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GLOSARIO DE TERMINOS

IAAS: Infecciones asociadas a la atencion en salud IAAS.
[IH: Infecciones intrahospitalarias.
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°C: Grados Celsius.
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ATCC: American Type Culture Collection.
GC: Cromatografia de gases.

CMB: Concentracion Minima Bactericida.
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RESUMEN

La especie vegetal Lepechinia meyenii (Walp.) Epling (salvia, pacha
salvia, salvia de puna, kotapuriiia) es una planta nativa que crece en la
parte sur andina del Pert (Ayacucho, Huancavelica, Cuzco y Puno). El
presente trabajo tuvo como objetivo principal realizar la evaluacion
fitoquimica y determinar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de
los 6rganos aéreos de Lepechinia meyenii (Walp.) Epling “pacha salvia”.
En la metodologia se empled un cromatografo de gases acoplado a
espectrometro de masas (CG-SM) para determinar la composicion
fitoquimica y para la actividad antimicrobiana se emple6 el método de
difusion en placa (Kirby-Bauer). Los resultados arrojaron la presencia de
31 componentes, siendo los compuestos mayoritarios a-pineno (21,37 %),
eucaliptol (1,8-cineol = 18,80 %), D-limoneno (15,43 %) presentando
actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538
comparado con gentamicina 10 pg. Se concluye que el aceite esencial de
los 6rganos aéreos de Lepechinia meyenii (Walp.) Epling “pacha salvia”

poseen componentes activos con actividad antimicrobiana.

Palabras clave: Aceite esencial, Lepechinia meyenii, actividad

antimicrobiana, plantas aroméaticas.



ABSTRACT

The plant species Lepechinia meyenii (Walp.) Epling (salvia, pacha salvia,
salvia de puna, kotapurifia) is a native plant that grows in the southern
Andean region of Peru (Ayacucho, Huancavelica, Cuzco and Puno). The
main objective of this work was to perform the phytochemical evaluation
and determine the antimicrobial activity of the essential oil of the aerial
organs of Lepechinia meyenii (Walp.) Epling "pacha salvia". In the
methodology, a gas chromatograph coupled to a mass spectrometer (CG-
SM) was used to determine the phytochemical composition and for the
antimicrobial activity the plate diffusion method (Kirby-Bauer) was used.
The results showed the presence of 31 components, being the majority
compounds a-pinene (21,37 %), eucalyptol (1,8-cineol = 18,80 %), D-
limonene (15,43 %) presenting antimicrobial activity against to
Staphylococcus aureus ATCC 6538 compared to gentamicin 10 ug. It is
concluded that the essential oil of the aerial organs of Lepechinia meyenii
(Walp.) Epling "pacha salvia" have active components with antimicrobial

activity.

Key words: Essential oil, Lepechinia meyenii, antimicrobial activity,

aromatic plants.



1.1

I. INTRODUCCION

Planteamiento del problema

En la actualidad las enfermedades infecciosas son las principales causas
de morbilidad y mortalidad en el mundo, dado la aparicion de patégenos
resistentes a los tratamientos antimicrobianos, ello ha originado el
incremento de la disponibilidad de farmacos antimicrobianos para el
tratamiento sintomatico de enfermedades en hospitales y en la
comunidad, debido a la disminucion de la susceptibilidad a los
antimicrobianos de los agentes patdgenos implicados en enfermedades

diarreicas, febriles, respiratorias y del tracto reproductivol®.

En el 2016 la Direccién General de Epidemiologia del Ministerio de Salud,
reportd tasas de prevalencia de infecciones asociadas a la atencién en
salud (IAAS), responsable de 4,8 % de morbilidad para el 2014 y 3,9 %
para el 2015. Asi mismo la tasa de prevalencia de pacientes de IAAS fue

4,4y 3,6 % para dichos anos!?.

Diversos microorganismos con actividad patégena como: Candida
albicans, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa Yy
Staphylococcus aureus son responsables de enfermedades infecciosas
en diversas partes del organismo. La infeccién por estos microorganismos
resistentes y multiresistentes a los antibiéticos, principalmente en areas
criticas de los hospitales (U.C.I) de mayor complejidad, han visto la
necesidad de aplicar nuevas estrategias para evitar su aumento y
diseminacion. Una de estas alternativas es el uso de moléculas bioactivas
de los aceites esenciales, método que ha generado un gran interés en la
actualidad, tanto para la prevencion de infecciones como en la

disminucién de los costos asociados/34l,

Dentro del género Candida, el patdbgeno mas importante es Candida

albicans, porque es el principal causante de infeccion micética



1.2.

1.3.

“oportunista”. Escherichia coli, coloniza el intestino del hombre
originando cuadros clinicos, como diarreal®. Pseudomonas aeruginosa,
coloniza predominantemente partes lesionadas del organismo, como en
el caso de quemaduras y heridas quirdrgicas, el aparato respiratorio de
personas con enfermedades subyacentes o lesiones fisicas en el ojol®. Y
Staphylococcus aureus, causante de infecciones cutaneas, neumonia,

septicemia e intoxicacion alimentaria, entre otras!’-8l.

Los aceites esenciales de algunas plantas medicinales presentan
diferentes actividades farmacoldgicas entre ellas tenemos: Actividad
antiinflamatoria, antiviral sobre el sistema nervioso central,
anticancerigeno, antihelmintico, insecticida asi como la actividad
antimicrobiana. Por lo tanto, los aceites esenciales contenidos en plantas
aromaticas de algunas plantas pueden ofrecer alternativas a ciertas

infecciones!®10],

Formulacion del problema

¢,Cudles seran los componentes fitoquimicos que presentaran actividad
antimicrobiana del aceite esencial de los 6rganos aéreos de Lepechinia

meyenii (Walp.) Epling “pacha salvia™?

Justificacion e importancia

Buscar nuevas alternativas antimicrobianas en la biodiversidad peruana,
principalmente de plantas medicinales y arométicas nativas del Perq,
como es el caso de las plantas alto andinas que son utilizadas por la

poblacién menos favorecida econémicamente.

Los microorganismos son agentes patégenos que en su gran mayoria
generan infecciones y contaminaciones, perjudicando la salud y los

productos alimenticios. Este hecho ha revolucionado la sintesis quimica



de antimicrobianos, sin embargo, la gran mayoria de este grupo de

medicamentos esta generando resistencia microbiana.

Por ello, a través del presente trabajo pretendemos demostrar la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de los 6rganos aéreos de Lepechinia
meyenii (Walp.) Epling “pacha salvia”, comunmente utilizada en la sierra

de Ayacucho para infecciones respiratorias y digestivas.

Los resultados permitiran disponer de alternativas en cuanto al uso de
productos naturales para el desarrollo de nuevos productos terminados
gue puedan prevenir, aliviar y/o curar infecciones que producen diversos

microorganismos.

Objetivos

1.4.1. General

Realizar la evaluacion fitoquimica y determinar la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de los 6rganos aéreos de

Lepechinia meyenii (Walp.) Epling “pacha salvia”.

1.4.2. Especificos:

1. Identificar por cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (CG/EM) los componentes fitoquimicos del aceite
esencial de los 6rganos aéreos Lepechinia meyenii (Walp.) Epling

‘pacha salvia”.

2. Evaluar la actividad antimicrobiana frente a Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 del aceite esencial de los érganos aéreos

de Lepechinia meyenii (Walp.) Epling “pacha salvia”.



3. Evaluar la actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli ATCC
8739 del aceite esencial de los 6rganos aéreos de Lepechinia

meyenii (Walp.) Epling “pacha salvia”.

4. Evaluar la actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus
aureus ATCC 6538 del aceite esencial de los érganos aéreos de
Lepechinia meyenii (Walp.) Epling “pacha salvia”.
5. Evaluar la actividad antimicrobiana frente a Candida albicans,
ATCC 10231 del aceite esencial de los érganos aéreos de
Lepechinia meyenii (Walp.) Epling “pacha salvia”.
1.5. Variables
1.5.1. Variable independiente
= Aceite esencial.
1.5.2. Variable dependiente
= Actividad antimicrobiana.
1.6. Hipotesis
La composicion fitoquimica del aceite esencial de los 6rganos aéreos de

Lepechinia meyenii (walp.) Epling “pacha salvia” tendra actividad

antimicrobiana.



2.1.

Il. MARCO TEORICO

Antecedentes de la investigacion:

2.1.1. Estudios a nivel internacional

Ramirez J, et al. En el afio 201704, estudiaron la "Composicion
qguimica, analisis enantiomérico, evaluacion sensorial AEDA y
actividad antifungica del aceite esencial de la planta ecuatoriana
Lepechinia mutica Benth (Lamiaceae)"; Objetivo: Determinar la
composicion quimica y la actividad antifingica del aceite esencial de la
planta ecuatoriana Lepechinia mutica Benth (Lamiaceae). Métodos:
Se utilizé un cromatégrafo de gases con detector de ionizacion de llama
(GC-FID), cromatégrafo de gases con espectrometro de masas (GC-MS)
y cromatografo de gases enantioselectivo. Resultados: El analisis
permitié la caracterizacion y cuantificacion de 79 componentes, lo que
representa el 97,3 % de la muestra total. Los hidrocarburos
sesquiterpénicos (38,50 %) e hidrocarburos monoterpénicos (30,59 %)
resultaron ser los volatles mas abundantes, mientras que los
sesquiterpenos oxigenados (16,20 %) y monoterpenos oxigenados (2,10
%) fueron los componentes menores. Con el fin de caracterizar mejor el
aroma del aceite, desde el punto de vista sensorial, fueron identificados
por Andlisis de Dilucién de Extracto de Aroma (AEDA), cromatografia de
gases y olfatometria (GC-O). Se trata de a-pineno, B-phellandreno y
dauca-5,8-dieno, que presentan los caracteristicos olores lefiosos,
herbaceos y terrosos, respectivamente. Conclusiéon: Se determiné la
composicién quimica y la actividad antifangica del aceite esencial de
Lepechinia mutica Benth (Lamiaceae) mostrando actividad moderada
in vitro contra cinco cepas fungicas, siendo especialmente eficaz contra
Microsporum canis, que es un agente dermatdfito zoofilico en

infecciones de animales de compafiia y humanos.



Morocho V, et al. En el afio 20172 desarrollaron la investigacion
"Composicion quimica y actividad antimicrobiana del aceite
esencial de Lepechinia radula Benth Epling"; Objetivo: Determinar
la composicion quimica y la actividad antimicrobiana del aceite esencial
de las partes aéreas de Lepechinia radula Benth Epling (Lamiaceae).
Métodos: Se utilizé un cromatografo de gases con espectrometro de
masas (GC-MS), un cromatégrafo de gases con detector de ionizacién
de llama (GC-FID) para determinar la composicion quimica, la actividad
antimicrobiana fue determinada por la concentracion minima inhibitoria
(MIC). Resultados: Se identificaron 34 compuestos que representan el
93,4 % del total del aceite. Los constituyentes mayoritarios fueron: 6-3-
careno (19,9 %), B-pineno (17,0 %), (E) -B- cariofileno (9,7 %) y a -
farneseno (9,4 %). El aceite esencial de Lepechinia radula Benth Epling
(Lamiaceae) se considero inactivo tanto para Gram-positivas como para
bacterias Gram-negativas. Por otro lado, el aceite exhibié una buena
actividad antifungica contra Trichophyton rubrum ATCC 28188 y
Trichophyton mentagrophytes ATCC 28185 con un valor MIC de 31,25
Mg/mL y 62,50 ug/ mL, respectivamente. Conclusion: Se determiné la
composiciéon quimica del aceite esencial de partes aéreas de
Lepechinia radula Benth Epling (Lamiaceae), y la actividad
antimicrobiana frente a Trichophyton rubrum ATCC 28188 vy
Trichophyton mentagrophytes ATCC 28185.

Acevedo J, et al. En el afio 2005[%3], estudiaron la "Actividad in vitro
anti-Vibrio cholerae del aceite esencial de Lepechinia caulescens”
es una especie empleada por la Purepecha (una etnia mexicana) para
tratar enfermedades gastrointestinales infecciosas; Objetivo:
Determinar la actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de
Lepechinia caulescens. Métodos: Los principales componentes del
aceite fueron determinados por cromatografia de gases - espectrometria
de masas (GC-MS), para la actividad antibacteriana fueron
determinadas por la concentracion minima inhibitoria (MIC).

Resultados: El aceite esencial de esta especie es activa contra algunas



cepas de Vibrio cholerae con 4 pL/ mL de la concentracion minima
inhibitoria (MIC) y 6 uL/ mL de la concentracion maxima bactericida
(MBC). Conclusion: Se determingé la actividad antibacteriana in vitro del

aceite esencial de Lepechinia caulescens frente a Vibrio cholerae.

Argote V, et al. En el afio 20174, estudiaron la " Evaluaciéon de la
capacidad inhibitoria de aceites esenciales en Staphylococcus
aureus y Escherichia coli". El interés por los aceites esenciales ha
aumentado notablemente por sus propiedades bactericidas, fungicidas y
antioxidantes. Objetivo: Evaluar la capacidad antibacteriana de aceites
esenciales de eucalipto, limon y mandarina frente a bacterias:
Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Métodos: La actividad
antibacteriana se determiné con la concentracion minima inhibitoria
(CMI) y bactericida (CMB), mediante el método de microdilucion. La
composicion se determind por cromatografia de gases acoplado a
masas, también se midi6 la densidad, indice de refraccion y acidez.
Resultados: Se encontré para los aceites, valores de densidad entre
0,858 + 0,002 y 0,920 + 0,003 g/cm?, indice de refraccion de 1,469 + 0,01
y 1,4595 + 0,0025, indice de acidez entre 5,32 £ 0,02 y 8,08 £ 0,074; la
composicién de limén y mandarina presentaron compuestos comunes
como limoneno, terpineno, octanal y mirceno; en eucalipto se destacaron
eucaliptol (1,8 cineol) y pineno. Conclusion: Se evalud la capacidad
antibacteriana de aceites esenciales de eucalipto, liméon y mandarina
resultando activas frente a bacterias Gram positiva como:

Staphylococcus aureus y para la Gram negativa Escherichia coli.

2.1.2. Estudios a nivel nacional

Marquez S. En el afio 2014115, desarrollo la tesis para optar el titulo de
ingeniero industrial "Extraccion y caracterizacion de los compuestos
activos del aceite esencial de Salvia rhodostephana (Epling.)".
Objetivo: Identificar la presencia de compuestos volatiles y compuestos

bioactivos del aceite esencial de Salvia rhodostephana (Epling.)".



Métodos: Los componentes fueron determinados por cromatografia de
gases y espectrometria de masas (GC-EM). Resultados: Se hallaron
componentes como: B-pineno 2,24 %, sabineno 0,66 %, ©-3-careno
69,47 %, mentona 5,50 %, B-cariofileno 9,89 %, etc. Conclusion: Se
identifico la presencia de compuestos volatiles y compuestos bioactivos
presentes en el aceite de Salvia rhodostephana (Epling.) “salvia”, esta
especie aromatica muestra un alto contenido de ©-3-careno, este

componente posee actividad antimicrobiana.

A decir de Cahuana y Col. En el afio 2017[%6], en su tesis para optar el
titulo de cirujano dentista "Efectividad Inhibitoria in vitro del extracto
etdnolico de Eucalyptus globulus sobre cepas de Streptococcus
mutans y Candida albicans'. Objetivo: determinar el efecto inhibitorio
del extracto etandlico de Eucalyptus globulus sobre Streptococcus
mutans y Candida albicans. Métodos: Se compar6 el efecto inhibidor
da diferentes concentraciones de 25 %, 50 %, 75 % y 100 %,
respectivamente. Se realiz6 la prueba de difusién de pocillos con disco
de papel filtro combinado y por el método de Kirby y Bauer. Resultados:
Se dieron con un promedio de 9,34 mm de halo de inhibicién para una
concentracion del 25 %, 10,41 mm de halo de inhibicion para una
concentracion del 50 %, 11,39 mm de halo de inhibicion para una
concentracion del 75 % y 12,45 mm de halo de inhibicién para una
concentracion del 100 %, lo que demuestra que a mayor concentracion
tiene mayor halo inhibitorio, siendo directamente proporcional.
Conclusion: Se determind el efecto inhibitorio del extracto etandlico de
Eucalyptus globulus mostrando actividad antifungica contra Candida

albicans.

Alarcon y Col. En el afio 20167, en su trabajo de la "Composicion
guimica y evaluacion de la actividad antimicrobiana del aceite
esencial de Espeletia schultzii wedd (asteraceae) recolectada en el
estado Trujillo-Venezuela”. Objetivo: Determinar la composicion

guimica y evaluar la actividad antimicrobiana del aceite esencial



Espeletia schultzii wedd (asteraceae). Métodos: El andlisis de sus
componentes volatiles se determind por cromatografia de gases-
espectrometria de masas (CG-EM). La actividad antibacteriana del
aceite esencial se evalu6 empleando los métodos de difusion en agar
con discos y microdilucién en caldo contra Staphylococcus aureus
(ATCC 25923). Resultados: Permiti6 la identificacion de 13
componentes, que constituyeron el 100 % del aceite esencial de los
cuales los mayoritarios fueron a-pineno (49,72 %), B-pineno (16,02 %) y
B-mirceno (14,42 %). Conclusién: Se determiné la composicion quimica
del aceite esencial Espeletia schultzii wedd (asteraceae) mostrando

actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

Ruiz y Col. En el afio 2015[!8 desarrollaron la investigacion de la
"Composicion quimica de aceites esenciales de 10 plantas
aromaticas peruanas'. Objetivo: Determinar la composicion quimica
de aceites esenciales de 10 plantas aromaticas. Métodos: Se utilizo el
analisis por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC-MS) comparando los espectros de masas de cada pico con
los de la libreria de espectros de masas de las bases de datos Flavor 2
y la del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST 8).
Resultados: Los componentes mayoritarios fueron a-Pineno (29,87 %),
Eucaliptol (13,25 %) y B-pineno (9,64 %). Conclusion: Se determiné la
composicién quimica de aceites esenciales de 10 plantas arométicas
presentando componentes mayoritarios en Jungia paniculata (“matico
de la sierra”), Ambrosia peruviana (“marco hembra”), Lepechinia

meyenii (“pachasalvia”) y Aristolochia silvatica (“huampishcuna”).

Noriega y Col. En el afio 2016[*°], en su trabajo de "Composicion
guimica, actividad antioxidante y antimicrobiana del aceite esencial
proveniente de la hojas de Piper pubinervulum C. DC
PIPERACEAE". Objetivo: Evaluar las propiedades quimicas y actividad
biologica del aceite esencial proveniente de las hojas de Piper
pubinervulum C. DC PIPERACEAE". Métodos: La composicion



guimica se determiné por cromatografia de gases y espectrometria de
masas (CG-EM), La actividad antimicrobiana fue evaluada por el método
de difusion de disco en dos bacterias: Gram (+), dos bacterias: Gram (-)
y dos levaduras. Resultados: Se detectaron 44 constituyentes dentro de
los cuales B-cariofileno, isoeugenolmetil éter, asarona y el nerolidol
fueron los mayoritarios. Los resultados mas interesantes fueron con
Candida tropicalis (MIC 0,77 mg/mL) y Candida albicans (MIC 0,33
mg/mL). Conclusion: Se evalué las propiedades quimicas del aceite
esencial proveniente de las hojas de Piper pubinervulum C. DC

PIPERACEAE" sus constituyentes mostraron actividad antiftngical*.

Segun Sotelo y Col. En el afio 2014[2%, en su tesis para optar el titulo
profesional de ingeniero agroindustrial de "Actividad antibacteriana in
vitro del aceite esencial de Clinopodium weberbaueri (mansf.)
"runtuwayra", frente a la supervivencia cepas de Escherichia coli y
Salmonella typhi" procedentes del Instituto Nacional de Salud (INS).
Objetivo: Determinar la actividad antibacteriana in vitro del aceite
esencial de Clinopodium weberbaueri “Runtuwayra”, frente a la
supervivencia de cepas de Escherichia coli y Salmonella typhi.
Métodos: Se obtuvo el aceite esencial de hojas y talluelos de
runtuwayra, por arrastre de vapor de agua, el aceite esencial puro se
diluyé en alcohol etilico de 70° a 50 % y 25 %; fueron comparadas con
Sulfametoxazol mas trimetoprim como control (+) y alcohol etilico al 70°,
como control negativo; para realizar pruebas de sensibilidad in vitro
mediante el método de Difusion en Agar con Discos. Resultados: Se
logré un rendimiento (0, 33 % v/p), rotacion optica (+0,05 a 0), densidad
(0,9355 g/mL), indice de acidez, acido oleico (0,1128), indice de
refraccion (1,4811), dobles enlaces, KMnOs (+++) de compuestos
aromaticos, FeClsal 1 % (-) en el aceite esencial. El aceite esencial puro
y al 50 % tiene efecto antibacteriano frente a la Escherichia coli y
Salmonella typhi con un halo de inhibicion de 86,96 %, mientras que al
25 % no se evidencio halos de inhibicion, la técnica fue comparanda con

Sulfametoxazol mas trimetoprim a una concentracion de 30 ug como
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control positivo. Conclusion: Se determind la actividad antibacteriana in
vitro del aceite esencial de Clinopodium weberbaueri “Runtuwayra”,

frente a Salmonella typhi.

Huari G. En el afio 2014121, en su tesis para optar el titulo profesional de
Cirujano dentista el "Efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial
de Minthostachys mollis (mufia) en Streptococcus mutans".
Objetivo: Demostrar la actividad antibacteriana del aceite esencial de
Minthostachys mollis frente a bacterias enteropatdogenas. Métodos:
Se determiné la concentracibn minima inhibitoria (CMI), y la
concentracion minima bactericida (CMB), para establecer el efecto
antibacteriano frente a Streptococcus mutans. El analisis estadistico
usado fue la prueba ANOVA y la de KRUSKALL-WALLIS. Resultados:
Se hall6 la CMI de 0,31 pL/mL y la CMB, de 0,62 pL/mL a 0,75 pL/mL
del aceite esencial de Minthostachys mollis frente a Streptococcus
mutans. Conclusion: Se demostré la actividad antibacteriana in vitro
del aceite esencial de Minthostachys mollis frente a Streptococcus

mutans.

2.2. Teorias generales

2.2.1. Aceites esenciales

Los aceites esenciales o aceites volatiles, le dan una peculiaridad
aromatica a la planta. Son constituyentes fitoquimicos con predominio
volatil y odorifico, de composicién quimica compleja, que se originan a
partir de los tejidos secretores, almacenandose en pelos glandulares,
cavidades esquizégenas o lisigenas. Generalmente son liquidos fluidos,
mas livianos que el agua, de olor fuerte y penetrante, que recuerda a la
planta de origen, incoloras o amarillentas translucidas, solubles en
alcoholes y disolventes organicos como: éter, cloroformo, dejan
manchas sobre el papel que desaparecen con el tiempo. Son

liposolubles y poco solubles en agua, pero son arrastrables por el vapor
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de agua generalmente para la extraccion de aceites esenciales.
Quimicamente son sustancias terpénicas (monoterpenos Yy

sesquiterpenos) y derivados aromaticos fenilpropanicos/?2.

“Se debe tener en cuenta que algunos aceites esenciales, sobre todo a
dosis elevadas, son toxicos, principalmente a nivel del sistema nervioso
central. Otros, como el de ruda o enebro, se considera que poseen
propiedades abortivas. Algunos también pueden ocasionar problemas
topicos, irritacion o alergias. Ademas de sus propiedades terapéuticas,
los aceites esenciales tienen un gran interés industrial en la industria

farmacéutica, en alimentacion y sobre todo en perfumeria" (22,

2.2.2. Quimica de los aceites esenciales

El valor medicinal de las plantas curativas, se debe a la presencia de
una sustancia quimica (principio activo) que produce un efecto
fisioldgico. Muchos de los principios activos son sumamente complejos,
desconociéndose aun su nhaturaleza quimica. Por lo general
pertenecen a una de estas categorias: aceites esenciales, alcaloides,
glicidos, taninos, sapogeninas, fenoles, quinonas, terpenos,

carotenoides, cumarinas, flavonoides, resinas(?? 231,

La mayoria de los aceites esenciales estan constituidos por muchas
clases de compuestos quimicos, algunos por un solo componente en
un alto porcentaje y otros por mezclas complejas de compuestos

ciclicos aromaticos, aciclicos, heterociclicos y derivados oxigenados[??
23]

Los constituyentes principales de los aceites esenciales son!?>23:;

1. Hidrocarburos: Mirceno, cinemo, pineno, canfeno, felandreno,

bineno, limoneno, cariofileno, geranioleno, santaleno.
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Alcoholes: Isoamilico, geraniol, linalol, citronelol, nerodinol,

farsenol, terpinol, mentol, borneol, bencilico, fenil-etilico.

Fenoles: Timol, carvacrol, eugenol, vainillina.

Aldehidos: Citral, citronelal, anisaldehido, benzaldehido,

cinamadehido.

Cetonas: Alcanfor, carvona, mentona, piperitona, acetato

fenona.

Eteres: Anetol, metilchavicol, eucaliptol, ascaridol.

Esteres: Salicilato de amilo, benzoato de metilo, acetato de

terpinilo, acetato de geranilo.
Los metabolitos secundarios volatiles que componen los aceites

esenciales se pueden clasificar en base a los grupos funcionales que

contienen sus moléculas, como se muestra en la figura 1 y tabla 1.
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B-ocimeno Dihidrotagetona Tagetona (+)-limoneno (-)-limoneno
(-)-a-felandreno para-cimeno (+)-a-pineno (-)-a-pineno (-)-B-pineno

Figura 1. Principales estructuras moleculares de los aceites esenciales 2%,
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Tabla 1. Grupo funcional y la naturaleza quimica de los aceites esenciales?¥.

GRUPO FUNCIONAL NATURALEZA EJEMPLO
QUIMICA
Terpénicos Limoneno, a-terpineno
HIDROCARBUROS Arométicos Cumeno, p-Cimeno

Sesquiterpénicos Trans- B-cariofileno
Monoterpénicos Citral
ALDEHIDOS Alifaticos Nonanal, octadenal

Aromaticos Cinamaldehido

Monoterpénicos Geraniol, citronelol

Alifaticos 3-Decanol
ALCOHOLES Sesquiterpénicos Espatulenol, cedrol
Aromaticos Alcohol bencilico
FENOLES Arométicos Timol, carvacrol

2.2.3. Ubicacioén sistematica de la especie de Lepechinia meyenii

(Walp.) Epling "pacha salvia" (Anexo 1).

La clasificacion sistematica de la planta se realizé en el Herbario del
Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San

Marcos (UNMSM), segun el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988):

Divisién : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Sub clase : Asteridae

Orden : Lamiales

Familia : Lamiaceae

Género : Lepechinia

Especie : Lepechinia meyenii (Walp.) Epling

Nombre vulgar : "pacha salvia", "salvia", “pampa salvia”
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2.2.3.1. Descripcién botanica de Lepechinia meyenii (Walp.) Epling

"pacha salvia"

Es una planta herbacea muy empleada en medicina popular y como
saborizante, debido a su aroma. Crece de manera silvestre en los
paramos. También se emplea como biocida en la agricultura
ecoldgica. La bioactividad de dicha especie en plagas y protozoos
depende de sus componentes quimicos, principalmente de los

aceites esenciales®23],

Hierba estolonifera, perenne, de 20-22 cm de alto, de hojas
opuestas, pecioladas, limbo oblongo aovado, obtuso en el apice,
crenado, de 4-6 cm de largo y 2-3 cm de ancho, haz sub-glabro verde
oscuro, rugoso, envés blanquecino marcadamente reticulado con
pelos estrellados. Inflorescencia en glomérulos foliosos en grupos de
3 a 6 flores, blancas hermafroditas, de 10 mm de altura; corola
bilabiada de 7 mm de alto, labio superior casi plano trilobulado; labio
inferior entero de mayor tamafio; aromatica, crecen en temporadas

lluviosas (Octubre-Mayo)[®23],

2.2.3.2. Distribucion geografica de Lepechinia meyenii (Walp.) Epling
"pacha salvia"

El género Lepechinia meyenii (Walp.) Epling “pacha salvia” es una
planta que crece en las laderas de suelos arcillosos y pedregosos
parte sur andina del Pert (Ayacucho, Huancavelica, Cuzco y Puno),
la encontramos entre los 3000 — 3500 m de altitud y lugares
abrigados!?°l.

2.2.3.3. Biodiversidad del género Lepechinia

Existen diferentes especies del género LEPECHINIA entre ellas:
Lepechinia tomentosa, Lepechinia caulescens, Lepechinia

rufocampii y Lepechinia meyeniil?®l,
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2.2.4. Antecedentes etnobotanicas, etnofarmacolégicas y

farmacologicas

Segun informaciones etnobotanicas y etnofarmacoldgicas, las hojas
presentan propiedades medicinales, son usadas como tonicas,
coleréticas, antisudorales, antiespasmodicas, hipoglucemiante,
emenagoga, astringente, antioxidantes. En uso interno, en forma de
infusion, extracto fluido y tintura para combatir los sudores nocturnos,
asma, catarro, etc. Del aceite esencial: en preparados farmacéuticos,
con propiedades derivadas de tuyona, como germicida y cicatrizante. En

preparados farmacéuticos, perfumeria, jaboneria y cosmétical®25].

La especie Lepechinia meyenii (Walp.) (salvia, pacha salvia, salvia de
puna, kotapurifia) es una especie vegetal nativa de Perd, usada
popularmente contra célicos, fiebre tifoidea, reumatismo, afecciones

hepaticas y malarial?°l.

Castillo R. En el afio 2011261, en su tesis doctoral "Estudio quimico y
de actividad antioxidante en Lepechinia meyenii (Walp.)" Pontificia
Universidad Catdlica del Pera. Facultad de Quimica. Separ6 e identificd
los compuestos responsables de la actividad antioxidante en Lepechinia
meyenii (Walp.). Se prepararon extractos etanodlicos, se evalué su
actividad antioxidante in vitro usando el método de neutralizacion del
radical libre DPPH. El extracto M13639 present6 la mas alta actividad
antioxidante, aislando los compuestos de mayor actividad, acido 2-
hidroxicafeico (EC50 = 3,46 ug/mL), acido caféico (EC50 = 5,62 ug/mL)
y ésteres metilico (EC50 = 5,63 ug/mL) y etilico (EC50 = 5,65 ug/mL) del
acido 2-hidroxicafeico, también se aisl6 al carnosol (EC50 = 8,19 ug/mL).
El acido 2-hidroxicafeico presenté la mayor actividad antioxidante,
superior al de rutina (EC50 = 7,09 ug/mL) y de quercetina (EC50 = 3,96
ug/mL). Otros compuestos aislados fueron el acido ursdlico y flavona

diosmetina de escasa actividad antioxidante.
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La actividad antioxidante de esta especie puede atribuirse a derivados
del &cido caféico y carnosol. Cabe destacar que a pesar de ser
compuestos conocidos, el &cido cafeico y sus derivados no habian sido

reportados antes en especies del género Lepechinial?®l,
2.2.5. Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales

Desde hace mas de tres décadas se ha descrito a los antimicrobianos
de origen natural, como agentes de gran capacidad biodegradable, con
efectos secundarios minimos, en comparacion a los antimicrobianos
comunmente comercializados, asi por ejemplo, se ha comprobado la
aplicacion del aceite esencial de arbol de té que constituye una
alternativa eficaz para el control en postcosecha de Penicillium italicum
en naranjasl?’l, También, el aceite esencial de jengibre puede ejercer una
accion antimicrobiana sobre Bacillus cereus, Staphylococus aureus y
Streptococus faecalis. El aceite esencial de la “hierba de limon”
(Cymbopogon citratus) mostré una notable actividad antifangica frente
a Trichophyton rubrum[8l. Para la evaluacién de las propiedades
antimicrobianas de los aceites esenciales se aplican los métodos
convencionales de ensayo para antibidticos. Existen dos técnicas
basicas usadas, el método de difusion en agar y el método de diluciones.

Actualmente se sabe que los aceites esenciales derivados de plantas
medicinales y especias tienen efectos antimicrobianos. Se ha
identificado que estos efectos estan relacionados con los componentes
guimicos presentes, la mayoria de los estudios han encontrado que los
aceites esenciales son efectivos contra numerosas bacterias patégenas
Gram (+) y Gram (-), mohos, levaduras, siendo los monoterpenos,
sesquiterpenos y diterpenos posibles responsables de las propiedades

aromaticas, antioxidantes y antimicrobianas de los aceites esenciales!??,
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2.2.6.

2.2.7.

Mecanismo de accion de los aceites esenciales

El modo de accion de los aceites esenciales también dependera del tipo
de microorganismos y esté principalmente relacionado con la estructura
de la pared celular y la membrana externa de los mismos. La accion de
los aceites esenciales sobre los dermatofitos es destruir la pared celular y
membrana citoplasmatica; rompimiento del citoplasma y su

coagulacionl?9l,

Respecto a los estudios farmacologicos de esta especie se reporto
actividad  antibacteriana  contra  microorganismos  Gram  (+)
(Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis,
Micrococcus luteus, Staphylococcus faecalis y Streptococcus beta-
hemoliticus) y Gram (-) (Shigella flexneri, Salmonella enteritidis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) y actividad antifingica contra

Candida albicans y Trichophyton mentagrophytes)s©l,

Microorganismos en estudio

2.2.7.1. Staphylococcus aureus

Es un coco Gram (+), aerobio o anaerobio, inmovil, con actividad catalasa
y coagulasa, generalmente se dispone en racimos irregulares semejantes
a los de uvas, crecen con rapidez sobre muchos tipos de medios,
metabdlicamente activos, fermentan carbohidratos y producen pigmentos
gue varian desde el color blanco hasta el amarillo intenso. Miden
aproximadamente 1um de didmetro en grupos, estan desprovistos de

motilidad y no forman esporas!®.

El género Staphylococcus contiene al menos quince especies, las tres de
importancia clinica son Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis y Staphylococcus saprophyticus también se asocian con
enfermedades humanas. Algunos son miembros de la flora normal de la

piel y mucosas en los seres humanos, a veces causan infecciones
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pidégenas e incluso septicemia que puede llegar a ser mortales. Casi toda
persona presenta algun tipo de infeccion por Staphylococcus aureus
durante su vida, que varia en gravedad desde intoxicaciones alimentarias
o infecciones cutaneas menores hasta infecciones graves potencialmente
mortales. Los Staphylococcus coagulasa negativos a veces causan
infeccion en el aparato digestivo ya que los alimentos contaminados
contienen toxinas produciendo intoxicacion alimentaria en pocas horas.
Estos patdgenos casi siempre causan hemdalisis, coagulacién del plasma

y producen varias enzimas y toxinas extraceluares31,

Los hospitales realizan esfuerzos considerables en la prevencion de la
relacion directa con el paciente a través del personal y el medio ambiente.
Incluso con buenas practicas de control de la infeccion, la transmision
continlla. Los trabajadores sanitarios colonizados han sido implicados
como fuentes de transmision en los brotes, pero el uso de los servicios de
salud, el cribado de los trabajadores y la erradicacion de Staphylococcus

aureus como medidas de control de rutina es controvertido31,

Figura 2. Microfotografia de Staphylococcus aureus en placas en

crecimiento3!
2.2.7.2. Escherichia coli
Es un bacilo Gram (-), de la familia ENTEROBACTERIACEAE, aerobio

y anaerobio facultativo que posee forma de barra, mide
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aproximadamente de 1-3 pym por 0,5 um por flagelos, se presentan solos,
en pares, en cadenas cortas o formando grupos. En general son moviles,
aunque existen variantes inmoviles no flageladas, no forma esporas y
por lo general es no capsulado. Su temperatura Optima de crecimiento
es de 37°C, es inactivado a 60°C, pero posee propiedades de desarrollo
en una gama bastante amplia de temperaturas; el pH favorable es 7. Es
capaz de fermentar glucosa, lactosa y un gran nimero de carbohidratos
con produccion de 4cido y gas, en agar forma colonias circulares de 3 a
5 mm convexas, de borde continuo o un tanto ondulado, brillantes y de
coloracion blanca un poco amarillenta, produce H2S (sulfuro de

hidrogeno) en determinados medios, acidifica y coagula la lechel3.

Las cepas toxigénicas de Escherichia coli pueden producir una
enterotoxina termolébil (TL), una termoestable (TS) o ambas. La
termolabil es una proteina de alto peso molecular, que bioquimicamente
es muy similar a la toxina de Vibrio cholerae, altamente toxica. Existen
a los menos cinco grupos diferentes de Escherichia coli que pueden

producir gastroenteritis, presenta 5 clonas las cuales son!®2.:
1. Escherichia coli enteropatdgeno: Afecta la mucosa intestinal.

2. Escherichia coli enteroinvasiva: Afecta a la mucosa del colén.

3. Escherichia coli enterohemorragica: Produce una colitis

hemorragica.

4. Escherichia coli enteroagregativa: Caracterizada por diarrea

secretora de moco y sangre.

5. Escherichia coli enterotoxigénica: Muy comun en los paises de

desarrollo.

Las infecciones entéricas provocadas por este germen no son

causadas por las cepas que habitan normalmente el intestino, sino por
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lineas especialmente patdgenas que se transmiten por via fecal-oral de

persona a persona o a través del agua o alimentos(3.
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Figura 3. Microfotografia de la morfologia de Escherichia coli®®,

2.2.7.3 Pseudomonas aeruginosa

Pertenece a la familia de la Pseudomonadacea, el principal agente
patégeno del grupo, son bacilos gram (-) rectos o ligeramente curvados,
dotados de motilidad, mide casi 0,6 x 2 pm, que se disponen
tipicamente en parejas y ocasionalmente en cadenas cortasi34,
Pseudomonas aeruginosa es oxidasa-positiva, utilizan los hidratos de
carbono por medio de la respiracion aerobia de forma que el oxigeno
es el aceptor terminal de los electrones, pudiendo crecer de forma
anaerobia utilizando nitratos o arginina como aceptor alternativo para
los electrones. Es por ello que tienen unos requerimientos nutricionales

minimos[34.

Son bacterias patdgenas oportunistas presentes en una gran variedad
de ambientes; en ambientes humedos de los hospitales (p ej. flores,
lavabos, cuartos de bafo, respiradores y equipos de dialisis) pueden
tolerar un amplio intervalo de temperaturas (4-42 °C), asi como

también, son resistentes a muchos antibidticos y desinfectantes34,
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Pseudomonas aeruginosa es patdgena cuando se introduce en
regiones desprovistas de defensas normales, las bacterias se unen a
las mucosas o la piel y las colonizan; invaden localmente y producen
enfermedad sistémica, favorecen estos procesos los pelos, enzimas y
toxinas. El polisacarido cumple una funcion directa en la generacion de
la fiebre, choque, oliguria, leucocitosis, leucopenia y sindrome de

insuficiencia respiratoria del adulto!34.

Entre las enfermedades clinicas originadas por Pseudomonas
aeruginosa tenemos las infecciones pulmonares, cutaneas primarias,
del tracto urinario, del oido, oculares, bacteremia, endocarditis y otras
infecciones; infecta a personas que se encuentran bajas de defensas
como en pacientes con fibrosis quistica e invade zonas de quemaduras

o produce infecciones urinarias(®4.

nicrobiologyinpictures.com

Blood agar Pseudomonas aeruginosa

&0 s

Blood agar J: P.aeruginosa on TSA Cetrimide agar

Figura 4. Microfotografia de la morfologia de Pseudomonas

aeruginosal.
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2.2.7.4 Candida albicans

Son levaduras, dimorfas que forman largas seudohifas, hifas y
blastoconidios (células gemantes subesféricas de 3-8 x 2-7 um)
asimilan 'y fermentan azlUcares. Numerosas clamidosporas
unicelulares, redondas u ovaladas, con gruesa pared refringente (8-16
pum de didmetro), presentan colonias de crecimiento rapido, circulares,
lisas, blancas o cremosas, pastosas y blandas, de bordes precisos,
centro ligeramente prominente, con olor a levadura. Su medio de cultivo
apropiado es el agar de Sabourand con elementos nutritivos como la
glucosay la peptona, con un pH acido de 5,6 a 7,2 y a una temperatura
entre los 20°C y los 38°CI3],

Estos microorganismos tienen la capacidad de crecer y multiplicarse
facilmente y ademas tienen diversas formas de causar dafio al hombre
y a los animales, entre estas tenemos la liberacion de toxinas. Es de
gran importancia debido a que estas, tienen la capacidad de producir
hepatotoxinas y neurotoxinas que son mortales y también pueden
causar alteraciones gastrointestinales. Otra forma de causar dafio, es
la invasion y proliferacién en los tejidos, produciendo una respuesta
inmune a los antigenos fungicos, y la ultima accién patdgena es la
sensibilizacién, con desarrollo de una respuesta alérgica frente a los
antigenos del hongo. Podemos encontrarlas en la microflora oral normal
de la cavidad bucal; en la lengua, paladar; en el estbmago, intestino,

vagina y en el ambientel®],
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Candida albicans

Figura 5. Microfotografia de la morfologia de Candida albicans

en placas®t®.,

2.2.8. Antimicrobianos en estudio

2.2.8.1. Gentamicina

Este antibiético es frecuentemente empleado por los profesionales de la
salud en el tratamiento de infecciones, por ser econémico y de amplio

espectro, motivo por el cual tiene mucha aceptacion por parte de la

poblacion(38l,

OH
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H2N NH2

GENTAMICINA
SO mg/2mL

BPM
SOLUCION INYECTABLE e
Via de administracion o
INTRAMUSCULAR, INFUCION INTRAVENOSA .

:::A-m-nu "

VRHORATOR G5 H 05 = A0 .«

Figura 6. Estructura molecular del aminoglucésido gentamicinal®sl.
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El mecanismo de accion de este aminoglucésido es inhibir la sintesis
de la pared celular. El peptidoglucano es el mucopéptido esencial en la
composicién de la pared celular, cuyo sintesis es impedida por el
antibiotico por inhibicion de los sistemas enziméticos correspondientes,
la droga se fija en la pared celular y cuando se produce la division de
la bacteria, aparecen defectos en dichas pared, el microorganismo se
hace osmaéticamente sensibles, penetra liquido en su interior, estalla y

se lisal38],

2.2.8.2. Mecanismo de resistencia a los antibi6ticos

3.

Las bacterias, por su gran capacidad de adaptacion, pueden
desarrollar mecanismos de resistencia frente a los antibioticos. Los

mecanismos de resistencia de las bacterias son:

Inactivacion del antibiotico por enzimas: las bacterias producen
enzimas que inactivan al antibiético; las principales son las
betalactamasas y muchas bacterias son capaces de producirlas.
Existen enzimas modificantes de aminoglucésidos y aunque no es

éste su principal mecanismo de resistencial®’l.

Modificaciones bacterianas que impiden lallegada del antibi6tico
al punto diana: las bacterias promueven mutaciones en las porinas
de la pared que impiden la entrada de ciertos antibidticos
(betalactdmicos) o alteran los sistemas de transporte
(aminoglucosidos en los anaerobios). En otras situaciones pueden
provocar la salida del antibiético por un mecanismo de expulsiéon
activa, impidiendo que se acumule en cantidad suficiente para que

actle eficazmentel37],

Alteracién por parte de la bacteria de su punto diana, impidiendo
o dificultando la acciéon del antibiético. Aqui podemos contemplar las

alteraciones a nivel del ADN girasa (resistencia de quinolonas), del
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ARNr 23S (macrélidos) de las enzimas PBPs (proteinas fijadoras de
penicilina) necesarias para la formacion de la pared celular
(resistencia a betalactdmicos). Una misma bacteria puede desarrollar
varios mecanismos de resistencia frente a uno o muchos antibiéticos
y del mismo modo un antibidtico puede ser inactivado por distintos
mecanismos de diversas especies bacterianas, todo lo cual complica
sobremanera el estudio de las resistencias de las bacterias a los

distintos antimicrobianos!37],

Antibiético 0 Antibictico

Figura 7. Mecanismo de resistencia a los antibioticos®7.,
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lIl. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1. Tipo de estudio

El presente trabajo de investigacion pertenece a un tipo de estudio

cuasi-experimental, analitico, cualitativo y transversal.

3.2. Poblaciéon

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

3.2.4.

3.2.5.

Poblacion vegetal

Estuvo integrado por el conjunto de especies vegetales de
Lepechinia meyenii (Walp.) Epling “pacha salvia” de la zona de

Pacopata, Cangallo-Ayacucho.
Muestra vegetal

Todas las partes comprendidas de los o6rganos aéreos Yy

deshidratados.
Criterios de inclusion

Plantas sanas, en buen estado de conservacién y libre de

contaminantes.
Criterios de exclusién

Plantas infestadas por microorganismos, secas o en mal estado de
conservacion, con restos de excremento o cualquier agente que

pueda alterar su naturaleza organica.
Poblacion bacteriana.

Cepas bacterianas: Candida albicans ATCC 10231, Escherichia
coli ATCC 8739, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 vy
Staphylococcus aureus ATCC 6538.
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3.2.6. Equipos

e Incubadora 35 °C calibrada marca BINDER.

e Autoclave vertical digital calibrada marca HORIBA.
e Potencidmetro calibrado marca KIMAX.

e Bafio Maria calibrado marca UTEST.

e Balanza analitica calibrada marca AXIS.

e Mechero Bunsen marca USBECK

3.2.7 Medios de cultivo y reactivos quimicos

e Agar nutritivo (Agar Mueller Hinton marca Scharlau)
e Suero fisiolégico estéril (NaCl)
e Indculos: Solucion de cada microorganismo a una concentracion

de 1x10% UFC/mL en suero fisiolégico.

3.2.8 Materiales de laboratorio

e Vernier marca STANLEY

e Pinza punta plana de acero inoxidable

e Placas Petri de vidrio estériles PYREX

e Hisopos de algodon estériles

e Tubos estériles con tapa rosca PYREX

e Discos de sensibilidad antibiética: Gentamicina 10ug y Fluconazol
25ug marca OXOID

e Puntas para micropipeta de 20-200 pL y 0,5-5 mL

e Micropipetas calibradas de 20-200 pL y 0,5-5 mL

e Discos vacios para difusion en placa petri
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3.3.

3.3.1

3.3.2.

3.3.3.

3.3.4.

Métodos:

. Colecta de materia vegetal

Los 6rganos aéreos de Lepechinia meyenii (Walp.) Epling “pacha
salvia” se colectaron teniendo en cuenta so6lo de aquellas plantas que
se encontraban en plena floracion y exuberancia vegetal, en las
vertientes naturales de la comunidad campesina de Pacopata, distrito
de los Morochucos, provincia de Cangallo, region Ayacucho; cuyo clima
es relativamente templado que fluctian entre los 16 y 23 °C y a una
altitud aproximada de 2570 msnm.

Procesamiento de la muestra

Las hojas fueron sometidas a un proceso de secado bajo sombra a 21
°C y 0,72 atm. por un periodo aproximado de siete dias, para luego
obtener una muestra que disponga las condiciones necesarias para su
triturado al frotar con las manos, luego se guardd en bolsas de papel,

hasta su utilizacion(23],
Extraccion del aceite esencial

A partir de 6 kg de hojas secas se sometieron a un proceso de
extraccion, que se realizé mediante el método de arrastre con vapor de
agua. Una vez destilado se separ6 por diferencia de densidades entre
el agua y el aceite esencial, se tratd con Na2S0as (sulfato de sodio
anhidro) para absorber la humedad del medio circundante que pudieran
estar presentes en el medio, luego se filtr6 y por dltimo se guardé en

un frasco de vidrio de color ambar bajo refrigeracién (4 °C)?3l.
Caracterizacién quimica del aceite esencial

La identificacion de los componentes presentes en los 0rganos aéreos
de Lepechinia meyenii (Walp.), se realiz6 por el método de
cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS).

Empleando un cromatdgrafo de gases Agilent Technologies 7890A
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3.3.5.

acoplado a un detector espectrémetro de masas Agilent Technologies
5975C. Usando una columna capilar apolar de silice fundida: DB-5ms,
325 °C: 60 m x 250 ym x 0,25 ym. Rampa de temperatura: 90 °C, 5
°C/min hasta 110 °C, se mantiene por 10 min, 3°C/min hasta 200 °C y
finalmente 20 °C/min hasta 300 °C. Tiempo de corrida: 49 min.
Inyeccién: 1 uL. Split: 20: 1. Gas portador: He. Flujo: 1 mL/min. Muestra:

se diluye en 20 yL de muestra en 1mL en diclorometano(?3l.

Evaluacion de la actividad antimicrobiana del aceite esencial:
Metodo Kirby-Bauer(=8],

La técnica de eficacia antimicrobiana se realiz6 mediante el método de
difusién en placa (Kirby-Bauer) el cual define la actividad in vitro de un
antibiotico frente a un microorganismo determinado y refleja su
capacidad para inhibir el crecimiento de una bacteria o poblacion
bacteriana. Este método ha sido adaptado para evaluar la eficacia de
una muestra con propiedades antimicrobianas frente a determinados

microorganismos.

3.3.5.1. Preparacién del Agar Mueller Hinton38l,

El agar Mueller - Hinton se prepar6 de acuerdo a las instrucciones del
fabricante con agua destilada. Se autoclavé el agar a 121°C y 15 Ib/pg?
durante 15 minutos. Inmediatamente después de autoclavar se dejé
enfriar en bafilo Maria a 45-50 °C. Una vez temperado se vertio el
preparado fresco y tibio a placas petri de vidrio estéril, para dar un fondo
uniforme de aproximadamente 4 mm, ello corresponde a 25-30 mL para
placas de 100 mm de diametro. El medio de agar se dejo enfriar a
temperatura ambiente. El pH de cada lote de agar Mueller - Hinton tuvo
un pH entre 7,2 y 7,4. Esta medicion se realizé6 sumergiendo el bulbo

del electrodo del potenciometro en el agar antes de autoclavar.
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3.3.5.2. Preparacion de los in6culos microbianos!3,

Se consideré colonias puras de los siguientes microorganismos
Candida albicans ATCC 10231, Escherichia coli ATCC 8739,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 y Staphylococcus aureus
ATCC 6538, se tomo una cierta cantidad de colonias y se diluy6é en un
tubo de ensayo conteniendo 10 mL de suero fisiolégico de tal manera
gue la solucion resultante tenga una turbidez muy similar al tubo N°1
de la escala de MacFarland el cual corresponde a una concentracion
de 3x108 UFC/mL.

A partir de esta ultima solucion se realiz6 una dilucion de 1 en 3, para
ello de esta solucion preparada se tomé 3 mL y se diluyé a un volumen
total de 9 mL con suero fisiolégico en un tubo con tapa rosca, todos
los materiales usados fueron estériles, asi como también el area de
trabajo. La solucién resultante tuvo una concentracion de 1x108
UFC/mL.

Bajo las mismas condiciones se realiz6 una dilucién de 1 en 100
afladiendo 0,1 mL de la solucion anterior a un tubo con 9,9 mL de
suero fisiolégico, la solucién resultante tuvo una concentracion de
1x10% UFC/mL.

Se realiz6 las diluciones para cada cepa por separado.
3.3.5.3. Inoculacién de las placas[8-46l,

Se introdujo el hisopo estéril en el in6culo microbiano preparado
(1x10% UFC/mL) y se embebié completamente. Antes de retirarlo se
escurrio sobre las paredes del tubo para retirar el exceso de liquido
del mismo. Se sembro la placa de agar Mueller-Hinton con el hisopo
de tal manera que se obtuvo un crecimiento confluente, para lo cual
se estrio con el hisopo en forma paralela y bien compacta abarcando
toda la superficie de la misma. Luego se repitio el procedimiento
rotando la placa 60° desde un punto hasta un angulo de giro en dos

oportunidades mas. Los cuidados se extremaron en sembrar las
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placas de borde a borde, porque de lo contrario se pudo generar
problemas en la realizacion de las lecturas. Se dejo secarde 3 a5

minutos antes de colocar los discos.

3.3.5.4. Preparacion de los discos de antibidticos

Los discos de antibiéticos fueron discos comerciales de la marca

OXOID, Gentamicina 10 pg y Fluconazol 25 ug.

3.3.5.5. Aplicacion de los discos a las placas inoculadas

Estos se colocaron con pinza estéril. Luego de estar sobre el agar
se presiond los discos levemente para que queden adheridos al
mismo. Estuvieron a mas de 15 mm del borde de la placa y se
distribuyeron de tal manera que no hubiera superposicion de los
halos de inhibicion. Los discos de antibiéticos fueron colocados de

la siguiente manera:

Dos discos del mismo antibiético en cada placa fueron inoculadas
con un microorganismo de tal manera que se obtuvieron resultados
por duplicado, por lo tanto las placas con discos de antibiéticos

fueron 4 placas con dos discos en cada uno.

Luego de colocarlos los discos las placas se incubaron a 35-37°C

durante 18-24 hs. Las placas se colocaron en forma invertida.

Se usaron discos vacios para la difusion en placa, los cuales se
embebieron con la muestra del aceite esencial a una concentracion
de 30 pL, tres discos por cada placa, estos también se incubaron a
35-37°C durante 18-24 hsl38-46],

3.3.5.6. Formula para determinar el porcentaje de inhibicion(38l,

Para el célculo de los porcentajes de inhibicion se utilizé la

siguiente ecuacion:

% INHIBICION: Diametro de la muestra X 100

Diametro del control
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3.4. Técnicas, instrumentos, recoleccion y procesamiento de datos

3.4.1. Técnicas!38

3.4.1.1. Las lecturas de las placas e interpretacion de los resultados

son:

1. Se midié los diametros de las zonas de inhibicion completa

(incluyendo el diametro del disco), usando la regla vernier.

2. Se debe mantener iluminada la parte posterior a la placa petri con
una luz reflejada localizada a unos cuantos centimetros sobre

fondo negro.

3. Se tuvo la precaucion de observar la placa siguiendo una vertical
directa para evitar una lectura erronea de las marcas de la regla

por efecto del paralelismo.

4. El punto final se tomd como el area que no muestra un crecimiento
obvio, visible, que puede ser detectado mediante observacion
visual, no incluyendo velo de crecimiento o colonias muy pequefas
gue puedan ser detectadas solo con mucha dificultad en el borde

de la zona.
3.4.2. Instrumentos de medicion: Vernier marca STANLEY.
3.4.3. Procesamiento de datos
Después de 18 a 24 horas de incubacion, cada placa se examind. Las
zonas de inhibicion resultantes fueron uniformemente circulares en

una capa homogénea de crecimiento. Los didmetros de la zona de

inhibicion completa fueron medidos en milimetros pasando por el
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centro del disco. Los valores de las mediciones por triplicado se
promediaron y compararon con las medidas de los halos de inhibicién
producidos por los farmacos!38-46l,

3.4.4. Clasificacion de la actividad antimicrobiana segun el

porcentaje de inhibicion[38l,

Tabla 2. Clasificacion de la actividad antimicrobianalt38l.

Inactivo <40 %
Poco activo 40 - 50 %
Moderado activo 51-75%

Buena actividad >76 %
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VI. RESULTADOS

Tabla 3. Composicion quimica del aceite esencial de Lepechinia meyenii

(Walp.) Epling “pacha salvia” determinado por CG-SM.

Numero | Nombre del compuesto (NIST08.L) tR (min) %en la muestra
(areas relativas)
1 a-Tujeno 8,88 0,20
2 1R-a-Pineno 9,17 21,37
3 Canfeno 9,66 0,51
4 Desconocido(CioHi4) 10,16 0,43
5 B-Tujeno 10,29 0,66
6 B-Pineno 10,41 6,82
7 3-Carene 11,28 5,24
8 o-Cimeno 11,56 0,34
9 p-Cimeno 11,79 2,05
10 D-Limoneno 12,00 15,43
11 Eucaliptol 12,25 18,80
12 Desconocido(C1oH180>) 15,02 0,71
13 Desconocido(C10H200>) 15,69 0,25
14 Desconocido(C1oH160) 18,90 0,17
15 3-Pinanona 19,81 0,79
16 4-Terpinenol 19,91 0,31
17 Crypton-4-isopropil-2-ciclohexen-1-ona 20,37 0,33
18 Terpenol 20,69 0,70
19 Desconocido(C12H150-) 26,09 0,67
20 Eucarvona 27,06 0,69
21 Desconocido(Ci2H1505) 27,53 1,94
22 Desconocido(C12H1505) 28,26 0,63
23 Zingibereno 30,73 0,25
24 a-Bergamoteno 33,03 11,63
25 a-Curcumeno 35,19 0,94
26 B-Farneseno 35,43 0,63
27 a-Amorfeno 36,82 3,64
28 Calameneno 37,14 0,67
29 Guaiol 40,44 0,80
30 Epi-biciclosesquifelandreno 42,26 2,08
31 B-Eudesmol 42,96 0,32

En la tabla 3 se observa los compuestos quimicos, de los 31 componentes
encontrados en el aceite esencial fueron: 1R-a-pineno (21,37 %), eucaliptol (1,8-
cineol = 18,80 %), D-limoneno (15,43 %), a-bergamoteno (11,63 %), B-pineno
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(6,82 %), 3-careno (5,24 %), Epi-biciclosesquifelandreno (2,08 %) y p-cimeno
(2,05 %).

De los 31 componentes encontrados en el aceite esencial, 11 son monoterpenos,
4 son hidrocarburos terpénicos, 8 son sesquiterpenos, constituidos por los

siguientes:

Tabla 4. Monoterpenos del aceite esencial de Lepechinia meyenii (Walp.)

Epling “pacha salvia” determinado por CG-SM.

a-Tujeno
1R-a-Pineno
Canfeno
B-Tujeno
B-Pineno
3-Careno
4-Terpinenol
Terpenol
Eucaliptol
o-Cimeno
p-Cimeno

© 00N Ul WDN -

e
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Tabla 5. Hidrocarburos terpénicos del aceite esencial de Lepechinia meyenii
(Walp.) Epling “pacha salvia” determinado por CG-SM.

D-Limoneno

Eucarvona

a-Curcumeno
Crypton-4-isopropil-2-ciclohexen-1-ona

A OWN P

Tabla 6. Sesquiterpenos del aceite esencial de Lepechinia meyenii (Walp.)

Epling. “pacha salvia” determinado por CG-SM.

Zingibereno

B-Farneseno

a-Amorfeno

Calameneno

Guaiol

B-Eudesmol
a-Bergamoteno
Epi-biciclosesquifelandreno

0O NO Olh WN P
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Figura 8. Cromatograma de los componentes principales del aceite esencial de Lepechinia meyenii (Walp.)

Epling “pacha salvia” por cromatografia de gases.

38



Tabla 7. Actividad antimicrobiana del aceite esencial de los 6rganos aéreos de Lepechinia meyenii (Walp.) Epling “pacha salvia”,

frente a Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans, segun didmetro de la zona de
inhibicion.

Aceite esencial de los 6rganos

MICROORGANISMO aéreos de Lepechinia meyenii DIAMETRO DE LA ZONA DE ACTIVIDAD

DE ESTUDIO (Walp.) Epling “pacha salvia” INHIBICION ANTIMICROBIANA
ML RESULTADO

Media de los % inhibiciéon de

halos (mm) la muestra (Kirby-Bauer)
Pseudomonas 30 uL 0,0 £0,0 0,0 INACTIVO
aeruginosa —
ATCC 9027 Gentamicina 10 pg 200010 e e
Staphylococcus 30 pL 17,0 £1,0 56,67 % MODERAMENTE ACTIVO
aureus -
ATCC 6538 Gentamicina 10 pg 30,0 0,0 - e

Escherichia coli 30 pL 0,0 = 0,0 0,0 INACTIVO
Gentamicina 10 ug 3000 0,0 - e

Candida albicans 30 pL 10,0 +1,0 27,78 % INACTIVO
Fluconazol 25 pug 360 +0,0 - e

Leyenda:

Actividad antimicrobiana / Porcentaje de inhibicion
Inactivo : < 40%

Poco activo : 40 — 50%

Moderadamente activo: 51 - 75 %

Buena actividad :> 76 %

39



En latabla 7 se observa la actividad antimicrobiana del aceite esencial
de los 6rganos aéreos de Lepechinia meyenii (Walp.) Epling “pacha
salvia” frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 8739y
Candida albicans ATCC 1023, segun el diametro de la zona de
inhibicién, como resultado para Staphylococcus aureus ATCC 6538
se obtuvo un porcentaje de inhibicion de 56,67 % que se interpreta
como MODERADAMENTE ACTIVO.

En la misma tabla, se observa que el aceite esencial no presenta
actividad antimicrobiana contra Escherichia coli ATCC 8739 vy
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 que se interpreta como
INACTIVO. Sin embargo el aceite esencial de los 6rganos aéreos de
Lepechinia meyenii (Walp.) Epling. “pacha salvia” presenta ligera
actividad contra Candida albicans ATCC 1023, se obtuvo un
porcentaje de inhibicion de 27,78% que se interpreta como INACTIVO,
por ende no cumple con los parametros establecidos para calificar la

actividad antifungica.
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V. DISCUSION

El método utilizado para la obtencion del aceite esencial de Lepechinia
meyenii (Walp.) Epling. “pacha salvia” fue la destilacion por arrastre con
vapor de agua. Esta técnica es muy utilizada a pequefa escala y a
escala industrial debido a su alto rendimiento y por la pureza del aceite

esencial obtenido!?3.

Morocho V, et al. investigaron la composicibn quimica y actividad
antimicrobiana del aceite esencial de Lepechinia radula Benth Epling.
Determinaron la composicion quimica utilizando un cromatografo de
gases con espectrometro de masas (CG-EM) lo cual arrojo 34
compuestos, los mayoritarios fueron d-3-careno (19,9 %), B-pineno (17,0
%), canfeno (13,0 %). La actividad antimicrobiana fue determinada por
la concentracién minima inhibitoria (MIC), el aceite exhibi6 actividad
antifangica contra Trichophyton rubrum ATCC 28188 y Trichophyton
mentagrophytes ATCC 28185 con un valor MIC de 31,25 ug/ mL y
62,50 ug/ mL, demostrando actividad antimicrobianal*?. Los resultados
obtenidos del aceite esencial de Lepechinia meyenii (Walp.) Epling.
‘pacha salvia” presentan componentes como: B-pineno (6,82 %),
canfeno (13,0 %), 3-careno (5,24 %) mostrando carencia en la actividad
antimicrobiana frente a Candida albicans ATCC 10231, comparado con
los resultados de Morocho V, et al. muestra que sus componentes

mayoritarios si presentan actividad antimicrobiana.

Los resultados obtenidos se complementan con los estudios previos
existentes como antecedentes de los componentes del aceite esencial
de Lepechinia meyenii (Walp.) Epling “pacha salvia”, tales resultados
reporta por primera vez Carhuapomall. Estos datos serviran para
futuros trabajos que se relacionen con los estudios farmacologicos y
microbiolégicos. Sobre sus estudios botanicos y de aceite esencial se
reporta un buen rendimiento de la esencia y de sus parametros de

calidad aromética, en la tesis plantas aromaticas nativas y sus
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perspectivas econdémicas de la provincia de Huamangall, asimismo
complementa estos resultados con sus trabajos de plantas aromaticas

nativas del Per(l® 46-51]

Por quimiotaxonomia se correlaciona que este género tiene aceites
esenciales, como las especies Lepechinia mutica, Lepechinia radula,

Lepechinia caulescens y Lepechinia floribundalt1-13l,

En la tabla 7 segun los resultados obtenidos, respecto a la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de los érganos aéreos de Lepechinia
meyenii (Walp.) Epling “pacha salvia” frente a Staphylococcus aureus
se obtuvo un halo de inhibicion significativo del crecimiento microbiano,
evidenciando un diametro de 17,0 £ 1,0 mm, con un porcentaje de
inhibicion de 56,67 % comparado con los criterios de categorizacion del
Manual de procedimientos para la prueba de sensibilidad antimicrobiana
por el método de difusion en placa, frente a su control positivo
gentamicina 10 pg, y se categoriza como MODERADAMENTE ACTIVO

cuando el porcentaje de inhibicion se encuentra entre 51-75 %!38],

Estudios realizados sobre la evaluacion de la capacidad inhibitoria de
aceites esenciales en Staphylococcus aureus y Escherichia coli
reportaron actividad antimicrobiana, siendo Staphylococcus aureus la
bacteria mas susceptible, mientras que Escherichia coli mostro mayor
resistencia. Diversos autores afirman que la mayor resistencia en las
bacterias Gram (-) se podrian deber a las diferencias en la membrana
celular de estos grupos de bacterias, de este modo la membrana externa
de las bacterias Gram (-) posee superficies altamente hidrofilicas, entre
tanto los extremos lipofilicos de la membrana celular de las bacterias
Gram (+) pueden facilitar el ingreso de un compuesto hidréfobol4, Se
correlaciona la actividad antimicrobiana de Lepechinia meyenii (Walp.)
Epling “pacha salvia” frente a bacterias Gram (+), y la ausencia de

actividad antimicrobiana sobre bacterias Gram (-).
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Frente a Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli no se
evidenciaron diametros en la zona de inhibicion en ninguna de las
aplicaciones ensayadas, por cual fueron categorizados como
INACTIVAS.

Existen estudios de aceites esenciales con actividad anti-
Staphylococcus aureus, como es el caso de las hojas frescas de
Espeletia schultzii Wedd (Asteraceae), el analisis de sus componentes
volatiles por cromatografia de gases, espectrometria de masas (CG-EM)
permitié la identificacion de 13 componentes, que constituyeron el
100 % del aceite esencial de los cuales los mayoritarios fueron a-pineno
(49,72 %), B-pineno (16,02 %) y B-mirceno (14,42 %). La actividad
antibacteriana del aceite esencial se evalué empleando los métodos de
difusibn en agar con discos y microdilucion en caldo contra
Staphylococcus aureus ATCC 25923l71, Estos resultados revelaron
gue la sensibilidad del método juega un papel preponderante en la
evaluacion de este aceite como antibacteriano. Se correlaciona con la
actividad anti-Staphylococcus aureus del aceite esencial de
Lepechinia meyenii (Walp.) Epling “pacha salvia” ya que también tiene

en su composicion las estructuras moleculares de a-pineno y B-pineno.

Noriega y Col. estudiaron las propiedades quimicas y actividad biolégica
del aceite esencial proveniente de las hojas Piper pubinervulum C. DC.
(Piperaceae). Analizaron y determinaron su composicion quimica por
cromatografia de gases y espectrometria de masas (CG-EM) lo cual
arroj6 la detecciébn de 44 constituyentes dentro de los cuales B-
cariofileno, isoeugenolmetil éter, asarona y el nerolidol fueron los
mayoritarios. La actividad antimicrobiana fue evaluada por el método de
difusion de disco en dos bacterias Gram (+), dos bacterias Gram (-) y
dos levaduras. Los resultados mas interesantes fueron con Candida
tropicalis (MIC 0,77 mg/mL) y Candida albicans (MIC 0,33 mg/mL). Lo
que demuestra actividad antifingical’®. Los resultados obtenidos del
aceite esencial de Lepechinia meyenii (Walp.) Epling “pacha salvia”

evidencian la ausencia de actividad antimicrobiana frente a Candida
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albicans ATCC 10231, probablemente por la escasez de actividad de
sSus componentes activos mayoritarios como: a-pineno (21,37 %),
eucaliptol (1,8-cineol = 18,80 %), D-limoneno (15,43 %); estos difieren
con los resultados reportados por Noriega y Col. que estudiaron el aceite
esencial de Piper pubinervulum C. DC. (Piperaceae) demostrando que
sus componentes mayoritarios tienen actividad antimicrobiana frente a

Candida albicans.
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VI. CONCLUSIONES

Se realizé la evaluacién fitoquimica, encontrandose 31 componentes
bioactivos en el aceite esencial de Lepechinia meyenii (Walp.) Epling
"pacha salvia" y se determiné la actividad antimicrobiana sobre el
crecimiento de las cepas microbianas, inhibicion producida con la

incorporacion de 30 uL del aceite esencial obtenido.

Se identificd los componentes fitoquimicos del aceite esencial (1R-a-pineno
21,37 %, eucaliptol 18,80 %, y D-limoneno 15,43 %) de los 6rganos aéreos
Lepechinia meyenii (Walp.) Epling “pacha salvia” por cromatografia de

gases acoplada y espectrometria de masas (CG/EM).

Se evalud la actividad antimicrobiana del aceite esencial de los érganos
aéreos de Lepechinia meyenii (Walp.) Epling "pacha salvia" frente a
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027; donde no se evidenci6 inhibicién
del crecimiento microbiano, categorizado como INACTIVO.

Se evalud la actividad antimicrobiana del aceite esencial de los érganos
aéreos de Lepechinia meyenii (Walp.) Epling "pacha” frente a Escherichia
coli ATCC 8739; donde no se evidencié inhibiciéon del crecimiento
microbiano, categorizado como INACTIVO.

Se evalud la actividad antimicrobiana del aceite esencial de los érganos
aéreos de Lepechinia meyenii (Walp.) Epling "pacha salvia" frente a
Staphylococcus aureus ATCC 6538; donde se obtuvo inhibicion del
crecimiento microbiano, equivalente a 56,67 % de acuerdo al diametro de la
zona de la inhibicion, categorizado como MODERADAMENTE ACTIVO.

Se evalu6é la actividad del aceite esencial de los érganos aéreos de
Lepechinia meyenii (Walp.) Epling "pacha salvia" frente a Candida
albicans ATCC 10231; donde no se evidencié inhibicion del crecimiento

microbiano, el cual fue categorizado como INACTIVO.
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VIl. RECOMENDACIONES

Para proximos estudios se recomienda continuar con el estudio de
las fracciones de los componentes del aceite esencial de Lepechinia
meyenii (Walp.) Epling “pacha salvia” ampliando y validando su

actividad bioldgica.
Es necesario validar la actividad farmacoldgica de nuestras plantas

medicinales y aromaticas nativas del Peru, que asciende a unas 50

mil especies, pero reporta pocos estudios.

Los estudios cientificos de nuestra biodiversidad peruana se debe

investigar bajo el enfoque conservacionista y uso sostenible.

Disefiar una formulacion farmacéutica para establecer su utilidad
como una terapia alternativa contra infecciones microbianas.
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ANEXO 1.

Ubicacion sistematica de la especie de Lepechinia meyenii (Walp.)

Epling “pacha salvia”.

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS ‘r}; )
v

niversidad del Peri, DECANA DI AMI I“(;\ ]
VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO \ %

MUSEO DE HISTORIA NATURAL

VICENRECTONADO DF

() INVESTIGACIGN Y FOSGRADD

“Afio del Buen Servicio al Ciudadano”

CONSTANCIA N°296-USM-2017

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (planta estéril) recibida Eduardo TENORIO ROCA y Mirela

Magaly QUISPE SILVA, estudiante de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad NORBER WIENER, ha sido estudiada y clasificada como: Lepechinia
meyenii (Walp.) Epling y tiene la siguiente posiciéon taxonémica, segun el Sistema de

Clasificacion de Cronquist (1988).
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: ASTERIDAE
ORDEN: LAMIALES
FAMILIA: LAMIACEAE

GENERO: Lepechinia
ESPECIE: Lepechinia meyenii (Walp.) Epling

Nombre vulgar: “pacha salvia” “pampa salvia”
Determinado por: Blgo. Severo Baldedn Malpartida.

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que

considere pertinente.
Lima, 06 de diciembre de 2017

Mag. ASUKEION A. CHEVARRIA:
JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOSH(USMY "
7 e .

ACE/ddb
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ANEXO 2.

Crecimiento en abundancia en laderas naturales de Lepechinia

meyenii (Walp.) Epling “pacha salvia”.

Figura 10. Muestra recolectada de Lepechinia meyenii (Walp.) Epling
“pacha salvia”, en la etapa de inflorescencia, distrito Los Morochucos -
Ayacucho.
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Figura 11. Mama Rosa preservadora y conocedora de las propiedades medicinales de la “pacha salvia” distrito

Los Morochucos - Ayacucho.
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ANEXO 3.

Procesamiento de las muestras del material microbiolégico

Figura 12. Ensayos de actividad antimicrobiana del aceite esencial de los

organos aéreos de Lepechinia meyenii (walp.) Epling “pacha salvia”.
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ANEXO 4.
HALOS DE INHIBICION DE LOS DISCOS CON ACEITE ESENCIAL DE

Lepechinia meyenii (walp.) Epling. “pacha salvia”.

Figura 13. Halos de inhibicién frente a la Pseudomona aeruginosa ATCC
9027 del aceite esencial de Lepechinia meyenii (Walp.) Epling
“pacha salvia”

Figura 14. Halos de inhibicién del aceite esencial de Lepechinia meyenii
(Walp.) Epling “pacha salvia” frente cepas de Escherichia coli ATCC 8739.
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Figura 15. Halos de inhibicion del aceite esencial de Lepechinia meyenii
(Walp.) Epling “pacha salvia” contra cepas de Candida albicans
ATCC 10231.

Figura 16. Halos de inhibicion del aceite esencial de Lepechinia meyenii
(Walp.) Epling “pacha salvia” contra la cepa Staphylococcus aureus
ATCC 6538.
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UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS Veacumao
(Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA) ¢

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00091-CPF-2017

ORDEN DE ANALISIS - 004394/2017
SOLICITADO POR : MIRELA QUISPE SILVA
EDUARDO TENORIO
MUESTRA : LEPECHINIA MELLENII (PACHASALVA) (WALP)
CANTIDAD . 1 frasco x 3 mL
FECHA DE FABRICACION e
FECHA DE VENCIMIENTO Je

EFICACIA ANTIMICROBIANA
ANTIBIOTICO : __ MUESTRA
GENTAMICINA 10pg Halo de Inhibicion (mm)
MICROORGANISMOS
Halo de Inhibicion (mm) Mi M2
Pseudomonas aeruginosa 20 g 0 0
Staphylococcus aureus 30 20 14
) Escherichia coli 30 0 0
| /2
/ FLUCONAZOL 25ug
Halo de inhibicion (mm)
Candida albicans 36 10 10

Agar utilizado: Mueller Hinton
Dilusion de la muestra: Tal cual

*

Lima, 04 de Abril del 2017

L ALIMENTO Y DEL TOXICO” 150 9001 v
BUREAU VERITAS UKAS

Certification MANAGEMENT
SYSTEMS

N° BR233265 008
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Facultad de Ciencias y Filosofia Alberto Cazorla Talleri

UNIDAD DE INVESTIGACION EN PRODUCTOS NATURALES

Informe de resultados

Solicitante: Eduardo Tenorio Roca, Universidad Wiener
Muestra: Aceite esencial de Lepechinia meyenii (Lamiaceae)
Analisis: Composicidn quimica de aceite esencial por Cromatografia
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Resultados
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ACEITE ESENCIAL DE Lepechinia meyenii

Se detectaron 31 compuestos gue comprenden e 100% de la composicion total del aceite esencial.

Nimero Nombre del compuesto (NISTO8.L) [nEI;ﬂ ﬁuuigtlé
(areas relativas)
1 a-Tujeno 8.88 0.20
2 1R-a-Pineno 917 21.37
3 Canfeno 9.66 0.51
4 Desconocido|{CiHq4) 10.16 0.43
b f-Tujeno 10.29 0.66
6 p-Fineno 10.41 6.82
7 3-Carene 11.28 b.24
8 o-Cimeno 11.56 034
9 p-Cimeno 11.79 205
10 D-Limoneno 12.00 15.43
11 Eucaliptol 12.25 18.80
12 Desconocido|{CipHq:0:) 15.02 0.71
13 Desconocido|CioHzeOz) 15.69 0.25
14 Desconocido(C;H::0) 18.90 0.17
15 3-Pinanona 19.61 0.79
16 4-Terpinenol 19.91 0.31
17 Crypton 2037 0.33
4-isopropil-2-ciclohexen-1-ona
16 Terpenol 2069 0.70
19 Desconocido|{C:H:0:) 26.09 0.67




20 Eucarvona 2706 0.69
21 Desconocido(CyzH:0s) 2753 1.94
22 Desconocido(Cy2H0s) 28.26 0.63
23 Zingibereno 30.73 0.25
24 a-Bergamoteno 33.03 11.63
25 a-Curcumeno 35.19 0.94
26 f-Fameseno 3543 0.63
27 a-Amorfeno 36.62 364
28 Calameneno 37.14 0.67
29 Guaiol 40.44 0.80
30 Epi-biciclosesquifelandreno 4276 208
31 f-Eudesmol 42 95 0.32

Cromatograma GC-MS del aceite esencial de Lepechinia meyenii
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Condiciones cromatograficas:

Equipo: Cromatografo de gases Agilent Technologies 7890A con detector espectrometro de
masas Agillent Technologies 5975C

Columna: DB-5ms, 325 °C: 60 m x 250 pm x 0.25 pm

Rampa de temperatura: 90 °C, 5 *C/min hasta 110 °C, se mantiene por 10 min, 3°C/min hasta
200 °C y finalmente 20 "C/min hasta 300 °C.

Tiempo de comida: 49 min O
Inyeccion: 1 pL

Spiit: 20 -1
(Gas portador: He
Flujo: 1 ml/min

Muestra: se diluyo 20 pl de muestra en 1ml de diclorometano



