.1 Comprobacion taxonomica e identificacién botanica

Para el analisis se utiliz6 Romefasmarinus officinalisy Tomillo (Thymus vulgaris),

la materia prima fue adquirida directamente de J&ava.
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La identificacion se realiz6 mediante procesosctld® es decir: comparandolas con
descripciones pormenorizadas de las plantas eatlitas especializadas.

Realizado por el ingeniero Jorge Caranqui, encargatiHerbario de la ESPOCH

2.5.1.1.2 Estudio macroscopico. Por observacion directa .Metlblogia OMS
(1998).

Se observé claramente a ojo descubierto y con upa tle mano las caracteristicas

morfologicas que le son propias a las dos plantas/o de estudio.

2.5.1.2 Andlisis fisicoquimico cuantitativo

Las especies fueron identificadas de acuerdoaaaf de las hojas, tallos y flores.

A. DETERMINACION DE CENIZAS (Técnica NTE INEN 401)

Principio

Se lleva a cabo por medio de incineracidon secangist® en quemar la sustancia
organica de la muestra problema en la mufla a emgpératura de 550°C + 25°C., con
esto la sustancia organica se combustiona y seaf@mCQ, agua y la sustancia
inorganica (sales minerales) se queda en formasiduos, la incineracion se lleva a

cabo hasta obtener una ceniza color gris o gnis.cla

Procedimiento

- El material a utilizarse (crisoles), luego de peraw@r en una solucién de
dicromato de potasio, se procedio a enjuagar peneces consecutivas con agua
de la llave y de la misma forma se procedio a gguaon agua destilada luego
se metio los crisoles a la mufla por un tiempo dwras por lo minimo para que

se efectle el tarado del material.
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- Después se enfrio los crisoles en un desecadontduraedia hora como minimo
al cabo de lo cual se procede a pesar los crisolels balanza analitica y se
registro este peso en el cuaderno respectivo.

- Luego se peso alrededor de 2.5 g de la muestradeprabcon una aproximacion
de 0.1 mg, en el crisol que se encuentra en lanbalanalitica. Y se registro el
peso.

- Luego se paso los crisoles a la plancha precaloiaagl se 1o mantuvo alli hasta
gue las muestras estén previamente calcinadas.

- Posteriormente se trasladé los crisoles con lsstraipreviamente calcinada a la
mufla a una temperatura de 550 a 700 °C porrapiiede 8 horas como minimo.

- Luego se saco los crisoles de la mufla y se loscéoken el desecador por un
tiempo de media hora como minimo para su enfriaimien

- Luego se procedi6 a pesar los crisoles con lagagi se registrd su peso.

Calculos

Porcentaje de Ceniza:

Donde:

%C = contenido de cenizas en porcentaje de masa
m = masa de la capsula vacia en g
m1l = masa de cépsula con la muestra himeda en g

m2 = masa de la capsula con las cenizas en g



-36-

B. DETERMINACION DE HUMEDAD (Técnica NTE INEN 382)

Principio.

Conocida también como humedad tal como ofrecidoQ)TG/ consiste en secar la
muestra en la estufa a una temperatura de 70 1@ peso constante, el secado tiene una
duracién de 24 horas. Esta muestra posteriormmntdeva a la molienda si el caso

requiere el analisis proximal.

Procedimiento.

- De la muestra a analizar, con el grado de tritdracjue determine la norma
especifica se pes6 2 g con desviacién permidil@5 mg.

- Se colocé la muestra en una capsula de porcelan@mprente tarada y disecada a
105 °C hasta masa constante.

- Se deseco a 105 °C durante 3 horas.

- La capsula se colocd en la desecadora donde seedéjar a temperatura
ambiente y se peso.

- Se coloco nuevamente en la estufa durante 1 hols@\a pesar hasta obtener

una masa constante.

Célculos
(m2 — m)
58 ==~ =100
(%) (ml— m)
Donde:

SS=sustancia seca en porcentaje en masa
m=masa de la capsula en g
ml=masa de la capsula con la muestra en g

m2=masa de la capsula con la muestra despuésleleiazaiento en g
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C. DETERMINACION DE SUSTANCIAS SOLUBLES:

Principio

Se basa en la extraccién de las sustancias en algohpl o mezclas hidroalcohdlicas,

mediante maceracion y evaporacion hasta sequedanledalicuota de extracto.

Procedimiento

- Se pes6 4g de la muestra previamente pulverizagacplocé en un erlenmeyer
de boca esmerilada de 250 mL.

- Se afiadio 100 mL del disolvente y se pesO paranebtel total del peso,
incluyendo el frasco, se tapd y se agitd bien gejé en reposo por 1 h.

- Se conectd el condensador de reflujo y se caleetiulicion durante 1 h, luego
se enfrio y peso el frasco, reajustando al pesairgon el disolvente empleado.

- Luego se pasO6 25 mL de la muestra filtrada a un@suta de porcelana
previamente tarada y se evaporo a sequedad erdbaua.

- Se seco a 105 °C hasta peso constante, pesand@siégpenfriar en desecadora.

Célculos
Se calcula el contenido de sustancias extraiblesgede droga seca.
D. CUANTIFICACION DEL ACEITE ESENCIAL:
Principio
La destilacion por arrastre con vapor es una tacpara la separacion de sustancias
insolubles en agua y ligeramente volatiles de giroductos no volatiles.

Las sustancias arrastrables con vapor son inmescidsh agua, tienen presion de vapor

baja y punto de ebullicion alto.
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La pureza y el rendimiento del aceite esencial nd@&n de la técnica que se utilice para

el aislamiento.

Procedimiento

- Se coloco la muestra y agua destilada en un matsazagrego cuerpos porosos.
Luego se armo el equipo de destilacion por arrareapor (utilizando un balén
de 500 mL, tubo refrigerante y 1 equipo dean start)

- Se sometio a calentamiento.

- Luego se recogi6 el exceso de agua destilada erasm de precipitacion y se
dejé acumular el aceite.

- Al final se recogié todo el exceso de agua destilgdse recogio el aceite

aromatico acumulado.

E. DETERMINACION DE MICROORGANISMOS CONTAMINANTES

Los productos fitoterapéuticos son obtenidos airpaet plantas cultivadas o silvestres,
por tal motivo las posibilidades de contaminacidierabiana son altas. Un apropiado
proceso de recoleccion, cultivo, cosecha, secamite g almacenamiento es esencial para

garantizar la calidad de los mismos.

Se realizé las siguientes determinaciones:

- Determinacion de Coliformes fecales.
- Conteo en placa de aerobios mesofilos.
- Determinacién dealmonella.

- Conteo de mohos y levaduras.
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2.5.1.3 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS HIDROALCOHOLICO Y
HEXANICO.

Principio

La maceracion es un proceso de extraccion sOlglodd. El producto solido (materia
prima) posee una serie de compuestos solubleslaquielo extractante que son los que

se pretende extraer.

Procedimiento

- Pesar 50 g de la planta a analizar en la balanza.

- Colocar el contenido en un vaso de precipitaciégsemL.

- Anadir 150 mL de etanol al 40 %.

- Trasvasar la mezcla a un frasco ambar.

- Dejar reposar 72 horas en un lugar con poca iluciona y remover
constantemente.

- Filtrar la mezcla.

2.5.1.4 CONTROL DE CALIDAD DE LOS EXTRACTOS HIDROA LCOHOLICO
Y HEXANICO.

El empleo de métodos fisico — quimicos, permitaldster la calidad de los extractos

obtenidos a partir de drogas crudas, asi comoalansu estabilidad.
A. DETERMINACION DE LOS REQUISITOS ORGANOLEPTICOS
Determinacion de olor: Se toma una tira de pagedriste de aproximadamente 1 cm de

ancho por 10 cm de largo y se introduce un extremia muestra de ensayo. Se huele y
se determina si corresponde con la caracteristicardducto.
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Determinacién del color: Se toma un tubo de ensigm limpio y seco y se llena hasta
las tres cuartas partes con la muestra de enssgolyserva el color. Se informa los

resultados.

B. DETERMNINACION DE LA DENSIDAD RELATIVA

Principio

Se entiende por densidad relativa a la relaciéneeiat masa de un volumen de la
sustancia a ensayar a 25°C y la masa de un voluguah de agua a la misma

temperatura. Este término equivale a peso especific

Procedimiento

- Pesar el picnbmetro vacio y seco a 2°C.

- Llenar el picnometro con la porcion de ensayo Yy teraarlo a temperatura de
25°C durante 15 min.

- Ajustar el liquido al nivel empleado, si es precisar una tira de papel para
extraer el exceso y secar exteriormente el picn@met

- Se pesa cuidadosamente el picnometro con la podadéensayo y se repite la

operacién con el agua destilada a 25 °C, despué@sie el picnédmetro.
Célculos
La densidad relativa a 25 °C se calcula por laisige formula:
Das=M1—M/ M- M
Donde:
M; = peso del picnédmetro con la muestra (Q).

M, = peso del picnédmetro con el agua (Q).

M = peso del picnédmetro vacio (g).
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C. DETERMINACION DE INDICE DE REFRACCION.

Principio

El indice de refraccibn es una constante caratitexigle cada sustancia, la cual
representa la relacion entre el seno del angulnaigencia de la luz y el seno del angulo
de refraccion cuando la luz pasa oblicuamentevaédrdel medio.

Esta relacion viene dada por la siguiente ecuacion:

Seni/Senr=n

Asi los refractometros utilizan como principio dedition, la determinacion del angulo
limite el cual presenta en el campo visual un estér claro y otro oscuro. La linea de
separacion entre ambos campos establece el angite dle la luz incidente.

Procedimiento

- Se coloca sobre el prisma de medicién una gotayda destilada, utilizando para
ello una varilla de vidrio que no tenga cantos agud

- Se ajusta el equipo seleccionado la zona del espesible que aparece en la
linea limite del campo visual, moviendo el compdnsaromatico y colocando
la interseccion del reticulo sobre la linea lindigelos campos claro y oscuro.

- Después de haber realizado el ajuste del refrattopse coloca una gota de la
muestra de ensayo sobre el prisma de medicion.

- Se cierra el termoprisma y se enfoca la luz poriongel espejo, de modo tal que
la misma incida sobre la apertura de entrada @@hprde medicion y se proceda

de la misma forma que con el agua.

Célculos

Se hacen tres lecturas y se calcula el promediagienismas. Dos 0 mas lecturas no

deben diferir en mas de 0.002.



-42-

Si las determinaciones no se efectian a la terypardé referencia se emplea la féormula

siguiente:

Ng? =Ng' + (t—25)

Donde:

Ng 2° = indice de refraccion a 25 °C

Ng' = valor leido en la escala del aparato a |ptzatura t.

t = valor de la temperatura a que se reaizaddicion (°C)
0.00044 = factor de correccion por grado Celsius.

Los valores se aproximan hasta las milésimas.

D. DETERMINACION DEL pH de EXTRACTOS.

Principio

La acidez o la alcalinidad de las soluciones acussaaracterizan por el valor del indice
de hidrégeno. El pH es por tanto un indice numégue se utiliza para expresar la

mayor o menor acidez de una solucion en funcidlesi®nes hidrogeno.

En la préactica, la medicién de pH se lleva a catworpedio de la lectura de pH en la
escala de un instrumento medidor de pH, ya setaligianalogo. Esta lectura esta en
funcién de la diferencia de potencial establecid&eeun electrodo indicador y un

electrodo de referencia usando como solucion deeajle la escala del medidor de pH,

una solucion reguladora del mismo.

Procedimiento

- Ajustar el equipo con la solucién reguladora degaldcuada al rango en que se

va a realizar la determinacion.
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- Determinar el valor de pH de la muestra.

E. DETERMINACION DE LOS SOLIDOS TOTALES.

Principio

La determinacién de la variacion de la masa, delsida pérdida o eliminacion de
sustancias volatiles por accion del calor, mediamteproceso de evaporacion de la
porcién de ensayo y secado del residuo en estafiahmasa constante, se le asigna
como solidos totales.

Procedimiento

- 5.0 mL del producto se llevan a una capsula pneetde tarada a 105 °C.

- Se evapora sobre bafio de agua hasta que el resitluaparentemente seco.

- Se pasa entonces hacia una estufa y se deja hasa gponstante
(aproximadamente 3 h).

- Se retira la capsula de la estufa y se coloca ardasecadora hasta que alcance la
temperatura ambiente.

- Para obtener la masa constante entre una pesadasganantendra un tiempo de

secado de 60 minutos.
Célculos
St=Pr-P*100/V
Donde:
Pr = masa de la cdpsula mas el residuo.
P = masa de la capsula vacia.

V = volumen de la porcién de ensayo.

100 = factor matematico para el calculo.
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2.5.1.5 ANALISIS FISICOQUIMICO CUALITATIVO

REACCIONES DE CARACTERIZACION:

A. Ensayo de Baljet

Una alicuota del extracto que se encuentra en allced evapord en bafio de agua y se re
disolvio en 1 mL de alcohol. En estas condicionesadicion6 1 mL del reactivo,
considerandose un ensayo positivo la apariciorottgarion o precipitado rojo.

B. Ensayo de Dragendorff

Para este ensayo, la alicuota del extracto qéedistelta en un solvente organico, se
evaporo en bafo de agua y el residuo se rediselvid mL de acido clorhidrico al 1%
en agua.

Se afadié 3 gotas del reactivo de Dragendorffagi dpalescencia, turbidez definida 6

precipitado se considera positivo.

C. Ensayo de Mayer.

Para este ensayo, si la alicuota del extractodistélta en un solvente organico, este
debe evaporarse en bafio de agua y el residuo Iketmmen 1 mL de acido clorhidrico
al 1 % en agua. Si el extracto es acuoso, a lacdticse le afiade 1 gota de acido
clorhidrico concentrado, (calentar suavemente yardepfriar hasta acidez). Con la
solucién acuosa se afiade una pizca de clorurodie eo polvo, agite y filtre. Afada 2 6
3 gotas de la solucion reactiva de Mayer si serghsgpalescencia, turbidez definida o

precipitado coposo es positivo.
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D. Ensayo de Wagner

Se parte al igual que en los casos anteriores dell@ion acida, afadiendo 2 6 3 gotas

del reactivo, clasificando los resultados de lanmaigorma.

E. Ensayo de Liebermann — Burchard

Para este ensayo, si la alicuota del extracto nenseientra en cloroformo, debe
evaporarse el solvente en bafo de agua y el resadiisplverse en 1 mL de cloroformo.
Se adicion6 1 mL de anhidrido acético y se mezela. Por la pared del tubo de ensayo
se dejan resbalar 2 a 3 gotas de acido sulfuricwesdrado sin agitar. Un ensayo

positivo se tiene por un cambio rapido se color.

F. Ensayo de Shinoda.

A la alicuota del extracto que se encuentra ehalc se diluyé con 1 mL de acido
clorhidrico concentrado y un pedacito de cinta degymesio metalico. Después de la
reaccion se espero 5 minutos, se afiadié 1 mL déalamilico, se mezclo las fases y se
dej6é reposar hasta que se separen. El ensayo sel@@npositivo, cuando el alcohol

amilico se colorea de amarillo, naranja o rojo.

G. Ensayo de Borntrager

Si la alicuota del extracto no se encuentra emfdano, debe evaporarse el solvente en
bafio de agua y el residuo redisolverse en 1 mLlateformo. Se adicion6 1 mL de

hidroxido de sodio, hidroxido de potasio 6 amori® & en agua. Se agité mezclando
las fases y se dejo en reposo hasta su separ&cildnfase acuosa alcalina se colorea de

rosado o rojo el ensayo se considera positivo.
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H. Ensayo de Kedde

Una alicuota del extracto se mezclé con 1 mL dattreo y se dejo reposar durante 5 a
10 minutos. Un ensayo positivo es en el que sermdisauna coloracién violacea
persistente durante 1 a 2 horas.

2.5.1.6 CUANTIFICACION DE TANINOS

METODO DEL PERMANGANATO DE POTASIO.

Procedimiento.

- Adicionar 25 mL de soluciéon de indigo carmin 750 mL de agua a 2
mL de extracto acuoso. Afadir solucion mermanganato lentamente con

una bureta y con agitacion hasta obteceloracion verde claro.

- Continuar la valoracibn hasta cambio ddorcoa amarillo brillante con el

borde rosado débil.

- Designe los mL de KMnO4 utilizados como "aMezcle 20 mL del
extracto, 80 mL de agua destilada, 50 mL sducion de gelatina, 100
mL de solucion acida de NaCl y 10 g @eolin polvo en un frasco.
Tape el frasco y agite durante unos mmubDeje sedimentar y filtre a

través de papel de filtro.

- Mezcle 25 mL de filtrado, con 25 mL de wibn de indigo carmin y
750 mL de agua. Valorar con KMnO4; designenhdhsconsumidos como "b"

Célculos
% de Taninos = (a-b). equiv. KMnO4. 0,0042

mL de alicuota tomaeheaktracto
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2.5.1.7 ANALISIS CROMATOGRAFICO:

A. CROMATOGRAFIA PARA IDENTIFICACION DE FLAVONOIDES.

A partir de los extractos obtenidos de romero yiltorse realizé una cromatografia con
el fin de identificar flavonoides presentes en ieismos, para ello se emplea como
Sistema de solventes: Acetato de etilo: acido féomiacido acético glacial: agua
(100:11:11:27), sobre silica gel — 60, y como led@ una solucion de vainillina en

acido sulftrico.

B. CROMATOGRAFIA PARA ACEITES ESENCIALES
Utilizando los extractos de romero y tomillo selimauna cromatografia para la
deteccién de la presencia de aceites esenciales|@aual se empleé como Sistema de
solventes: Tolueno: Acetato de etilo (93:7) soliiieasgel — 60, y como revelador

Vainillina- acido sulfurico.

2.5.1.8 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIAN A (TECNICA
DE MITSCHER).

METODO DE MITSCHER

Dia 1

1. PREPARACION DE CALDO SOYA TRIPTICASA (TSB)

Se prepard cantidad suficiente de caldo de Soyatidai(TSB) y se repartié 25 ml en
erlenmeyer individuales de 125 mL de capacidad. aBeclavaron a 121 °C por 15

minutos. Los erlenmeyer con TSB pueden mantenersefegeracion hasta el momento

de usar.
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2. PREPARACION DE SUERO FISIOLOGICO

Se prepara 100 mL de solucién salina al 0.9% partieron 10 ml en tubos de ensayo
tapa rosca 150 x 15. Se autoclavaron a 121 °C Hanidutos. Los tubos de ensayo con

solucién salina pueden mantenerse en refrigerd@séta el momento de usar.

3. PREPARACION DE AGUA ESTERIL

Se prepararon 100 ml de agua estéril, que se margaven refrigeracion hasta el

momento de usar.

Dia 2

1. PREPARACION DE LAS SUSPENSIONES DE MICROORGANISMOS

Staphylococcus aureusTCC 25923
Salmonella typhimuriuTATCC 14028
Candida albicansATCC 10231
Klebsiella pneumoniaTCC 10031
Pseudomonas aeruginodd CC 27853

Se llevé a temperatura ambiente 5 erlenmeyer goeei@an 25 mL de TSB estéril y se

codifico con el nombre de los microorganismos ATY@ fecha.

Utilizando una asa esterilizada a la llama y erfrisse tomd una asada de los
microorganismos ATCC de los tubos inclinados gue dontienen y se transfirieron
independientemente a los erlenmeyer codificados.

Los erlenmeyer se incubaron &£37%or 24 horas.
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2. PREPARACION DE AGAR SOYA TRIPTICASA (TSA)

Se disolvio 40g de TSA en un litro de agua dedildtsta cantidad es suficiente para

aproximadamente 100 cajas.

Se realizé una disolucién en caliente. Luego sartigpa tubos de ensayo con tapa 150 X
15. Se autoclavaron a 1%1 por 15 minutos. Los tubos de ensayo se sacarbn de

autoclave y se mantuvieron en bafio Maria°€4fasta el momento de usar.

3. PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA EL ENSAYO

A. Extractos crudos o totales

Un vial limpio, seco y estéril, se codifico connelmbre del extracto de la planta. Con
precision se peso 50 mg del extracto crudo o tot# disolvié en 500 mL DMSO (Se

anoto en el libro de record la cantidad exactagssa

La disolucion del extracto se puede realizar conalaida de ultrasonido. La

concentracion final de extracto fue 100Q@@mL.

Se realizé una disolucién al décimo, utilizandooibde ensayo 100 x 13 limpios, secos y
estériles a los que se afiadié ¢0de DMSO y 100uL del extracto de la concentracion
10000ug/ml. La concentracion final de esta disolucion 1080ug/ml.

Se codifico 6 cajas Petri estériles con el nombetesgitracto y la concentracion final (tres

cajas para la concentracion 1Q@@ml y tres cajas para la concentracion gg0ml).

Se pipeted separadamente 100 de las soluciones del extracto total (concendraci
100000ug/ml y 10000ug/ml) a los tubos de ensayo que contenian 10 miSke 450C.

La concentracion final de los extractos fue 100@§ug/ml respectivamente.

Se mezclaron con la ayuda de un vortex e inmedeattanse pasaron a las cajas Petri
previamente codificadas con el nombre del extrgate la concentracién de 10Q9/ml

y 100ug/ml respectivamente.
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Las cajas Petri una vez solidificado el medio dévaique contienen los extractos se

invirtieron y se dejaron a temperatura ambientelj8e24 horas.

B. Solucion Control de Sulfato de Estreptomicina

Con precision se pesaron 100 mg de sulfato depéstnécina y se disolvieron con agua
estéril en un balon de 10 ml limpio, seco y estéffta solucion no se esteriliza en
autoclave, si es necesario una esterilizacion @uati se puede realizar por

ultrafiltracion. La concentracion final fue de 1004y/ml.

Utilizando tubos de ensayo 100 x 13 limpios, secestériles se realizaron 8 diluciones

sucesivas (Ej. 500L de solucion de sulfato de estreptomicina + pD@e agua estéril).

Concentracion finales 5000, 2500, 1250, 625, 31156,2, 78.1 y 3ag/ml.

Se codificaron 27 cajas petri estériles con el mende control estreptomicina y las
concentraciones finales: 500, 250, 125, 62.5, 3%, 7.8 y 3.9g/ml.

Se pipetearon separadamente {iD@e las disoluciones de estreptomicina a los tuleos
ensayo que contienen 10 ml de TSA a 450C. Las otram@ones finales son 500, 250,
125, 62.5, 31.2, 15.5, 7.8 y 318/ml respectivamente.

Se mezclaron con la ayuda de un vortex e inmedeaittemse pasaron a las cajas Petri
previamente codificadas con el nombre de control Ed#greptomicina y de las

concentraciones respectivas.

Las cajas Petri una vez solidificado el medio déwuque contiene las diluciones de los
controles de estreptomicina se invirtieron y seudgj a temperatura ambiente por 18-24
horas.

C. Compuestos Puros

Con precision se pes6 2.0 mg de muestra pura yset/id con 0.2 ml de DMSO en

tobos 100 x 13 limpios, secos y estériles. Conaertdn final 2000Qug/ml.
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Utilizando tubos de ensayo 100 x 13 limpios, sgcestériles se realizaron 8 diluciones
sucesivas (Ej 1Q0 de extracto puro + 100L de DMSO). Concentraciones finales 5000,
2500, 1250, 625, 312.5, 156.2, 78.1 yg@ml.

Se codificaron 27 cajas petri con el nombre deftagxd puro y las concentraciones
finales 500, 125, 62.5, 31.2, 15.5, 7.8 y j309ml.

Se pipetearon separadamente iDQde las soluciones del extracto puro y se pasaron
los tubos de ensayo con 10 ml de TSA a 45 °C. dasantraciones finales son 500, 125,
62.5, 31.2, 15.5, 7.8 y 31/ml respectivamente.

Se mezclaron con la ayuda de un vortex e inmedetite se pasaron a las cajas petri
previamente codificadas con el nombre del extramioo y de las concentraciones
respectivas.

Las cajas petri una vez solidificado el medio diivauque tiene las diluciones de los
extractos puros se invirtieron y se dejaron a teatpea ambiental por 18-24 horas.

Se debe realizar blanco de reactivos y de DMSO.

Dia 3

1. Preparacion de las cajas petri

Las cajas petri preparadas ene el dia 2 no demam tontaminacion, si la tienen, se
desechan y se debe repetir su preparacion conurgslo.

Todas las cajas petri se dividieron con marcad@iete partes iguales y se marcaron del
lal7.

2. Preparacién de las suspensiones salinas de lasnwmorganismos

Los tubos 150 x 15 que contiene 10 ml de solugalina estéril se llevaron a

temperatura ambiente y codificaron con el nombreadi& microorganismo.
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La dilucion se realiza con la ayuda de una pipedduypda epl afiadiendo en la cdmara

de flujo laminar el volumen requerido para cadaragganismo.

Todos los erlenmeyer que contienen los microorgamsspara el ensayo deben estar
visiblemente turbios y a partir de estos se realizs siguientes suspensiones en los

tubos con solucion salina estéril.

Staphylococcus aureusTCC 25923
100pL susp./10 mL sol. Salina

Salmonella typhimurium@TCC 14028
100pL susp./10 mL sol. Salina

Klebsiella pneumonia@TCC 10031
100puL susp./10ml sol. Salina.

Candida albicanATCC 10231
1 mL susp./10mL sol .Salina

Pseudomonas aeruginodd CC 27853
100pL susp./ 10 ml sol. Salina

Todas estas suspensiones se deben mezclar bieganatd vortex, especialmente la de

Candida albicans.

C. Estriado de los microorganismos

A partir de las suspensiones de los microorganisemok solucion salina y utilizando
una asa de platino (asa de Henle con una capadedagdl) esterilizada y enfriada entre
un estriado y otro, se tomé una asada de cadaongeneismo en su turno y se estrié en

un patrén radial en cada caja petri siguiendodatpla.
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Figura N°1 PATRON RADIAL PARA EL RAYADO DE MICROORGANISM OS.

Las suspensiones de los microorganismos deberggadas de tiempo en tiempo para

evitar la sedimentacion.

El estriado es mas seguro si se lleva a cabo desdimite de las cajas petri hasta el

centro de la caja sin llegar exactamente al centro.

Si se va a compartir la labor del estriado un itigador debe estriar todas las cajas Petri

con un microorganismo dado.

Cuando todas las cajas Petri hayan sido estrianiastorios los microorganismos se
invierten y se incuban a 37 °C por 24-48 horasinS8gban boca abajo para evitar que
gotas de agua condensada puedan caer sobre losorgamismos y dispersen su

crecimiento.
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Diad4y5

1. LECTURA DE RESULTADOS

Las cajas se sacan de la incubadora y fueron eadasrel dia cuatro.
Si todos los cultivos crecieron, el examen es walifi alguno no crecié se debe,

reincubar y leer el dia cinco.

Las cajas Petri se sacan de la incubadora y seimxates mas apropiado realizar la

lectura al quinto dia.

Hay actividad antibidtica cuando no hay crecimievigible en las cajas rayadas. La
concentracion inhibitoria minima (CIM) es la mewoncentracion de las diluciones en

la cual no hay crecimiento del microorganismo.

A = Activo
P= Parcialmente Activo

I= Inactivo

Si el microorganismo es morfologicamente alterguw, ejemplo siP. aeruginosano
muestra su pigmento verde caracteristico, o sirececbien, la caja puede ser registrada

como P.

Las cajas Petri de control debe tener la aparieesjeerada (crecimiento en todas las
lineas en las cajas de control negativo y la pddeapropiada en las cajas de control
positivo de sulfato de estreptomicina), de no séred experimento ha fallado y debe ser

repetido.

La presencia de pocas colonias en una raya esdeii@sistencia. La presencia de pocas
colonias aisladas en la caja lejos de la lineadasaes sefial de contaminacion se pueden

generalmente ignorar.
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1 ANALISIS DE LA ESPECIE VEGETAL

3.1.1 PRUEBAS DE CONTROL DE CALIDAD DE LA ESPECIE VEGETAL

Para el andlisis de control de calidad, se utilkR@mero Rosmarinus officinalisy

Tomillo (Thymus vulgaris)a materia prima fue adquirida directamente debi&awa.
3.1.1.1 COMPROBACION TAXONOMICA E IDENTIFICACION BO TANICA:

La identificacidon se realizé mediante procesosdias de hojas y tallos de las plantas, es
decir: comparandolas con descripciones pormerdagale las plantas en literaturas

especializadas de las especies vegetales usadas.

Estas dos plantas son introducidas una de lasscusdR®osmarinus officinaliy la otra
planta esThymus vulgariy ambas pertenecen a la familia las Lamiaceaes.

3.1.2 ANALISIS FiSICOQUIMICO CUANTITATIVO

Mediante el empleo de los métodos fisico-quimicesadalisis puede determinarse y

establecerse la calidad de una droga, asi comoletampu identificacion.
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CUADRON°1 DETERMINACION DE CENIZAS TOTALES, HUMEDAD Y SUST ANCIAS SOLUBLES
DE ROMERO Y TOMILLO. LABORATORIO DE FITOQUIMICA. FACU LTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH.

DETERMINACION ROMERO TOMILLO LIMITE

CENIZAS TOTALES (%) 8.25 9.23 Max. 12%
HUMEDAD 12.69 13.18 8-14%
(%)
SUSTANCIAS SOLUBLES 0.3778 0.560 -
(mg/g)

Al obtener los resultados de estandarizacioradizdga cruda (Cuadro N° 1) el cual se
realizé en hojas y tallos previamente secadosbtg/o porcentajes que se encuentran
dentro de los valores normales segun la OMS propmando asi un alto porcentaje de

confiabilidad en la materia prima tratada.

El porcentaje de Humedad para el romero es d2l 69 % y para el tomillo 13.18 %
resultados que se encuentran dentro de los rargjablexidos lo cual disminuye la

aparicion de contaminacién principalmente por hgndgbido al alto contenido de agua.

La cantidad de cenizas totales para el romerarg el tomillo es baja debido a que el
contenido de agua ha disminuido permitiendo quelesentos minerales se encuentren

en mayor concentraciosegun Solis P. 2004 (57).

3.1.3 CUANTIFICACION DEL ACEITE ESENCIAL:

CUADRON°2 DETERMINACION DEL ACEITE ESENCIAL DE ROMERO Y TO MILLO.
LABORATORIO DE FITOQUIMICA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.

DETERMINACION ROMERO TOMILLO

CUANTIFICACION 0.41 0.82
DEL ACEITE
ESENCIAL

(%)
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En el tomillo el aceite esencial se encuentra emamgo de 0,8 — 2,5 % y presenta
fundamentalmente timol (40%), alcanfor (16%) y earel (14.6%), mientras que en el
romero el aceite esencial se encuentra en un %bc@mpuesto principalmente por
hidrocarburos monoterpénicos tales comar gdineno 25%, alcanfor (25%) y ésteres
terpénicos (50%) segun Alonso, J. 2004 (7).

Segun los resultados obtenidos en el Cuadro N°canéidad de aceite esencial en el
tomillo es la apropiada a comparacion del romenm quorcentaje de aceite esencial es
bajo con respecto a los datos de referencia. estigdad depende de distintos factores
como las condiciones agronémicas del suelo, lagzasal presentes que compiten por
nutrientes con la planta, el momento en el queoseahan y las partes usadas para la
extraccion segun la OMS 2009 (46).

3.1.4 DETERMINACION DE MICROORGANISMOS CONTAMINANT ES

CUADRO N° 3 DETERMINACION DE MICROORGANISMOS CONTAMINANT ES DE ROMERO Y
TOMILLO. LABORATORIO DE MICOBIOLOGIA. FACULTAD DE CIEN CIAS. ESPOCH.

DETERMINACION ROMERO TOMILLO LIMITE
AEROBIOS TOTALES 407 UFC/g 328 UFC /g Max. 10" UFC/ g
MOHOS Y LEVADURAS 15UFC/g 12 UFC/g Max. 0% UFC/ g
COLIFORMES TOTALES Ausencia Ausencia 100 6 AMIP/g
SALMONELLA Ausencia Ausencia

En el Cuadro N °3 se indica si existe contaminaclénla droga cruda antes de su
utilizacion y procesamiento ademas permite evaludas condiciones higiénicas de

cultivo, cosecha y almacenamiento de las plantasa de esta manera detectar una
posible contaminacion o alteracion de las mismg8érs&olis P. 2004 (57).
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El estudio del nimero y tipo de microorganismo®s demuestra que la materia prima
utilizada para los estudios se encuentra dentrimsi@arametros establecidos segun la

OMS yla FAO

3.2 OBTENCION DE EXTRACTOS HIDROALCOHOLICO Y HEXAN ICO.

CUADRO N° 4 OBTENCION DE EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE RO MERO Y TOMILLO.
LABORATORIO DE FITOQUIMICA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.

PLANTA EXTRACTO EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO HEXANICO

ROMERO 290 mL 120mL

TOMILLO 143mL 87mL

En el Cuadro N°4 se especifica la cantidad de &xtrgue se obtuvo para el andlisis
mediante el método de maceracion a partir de 100 guestra reducida a pedazos de

tamano apropiado de romero y tomillo.

3.2.1 CONTROL DE CALIDAD DE LOS EXTRACTOS HIDROALC OHOLICO
Y HEXANICO.

DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTIES DE LOS
EXTRACTOS DERosmarinus officinalig Thymus vulgaris

CUADRO N° 5 CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DE LOS EXTRACTOS DE ROMERO.
LABORATORIO DE FITOQUIMICA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.

PLANTA EXTRACTO EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO HEXANICO

ASPECTO Liquido Liquido

COLOR Café obscuro Café claro

OLOR Caracteristico Caracteristico
DENSIDAD 0.999 0.615
RELATIVA
pH 7.47 7.10

INDICE DE 1.346 1.407

REFRACCION
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CUADRO N° 6 CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS DE LOS EXTRACTOS DE TOMILLO.
LABORATORIO DE FITOQUIMICA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.

PLANTA EXTRACTO EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO HEXANICO

ASPECTO Liquido Liquido

COLOR Café claro Verde claro

OLOR Caracteristico Caracteristico
DENSIDAD 0.973 0.628
RELATIVA
pH 6.69 6.62
INDICE DE 1.370 1.363
REFRACCION

Dentro de los procesos directos de identificacienla materia utilizada estan las

caracteristicas organolépticas, y se indica ecl@ros N° 5y 6.

De las hojas y tallos de romero y tomillo se obtuesdractos hidroalcohdlicos y
hexanicos y se evidencia una clara diferencia enlel de los extractos hidroalcohélicos

y hexanicos.

El olor en ambos extractos es el caracteristictagdanta, el pH es ligeramente acido

para los extractos de tomillo y el pH de los extracle romero son neutros.
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3.3 ANALISIS FISICOQUIMICO CUALITATIVO

3.3.1 REACCIONES DE CARACTERIZACION:

CUADRO N° 7 REACCIONES DE CARACTERIZACION PARA DETERMINA R GRUPOS FITOQUIMICOS
EN EXTRACTOS HIDROALCOLICOS DE Romero (Rosmarinus officinalis) y Tomillo
(Thymus vulgaris). LABORATORIO DE FITOQUIMICA. FACULTAD DE CIENCIAS.

ESPOCH.
DETERMINACI GRUPO E. E.
ON FITOQUIMICO HIDROALCOHO HIDROALCOHOLI
LICO DE CO DE TOMILLO
ROMERO
Dragendorff Alcaloides + +
Mayer Alcaloides + +
Sudan Aceites y grasas +++ +++
Borntrager Quinonas + +
Lieberman- Triterpenos— + +
Buchard esteroides
Resinas + ++
Fehling Azlcares + +
reductores
Espuma Saponinas + +
Cloruro férrico Fenoles — taninos + ++
Shinoda Flavonoides +++ ++

+++ Muy positivo o evidente. ++ Positivo, + Ligerante positivo. - Negativo.

CUADRO N° 8 REACCIONES DE CARACTERIZACION PARA DETERMIN AR GRUPOS FITOQUIMICOS
EN EXTRACTOS HEXANICOS. DE Romero (Rosmarinus officinalis) y Tomillo
(Thymus vulgaris). LABORATORIO DE FITOQUIMICA. FACULTAD DE CIENCIAS.

ESPOCH.
DETERMINACI GRUPO E. HEANICO DE  E. HEXANICO DE
ON FITOQUIMICO ROMERO TOMILLO
Dragendorff Alcaloides + +
Mayer Alcaloides + +
Sudan Aceites y grasas +++ +++
Borntrager Quinonas + +
Lieberman- Triterpenos— ++ ++
Buchard esteroides
Baljet Lactonas y + +
cumarinas

+++ Muy positivo o evidente. ++ Positivo, + Ligerante positivo. - Negativo.
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En los Cuadros N° 7 y 8 se puede observar lostaglmd de los principales grupos
fitoquimicos o0 metabolitos secundarios investiga€ilndas hojas y tallos de romero y

tomillo determinados en los extractos hidroalcatudiy hexanicos.

Se han analizado cualitativamente mediante prueblasimétricas y precipitacion los

cuales permiten una rapida identificacion con ieastsensibles y reproducibles.

Se obtuvieron respuestas positivas para una gransdiad de grupos funcionales; se
comprobd la presencia de flavonoides y aceites apomcantidad en los extractos de
ambas plantas estos resultados que coinciden saeportados en la literatura para cada

una de estas especies Segun Alonso, J. 2004. (7).

También se determind que los extractos de romereni poca evidencia de taninos,
alcaloides y saponinas y para el extracto de toradl identific6 una minima cantidad de

quinonas, alcaloides y azUlcares.

3.3.2 ANALISIS CROMATOGRAFICO:

A. ANALISIS CROMATOGRAFICO PARA FLAVONOIDES.

Se realizd una cromatografia en capa delgada gderdificar flavonoides en extractos
hidroalcohdlicos y hexanicos de romero y tomillo deuerdo a las siguientes
condiciones:

ADSORBENTE: Silica gel 60bs4

SISTEMA DE SOLVENTES PARA CROMATOGRAFIA:

Acetato de etilo: acido férmico: 4cido acético glaagua (100:11:11:27)
REVELADOR: Sulfato de vainillina.

Se analizaron las diferentes fracciones obtenidas&actos hidroalcoholicos de romero

y tomillo.
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GRAFICO N° 3. CROMATOGRAMA OBTENIDO PARA LA IDENTIFIC ACION DE FLAVONOIDES EN
EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE ROMERO Y TOMILLO .

M1.- Residuo del extracto hidroalcohélico de romero.
M2.- Residuo del extracto hidroalcohélico de tomillo.

Como podemos observar no hubo una buena sepageil@s productos tanto parar los

extractos de romero y tomillo.

Para el caso del extracto hidroalcohdlico de romserobtuvo un Rf=0.45, lo que asegura
que se trata del acido clorogénico compuesto pressan el romero segun Alonso, J.
2004 (7).

Para el caso del extracto hidroalcohdlico de tamiRf= 0.57 podemos apreciar una

mancha, de coloracion amarillo- verduzco al revetar Sulfato de Vainillina.

B. ANALISIS CROMATOGRAFICO PARA ACEITES ESENCIALES.

Se realizdé una cromatografia en capa delgada pardificar la presencia de aceites
esenciales en extractos hidroalcoholicos y her&nie romero y tomillo de acuerdo a

las siguientes condiciones:
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ADSORBENTE: Silica gel 60bs4

SISTEMA DE SOLVENTES PARA CROMATOGRAFIA:

Tolueno: Acetato de etilo (93:7)

REVELADOR: Vainillina- &cido sulfurico.

Se analizaron las diferentes fracciones obtenidax®actos de romero y tomillo.

7 cm O N

2cm {

le—e

M1 M2

GRAFICO N° 4, CROMATOGRAMA OBTENIDO PARA LA IDENTIFIC ACION DE ACEITE
ESENCIAL DE EXTRACTOS DE ROMERO Y TOMILLO.

M1.- Residuo del extracto hexanico de romero.
M2.- Residuo del extracto hexanico de tomillo.

En el caso de las fracciones de los extractpy M, podemos apreciar la aparicion de
manchas bastante definidas, de coloracion azaisotal revelar con Vainillina: 2$0;

se determina un Rf= 0,28 para el extracto hexamécoomero lo cual indica que es 1,8-
cineol cuyo Rf = 0.25 — 0,45 segun Wagner (61)aRaextracto de tomillo se identifico

un Rf = 0,47 que corresponde al compuesto actmolti
3.3.3 CUANTIFICACION DE TANINOS
Por medio del método del permanganato de potasjoude obtener el porcentaje de

taninos presentes en los distintos extractos desnmry tomillo, cuyos resultados se

especifican en el Cuadro N°9y 10
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CUADRO N° 9 CUANTIFIQACION DE TANINOS EN EXTRACTOS DE ROMER O. LABORATORIO DE
FITOQUIMICA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.

DETERMINACION E. ) E. HEXANICO DE
HIDROALCOHOL ROMERO
ICO DE ROMERO

PORCENTAJE 0.0145 0.0342

DE TANINOS

CUADRO N° 10 CUANTIF,ICACION DE TANINOS EN EXTRACTOS DE TO MILLO. LABORATORIO DE
FITOQUIMICA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.

DETERMINACION E. ] E. HEXANICO DE
HIDROALCOHOLI ROMERO
CO DE TOMILLO

PORCENTAJE 0.0373 0.081

DE TANINOS

Los taninos son sustancias de alto peso molecatanplejos polimeros de &cidos
fendlicos, algunos contienen ademas azucares;esenmia en el tomillo es de 7 — 10 %
por lo que los datos obtenidos demuestran una roimorcentaje de taninos segun
Alonso, J. 2004 (7).

3.4 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA:

CUADRO N°11. ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL SULFATO DE EST REPTOMICINA FRENTE A
LOS MICROORGANISMOS UTILIZADOS. LABORATORIO DE MICROB IOLOGIA.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.

MICROORGANISMOS 5000 2500 1250 625 3125 156.2 78.1 39
pg/ml - pg/ml - ug/ml pg/ml pg/ml pg/ml - pg/ml ug/ml

Staphylococcus auredsTCC P P P P P P P P
25923

Salmonella tiphymuriumMTCC P P P P P P P P
14028

Klebsiella pneumonia@TCC A A A A A A P P

10031

Candida albicanATCC 10231 A A A A A =) P &)
Pseudomonas aeruginosa A A A A A P P P
ATCC 27853

Interpretacion: A (activo), P (parcialmente activa)inactivo)
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En el cuadro N° 11 se indica la actividad inhitigteen el control positivo con el sulfato
de estreptomicina dando como resultado actividactigl paraS. aureusy S.
tiphymuriumen todas las concentraciones y mayor actividaddraK. pneumoniae, C.
albicansy P. aeruginosa.

CUADRO N° 12 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIAN A DEL EXTRACTO

HIDROALCOHOLICO DE ROMERO. LABORATORIO DE MICROBIOLO GIA.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.

MICROORGANISMOS 10000 1000 100
ug/mi ug/mi pug/mi
Staphylococcus auredsT CC 25923 P I I

Salmonella tiphymuriuPATCC 14028 I I I

Klebsiella pneumonia@TCC 10031 I I I

Candida albican®ATCC 10231 P P |
Pseudomonas aeruginosd CC 27853 P P I
A =Actividad P= Parcialmente activo liRactivo

CUADRO N° 13 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERI ANA DEL EXTRACTO
HEXANICO DE ROMERO. LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA. FACU LTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH.

MICROORGANISMOS 10000 1000 100
ug/mi ug/mi ug/mi
Staphylococcus auredsT CC 25923 I I I

Salmonella tiphymuriuPATCC 14028 P P I
Klebsiella pneumonia@TCC 10031 P I I
Candida albican®ATCC 10231 P P I
Pseudomonas aeruginodd CC 27853 P P I

A =Actividad P= Parcialmente activo liFactivo
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Como se puede observar en los Cuadros N °12 ymayar capacidad de inhibicion en
ambos extractos se encuentra en la concentraci®@Gf® (g / mL). Para el caso del
extracto hidroalcohdlico se observd una actividpdrcial frente &C. albicans y P.
aeruginosa mientras que el extracto hexanico a mas de lasogriganismos antes

mencionados posee una actividad parcial frei@etgphymurium y K. pneumoniae.

Estudios realizados demostraron que los solvemggEnizos tienen mayor extraccion de
los componentes activos de las plantas en generaontrando mayor actividad
antimicrobiana en los extractos obtenidos con hesagun la OMS 2009 (46).

CUADRO N° 14 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERI ANA DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE TOMILLO. LABORATORIO DE MICROBIO LOGIA.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.

MICROORGANISMOS 10000 1000 100

ug/mi ug/mi pug/mi
Staphylococcus auredsTCC 25923 P P I
Salmonella tiphymuriumTCC 14028 P I I
Klebsiella pneumonia@TCC 10031 P P I
Candida albican®ATCC 10231 P | |
Pseudomonas aeruginogd CC 27853 P I I

A =Actividad P= Parcialmente activo lfRctivo
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CUADRO N°15 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIA NA DEL EXTRACTO
HEXANICO DE TOMILLO. LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA. FAC ULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH.

MICROORGANISMOS 10000 1000 100
ug/mi ug/ml ug/mi

Staphylococcus auredsTCC 25923 P I I
Salmonella tiphymuriumPTCC 14028 P I I
Klebsiella pneumonia@TCC 10031 P P I
Candida albicansATCC 10231 P P I
Pseudomonas aeruginosd CC 27853 P P I
A =Actividad  P= Parcialmente activo Iactivo

En los cuadros 14 y 15 se pudo observar que leidend inhibitoria se encuentra entre el
rango de concentracion de 10000 y 1000 (ng / mhpas extractos presentan mayor

inactividad frente &S. aureus y C. albicans.

Del Tomillo se conoce que su extracto acuoso afrgre aS. aureusy su aceite

esencial presenta actividad frentg.acoliy C. albicanssegun Alonso J. 2004(7).

Otros estudios han concluido que el efecto antohiano estd asociado con aceites
esenciales que contengan carvacrol y timol los esudlenen mayor rendimiento
antibacterial segun la OMS 2009 (46).
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CUADRO N° 16 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIA NA DE LA MEZCLA DE LOS
EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE ROMERO Y TOMILLO. LABORATOR 10 DE
MICROBIOLOGIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.

MICROORGANISMOS 10000 1000 100
ug/mi ug/mi pug/mi

Staphylococcus auredsT CC 25923 P I I
Salmonella tiphymuriuPATCC 14028 P I I
Klebsiella pneumonia@TCC 10031 P I I
Candida albican®ATCC 10231 P P I
Pseudomonas aeruginodd CC 27853 P P I
A =Actividad  P= Parcialmente activo Ikactivo

CUADRO N° 17 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIA NA DE LA MEZCLA DE LOS
EXTRACTOS HEXANICOS DE ROMERO Y TOMILLO. LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.

MICROORGANISMOS 10000 1000 100
ug/mi ug/mi pug/mi

Staphylococcus auredsT CC 25923 P P I
Salmonella tiphymuriuPATCC 14028 P P [
Klebsiella pneumonia@TCC 10031 P I I
Candida albicanATCC 10231 P P P
Pseudomonas aeruginodd CC 27853 P P I
A =Actividad  P= Parcialmente activo Ikactivo

En los cuadros 16 y 17 se realiza un comparaciftne ¢ eficacia de la mezcla de los

extractos de las dos plantas.

La actividad antibacteriana se le atribugiesus distintos componentes para el caso del
romero sus compuestos fendlicos como el acidadsam, carnosol y acido rosmarinico

y a los principales agentes activos contenidos| eatate esencial como son: pineno,
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canfeno, 1,8 cineol, limoneno, alcanfor, linalot/imalol, borneol y su acetato, terpeno y
cariofileno. En el tomillo el poder antibacteriase lo atribuye al timol y carvacrol

presentes en el aceite esencial segun Alonso 4(&00

A partir de los resultados obtenidos se puede afiramtonces que la mezcla de los
extractos hexanicos poseen mayor actividad itdgribi que la mezcla hidroalcohdlica
debido a la mayor concentracion de aceites esesc@lie actian disminuyendo el
crecimiento deS. aureusS. tiphymurium, y C. albicarssalterando las caracteristicas
propias del microorganismo como es el casoRleaeruginosaque pierde su pigmento

verde .
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CAPITULO IV

. CONCLUSIONES

. Mediante el tamizaje fitoquimico realizado a lass dhantas se identificd la
presencia de flavonoides, taninos, saponinas eneiges entre los compuestos

representativos tanto en el romero como en el komil

. Por medio del método de destilacion por arrastreager se pudo determinar que
el tomillo contiene 0.82 % de aceite esencial yeswblecid el timol como
componente representativo con un Rf= 0,47 y pataomero un 0.41 % de

aceite esencial y se identifico el 1,8 — cineol gorRf = 0,28

. Al establecer una comparacion general de la capdcidnhibitoria de los
extractos se pudo determinar que los extractosodelld presentan mayor
actividad antibacteriana frenteStaphylococcus aureus y Candida albicans y
concentraciones de 10000 y 1000 pg/ mL

. Al realizar la determinacion de la capacidad awctd@ana se establece que la
mezcla de los extractos hexanicos a las conceotreeide 10000 y 1000 pg /

mL poseen mejor actividad cont&taphylococcus aureus, Candida albicans y
Pseudomonas aeruginosato se debe a la presencia de una mayor condéntrac

de aceite esencial.
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CAPITULO V

5. RECOMENDACIONES

1. Realizar una investigacién que permita conocerroagor detalle el porcentaje

de actividad e inactividad de los extractos frenkes distintos microorganismos.

2. Conociendo la actividad inhibitoria de los extesctealizar un seguimiento con
la investigacion mediante la elaboracion de uafdimaco capaz de poseer

propiedades antisépticas contra enfermedades iofasc
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CAPITULO VI

6. RESUMEN

La investigacion de la actividad antibacteriaima Vitro” de los extractos de Romero y
Tomillo frente aStaphylococcus aureSTCC 25923,Salmonella typhimuriumATCC
14028, Klebsiella pneumoniaeATCC 13883, Candida albicans ATCC 10231 y
Pseudomonas aeruginasdTCC 27853 se realizd en los laboratorios dedtitmica y
Microbiologia de la Facultad de Ciencias de lauekr Superior Politécnica de

Chimborazo.

Para el efecto se obtuvo los extractos por maderade las hojas y tallos en un balén
aforado con hexano y alcohol — agua luego se ealizontrol de calidad y se evaporé el
solvente a bafio Maria. Posteriormente se uso dreseatraciones diferentes y la mezcla
de los extractos blandos frente a las distintasebas y se comprobd sus propiedades
antimicrobianas utilizando el método de Mitschec@l consiste en la determinacion
del crecimiento de los microorganismos en presetieigoncentraciones crecientes del
antimicrobiano en este caso los extractos, quenseeatran diluidos en el medio de

cultivo.

Luego de 24 y 48 horas de incubacion; se obsanedlas extractos de ambas plantas
presentan actividad antibacteriana destacandosetala de los extractos hexanicos a
concentraciones de 10000 y 1000 pg / mL frentetaphylococcus aureus, Candida
albicansy Pseudomonas aeruginosiebido a los compuestos fenélicos como el timol,

carvacrol y cineol presentes en el aceite esepoialo que se recomienda la utilizacién
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de la mezcla de los extractos de Romero y Tomillméecciones causadas por bacterias
y hongos.

SUMMARY

This investigation is about an antibacterial at§ivin vitro” of extracts of rosemary and
thyme in front ofStaphylococcus aurelSTCC 25923,Salmonella typhimuriurATCC
14028, Klebsiella pneumoniaeATCC 13883, Candida albicansATCC 10231 and
Pseudomonas aeruginogelr CC 27853 it was done at the phytoquimics lalbmsabf

microbiology of the Science Faculty at the Politesrof Chimborazo.

We got the extracts of maceration from the leaves$ stems in an hexagon ball with
alcohol-water, then we did the quality control d@hd solvent was evaporated. Then we
use 3 different concentration and the mixture d¢f egtract in front of distinct bacteria,
we proved their antimicrobial properties using téscher method which consist in
determining the microorganisms growing in presen€egrowing concentrations of

antimicrobial, in this case the extracts are dis=bin cultivate mean.

24 and 48 hours later of incubation we saw that @kact of both plants present
antibacterial activity, being outlined the mixtwkhexanics extracts in concentrations of
10000 and 100Qug / ml in front of Staphylococcus aureu£andida albicansand
Pseudomonas aeruginoshie the fenolics components with timol, carvagrotineol
presents in the essential oil, for this reason wggest the use of the mixture of rosemary

and stem extracts in infections caused for badtend fungi.
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ANEXOS

ANEXO N°.1 FICHA BOTANICA DEL ROMERO Rosmarinus officinalis

Pp
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Las hojas, las flores y los frutos contienen uneneis compuesta principalmente de
pineno, canfeno y cineol. El romero tiene propiesadstimulantes y antiespasmadicas,
facilita la secrecion biliar, es tonico, estomacalgo diurético y regulariza la

menstruacion. En uso externo tiene aplicacionds®nasos de reumatismos articulares,

contusiones, heridas y eccemas.

ANEXO N° 2 RENDIMIENTO DE ACEITE ESENCIAL DE TOMILLO
SEGUN EL METODO DE EXTRACCION.
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REPETICION |DESTILACION | DESTILACION | DESTILACION CON AGUA
CON AGUA CON VAPOR Y VAPOR DE AGUA
DE AGUA
1 0.036 0.1757 0.2543
2 0.0715 0.1698 0.226
3 0.0978 0.1206 0.1966

ANEXO N° 3 COMPOSICION QUIMICA DEL ACEITE ESENCIAL DETOMILLO

Composicion Quimica del Aceite Esencial de Tomillo

Métodos %Timol %Carvacrol %p-cimeno
Destilacion Con Agua 23.55 4.71 16.26
25.96 5.05 14.73
26.24 5.56 16.1
Destilacion Con Vapor de Agua 31.38 4.99 15.77
24.72 2.34 12.46
34.31 6.47 14.59
Destilacion Con Agua y Vapor de Agua 25.19 494 16.25
32.25 5.49 13.26
23.14 4.03 18.65
ANEXO N° CROMATOGRAFIA PARA LA IDENTIFICACION DE

FLAVONOIDES EN LOS EXTRACTOS
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ANEXO N° 5 TECNICA DE MITSCHER PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIA IN VITRO.

PREPARACION DE AGAR TSA EN CAJAS PETRI Y SUSPENSIONES DE
MICROORGANISMOS
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ESTRIADO DE LOS MICROORGANISMOS Y LECTURA DE LOS
RESULTADOS



