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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue comprobar la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de Origanum vulgare L.“Orégano peruano”
frente a Staphylococcus aureus”. El aceite esencial se obtuvo por el método de
destilacion de arrastre con vapor de agua, purificAndose con sulfato de sodio
anhidro. El andlisis de los principales componentes fitoquimicos del aceite se
realiz6 por métodos organolépticos e instrumentales. La actividad antimicrobiana
se ensay0 en cepas de Staphylococcus aureus ATCC 6538 por el método de
difusién en disco (Kirby-Bauer) en Placas de Petri, el control positivo fue con
discos de Gentamicina 10 pg (marca OXOID) y el control negativo con
dimetilsulféxido. Los resultados obtenidos fueron los siguientes: el aceite esencial
tiene un buen rendimiento siendo 2,02 %, destilado en un tiempo de 60 minutos,
densidad de 0,9132 g/mL, indice de refraccién de 1,475, y siendo los principales
componentes el carvacrol y timol, el aceite esencial de Origanum vulgare L.
“Orégano peruano” tiene actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus
ATCC 6538, los halos de inhibicién fueron 11,47, 13,40, 16,60 y 19,65 mm , a las
concentraciones de 25, 50, 75 y 100 pg/mL respectivamente. Para la gentamicina
resulté un halo de inhibicion de 30,14 mm. Se concluyé a 100 pg/mL la mayor
actividad antimicrobiana el aceite esencial de Origanum vulgare L. “Orégano

peruano” frente a Staphylococcus aureus.

Palabras clave: Aceite esencial, Origanum vulgare L. “Orégano peruano”,

actividad antimicrobiana.



SUMMARY

The objective of this research was to verify the antimicrobial activity of the
essential oil of Origanum vulgare L. "Peruvian Oregano" against Staphylococcus
aureus ". The essential oil was obtained by the steam distillation method, purifying
with anhydrous sodium sulfate. The analysis of the main phytochemical
components of the oil was carried out by organoleptic and instrumental methods.
Antimicrobial activity was tested on strains of Staphylococcus aureus ATCC 6538
by the method Disk diffusion (Kirby-Bauer) in Petri dishes, the positive control was
discs Gentamycin 10 ug (brand OXOID) and negative control with
dimethylsulfoxide. The results obtained were the following: the essential oil has a
good yield being 2,02%, distilled in a time of 60 minutes, density of 0,9132 g / mL,
refractive index of 1,475, and the main components being the carvacrol and
thymol, the essential oil of Origanum vulgare L. "Peruvian Oregano” has
antimicrobial activity against Staphylococcus aureus ATCC 6538, the inhibition
halos were 11,47, 13,40, 16,60 and 19,65 mm, at the concentrations of 25, 50, 75
and 100 ug / mL respectively. For gentamicin, a 30,14 mm inhibition halo was
obtained.

The essential oil of Origanum wvulgare L. "Peruvian Oregano" versus

Staphylococcus aureus was the highest antimicrobial activity at 100 pg / mL.

Key words: Essential oil, Origanum vulgare L. "Peruvian Oregano”, antimicrobial
activity



I. INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del problema

Los seres humanos y los animales estamos expuestos a un sin niumero de
agentes infecciosos de tipo bacteriano, como es el caso de Staphylococcus
aureus.

Los patégenos involucrados en las infecciones por Staphylococcus aureus
y Staphylococcus epidermidis, que son patdégenos oportunistas, catalogados
segun el microbioma humano como patobiontes en personas
inmunocomprometidas y presentan un gran potencial de formar
biopeliculas, ya que se encuentra en la piel y en superficies mucosas, los
cuales pueden ser introducidos en los tejidos durante la implantacién de
dispositivos médicos .

Staphylococcus aureus es uno de los microorganismos aislados con mayor
frecuencia en patologia humana y es agente causal de infecciones de la piel y
estructuras asociadas, infecciones endovasculares, neumonias, artritis

sépticas, osteomielitis, infecciones asociadas a cuerpos extrafios y sepsis .

Staphylococcus aureus presenta resistencia a todas las penicilinas y a los
antibioticos betalactamicos disponibles, excepto ceftarolina. Durante mucho
tiempo, Staphylococcus aureus estuvo vinculado con las infecciones de
pacientes hospitalizados o asociadas al cuidado de la salud. Estas cepas se
caracterizan por presentar, ademas de la resistencia a la penicilina,
resistencia cruzada a otros antibidticos, como clindamicina, eritromicina,
rifampicina, fluoroquinolonas y trimetoprima/sulfametoxazol®.

En el afio 2016 la Direccion General de Epidemiologia del Ministerio de Salud,
report6 tasas de prevalencia de infecciones asociadas a la atencién en salud
(IAAS) antes llamadas infecciones nosocomiales o intrahospitalarias (11H)
responsables de morbilidad en un 4,8 % para el afio 2014 y 3,9 % para el afio
2015, y la tasa de prevalencia de pacientes con IAAS fue 4,4y 3,6 % para los

mismos afios @.



Los metabolitos activos de las plantas medicinales aromaticas presentan
diferentes actividades: antimicrobiana, antiparasitaria, antiviral, sobre el
sistema nervioso central, anticancerigeno, etc. El principal componente de

una planta aromatica es su aceite esencial 9.

1.2 Formulacion del problema

¢ Tendra actividad antimicrobiana el aceite esencial de Origanum vulgare L.

“Orégano peruano” frente a Staphylococcus aureus?

1.2 Justificacién

Buscar nuevas alternativas antimicrobianas en la biodiversidad peruana,
principalmente de plantas medicinales aromaticas, por ejemplo, el Origanum
vulgare L. “Orégano peruano”.

Las bacterias son agentes infecciosos que en su gran mayoria generan
perjuicios en la salud publica. Ello ha revolucionado la sintesis quimica de
antimicrobianos, sin embargo, la gran mayoria de este grupo de
medicamentos esta generando resistencia microbiana.

Es por eso que en el presente trabajo de investigacion se demostro la
actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus del aceite esencial
de Origanum vulgare L. “Orégano peruano”, porque esta especie vegetal tiene
un amplio uso medicinal para problemas respiratorios y digestivos .

Los resultados permitirdn disponer de alternativas en cuanto al uso de
productos naturales para el desarrollo de nuevos productos terminados que

puedan prevenir, aliviar y/o curar infecciones de tipo bacteriano.



1.4 Objetivos
1.4.1General
Comprobar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Origanum

vulgare L. “Orégano peruano” frente a Staphylococcus aureus.

1.4.2Especificos:

1. Identificar por analisis cualitativo los principales componentes
fitoquimicos del aceite esencial de Origanum vulgare L.“Orégano
peruano”.

2. Determinar la actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus
del aceite esencial de Origanum vulgare L.“Orégano peruano”.

3. Determinar a qué concentracion el aceite esencial Origanum vulgare

L.”Oregano peruano” presenta mayor actividad antimicrobiana.

1.5 Variables

1.5.1 Independiente

- El aceite esencial de Origanum vulgare L.“Orégano peruano”.

1.5.2 Dependiente
- Actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538.

1.6. Hipotesis

- El aceite esencial de Origanum vulgare L.“Orégano peruano” tiene

actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538.



II. MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes:

2.1.1 Antecedentes internacionales

Alarcén L, (2016) 19 realizo la investigacién titulada “Composicién
guimica y evaluacion de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de
Espeletia schultzii wedd (asteraceae) recolectada en el estado Truijillo—
Venezuela”, con el objetivo de determinar la composicion quimica y
evaluacion de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Espeletia
schultzii wedd (asteraceae) recolectada en el estado Trujillo-Venezuela,
se utiliz6 el método de un cromatégrafo de gases, espectrometria de
masas(CG-EM) y los métodos Difusion en agar con discos (Kirby-Bauer) y
Microdilucion, los resultados del aceite esencial de las hojas frescas de
Espeletia schultzii Wedd (Asteraceae), permitié la identificaciéon de 13
componentes, que constituyeron el 100% del aceite esencial de los cuales
los mayoritarios fueron a-pineno (50,11%), B-pineno (16,28%) y B-mirceno
(14,71%).Este aceite mostré actividad antibacteriana contra bacterias
Gram positivas (Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis) con
halos de inhibicién entre 16 y 21 mm de diametro. El autor Alarcon L,
concluye que la composicion quimica y evaluacion de la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de Espeletia schultzii wedd
(asteraceae) recolectada en el estado Trujillo-Venezuela, que las hojas
de esta especie reportan actividad antibacteriana contra bacterias Gram

positivas Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis.

Bernal S, (2015) ™, realizo la investigacién titulada “Evaluacién de la
actividad inhibitoria del aceite esencial de naranja (Citrus sinensis) contra
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans”, realizado en
México, con el objetivo de evaluar la actividad inhibitoria del aceite
esencial de naranja contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus y

Candida albicans. Se utilizo el método de Hidrodestilacion y el método de

4



difusion en disco (Kirby-Bauer), los resultados de las pruebas de
inhibicién del crecimiento microbioldgico a las que fue sometido el aceite
esencial de naranja valencia (Citrus sinensis) cultivados en Caborca,
Sonora, México, y en Redlands, California, EE.UU. Fueron comparados el
aceite esencial de naranja mexicana, lo cual presenté un rendimiento casi
dos veces mayor en volumen con respecto al aceite esencial de naranja
estadounidense. El autor Bernal S, concluyo que la actividad inhibitoria
del aceite esencial de naranja (Citrus sinensis) contra Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Candida albicans. El aceite esencial de naranja
mexicana presentd actividad apreciable contra las tres cepas, mientras
gue el aceite esencial de naranja valencia estadounidense no fue capaz
de inhibir el crecimiento de la cepa Escherichia coli.

Martinez T, et al. (2015)"?, realizaron la investigacion titulada “Efecto del
aceite de Citrus reticulata “mandarina” en Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus aureus”,realizado en Colombia, Con el objetivo
determinar el efecto del aceite de Citrus reticulata “mandarina” en
Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus, se utilizaron los
métodos destilacion por arrastre con vapor de agua(se usaron las
cascaras ), Microdiluciones del caldo Muller-Hinton, difusion en disco
(Kirby-Bauer), se utilizé la concentracion 100 pg/mL, los resultados del
aceite esencial de Citrus reticulata sobre Staphylococcus aureus presento
halos de inhibiciébn de 22,10 mm y Pseudomonas aeruginosa 18,20 mm
de didametro respectivamente, Los autores Martinez T,et al, concluyeron
gue el efecto del aceite de Citrus reticulata “mandarina” en Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus si presenta actividad antimicrobiana
frente a las dos cepas estudiadas.

Valles M, et al. (2014)™¥, realizaron la investigacion titulada “Efecto del
aceite esencial de Origanum vulgare en la supervivencia de
Staphylococcus aureus, Salmonella thypi, Salmonella parathypi vy
Salmonella enteritidis en carne de cerdo pasteurizada y refrigerada”,
realizado en Espafia, con el objetivo determinar el efecto del aceite
esencial de Origanum vulgare en la supervivencia de Staphylococcus

aureus, Salmonella thypi, Salmonella parathypi y Salmonella enteritidis en



carne de cerdo pasteurizada y refrigerada, se utilizé el método destilacién
directa por arrastre con vapor de agua y método de difusion de disco
(Kirby-Bauer) a concentraciones de 50 y 100 pg/mL, los resultados
presentaron un halo de inhibiciéon para Staphylococcus aureus 14,18 mm
y 18,20 mm Salmonella thypi 11,31mm y 15,40 mm, Salmonella parathypi
9,12 mm y 14,21 mm y Salmonella enteritidis 16,50 mm y 16,14 mm de
didmetro. Los autores Valles M, et al, concluyeron que, si afecta la
supervivencia en carne de cerdo pasteurizada y refrigerada frente a las
cuatro cepas bacterianas Salmonella typhi, Salmonella enteritidis,
Salmonella paratyphi y Staphylococcus aureus esto debido a la
composiciéon quimica de sus metabolitos secundarios como son los
monoterpenos, sesquiterpenos y compuestos fendlicos.
2.1.2 Antecedentes nacionales

Naranjo M, et al. (2017) ¥, realizaron la investigacion titulada “Eficacia
antimicrobiana in vitro del extracto de mastuerzo (Tropaeolum majus) y
tomillo (Thymus vulgaris) sobre cepa certificada de Staphylococcus
aureus”realizado en la region Truijillo, con el objetivo de evaluar in vitro la
eficacia antimicrobiana del extracto de mastuerzo (Tropaeolum majus) y
tomillo (Thymus vulgaris) sobre Staphylococcus aureus, Se utilizé el
meétodo difusion en disco (Kirby-Bauer), se evaluaron concentraciones al
50%, 75% y 100% en dilucién en etanol al 96,8%, los resultados indican
gue el extracto de tomillo fue altamente eficaz inhibiendo el crecimiento
bacteriano con halos de inhibicién de 15,10 mm, 19,20 mm y 23,40 mm ,
mientras que el mastuerzo no dio ningun resultado favorable. Los autores
Naranjo M, concluyeron la determinacion de la eficacia antimicrobiana in
vitro del extracto de mastuerzo (Tropaeolum majus) y tomillo (Thymus
vulgaris) sobre la cepa de Staphylococcus aureus, demostrando que el
extracto de tomillo fue altamente eficaz inhibiendo el crecimiento
bacteriano sobre dicha cepa, mientras que el mastuerzo no dio ningun

resultado favorable.



Mendez A, et al. (2017)"*®, realizaron la investigacion titulada “Actividad
antimicrobiana y las actividades antioxidantes del aceite de palo santo
(Bursera graveolens)’,realizado en la regién Arequipa, con el objetivo
determinar la actividad antimicrobiana y las actividades antioxidantes del
aceite de palo santo (Bursera graveolens), el aceite de palo santo es un
componente importante de la medicina tradicional peruana y se sabe que
tiene propiedades antibacterianas este aceite esencial se extrae de las
ramas caidas del arbol Bursera graveolens para validar algunas de sus
propiedades, se utilizd6 los métodos difusion en disco (Kirby-Bauer),
método Folin — Ciocalteu, Hidrodestilacién y andlisis por Cromatografia de
gases acoplada con un detector de ionizacion de llama (FID), los
resultados se confirma que el aceite esencial de Bursera graveolens
demuestra propiedades antimicrobianas significativas, la actividad
antioxidante se determin6 mediante el uso de 2,2-difenil-1-picrilhidrazan
(DPPH), IC50 = 545,25 ug / mL, los resultados mostré una débil actividad
antioxidante, se identific6 38 metabolitos secundarios el compuesto mas
importante es a-terpineno (31,57%),el crecimiento microbiologico presento
un halo de inhibicion de 28,70 mm de diametro. Los atutores Mendez A, et
al, concluyeron que si tiene actividad antimicrobiano y débil actividad
antioxidante esto debido a sus componentes quimicos como son los

terpenos.

Ahmed L, et al. (2017)®), realizaron la investigacion titulada “Evaluacion
de la capacidad antimicrobiana del aceite esencial de Orégano (Origanum
vulgare) microencapsuladas en f-ciclodextrina aplicados en cultivos
microbianos, realizado en la regién de Tacna, con el objetivo de evaluar la
actividad antimicrobiana del aceite esencial del Orégano (Origanum
vulgare L.) en B-ciclodextrina aplicados en cultivos microbianos, Se utilizo
el método Hidrodestilacion, difusion en disco (Kirby-Bauer) se usaron
concentraciones de 100%, los resultados presenta un crecimiento
microbiologico con halo de inhibicion de 12,7 mm de didmetro. Los
autores Ahmed L, et al, concluyeron que se logré determinar la actividad

antimicrobiana del aceite esencial de orégano (Origanum vulgare L.) en 3-



ciclodextrina aplicados en cultivos microbianos, si presenta actividad
antimicrobiana esto debido a sus compuestos fendlicos (timol, carvacrol)

son los que le dan riqueza bacteriana.

Flores L,(2016)"", realizo la investigacién titulada “Evaluacion del efecto
antimicrobiano del aceite esencial de orégano (Origanum vulgare) aplicado
en el pan molde en microencapsulado y pulverizado”, realizado en Lima,
con el objetivo determinar la evaluacion del efecto antimicrobiano del aceite
esencial de orégano (Origanum vulgare) aplicado en el pan molde en
microencapsulado y pulverizado, se utilizé el método destilacion directa por
arrastre con vapor de agua y difusion en disco (Kirby-Bauer), se realizaron
analisis de calidad como indice de refraccion, densidad y residuo de
evaporacion, se microencapsulé el aceite esencial de orégano mediante
secado por atomizacion a 185°C, la emulsion fue elaborada a partir de los
materiales de pared: maltodextrina, goma arabiga y almidén modificado, los
resultados es el rendimiento obtenido del aceite esencial de Orégano de
0,5%, el indice de refraccion 1,478, la densidad 0,9127g/mL y el residuo de
evaporacion 0,249, el crecimiento microbioldgico presenta halos de
inhibicién 14.30 mm de diametro. El autor Flores L, concluyo que se logré
determinar la evaluacion del efecto antimicrobiano del aceite esencial de
Orégano (Origanum vulgare) aplicado en el pan molde en
microencapsulado y pulverizado se manifiesta mayor efecto antimicrobiano
esto debido que el Orégano es una planta con compuestos quimicos muy
volatiles como son: compuestos oxigenados, terpenos, monoterpenos,
sesquiterpenos y grupos aromaticos esto le da mayor actividad

antimicrobiana.



2.2 Bases teoricas
2.2.1 Aceites esenciales
Los aceites esenciales o aceite volatil, que le da una peculiaridad
aromatica a la planta. Son constituyentes fitoquimicos con predominio
volatil y odorifico, de composicion quimica compleja, que se originan a
partir de los tejidos secretores, almacendndose en pelos glandulares,
cavidades esquizégenas o lisigénas. 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: Eter, cloroformo, dejan manchas
sobre el papel que desaparecen con el tiempo.
Son liposolubles y poco solubles en agua, pero son arrastrables por el
vapor de agua generalmente para la extraccion de aceites esenciales.
Quimicamente  son  sustancias terpénicas  (monoterpenos Yy
sesquiterpenos) y derivados aromaticos fenilpropanicos®&19.
“Se debe tener en cuenta que algunos aceites esenciales, sobre todo a
dosis elevadas, son téxicos, 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 en la industria farmacéutica, en
alimentacion y sobre todo en perfumeria ¢%2.
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 su naturaleza quimica. Por lo general pertenecen a una
de estas categorias: Aceites esenciales, alcaloides, glucidos, taninos,
sapogeninas, fenoles, quinonas, terpenos, carotenoides, cumarinas,
flavonoides, resinas %23,
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 oxigenado

Los constituyentes principales de los aceites esenciales so
1.

N o g M~ w

s (22, 23).

n (2128)

Hidrocarburos: Mirceno, cinemo, pineno, canfeno, felandreno,
bineno, limoneno, cariofileno, geranioleno, santaleno.

Alcoholes: Isoamilico, geraniol, linalol, citronelol, nerodinol, farsenol,
terpinol, mentol, borneol, bencilico, fenil-etilico.

Fenoles: Timol, carbacrol, eugenol, vainillina.

Aldehidos: Citral, citronelal, anisaldehido, benzaldehido, cinamadehido.
Cetonas: Alcanfor, carvona, mentona, piperitona, acetato fenona
Eteres: Anetol, metilchavicol, eucaliptol, ascarodol.

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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Tabla 1. Grupos funcionales en la quimica de los aceites esenciales .

COMPUESTO

GRUPO
FUNCIONAL

EJEMPLO

PROPIEDADES

Alcohol

Aldehido

Cetona

Ester

Eteres

Eter fenélico

Fenol

Hidrocarburo

—C—0—C—

Anillo-0-C

0

Sélo contiene Cy H

Mentol, geraniol

Citral, citronelal

Alcanfor, tuyona

Metil salicilato

Cineol, asacaridol

Safrol, anetol,

miristicina

Timol, eugenol,

carvacrol

Pineno, limoneno

Antimicrobiano,
antiséptico, tonificante,

espasmolitico.

Espasmolitico, sedante,

antiviral.

Mucolitico, regenerador

celular, neurotoéxico.

Espasmolitico, sedativo,

antifungico.

Expectorante,

estimulante.

Diurético, carminativo,

estomacal, expectorante.

Antimicrobiano irritante,

estimulante inmunoldgico.

Estimulante
descongestionante

antivirico, antitumoral.



2.2.3 Taxonomia de Origanum vulgare L.

Dicha especie ha sido clasificada en la siguiente categoria
taxonomica,(Anexo 1).

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Sub clase : Asteridae

Orden : Lamiales

Familia : Lamiaceae

Género : Origanum

Especie : Origanum vulgare L.

Nombre vulgar : “Orégano Peruano”.

2.2.3.1 Descripcion boténica

Planta herbacea muy empleada en la medicina popular y como
saborizante, debido a su aroma. Crece en los campos de cultivo.
En el Perl se cultiva en Tacha, Arequipa y Moquegua. Planta de
especie para exportacion, tiene actividad frente a plagas y
protozoos, frente a bacterias depende de sus componentes

quimicos, principalmente los aceites esenciales %°.

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 tamaiio;

aromatica, crece todo el afio ?7.
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2.2.3.2 Distribucion geogréfica

El género Origanum vulgare L.“Orégano peruano” es una planta
cultivada en suelos fértiles, arcillosos y pedregosos en
Moquegua, Tacha y Arequipa, es una planta cosmopolita crece

por todo el mundo bajo cultivo a escala industrial ¢,

2.2.3.3 Biodiversidad del género Origanum

Existen diferentes especies del género Origanum, de mas de
144 biotipos. Es usado contra los colicos menstruales, digestivo,
carminativo, infecciones de la via respiratoria. Ademas, contra la

fiebre tifoidea, reumatismo, afecciones hepaticas y malaria.

Antecedentes etnobotanicos, etnofarmacolégicos y farmacologicos

Con fines medicinales se utilizan principalmente las hojas del orégano,
gue son ovaladas, pecioladas y estan recubiertas por pelillos. Podemos
utilizar el orégano de forma interna preparandolo en infusion y tintura y
de forma externa aplicando localmente la infusién, el aceite esencial de

orégano diluido en un aceite base para masajes.

Segun informaciones etnobotanicas y etnofarmacolégicas las hojas
presentan propiedades medicinales, son usadas como tdnicas,
coleréticas, antisudorales,antiespasmadicos hipoglucemiantes,
emenagogas, astringentes, antioxidantes. En uso interno, en forma de
infusion, extracto fluido y tintura para combatir los sudores nocturnos,
asma, catarro, etc. El aceite esencial en preparados farmacéuticos
utilizados en perfumeria, jaboneria y cosmética también tiene propiedades

derivadas de la tuyona,como germicida y cicatrizante®*3?,

Para aliviar los sintomas de la gripe, preparar una infusion con hojas de
orégano, agrega agua caliente a una taza luego agregamos una
cucharada de hojas secas de orégano, tapa y deja reposar 3 minutos

después colamos y bebemos poco a poco cuando se temple.
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En general, el orégano es una planta medicinal muy beneficiosa para
afecciones del aparato respiratorio debido a su efecto antiinflamatorio,
analgésico y antiséptico.

Preparar el aceite esencial de orégano luego se combina con el aceite
esencial de romero en aceite base (de almendras dulces, argan, coco,
oliva) y masajea las zonas que tengan enfermedades como artritis,
reuma, dolores musculares, lumbago, ciatica, traumatismos (sin heridas
abiertas), luxaciones, etc.

El orégano es una planta que estimula la circulacién de la sangre tanto
utilizado de forma externa como interna. Si tienes problemas de gases
y flatulencias, ademas de que el orégano contribuira a prevenirlo, te
ayuda a eliminarlos y aliviar sus molestias. Tomar en infusion después
de las comidas. Podemos utilizar la infusibn de orégano de forma

externa para limpiar heridas, llagas, picaduras de insectos, etc.

Alivia los casos de tos realizando géargaras con la infusiéon tibia de

orégano. También puedes combinar el orégano con tomillo.

El orégano también ayuda en patologias de retencion de liquidos
tomando como infusion. El orégano podria estimular la produccion de
estrogenos, hormonas femeninas que se reducen durante la
menopausia.

Para los casos de fiebre, podemos reducirla con la ayuda de una
infusidn de orégano. Se debe tomar a temperatura ambiente. También
se puede agregar a un pafio limpio, agregar vinagre de manzana y

aplicar el pafo sobre la cabeza.
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Si presenta dolores menstruales o el sindrome premenstrual, el
orégano tiene una accion farmacoldgica muy eficaz. Puedes masajear
la zona abdominal con el aceite de orégano y/o tomar infusion de
orégano.

Debido a su accion antioxidante, el orégano es una forma natural de
mejorar nuestras defensas y el funcionamiento de nuestro sistema
inmunologico. ElI orégano puede contribuir a reducir los niveles de
glucosa o azlcar en sangre en personas con diabetes 829,

Realizando buches o enjuagues con la infusién de orégano podemos

cuidar de la salud de nuestra boca de forma natural.

2.2.5 Composicion quimica del aceite esencial de Origanum vulgare L.
Los estudios de la composicion quimica del aceite esencial son los
reportados por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de

masas 9,
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Tabla 2. Composicion quimica del aceite esencial de Origanum vulgare L.
« (28)

“Oregano peruano

NOMBRE DEL COMPUESTO Tr(min) Porcentaje en la muestra
(%)
v-terpineno 8,31 9,67
3,7-dimethyl-, 2-aminobenzoate 9,41 2,37
B-mirceno 10,97 1,42
B-pineno 10,07 1,08
a-felandreno 11,21 0,59
2-careno 11,08 5,53
m-Cimeno 12,17 3,57
D-limoneno 12,26 2,85
Cis-p-ocimeno 13,31 0,55
a-terpinoleno 13,37 3,29
B-linalool 14,62 4,25
Cis-B-terpineol 15,17 1,72
L-4-terpineol 17,25 18,22
o-terpineol 18,37 5,18
Timol-metil éter 18,33 2,99
Timol 21,08 17,56
Carvacrol 21,51 10,12
Elixeno 23,27 0,36
Acetato de nerol 25,55 0,42
Acetano de geraniol 25,62 0,71
pB-cariofileno 26,66 2,25
a-cariofileno 26,58 1,22
(-)-spatulenol 28,71 0,17
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2.2.6 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 aceite esencial de arbol de té constituye una alternativa eficaz
para el control en postcosecha de Penicillium italicum en naranjas
También, el aceite esencial de jengibre puede ejercer una accion
antimicrobiana sobre el Bacillus cereus, Staphylococus aureus vy

Streptococus faecalis.

Y el aceite esencial de la “hierba de limén” (Cymbopogon citratus)
mostré una notable actividad antifingica frente a Trichophyton rubrum.
Para la evaluacion de las propiedades antimicrobianas de los aceites
esenciales se aplican los métodos convencionales de ensayo para
antibitticos. 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 las plantas
y especias tienen efectos antimicrobianos. Se ha identificado que estos
efectos estan relacionados con los componentes quimicos presentes, la
mayoria de los estudios han encontrado que los AE son efectivos contra
numerosas bacterias patdgenas Gram (+) y Gram (-), mohos, levaduras,
siendo los monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos los posibles
responsables de las propiedades aromaticas, antioxidantes 'y
antimicrobianas de los AE®,
2.2.7 Mecanismo de accion de los aceites esenciales
El modo de accibn de los AE también dependera del tipo de
microorganismos y esta principalmente relacionado con la estructura de
la pared celular y la membrana externa de los mismos.
La accion de los AE sobre los dermatofitos es destruir la pared celular y
la membrana citoplasmatica; lo cual resulta ser un rompimiento del

citoplasma y su coagulacion ¢,
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Respecto a los estudios farmacoldgicos de la especie Origanum se
reportd actividad antibacteriana contra microorganismos gram positivos
(Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus subtilis,
Micrococcus luteus, Staphylococcus faecalis y Streptococcus beta-
hemoliticus) y gram negativos (Shigella flexneri, Salmonella enteriitidi,
Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa) y actividad antifingica contra

Candida albicans y Trichophyton mentagrophytes)®®.

2.2.8 Metabolitos secundarios y rutas metabdlicas
A las rutas metabdlicas se les consideran como un conjunto de
reacciones bioquimicas, producto del metabolismo o las
biotransformaciones enzimaticas de gran importancia para biosintetizar a
los metabolitos secundarios.
El &cido shikimico es precursor de diversos intermediarios aromaticos.
La formacion de acido shikimico ocurre a partir de 3 y 4 atomos de
carbono como son el acido fosfoenolpiruvico (PEP) y la eritrosa-4-fosfato
(E4P) por una condensacion del tipo alddlica, asi produciendo un
compuesto C7 a través de una serie de etapas. Es responsable de la
biosintesis de la mayoria de los compuestos fendlicos de plantas y utiliza
como sustratos a la eritrosa-4-fosfato y el acido fosfoenolpiruvico. Uno
de los productos de esta via es la fenilalanina. La enzima fenilalanina
amonio liasa (PAL) cataliza la formacion de acido cinamico por
eliminacion de una molécula de amonio de la fenilalanina. Esta enzima
esta situada en un punto de ramificacion entre el metabolismo primario y
secundario por lo que la reaccion que cataliza es una importante etapa
reguladora en la formacién de muchos compuestos fenélicos %,
La biosintesis de metabolitos secundarios suele estar restringida a
estados especificos del desarrollo y a periodos de estrés de cada
especie vegetal. Algunas células vegetales producen metabolitos
secundarios importantes en las interacciones de la planta con el medio
ambiente (proteccion frente a depredadores, patdogenos o estrés
ambiental) o que estan relacionadas con la maquinaria reproductiva de

la planta.
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Muchos de estos productos secundarios tienen uso en la industria
farmacéutica y en la produccion de tests de diagnéstico, de fragancias,
de aditivos alimentarios y de biocidas en general. Lo anteriormente
mencionado explica el interés de la industria en la produccién de
compuestos naturales cuya calidad y costos no sea afectada por
condiciones climéticas, sanitarias o politicas de la regién de produccion.
Es en este contexto que los cultivos de células y tejidos vegetales
constituyen una alternativa para producir sustancias cuya produccion
comercial por los métodos convencionales resulta dificil, escasa o

econdémicamente poco viable.

2.2.8.1 Tipos de Metabolitos Secundarios

Los mas abundantes son:

Terpenos: Los terpenos o terpenoides, constituyen el grupo mas
numeroso de metabolitos secundarios (mas de 40 mil moléculas
diferentes). La ruta biosintética de estos compuestos da lugar
tanto a metabolitos primarios como secundarios de gran
importancia para el crecimiento y supervivencia de las plantas.
Entre los metabolitos primarios se encuentran aceites esenciales
(monoterpenos y sesquiterpenos), hormonas (giberelinas, acido
abscisico 'y citoquininas), carotenoides, clorofilas 'y
plastoquinonas (fotosintesis), ubiquinonas (respiracion) vy
esteroles (de gran importancia en la estructura de membranas).
Suelen ser insolubles en agua y derivan todos ellos de la union
de unidades de isopreno (5 atomos de C). De esta forma, Los
terpenos se clasifican por el numero de unidades de isopreno
(C5) que contienen: los terpenos de 10 C contienen dos
unidades C5 y se llaman monoterpenos; los de 15 C tienen tres
unidades de isopreno y se denominan sesquiterpenos, y los de
20 C tienen cuatro unidades C5 y son los diterpenos. Los
triterpenos tienen 30 C, los tetraterpenos tienen 40 C y se habla
de politerpenos cuando contienen mas de 8 unidades de

isopreno.
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Compuestos fendlicos: En el contexto del metabolismo, los
aminoécidos aromaticos se pueden dirigir tanto al metabolismo
primario como al metabolismo secundario. Las plantas sintetizan
una gran variedad de productos secundarios que contienen un
grupo fenol. Estas sustancias reciben el nombre de compuestos
fenolicos, polifenoles o fenilpropanoides y derivan todas ellas del

fenol, un anillo aromatico con un grupo hidroxilo®®®.

Desde el punto de vista de la estructura quimica, son un grupo
muy diverso que comprende desde moléculas sencillas como los
acidos fendlicos hasta polimeros complejos como los taninos y la
lignina. En el grupo también se encuentran pigmentos
flavonoides muchos de estos productos estan implicados en las

interacciones planta-herbivoro.

La ruta del acido malénico es una fuente importante de fenoles
en hongos y bacterias, pero es poco empleada en plantas

superiores.

La ruta del &cido shikimico es responsable de la biosintesis de la
mayoria de los compuestos fenodlicos de plantas. A partir de
eritrosa-4-P y de &cido fosfoenolpiravico se inicia una secuencia
de reacciones que conduce a la sintesis de acido shikimico vy,
derivados de éste, aminoacidos aromaticos (fenilalanina,
triptéfano y tirosina). La mayoria de los compuestos fendlicos
derivan de la fenilalanina. Esta ruta esta presente en plantas,
hongos y bacterias, pero no en animales. La fenilalanina y el
triptofano se encuentran entre los aminoacidos esenciales para
los animales que se incorporan en la dieta. La tirosina no es
esencial en el sentido de que los animales pueden sintetizarla

por hidroxilacion.
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2.2.9. Microorganismo en estudio
2.2.9.1 Staphylococcus aureus ATCC 6538

Es un coco Gram positivo, aerobio o anaerobio, inmovil, no
esporulante con actividad catalasa y coagulasa, que 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 que varian
desde el color blanco hasta el amarillo intenso. Son células
esféricas de casi 1um de didmetro en grupos irregulares, estan
desprovistos de motilidad y no forman esporas ©V.
El género Staphylococcus contiene al menos quince especies, las
tres de importancia clinica son Staphylococcus aureus, las especies
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, infecciones pidgenas e incluso septicemia mortal. Casi
toda persona presenta algun tipo de infecciébn de Staphylococcus
aureus durante su vida, que varia en gravedad desde intoxicacion
alimentaria o infecciones cutaneas menores hasta infecciones
graves potencialmente mortales. Los Staphylococcus coagulasa
negativos son normales en la flora humana y a veces causan
infeccion en el aparato digestivo ya que los alimentos contienen
toxinas produciendo intoxicacién alimentaria en pocas horas. Estos
patdégenos casi siempre causan hemolisis coagulacion del plasma y
producen varias enzimas y toxinas extracelulares ©V.
Los hospitales invierten esfuerzos considerables en la prevencion
Incluso con buenas practicas de control de la infeccion, la
transmision continda. 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 controvertido V.
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Figura 4. Microfotografia morfoldgica del Staphylococcus aureus ATCC 6538CY.
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2.2.9.2. Gentamicina
Este antibidtico 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 aceptacién por

parte de la poblacién ©3.

OH
o CHs
HsC HN"73
i HO i
H3C HO 2
O O
HoN NH;
GENTAMICINA
V4 a;
s DI
VRRORATARDSIUNI005 S E 0 :

Figura 5. Estructura molecular del aminoglucdsido gentamicina(33).

El mecanismo de accion del aminoglucésido es inhibir la sintesis de
la pared celular. El peptidoglucano es el mucopéptido esencial en
la composicion de la pared celular, cuya sintesis es impedida por el
antibiotico por inhibicibn de los sistemas enzimaticos
correspondientes, la droga se fija en la pared celular y cuando se
produce la division de la bacteria, aparecen defectos en dicha
pared, el microorganismo se hace osmaéticamente sensibles,

penetra liquido en su interior, estalla y se lisa 2.
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Figura 6. Mecanismo de accién de los antibiéticos y antimicrobianos ®%.
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2.2.9.3. Mecanismo de resistencia a los antibiéticos
Los antibidticos son medicamentos que combaten
las infecciones bacterianas usados correctamente, pueden
salvar vidas pero hay un creciente problema de resistencia a
antibiéticos. Esto ocurre cuando las bacterias mutan (se
transforman) y se vuelven capaces de resistir los efectos de
un antibidtico. El uso de antibidticos puede llevar a la
resistencia cada vez que toma antibioticos, las bacterias
sensibles mueren, pero gérmenes resistentes pueden crecery
multiplicarse, se pueden propagar a otras personas también
pueden causar infecciones que ciertos antibioticos no pueden
curar. Un ejemplo es el Staphylococcus aureus resistente a

las penicilinas y betalactamicos excepto Ceftarolina®®.

v

WY wiisisics ’) 3

Antibiético 0 Antibictico

Figura 7. Mecanismo de resistencia a los antibiéticos ©®.
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lll. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Disefio de investigacion
El presente trabajo de investigacion se realizd6 con el objetivo de
Comprobar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Origanum
vulgare L. “Orégano peruano” frente a Staphylococcus aureus , utilizando el
método de difusiébn en disco (Kirby-Bauer), representada por halos de
inhibicion que tuvo el aceite esencial, a las diferentes concentraciones de la

especie en estudio.

3.1.1 Tipo de estudio
El presente trabajo de investigacion pertenece a un tipo de estudio

experimental, analitico, observacional y transversal.

1. Experimental: Es experimental ya que se manipula diferentes
variables en estudio para delimitar relaciones entre ellas (aceite
esencial de los 6rganos aéreos y microorganismos) los mismos que

seran medidos en determinados momentos.

2. Analitico: Se establecio relaciones entre la variable dependiente e

independiente con la finalidad de obtener diversas conclusiones.

3. Observacional: Ya que es observable, medible, generalmente con
la muestra a investigar analizando o experimentando la variable de
estudio.

4. Transversal: Pertenece a un estudio que se realizaron los analisis
de las pruebas t de los halos observados en diferentes
concentraciones de la especie vegetal aceite esencial Origanum

vulgare L. “Oregano peruano”.
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3.2 Poblacion
3.2.1 Poblacion vegetal
Estuvo integrado por la especie vegetal de Origanum vulgare L.“Orégano

peruano” se recolectara en el distrito de Quinua, Huamanga - Ayacucho.

3.2.2 Muestra vegetal
10 kilos de hojas frescas de Origanum vulgare L. “Orégano peruano” se

recolecto en el distrito de Quinua.

3.2.3 Criterios de inclusién

Plantas sanas, en buen estado de conservacion y libre de contaminantes.

3.2.4 Criterios de exclusién
Plantas infestadas por microorganismos, secas 0 en mal estado de
conservacion, con restos de excremento o cualquier agente que pueda

alterar su naturaleza orgéanica.

3.2.5 Poblacion bacteriana
Cepas de Staphylococcus aureus ATCC 6538.

3.3 Método

3.3.1 Colecta de materia vegetal
Las hojas de Origanum vulgare L. “Orégano peruano” se recolecto en el
distrito de Quinua, a una altitud de 3200 m.s.n.m provincia de Huamanga,
regiobn Ayacucho, cuyo clima es relativamente templado que fluctia entre
los 16y 23 °C.
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3.3.2 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 presente las condiciones necesarias para su triturado al
frotar con las manos, luego se guardd en bolsas de papel, hasta su

utilizacion @2,

3.3.3 Extraccion del aceite esencial
A partir de 6 kg de hojas secas se sometieron a un proceso de extraccion,
gue se realiz6 mediante el método de arrastre con vapor de agua. Una
vez destilado se separd por diferencia de densidades entre el agua y el
aceite esencial, se trat6 con Na,SO, (sulfato de sodio anhidro) para
separar las impurezas que pudieran estar presentes en el medio, luego se
filtr6 y por dltimo se guardd en un frasco de vidrio de color ambar bajo

refrigeracion (4 °C) &,

3.3.4 Rendimiento del aceite esencial (%RAE)
La determinacion del porcentaje de rendimiento de aceite esencial
(%RAE), se realiz6 por el método de arrastre por vapor de agua en un
equipo de destilacion de vidrio. A partir de 100 g de hojas de Origanum
vulgare L.se obtuvo un determinado volumen que fue medido con una
probeta florentino. Por el método gravimetria-volumétrico se determinoé el

% RAE, aplicando la siguiente férmula .

% RAE = Vol. AE (mL)/ Pmuestra (g) x 100

Doénde:
Vol. AE : Volumen del aceite esencial obtenido en mililitros.
Pmuestra : Peso de la muestra a destilar en gramos.
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3.3.5 Caracterizacion de parametros fisicoquimicos del aceite esencial
Se caracteriz6 los pardmetros fisicoquimicos y organolépticos del aceite
esencial de Origanum vulgare L. “Orégano peruano”, se uso la técnica
de cromatografia de gases —Espectrometria de masas (GC-SM).
3.3.5.1 Cromatografia de gases —espectrometria de masas (GC-SM).
Esta técnica esta indicada para la separacion de compuestos organicos
volatiles y semivolatiles esta combinacion permite analizar y cuantificar
compuestos de mezclas complejas con un alto grado de efectividad,
para determinar los metabolitos secundarios del Origanum vulgare L.
“‘Orégano peruano “se realizé en la universidad nacional Agraria la
molina en el laboratorio quimica y biologia molecular.

Modelo: Clarus 680

Marca: Perkin Elmer.

Agilent: 6890N

Network GC System

Detector de Masas (cuadrupolo)

Agilent 5973 MSD Columna disponible DB5-MS (30mx0.25mmx0.25um)
Inyector: split/splitless Purga y Trampa (Teledyne Tekmar)

3.3.6 Evaluacion de la actividad antimicrobiana del aceite esencial

Metodo Kirby-Bauer.

La técnica de eficacia antimicrobiana se realiz6 mediante el método de
difusién en disco (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 44,
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3.3.6.1

3.3.6.2

Preparaciéon del Agar Mueller Hinton

El agar Mueller - Hinton se prepar6 de acuerdo a las
instrucciones del fabricante con agua destilada. Se autoclavo el
agar a 121°C y 15 Lb/pg? durante 15 minutos. Inmediatamente
después de autoclavar se dejé enfriar en bafio Maria a 45 -
50°C. Una vez temperado se vertio el preparado fresco vy 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. EI medio de agar se dejé que
enfrie a temperatura ambiente. EI pH de cada lote de agar
Mueller - Hinton tuvo un pH entre 7,2 y 7,4 440,

Preparacion de los in6culos bacterianos

Staphylococcus aureus ATCC 6538. Se tom0 una cierta cantidad
de colonias y se diluy6é en un tubo de ensayo conteniendo 10 mL
de suero fisiolégico de tal manera que la solucion resultante
tenga una turbidez similar al tubo de ensayo N° 1 de la escala de
MacFarland el cual corresponde a una concentracién de 3x10°
UFC/mL.

A partir de esta Ultima solucion se realizé una dilucion de 1 en 3,
para ello de esta solucion preparada se tomé 3 mL y se diluy6 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 solucion resultante tuvo una
concentracion de 1x10® UFC/mL.

Bajo las mismas condiciones se realizé una dilucion de 1 en 100
afadiendo 0,1 mL de la solucién anterior a un tubo con 9,9 mL
de suero fisiolégico, la solucion resultante tuvo una

concentracion de 1x10% UFC/mL®#449),
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3.3.6.3 Inoculacion de las placas

Se Introdujo el hisopo estéril en el in6culo bacteriano preparado

(1x10° UFC/mL) y 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
aceptable, para lo cual se estrio con el hisopo en forma paralela

y bien compacta abarcando toda la superficie de la misma.

Luego se repitié el procedimiento rotando la placa 60°C en dos

oportunidades mas. Los cuidados se extremaron en sembrar las

placas de borde a borde, porque de lo contrario se pudo generar

problemas en la realizacion de las lecturas. Se dejo secar de 3 a

5 minutos antes de colocar los discos 449,

3.3.6.4 Preparacion de los discos de antibiéticos
Los discos de antibiéticos fueron discos comerciales de la marca
OXOID, Gentamicina 10ug.

3.3.6.5 Aplicacion de los discos a las placas inoculadas

Estos se colocaron con pinza estéril. Luego de estar sobre el
agar se presion6 los discos levemente para que queden
adheridos al mismo. Estuvieron a més de 15 mm del borde de la
placa y se distribuyeron de tal manera que no hubo
superposicion de los halos de inhibicion. Los discos de
antibioticos gentamicina (marca OXOID) fueron colocados de la
siguiente manera:

1. Dos discos del mismo antibiético en cada placa inoculada
con el microorganismo de tal manera que se obtuvieron
resultados por duplicado, por lo tanto, las placas con discos
de antibidticos fueron 4 placas con dos discos en cada uno.

2. Luego de colocar los discos las placas se incubaron de forma
invertida a 35-37°C durante 18-24 hs.
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3. Los discos con la muestra del aceite esencial de Origanum
vulgare L. “Orégano peruano” a cuatro concentraciones (25,
50, 75 y 100 pL/mL) fueron colocados de manera similar solo
gue en este caso se hizo por triplicado, tres discos por cada
placa, estos también se incubaron a 35-37°C durante 18-24
hs.

3.4 Técnicas, instrumentos, recolecciéon y procesamiento de datos

3.4.1Técnicas: Lectura de los halos de inhibiciébn y medicion con Vernier (marca
DONGRUN).

3.4.2Instrumentos: Con vernier (marca DONGRUN).

3.4.3Recoleccién: En tablas y figuras.

3.4.4Procesamiento de datos:
Después de 18 a 24 horas de incubacién, cada placa se examind. Las
zonas de inhibicion resultantes fueron uniformemente circulares en una
capa homogénea de crecimiento. Los diametros de la zona de inhibicion
completa fueron medidos en milimetros pasando por el centro del disco.
Los valores de las mediciones por triplicado se promediaron y compararon
con las medidas de los halos de inhibicién producidos de acuerdo a los

resultados
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VI. RESULTADOS

Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas del aceite esencial de Origanum vulgare

L.“Orégano peruano”.

Caracteristicas Parametros

Tiempo de destilacién 60 minutos
Rendimiento de aceite 2,04% vip

Densidad especifica a 20°C 0,9134 g/mL

indice de refraccion 1,475

Solubilidad en alcohol Parcialmente soluble

En la tabla 3 se puede observar las caracteristicas fisicoquimicas del aceite
esencial del “Orégano peruano”, que son parametros de calidad y controles
futuros que garanticen los requerimientos de la demanda como producto
medicinal y de consumo como especias aromaticas.
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Tabla 4. Caracteristicas organolépticas del aceite esencial de Origanum

vulgare L. “Orégano peruano”.

Caracteristicas Parametros

Color Amarillento transltcido
Olor Fuerte penetrante, a la planta, olor
sui generis
Sabor Picante, astringente, que recuerda a la planta
de origen
Estado Liquido
Volatilidad Muy volatil

En la tabla 4 observamos caracteristicas organolépticas del aceite esencial del
“Orégano peruano”, siendo la que mas destaca su olor muy fuerte penetrante, que
recuerda a la planta, tiene olor propio sui generis (olor a orégano).
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Tabla 5. Composicion quimica del aceite esencial de Origanum vulgare L.
“Orégano peruano” por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de

masas (GC-SM) realizado en la universidad nacional agraria la molina.

Porcentaje en la

Nombre del compuesto Tr(min) muestra (areas
relativas)

1. a-tujeno 9,70 0,51
2. o.-pineno 9,96 0,36
3. Sabineno 10,32 2,81
4, f-mirceno 10,97 1,25
5. [-pineno 11,07 0,18
6. o-felandreno 11,69 0,23
7. carvacrol 12,00 11,99
8. P-Cimeno 12,21 3,27
9. D-limoneno 10,37 0,85
10. B-felandreno 12,39 0,91
1. Cis-B-ocimeno 12,40 0,19
12. y-terpineno 12,41 12,21
13. (1a,2B,50) — 2-metil-5-(1-metiletil) - 13,87 0,58

biciclo (3.1.0)
14. a-terpinoleno 14,35 2,26
15. B-linalool 14,64 2,25
16. Cis-p-terpineol 15,18 2,92
17. Trans-1-metil-4-(1-metiletil) 2- 16,25 1,54

ciclohexen-1-ol
18. cis-1-metil-4-(1-metiletil)  2-ciclohexen- 17,15 1,05

1-ol
19. L-4-terpineol 20,38 19.66
20. a-terpineol 20,39 4,08
21. Timol-metil éter 22,30 0,99
22. (1-metiletil)-benceno) 1,6-octadien-3-ol 22,99 2,73
23. 3,7-dimethyl-, 2-aminobenzoate 23,41 1,17
24, Timol 26,02 26,02
25. 2-careno 26,58 2,24
26. Elixeno 28,57 0,10
27. Acetato de nerol 29,58 0,16
28. Acetano de geraniol 30,77 0,30
29. [-cariofileno 34,49 1,87
30. o.-cariofileno 37,24 0,19
31. d-elemeno 40,73 0,95
32. (-)-spatulenol 48,71 0,20
33. Oxido de cariofileno 48,80 0,19
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Figura 8. Cromatograma del aceite esencial de Origanum vulgare L.“Orégano peruano”.

En la figura 8 se observa el cromatograma del “Orégano peruano”, destacando en mayor % el timol y carvacrol que son

compuestos fenodlicos altamente bactericidas.
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Tabla 6. Componentes principales analizados del aceite esencial de Origanum

vulgare L. “Orégano peruano”.

Componente Porcentaje(%)

Timol 26,02
L-4-Terpineol 19.66
Y-terpineno —
Carvacrol 11,99
P-cimeno 3,27
Oxido de cariofileno 0,19

En la tabla 6 se puede observar que el timol es el componente mayoritario,
seguido del L-4-Terpineol, X-terpineno , carvacrol, P-cimeno y Oxido de

cariofileno.Esto le da una mayor riqueza bactericida al “Orégano peruano”.
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Tabla 7. Halos de Inhibicion del aceite esencial de Origanum vulgare L. “Orégano

peruano” a cuatro concentraciones frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538.

FRECUENCIA

Concentraciones de aceite esencial de Origanum vulgare L.

HALOS DE INHIBICION (mm)

(uL/mL)
25 50 75 100
F1 11,79 13,41 15,30 18,02
F2 11,10 13,02 16,80 19,13
F3 11,53 13,78 17,70 21,81
Media (X) 11,47 mm 13,40 mm 16,60 mm 19,65 mm

En la tabla 7 se puede observar los halos de Inhibicion del aceite esencial de

Origanum vulgare L. “Orégano peruano” a cuatro concentraciones frente a
Staphylococcus aureus ATCC 6538. La de 100 pL/mL tiene mayor actividad

antimicrobiana.
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Tabla 8. La Media de los halos de Inhibicion del aceite esencial de Origanum

vulgare L. “Orégano peruano” y discos de gentamicina (marca OXOID), frente a

Staphylococcus aureus ATCC 6538.

HALOS DE INHIBICION (mm)

SUSTANCIAS
Concentraciones de aceite
esencial de Origanum vulgare L. (uL/mL)
25 50 75 100
Aceite esencial 11,47 mm 13,40 mm 16,60 mm 19,65 mm
(Media)
Gentamicina 10 30,14 mm
pL/mL
Marca (OXOID)

En la tabla 8 se observa la media de los halos de Inhibicidon del aceite esencial de
Origanum vulgare L.“Orégano peruano” y discos de gentamicina (marca OXOID) ,

frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538, se observa que la gentamicina

supera en capacidad antimicrobiana.
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Figura 9. Comparacion de los halos de inhibicion a cuatro concentraciones del
aceite esencial de Origanum vulgare L.“Orégano peruano”y discos de
gentamicina (marca OXOID) y el blanco frente a Staphylococcus aureus ATCC
6538.

En la figura 9 se observa las diferencias de los halos de inhibicion de las cuatro
concentraciones del aceite esencial de Origanum vulgare L. “Orégano peruano”, Y

discos de gentamicina (marca OXOID) y el blanco frente a Staphylococcus aureus

ATCC 6538. El control positivo supera en capacidad antimicrobiana.

1 Blanco (dimetilsufoxido) control 0 mm
negativo

2 AE 25 pg/mL 11,47 mm

3 Gentamicina (10 pg/mL) control 30,14 mm
positivo

4 AE 50 pg/mL 13,40 mm
AE 75 pg/mL 16,60 mm
AE 100 pg/mL 19,65 mm
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Figura 10. Halos de inhibiciébn del aceite esencial de Origanum vulgare L.
“Orégano peruano” comparados con discos de gentamicina (marca OXOID) vy el
blanco frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538.

En la figura 10 se observa la placa muestra que a las diferentes concentraciones
los halos de inhibicion del aceite esencial de Origanum vulgare L. “Orégano
peruano” comparados con discos de gentamicina (marca OXOID) y el blanco
frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538. La gentamicina (marca OXOID) es la

gue tienen mayor actividad.

1 Blanco (dimetilsufoxido) control 0 mm
negativo
2 AE 25 pg/mL 11,47 mm
3 Gentamicina (10 pg/mL) control 30,14 mm
positivo
AE 50 pg/mL 13,40 mm
AE 75 pg/mL 16,60 mm
6 AE 100 pg/mL 19,65 mm

43



V. DISCUSION

Mufioz C, Linares N.#® estudiaron la composicién quimica del aceite esencial de
Origanum vulgare L.(Lamiaceae)(Orégano) usaron el método de cromatografia de
gases acoplado a espectrometria de masas (GC-SM), se identificaron 23
compuestos quimicos en las hojas de Orégano (Origanum vulgare spp.). El
tiempo de retencién en minutos y el porcentaje de los componentes mayoritarios
fueron: timol 17,56%, carvacrol 10,12%, Y -terpineno 9,67%, p-cimene 3,57%. En
la tabla 5 y 6 se muestra los resultados de la investigacion obtenidos por el
método de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-
SM), se identificaron 33 compuestos quimicos de las hojas de Origanum vulgare
L. (Orégano peruano), los principales fueron: timol 26,02%, Y'-terpineno12,21%,
carvacrol 11,99%, p-cimene 3,27%, segun estudios estos componentes serian
los responsables en dar la actividad antimicrobiana, los cuales son: compuestos
oxigenados, terpenos, monoterpenos, sesquiterpenos Yy grupos aromaticos

(carvacrol, timol, L-4-terpineno).

Valles M, et al. (2014)™®, realizaron la investigacion titulada Efecto del aceite
esencial de Origanum vulgare en la supervivencia de Staphylococcus aureus,
Salmonella thypi, Salmonella parathypi y Salmonella enteritidis en carne de cerdo
pasteurizada y refrigerada, utilizaron el método de difusion en disco (Kirby-Bauer)
a concentraciones de 50 y 100 pg/mL, obtuvieron como resultados halos de
inhibicion para Staphylococcus aureus 14,18 mm y 18,20 mm, Salmonella thypi
11,31mm y 15,40 mm, Salmonella parathypi 9,12 mm y 14,21 mm y Salmonella
enteritidis 16,50 mm y 16,14 mm. En la tabla 8 de mi trabajo de investigaciéon a
concentraciones de 75 y 100 pg/mL sobre Staphylococcus aureus presentaron
halos de inhibicion de 16,60 mm y 19,66 mm de didmetro respectivamente, esto
indica que ambos tienen resultados muy cercanos a lo informado por Valles M, et
al. Por lo tanto, tiene actividad antimicrobiana frente a bacterias Gram positivas y
Gram negativas debido a sus componentes quimicos fendlicos, los cuales rompen
las paredes y membranas celulares, producen lisis y se precipitan las proteinas e

inactivan las enzimas, por lo tanto, son bactericidas y fungicidas.
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Albado E, Saez G, Ataucusi G “%. estudiaron la composicién quimica y actividad
antibacteriana del aceite esencial del Origanum vulgare (Orégano), se uso6 el
meétodo de difusién en disco (Kirby-Bauer) a concentraciones de 50, 75, 100
pug/mL con cepas Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis, para
determinar la composicion quimica usaron el método de cromatografia de gases /
espectrometria de masas (GC-SM) teniendo resultados con halos de inhibicién
para cepas Staphylococcus aureus 15,30, 16,60 y 21,10 mm de didmetro y para
Staphylococcus epidermidis 9,12 , 12,20 y 15,40 mm, se identificaron 29
compuestos quimicos en las hojas de Origanum vulgare (Orégano) los de mayor
porcentaje fueron: timol 15,18%, carvacrol 11,51%, D-limoneno 9,82%,L-4-
terpineol 7,52%, 2-careno 6,31%, acetato de geraniol 2,51%, respectivamente. En
la tabla 8 se reporta los resultados obtenidos en la presente investigacion muy
parecidos al estudio de Albado E, Saez G, Ataucusi G, con halos de inhibicion
13,40, 16,60 y 19,65 mm a concentraciones de 50, 75y 100 pg/mL. En la tabla 5
de nuestro trabajo de investigacion se identificaron 33 compuestos quimicos los
cuales son: timol 26,02%, carvacrol 11,99%, D-limoneno 0,85%,L-4-terpineol
19,66 %, 2-careno 2,24%, acetato de geraniol 0,30%, los que presentan mayor
porcentaje son: Timol y carvacrol componentes fendlicos que le otorga al orégano
multiples propiedades antioxidantes, antimicrobianas y conservantes de

alimentos, ademas de potenciales aplicaciones en perfumeria y cosmética.

En las tablas 3 y 4, presentan los parametros fisicoquimicos del aceite esencial de
Origanum vulgare L. como parte de su control de calidad y en la tabla 5 se
muestra la composicion quimica como los fendlicos ( carvacrol, timol). De Barros
J, Da Conceicéo M, Neto N, Da Costa A, Junior J, Junior I, De Souza E“®. Indican
que el aceite esencial de Orégano contiene componentes principales que
determinan sus propiedades bioldgicas incluyendo dos grupos de distinto origen
biosintético, el grupo principal incluye terpenos y terpenoides y el otro esta
formado por componentes aromaticos y alifaticos, todos caracterizados por su
bajo peso molecular. Estos dos grupos se pueden clasificar en terpenoides e

hidrocarburos no terpenoides estos compuestos fitoquimicos del aceite esencial
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de Origanum vulgare L. serian los responsables del efecto antimicrobiano frente a
bacterias gram positivas como Staphylococcus aureus y Bacillus cereus y sobre

bacterias Gram negativas.

Castro V, Jiménez M. (2018) “?, realizaron la evaluacion del efecto antimicrobiano
de los aceites esenciales de jengibre (Zingiber officinale) y cdrcuma (Curcuma
longa) frente a la bacteria Staphylococcus aureus ATCC 6538. También evaluaron
las caracteristicas fisico-quimicas de los AE cumpliéndose con todos los
estandares de calidad se us6 el método de difusion en disco (Kirby-Bauer), para
la evaluacién de la actividad antimicrobiana mediante la prueba en discos, se
empled concentraciones del 50% y 100% de los aceites esenciales, teniendo
halos de inhibicibn A100% (7,56mm) y B50% (7,11mm), los resultados de la
investigacion se presentan en la figura 9 a las concentraciones 50 y 100 pL/mL se
puede observar los halos de inhibicion de 13,40 y 19,65 mm de didmetro los
cuales son mayores al estudio de Castro V, Jiménez M. esto se debe a los
factores edaficos de la especie estudiada.

Alarcén L, (2016) 19 evalué la composicién quimica y la actividad antimicrobiana
del aceite esencial de Espeletia schultzii Wedd (asteraceae) recolectada en el
estado Trujillo-Venezuela, utilizé el método de difusion en agar con discos(Kirby-
Bauer), los resultados mostraron actividad antibacteriana contra bacterias Gram
positivas (Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis) presentaron halos de
inhibicion de 16 y 21 mm de diametro esto se compara con los resultados
obtenidos en la tabla 8, se sumo los resultados de los halos de inhibicion de las
cuatro concentraciones y se obtuvo el promedio de 15,28 mm de didmetro contra
Staphylococcus aureus esto nos confirma que el aceite esencial de origanum
vulgare L. Tiene actividad antimicrobiana, este género es bien conocido como
fuente de compuestos biolégicamente activos como monoterpenos,

sesquiterpenos y fenilpropanos.
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Quispe C, Lizet D, Pacheco M (45 Evaluaron el efecto antimicrobiano in vitro del
extracto del aceite esencial de las hojas de Chenopodium Ambrosioides L. “paico”
en cepas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia
coli, Pseudomona aeruginosa y Candida albicans. Utilizo el método difusién en
disco (Kirby-Bauer), presentaron halos de inhibicion de 19,12 mm para
Staphylococcus aureus y 16,45 mm Staphylococcus epidermidis y de 21,40 mm
para Candida albicans, no observandose efecto alguno sobre Escherichia coli y
Pseudomona aeruginosa. Los valores para el aceite esencial fueron de 25 pL/mL
para Staphylococcus aureus, 20 pL/mL para Staphylococcus epidermidis, 35
puL/mL para Escherichia coli y 30 pL/mL para Candida albicans. En mi trabajo de
investigacion en la tabla 8 a la concentraciéon de 25 uL/mL, tuvo un halo de
inhibicién de 11,47 mm de diametro algo cercano con el estudio de Chenopodium
Ambrosioides L. “paico” en cepas de Staphylococcus aureus, esto comprueba
que pretendemos afirmar a la hipétesis y se correlaciona entre los resultados de

esta investigacion y los obtenidos por otros autores.
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VI. CONCLUSIONES

Se identificd cualitativamente los principales componentes del aceite esencial

de Origanum vulgare L. “Orégano peruano”, destacando carvacrol y timol.

Se evaluo la actividad antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus ATCC
6538, del aceite esencial de Origanum vulgare L.“Orégano peruano”,se
obtuvieron los siguientes halos de inhibicién 11,47, 13,40, 16,60 y 19,65 mm
para las concentraciones de 25, 50, 75y 100 pg/mL, respectivamente.

Se determiné que la mayor actividad antimicrobiana del aceite esencial de

Origanum vulgare L. “Orégano peruano”, se obtuvo a la concentracién de 100

pug/mL en la que se observo un halo de inhibicion de 19,65 mm.
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VIl. RECOMENDACIONES

. Continuar con los estudios de nuestros recursos naturales, como el “Orégano

peruano”, ampliando y validando su actividad biolégica.

Debe haber mayores facilidades de parte de la universidad para realizar

nuestras investigaciones para la tesis.

Debemos valorar nuestra biodiversidad para futuras generaciones y para

preservarlas en el tiempo.

Debe constituirse un gran equipo para estudiar todos nuestros recursos

naturales en el Perd.

. Con los estudios presentados podria probarse en un producto terminado la

actividad y aplicacion del aceite esencial del “Orégano peruano”.
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IX. ANEXO

Anexo 1. Ubicacion sistematica de la especie de origanum vulgare L.”Oregano
peruano”.
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EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL, DE
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La muestra vegetal (rama con hojas), recibida por ROGER SALINAS SEGURA; de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Privada NORBERT WIENER; ha
sido estudiada y clasificada como: Origanum vulgare L.; y tiene la siguiente
posicién taxonémica, segun el Sistema de Clasificacién de Cronquist (1988):
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: ASTERIDAE
ORDEN: LAMIALES
FAMILIA: LAMIACEAE
GENERO: Origanum
ESPECIE: Origanum vulgare L.
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Anexo 2. Procesamiento de la muestra Origanum vulgare L. “Orégano peruano”.

Figura 11. Muestra Origanum vulgare L.”Oregano Peruano”.
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Anexo 3. La muestra Origanum vulgare L. “Orégano peruano” se recolectara en

bolsas de papel.

Figura 12. Muestra recolectada de Origanum vulgare L.
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Anexo 4. Muestra de Origanum vulgare L.“Orégano peruano” deshidratado para

su posterior extraccion del aceite esencial.
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Anexo 5. Esquema del equipo extractor del aceite esencial de Origanum vulgare

L. “Orégano peruano”.




Anexo 6. Microbiologia. Actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus
ATCC 6538, del aceite esencial de Origanum vulgare L. “Orégano peruano”

(Método Disco Difusion, Kirby -Bauer).

Figura 13. Ensayos de actividad antimicrobiana del aceite esencial de
Origanum vulgare L.
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Anexo 7. Halos de inhibicion del aceite esencial de Origanum vulgare L. “Orégano
peruano” comparados con discos de gentamicina (marca OXOID) y el blanco

frente a Staphylococcus aureus ATCC 6538.

Figura 14. Halos de inhibicibn del aceite esencial de Origanum vulgare L.
comparados con discos de gentamicina (marca OXOID) y el blanco frente a

Staphylococcus aureus ATCC 6538.

1 Blanco (dimetilsufoxido) control 0 mm
negativo

2 AE 25 pg/mL 11,47 mm

3 Gentamicina (10 pg/mL) control 30,14 mm
positivo

4 AE 50 pg/mL 13,40 mm
AE 75 pg/mL 16,60 mm
AE 100 pg/mL 19,65 mm
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