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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo, determinar la actividad
antibacteriana “in vitro” del aceite esencial de las semillas de Pimpinella
anisum L. “anis” frente a la cepa bacteriana de Salmonella typhi ATCC
6539. Se obtuvo el aceite esencial de las semillas mediante el método de
destilacién por arrastre de vapor de agua. La actividad antimicrobiana “in
vitro” del aceite esencial de estas semillas se pusieron de manifiesto
utilizando los métodos de: a) Kirby Bauer, para conocer el grado de
sensibilidad en funcién al tamafio de los halos de inhibicion, b) Por dilucion
en medio liquido, para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
y c¢) Por difusibn en agar para determinar la Concentracion Minima
Bactericida (CMB) del aceite esencial.

En los resultados, se demostré que Salmonellatyphi ATCC 6539 presento
en el tratamiento T7, una sensibilidad promedio de 11,66 mm; a partir de
ello todos los demés tratamientos fueron sensibles. La CMI para la cepa
bacteriana fue de 44,1601 mg/ml y su CMB fue de 50,1084 mg/ml.

En conclusion, la bacteria Salmonella typhi ATCC 6539 es sensible al

aceite esencial de Pimpinella anisum L. “anis”.

Palabras Clave: aceite esencial, halo de inhibicion, Kirby Bauer, CMI,

CMB, Salmonella typhi ATCC 6539.



ABSTRACT

The objective of the present work was to determine the “in vitro” antibacterial
activity of the essential oil of the seeds of Pimpinella anisum L. "anis"
against the bacterial strain of Salmonella typhi ATCC 6539. The essential
oil of the seeds was obtained by the Method of steam distillation. The “in
vitro” antimicrobial activity of the essential oil of these seeds was evidenced
using the methods of: a) Kirby Bauer, to know the degree of sensitivity as a
function of the size of inhibition halos, b) By dilution in liquid medium, To
determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and c) By agar
diffusion to determine the Minimum Bactericidal Concentration (MBC) of the
essential oil.

In the results, it was demonstrated that Salmonella typhi ATCC 6539
presented in the T7 treatment, an average sensitivity of 11,66 mm; From
that all other treatments were sensitive. The MIC for the bacterial strain was
44,1601 mg/ml and its BMC was 50,1084 mg/ml.

In conclusion, the bacterium Salmonella typhi ATCC 6539 is sensitive to

the essential oil of Pimpinella anisum L. "anis".

Keywords: essential oil, inhibition halo, Kirby Bauer, MIC, MBC,

Salmonella typhi ATCC 6539.



I. INTRODUCCION

Actualmente en el mundo moderno la poblaciébn crece
aceleradamente y con ellas también las enfermedades producidas
por bacterias, virus, hongos, etc. A pesar que existen muchos
antibacterianos para su control o tratamiento, el uso irracional de estos
viene generando resistencia microbiana y otras secuelas.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 1979), indica que el
mundo ha virado sus o0jos en las dos Ultimas décadas de forma
progresiva hacia las plantas medicinales. El interés y la investigacion,
es cada dia mas patente por diferentes motivos para los paises

desarrollados y los paises en vias de desarrollo, como el Peru.

La medicina tradicional en nuestro pais es practicada por personas
de todo nivel sociocultural, con un uso amplio y variado, basado
en plantas medicinales, originalmente los Unicos elementos curativos
que conocia el hombre, que se han mantenido a través de la historia,
sobre todo en zonas rurales remotas o entre minorias étnicas de
la sociedad moderna, persistiendo como complemento del hombre

pobre o como alternativa a la asistencia médica inaccesible.



Sobre todo en centros de culturas aborigenes andino amazonicas
supervivientes, donde la medicina moderna sigue siendo desconocida
y donde las plantas aun proporcionan las Unicas medicinas

(Chavez, 1997).

En el Perd, la gran biodiversidad botanica por un lado y los
conocimientos incipientes de sus propiedades fitoquimicas marcan
una brecha considerable que requiere esfuerzos coordinados de
diferentes sectores de la sociedad cientifica, con fines tanto
académicos, como practicos de aprovechar el potencial natural.
Ademas, las plantas medicinales han sido consideradas a través
de los afios como el origen o punto de partida del desarrollo de
medicamentos, ya que han contribuido enormemente al descubrimiento
de nuevas sustancias con actividad biologica y a la produccion de
fitofarmacos, que constituyen la fuente de medicamentos mas
econdémica y de mayor disponibilidad para la mayoria de los

paises (HOSS, 2000).

La biodiversidad vegetal ofrece algunas especies con
excelentes efectos antibacterianos, entre este grupo de plantas

se encuentra la Pimpinella anisum L. “anis”, el aceite que se


http://es.wikipedia.org/wiki/Pimpinella_anisum

obtiene de las semillas de esta planta, por destilacion a
vapor, es usado con fines medicinales. La medicina tradicional
antigua le atribuye diversas propiedades como expectorante,
antibacteriano y carminativo, los cuales mejoran la digestion y el tono

estomacal, garantizando asi una mejor digestion.

El aceite de anis tiene una alta actividad antibacteriana
contra Staphylococcus aureus (responsable de infecciones de la
piel), Streptococcus haemoliticus (que causa la infeccion de garganta
y la nariz), Bacillus subtilis (infeccion en los pacientes
inmunocomprometidos), Pseudomonas aeruginosa (causante de
infeccion adquiridas en hospitales), especies de Klebsellay Proteus

vulgaris (Singh et al., 2002).

El aceite esencial de anis también inhibe el crecimiento
de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium
y Candida albicans; utilizando el método de dilucién en agar (Hammer et

al., 1999).

Por estas razones, el objetivo de este estudio radica en

evaluar la actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial de



Pimpinella anisum L. “anis” frente a Salmonella typhi ATCC 6539,
con el fin de validar cientificamente las propiedades terapéuticas de esta

semilla.

Demostrar el efecto antibacteriano permitirA ofrecer una
alternativa importante en el enfoque tradicional de las diversas
enfermedades, vy promover el disefio del ensayo clinico derivado

del presente estudio, luego de la demostracion in vitro.

1.1. Enunciado del problema

¢ Tendra el aceite esencial de Pimpinella anisum L. “anis”
actividad antimicrobiana “in vitro” frente a Salmonella typhi

ATCC 65397

1.2. Hipotesis
El aceite esencial de Pimpinella anisum L. “anis” tiene
actividad antibacteriana in vitro sobre la cepa de
Salmonella typhi ATCC 6539 causante de enfermedades de

origen alimentario.
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1.3.

Objetivos

1.3.1. Objetivo general:

Determinar la actividad antibacteriana “in vitro” del aceite
esencial de las semillas de Pimpinella anisum L. (anis)
frente a la cepa bacteriana de Salmonella typhi ATCC

6539.

1.3.2. Objetivos especificos:

Evaluar el grado de sensibilidad que presenta la cepa
bacteriana de Salmonella typhi ATCC 6539 frente al
aceite esencial de Pimpinella anisum L. (anis) mediante
la técnica de difusion en disco.

Establecer la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) a la
cual el aceite esencial de Pimpinella anisum L. (anis)
ejerce inhibicion del crecimiento de la cepa bacteriana de
Salmonella typhi ATCC 6539.

Precisar la Concentracion Minima Bactericida (CMB) del
aceite esencial de Pimpinella anisum L. (anis) sobre el
crecimiento de la cepa bacteriana de Salmonella typhi

ATCC 6539.



1.4. Determinacion de variables
1.4.1. Tipos de variables
» Variable independiente: Concentracion del aceite
esencial de Pimpinella
anisum L. (anis)
» Variable dependiente: Efecto sobre el agente bacteriano:
Salmonella typhi ATCC 6539
1.4.2. Operacionalizacion de variables e indicadores
VARIABLE DEFINICION DIMENSION | INDICADOR | ESCALA
_ _ Diametro de _
Capacidad del aceite o Medida en
Cuantitativa | halo de
VARIABLE esencial de o mm
o . inhibicion
INDEPENDIENTE | Pimpinella anisum :
. o Diametro de
Concentracion del | “anis” de inhibir el
_ ) o halo de | Nula (-)
aceite esencial de | crecimiento o
o . o inhibicion Sumamente
Pimpinella bacteriano que se | Cualitativa .
) (Segun las | Sensible (+)
anisum L. desarrolla en un
) pautas de
medio dado.
Duraffourd)
VARIABLE Efecto que se
DEPENDIENTE produce sobre Ia Crecimiento _
) _ Cepa ATCC ) Turbidez
Efecto sobre la | especie bacteriana, ) bacteriano de
S. typhi UFC

bacteria en estudio.

agente productor de

infecciones.

la cepa.
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2.1.

ll. MARCO TEORICO

Fitoterapia

Las plantas contienen elementos activos que las protegen de
los insectos, mohos y otros parasitos, asi como de los rayos
ultravioletas del sol. Muchos de estos componentes ya sea de forma
individual o en diferentes combinaciones poseen efectos
estimulantes, calmantes o terapéuticos en el hombre (Wills et al.,

2000).

Desde la antigiiedad nuestros antepasados han utilizado las
plantas como una forma de ayuda para poder calmar los dolores y
malestares, y es asi que aprovechando los conocimientos
heredados de generaciones anteriores y de los indicios
proporcionados por cierto grupos étnicos que asignan cualidades
curativas, se distinguen centenares de plantas y se saben muchas
de las propiedades de cada una, naciendo con ello las plantas
medicinales que hasta hoy en dia se siguen empleando (Barh, 1988).

El uso de las plantas en medicina tiene una historia honorable,
ya que en determinados momentos todos los medicamentos se

obtenian de fuentes naturales. Este evento dio lugar al



establecimiento de una relacion muy cercana y productiva entre el
hombre y su medio vegetal (INFA, 2000).

A pesar de los siglos de tradicion la fitoterapia del griego
phytdn (plantas) y therapeia (tratamiento), es decir, tratamiento de
las enfermedades por plantas frescas, secas o sus extractos, ha
evolucionado y ha ganado prestigio y eficacia, sobre todo en los
ultimos tiempos, acercandose cada vez mas a las normas y usos que
exige la medicina moderna (Poletti, 1979).

Por tal motivo, los intentos dirigidos a la investigacion y
aplicacién de productos vegetales para el control de enfermedades
y Sus agentes patdgenos, estan caracterizados por dos ejes
fundamentales: Primero, la experimentacién empirica de recursos
botanicos preparados y evaluados de manera artesanal; Segundo,
el estudio cientifico de las sustancias secundarias de plantas
cultivadas con actividad antibacteriana que forman parte de los
mecanismos de defensa como los compuestos preformados e
inducidos (fitoalexinas). Ambos métodos han logrado la
identificacion de una serie de especies y variedades botanicas que
puede servir como punto de partida para la investigacion (Wills et al.,

2000).



2.2.

En el caso del Peru, la gran biodiversidad botanica, por un
lado, y los conocimientos incipientes de sus propiedades
fitoquimicas, por otro lado, marcan una brecha considerable que
requiere esfuerzos coordinados de diferentes sectores de la
sociedad cientifica, con fines tanto académicos como préacticos de

aprovechar el potencial natural (Hernandez, 2003).

Pimpinella anisum L. (anis)

2.2.1 Ubicacion taxondmica
Se muestra la clasificacion taxondmica del anis, descrita

por Carolus Linnaeus:

Clasificacion cientifica
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Apiales
Familia: Apiaceae
Geénero: Pimpinella
Especie: Pimpinella anisum L.
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2.2.2 Difusién y origen
El anis es una de las plantas medicinales mas antiguas
gue se conoce. Originaria del Mediterrdaneo meridional,
Egipto, Asia menor e Islas Griegas. Es cultivada en climas
templados y calidos desde la antigliedad. En la Edad Media
fue extendida por toda Europa. Actualmente se cultiva en

zonas célidas de todo el mundo (Fonnegra y Jiménez, 2007).

Entre los principales productores del mundo se
encuentra Turquia, China, India, México, Espafia y Alemania.
El anis de mejor calidad se produce en Espafia (Mendiola,

2009).

Desde la antigiiedad la planta del anis ha sido utilizada
como planta medicinal, como especia y como alimento. Fue
muy apreciado en la Roma del siglo I, se tomaba en pasteles,
después de la comida, para ayudar en la digestion y refrescar

el aliento (Green, 2007).

A lo largo de la historia se tienen noticias en el Egipto

faradnico tanto de su cultivo como de su utilizacién en

10



2.2.3

fitoterapia, asi como entre los griegos anteriores y posteriores
a Hipdcrates, los cuales alababan sus excelentes virtudes. En
la mayor parte de las culturas, las matronas jugaron un papel
importantisimo en el conocimiento y aplicacién correcta del

anis (Ara, 1994).

Caracteristicas morfologicas del Anis

Pimpinella anisum L., popularmente conocido como
anis, anis verde o matalahuga, es una planta herbacea anual
gue forma matas de hasta 50 cm de altura, presenta las
siguientes caracteristicas morfoldgicas:

Raiz: tipica o pivotante.

Tallo: Estriado, erguido, ramificado en lo alto y muy fragil.
Hojas: Son alternas de color verde vivo, las de la base
reniformes o débilmente lobuladas, las del medio ovales con
los segmentos dentados y las de la cima del tallo con I6bulos
linear-lanceolados y estrechos (angostas y filamentosas).
Flores: Son de color blanco, pequefias, en umbelas
compuestas de largos pedunculos, con cinco pétalos radiales
obovados. Florecen durante el verano, a la vez que van

madurando sus frutos.

11



2.2.4

Fruto: Son diaguenios de color gris verdoso o verde
amarillento, de 3 a 5 mm, ovoideos, ligeramente comprimidos
y sedosos, con pelos cortos, son muy perfumados.

Las semillas del anis son utilizadas para sazonar dulces, pan,

licores, etc. Toda la planta huele a anis (Mendiola, 2009).

Requerimientos agroclimaticos

El anis verde es una hierba de la familia Apiaceae de
origen mediterrdneo, de climas calidos y templados, no
prospera en lugares de climas frios, no soporta las heladas ni
humedad ambiental muy elevada, Igualmente es importante
gue el cultivo este protegido del viento. Produce una cosecha
al afio. La época de siembra es del mes de febrero a abril,
las semillas se siembran directamente en suelo seco, ligeroy
permeable; germina alrededor del 95 % a los 12-15 dias;
cuando brotan es necesario enrarecer las plantulas y
mantenerlas limpias de malas hierbas; por ser un cultivo
demandante de nutrientes se recomienda abonar
organicamente complementando con fésforo (P) y nitrdgeno
(N). La época de cosecha es en los meses de julio a agosto,
los frutos se cosechan por la mafiana cuando al menos el

50 % esta maduro y se secan a la sombra dentro de una
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2.2.5

bolsa; al concluir el secado las bolsas se golpean
repetidamente para separar los frutos. Para su desarrollo
requiere una temperatura minima de 7 °C y una maxima de
25 °C. La temperatura 6ptima se sitta entre 15y 18 °C. La
planta requiere una precipitacion optima de 593 mm al afio,
no es recomendable que haya precipitacion en el momento de
la floracion y la cosecha, debe haber dias largos en la etapa

de floracion y fructificacion (Canchari, 2010).

Produccién en el Peru

La produccion ha sido como se muestra a continuacion.

Tabla 01: Produccion de anis en regiones potenciales

(toneladas).

Apurimac
(Curahuasi)

Arequipay
Cuzco

Moquegua

565,2 5,83 3,6
334,2 521 2,4
484,0 7,30 4,2
520,0 14,50 6,4
568,0 16,00 12,3
450,0 20,60 22,0

Fuente: MINAGRI
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2.2.6

Curahuasi es una zona potencialmente productora de
anis que abastece el 80 % de la demanda del mercado
nacional, el anis constituye un producto estrella de la zona

(CICCA, 2015).

Composicién quimica

Las semillas de anis tienen un principio activo
denominado colina, asi como un aceite esencial, responsable

de sus propiedades diuréticas y expectorantes (Mujica, 2012).

Poseen una composicion quimica compleja. Son
especialmente ricos en aceite esencial. Ademas, poseen
compuestos fendlicos y abundantes componentes terpénicos
no volatiles. Por destilacion con vapor de agua, a partir de las
semillas de P. anisum L. se extrae un 2-6 % de aceite esencial
(“esencia de anis”). Contiene una elevada concentracion de
trans-anetol, entre el 87-94 % (Real Farmacopea Espafiola,

2005).

La esencia de P. anisum L. (anis verde) contiene,
ademas, otros monoterpenos como linalol (0,1-1,5 %) vy

compuestos fenilpropanicos como estragol (metil-chavicol)
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(0,5-2,3 %), anisaldehido (trazas- 5,4 %), trans-
pseudoisoeugenil-2-metilbutirato (0,4-6,4 %) y una pequefia
cantidad de cis-anetol. Son también constituyentes del aceite
esencial sesquiterpenos volatiles como cariofileno vy
-himachaleno (0,4-8,2 %). En los frutos se han identificado
acidos fendlicos (acido clorogénico y otros derivados del acido
cinamico), flavonoides, cumarinas y triterpenos entre otros
componentes (Orav et al., 2008).

La raiz también contiene alrededor de un 0,05 % en

aceite esencial de su peso fresco.

OCH, ] ) .
0 o

CH==CHCH, ~ -

(a) (b) (©

Figura 1. Estructura quimica del anetol (a) y sus isbmeros:
cis (b) y trans (c).

Fuente: (CHEMIDPLUS, 2009).

15



2.2.7 Propiedades medicinales

El anis posee diversas propiedades curativas entre las
cuales se puede citar las expectorantes, antitusivas,
antiespasmodicas y sedantes. Ademas, ofrece
otros beneficios, tales como poseer efectos diuréticos,
digestivos, galactogenos y hepatoprotectores (Fonnegra

y Jiménez, 2007).

En el tubo digestivo, el anis comienza su actuacion en
la misma boca, pues activa las secreciones salivales. El
mismo efecto tiene sobre los jugos gastricos, que se ven
incrementados. El anis facilita el peristaltismo del tubo
digestivo y produce un efecto antiespasmaodico que lo hace
necesario en la féormula para combatir los meteorismos

persistentes (Ara, 1994).

A nivel popular, se usa la infusiébn del anis para
aumentar la secrecién lactea de las madres que no
responden de forma conveniente al amamantamiento. Las
semillas del anis, consumidas por la madre, confieren un

sabor peculiar a la leche materna que facilita a los nifios la
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toma y les proporciona digestiones mucho mas agradables,
combatiendo asi las molestias que suelen producirles los

gases en los primeros meses de vida (Ara, 1994).

Otras propiedades medicinales de la planta de
anis son: diuréticas, estimula la funcién renal, contribuyendo
a la eliminacibn de liquidos del organismo vy
hepatoprotectoras, por sus propiedades digestivas, protege

el funcionamiento hepéatico (Rivas, 1991).

Ademas es una de las plantas que contiene mas
principios antiinflamatorios y es un buen antitusivo. Todo ello
le permite ayudar a los pulmones a expulsar las secreciones
producidas en los bronquios, a reducir la inflamacion y a
disminuir la tos. El uso de esta planta se recomienda en
anomalias del aparato respiratorio como: Bronquitis, Catarro

y Asma (Mujica, 2012).

El aceite esencial extraido de las semillas del anis es

antiséptico y bactericida. En dosis elevadas es peligroso
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porque es un depresor del Sistema Nervioso Central

(Mendiola, 2009).

Sus extractos metandlicos y acuosos mostraron
actividad potente frente a bacterias patogénicas y se sugiere
considerar su uso como una alternativa para sustituir
antibidticos, especialmente en la alimentacién animal (Akhtar,

2008).

2.3. Antimicrobianos de origen vegetal

La mayoria de los compuestos con actividad antimicrobiana
encontrados en especies vegetales, son compuestos fendlicos,
terpenos, alcoholes alifaticos, aldehidos, cetonas, &cidos e
isoflavonoides; los cuales en su mayoria son identificados como
metabolitos secundarios y enzimas hidroliticas (glucanasas,

citinasas) (Hernandez, 2003).

Los compuestos utilizados como antimicrobianos atacan
varios sitios dentro de las células microbianas y dependiendo de la
concentracion utilizada, pueden causar la inhibicion o inactivacion de

los microorganismos (Araujo et al., 2008).
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Los sitios de accion de los antimicrobianos en la célula
microbiana influyen a la membrana celular, pared celular, enzimas
metabdlicas, sintesis de proteinas y el sistema genético, todos ellos
estratégicos para la supervivencia de ciertos microorganismos

(Conner, 1993).

2.3.1 Modo de accion de los antimicrobianos de origen natural

Conner (1993), sugirié que la actividad antimicrobiana
de los compuestos vegetales se basa en el deterioro
de varios sistemas enzimaticos, incluidos los involucrados
en la produccion de energia y en la sintesis de
componentes estructurales. Una vez que el compuesto activo
cruza la membrana celular, puede interactuar con las
enzimas y con las proteinas causando un flujo contrario de
protones a través de ella, afectando asi la actividad

celular.

Segun Kabara (1991), citado por Nychas (1995),
menciona que los efectos de los compuestos fenolicos
pueden ser de dos niveles, sobre la integridad de la pared
celular y membrana citoplasmatica asi como sobre la

respuesta fisioldgica del microorganismo. Los compuestos
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2.3.2

fendlicos pueden desnaturalizar a las enzimas responsables
del inicio de la germinacion de las esporas o interferir con el
uso de aminoacidos necesarios para iniciar el proceso de

germinacion.

Pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos

Para la evaluacion de las propiedades antimicrobianas
de los aceites esenciales se aplican los métodos
convencionales de ensayo para antibiéticos (Kalemba y

Kunicka, 2003).

El estudio de susceptibilidad in vitro a antimicrobianos
de los microorganismos patdgenos, puede realizarse a través
de diversos métodos, el de uso comun por los laboratorios de
microbiologia es el de difusiébn en agar, estandarizado para
microorganismos de crecimiento rapido. EI método
estandarizado y recomendado por el NCCLS se basa en el
descrito originalmente por Bauer, que obtiene resultados
cualitativos que correlacionan bien con los resultados
cuantitativos obtenidos mediante la determinacion de la

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) (Cona, 2002).
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2.4. Aceite esencial

Se trata de sustancias liquidas, aromaticas y volatiles
situadas en cualquier parte del vegetal, (cavidades, células, pelos o
canales secretores) conformadas por un grupo heterogéneo de
sustancias organicas (alcoholes, aldehidos, ésteres, cetonas, etc.).
Las esencias pueden ser producidas por tejidos secretorios,
mientras que en otros casos se encuentran como enlace glucosidico
en el interior de la planta como ocurre con la “valeriana”, en la que
s6lo aparece el aroma al secarse la raiz y no en estado fresco

(Martinez, 2003).

Los aceites esenciales son fracciones liquidas volatiles,
generalmente destilables por arrastre con vapor de agua, que
contienen las sustancias responsables del aroma de las plantas y
gue son importantes en la industria cosmética (perfumes vy
aromatizantes), de alimentos (condimentos y saborizantes) y

farmacéutica (Choquehuanca, 2004).

Los aceites esenciales generalmente son mezclas complejas

de hasta mas de 100 componentes que pueden ser:
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e Compuestos alifaticos de bajo peso molecular (alcanos,
alcoholes, aldehidos, cetonas, esteres y &cidos)

e Monoterpenos

e Sesquiterpenos

e Fenilpropanos

En su gran mayoria son de olor agradable, aunque existen
algunos de olor relativamente desagradable como por ejemplo los
del “ajo” y la “cebolla”, los cuales contienen compuestos azufrados.
La fisiologia vegetal, por el contrario, los considera metabolitos
secundarios, no imprescindibles para el desarrollo de las funciones
vitales de la planta. Quimicamente consisten en mezclas de
pequefias moléculas unitarias con cinco atomos de carbono es el
isopropeno.

Sélo se unen dos, tres o raramente mas, pero al estar modificadas
en sus funciones quimicas las combinaciones son numerosisimas.
Un aceite esencial puede poseer de diez a quince componentes
principales y otros tantos muy escasos, o trazas. El niumero y tipo de
componentes, asi como sus proporciones, pueden experimentar
importantes cambios dentro de una misma especie botanica, sea por

razones ecoldgicas (luz, temperatura, altitud), agronémicas (época
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de siega, abonado) o puramente genéticas (quimiotipos o

variedades quimicas) (Choquehuanca, 2004).
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24.2

Funcién de los aceites esenciales en el vegetal

Su funcién en la planta sigue en estudio, pero se le
atribuyen algunos de los siguientes beneficios: para regular
su temperatura, liberandolos como vapores; como atractivo
para los insectos colaboradores de la polinizaciébn o como

repelente para los insectos dafinos (Lima, 2005).

Clasificacién de los aceites esenciales

Se clasifican con base en diferentes criterios:
consistencia, origen y naturaleza quimica de los componentes

mayoritarios.

De acuerdo con su consistencia los aceites esenciales
se clasifican en esencias fluidas, balsamos y oleorresinas.
Las esencias fluidas son liquidos volatiles a temperatura
ambiente. Los Balsamos son de consistencia mas espesa,
son poco volatiles propensos a sufrir reacciones de
polimerizacién, son ejemplos el balsamo de copaiba, el

balsamo del Perd, Benjui, balsamo de Tolu, Estoraque, etc.
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Las Oleorresinas tienen el aroma de las plantas en forma
concentrada y son tipicamente liquidos muy viscosos o
sustancias semisolidas (caucho, gutapercha, chicle, balata,
oleorresina de paprika, de pimienta negra, de clavero, etc.)

(Martinez, 2003).

De acuerdo a su origen los aceites esenciales se
clasifican como naturales, artificiales y sintéticos. Los
aceites esenciales naturales se obtienen directamente de la
planta y no sufren modificaciones fisicas ni quimicas
posteriores, debido a su rendimiento tan bajo son muy
costosas. Los aceites esenciales artificiales se obtienen a
través de procesos de enriquecimiento de la misma esencia
con uno o varios de sus componentes, por ejemplo, la mezcla
de esencias de “rosa”, “geranio” y “jazmin” enriquecidas con
linalool, o la esencia de “anis” enriquecida con anetol. Los
aceites esenciales sintéticos como su hombre lo indica son
los producidos por la combinacion de sus componentes los

cuales son la mayoria de las veces producidos por procesos

de sintesis quimica. Estos son mas econémicos y por lo tanto,
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son mucho mas utilizados como aromatizantes y saborizantes
(esencias de vainilla, limon, frutilla, etc.) (Martinez, 2003).
Desde el punto de vista quimico y a pesar de su
composicién compleja con diferentes tipos de sustancias, los
aceites esenciales se pueden clasificar de acuerdo al tipo de
sustancia que lo compone mayormente. Segun esto, los
aceites esenciales ricos en monoterpenos se denominan
aceites esenciales monoterpenoides (por ejemplo:
“hierbabuena”, “albahaca”, “salvia”, etc.). Los ricos en
sesquiterpenos son los aceites esenciales sesquiterpenoides
(por ejemplo: “copaiba”, “pino”,” junipero”, etc.). Los ricos en
fenilpropanos son los aceites esenciales fenilpropanoides (por

ejemplo: “clavo”, “canela”, “anis”, etc.) (Martinez, 2003).

Los aceites esenciales presentan dos grandes grupos
de constituyentes. El primer grupo y el mas importante es el
de los terpenoides, principalmente monoterpenos y
sesquiterpenos, que pueden encontrarse en forma de
hidrocarburos o bien estar oxigenados con diversos tipos de
funcionalizacién como: alcoholes, cetonas, aldehidos, éteres,

ésteres, epodxidos, peroxidos, etc. En el segundo grupo
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2.4.3

englobamos a los demas componentes de las esencias:
compuestos alifaticos y aromaticos no terpenoides, como:
fenilpropanoides, compuestos nitrogenados y azufrados

(Choquehuanca, 2004).

Distribucion y estado natural

Los aceites esenciales se encuentran ampliamente
distribuidos en unas 60 familias de plantas que incluyen las
Compuestas, Labiadas, Lauraceas, Mirtaceas, Pinaceas,
Rosaceas, Rutaceas, Umbeliferas, etc. Se les puede
encontrar en diferentes partes de la planta: en las hojas
(“ajenjo”, “albahaca”, “buchud”, “cidrén”, “eucalipto”,
“hierbabuena”, “limoncillo”, “mejorana”, “menta”, “pachuli’,

“‘quenopodio”, “romero”, “salvia”, “toronjil”, etc.), en las raices

(14

(“angélica”, “asaro”, “azafran”, “calamo”, “curcuma’,
‘galanga”, “jengibre”, “sandalo”, “sasafras”, “valeriana”,

“vetiver”, etc.), en el pericarpio del fruto (“limoén”, “mandarina”,
‘naranja”, etc.), en las semillas (“‘anis”’, “cardamomo”,

‘eneldo”, “hinojo”, “comino”, etc.), en el tallo (“canela”,

[{F4

‘caparrapi”, etc.), en las flores (“arnica”, “lavanda”,

” “* ” 1} ” “* th) “*

“‘manzanilla”, “piretro”, “tomillo”, “clavo de olor”, “rosa”, etc.) y
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24.4

LTS LTS LT

en los frutos (“alcaravea”, “cilantro”, “laurel”, “nuez moscada”,

“‘perejil”, “pimienta”, etc.) (Choquehuanca, 2004).

Propiedades

a)

b)

d)

Color: La mayoria son practicamente transparentes,
incoloro o ligeramente coloreados (amarillentos) con
excepciones como la esencia de manzanilla, gue contiene
camazuleno de un intenso color azul.

Olor: El olor de los aceites volatiles es muy variable, es
su propiedad mas caracteristica.

Sabor: Son casi tan variables como sus olores. Algunos
son dulces, otros tienen sabores suaves, picantes, acidos,
causticos o ardientes.

Densidad: Generalmente, son menos densos que el
agua aunque también hay excepciones como las
esencias del clavo de olor y de canela que son mas
densas.

Deterioro: Se oxidan con facilidad y polimerizan dando
productos resinosos. La exposicion a la luz y el aire
deterioran la calidad y destruyen su fragancia. Se deben
almacenar en botellas de color ambar bien llenas, tapadas

y, colocadas en un lugar fresco.
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f) Solubilidad: Los aceites esenciales suelen ser insolubles
en agua (aunque hay ciertas esencias que son
parcialmente solubles porque algunos de sus
componentes se solubilizan, como por ejemplo los
fenoles). Son lipdfilos y solubles en disolventes organicos
apolares (hexano, éter etilico, etc.). La solubilidad en
alcohol es variable y siendo solubles en alcoholes de alta

graduacion (Kuklinski, 2003).

2.45 Extraccion

Los aceites esenciales se pueden extraer de las
muestras vegetales mediante varios métodos como son:
expresion, destilacion con vapor de agua, extraccion con
solventes voléatiles y enflorado o enfleurage y con fluidos

supercriticos (Choquehuanca, 2004).

» Método de la expresion
En la expresion el material vegetal es exprimido para
liberar el aceite y éste es recolectado y filtrado. Este
método es utilizado para el caso de las esencias de

citricos (Martinez, 2003).
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» Método de la destilacion por arrastre con vapor de
agua
La muestra vegetal generalmente seca y cortada en
trozos pequefios, es encerrada en una camara inerte y
sometida a una corriente de vapor de agua
sobrecalentado, la esencia asi arrastrada es
posteriormente condensada, recolectada y separada de
la fraccidbn acuosa. Esta técnica es muy utilizada
especialmente para esencias fluidas, especialmente las
utilizadas para perfumeria. Se utiliza a nivel industrial
debido a su alto rendimiento, la pureza del aceite
obtenido y porque no requiere tecnologia sofisticada

(Choquehuanca, 2004).

» Método de la extraccion con solventes volatiles
La muestra seca y molida se pone en contacto con
solventes tales como alcohol, cloroformo, etc. Estos
solventes solubilizan la esencia pero también solubilizan
y extraen otras sustancias tales como grasas y ceras,
obteniéndose al final una esencia impura. Se utiliza a
escala de laboratorio pues a nivel industrial resulta

costoso por el valor comercial de los solventes, porque
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se obtienen esencias impurificadas con otras
sustancias, y ademas por el riesgo de explosion e
incendio caracteristicos de muchos solventes organicos

volatiles (Chamorro et al., 2006).

Método de enflorado o enfleurage

El material vegetal (generalmente flores) es puesto en
contacto con un aceite vegetal. La esencia es
solubilizada en el aceite vegetal que actia como
vehiculo extractor. Se obtiene inicialmente una mezcla
de aceite esencial y aceite vegetal la cual es separada
posteriormente por otros medios fisico-quimicos. Esta
técnica es empleada para la obtencién de esencias
florales (“rosa”, “jazmin”, “azahar”, etc.), pero su bajo
rendimiento y la dificil separacion del aceite extractor la

hacen costosa (Huamani y col, 2005).

Método de extracciéon con fluidos supercriticos

Es de desarrollo méas reciente. El material vegetal
cortado en trozos pequefos, licuado o molido, se
empaca en una camara de acero inoxidable y se hace

circular a través de la muestra un liquido supercritico
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(por ejemplo biéxido de carbono liquido), las esencias
son asi solubilizadas y arrastradas y el liquido
supercritico que actia como solvente extractor y se
elimina por descompresion progresiva hasta alcanzar la
presion y temperatura ambiente, y finalmente se obtiene
una esencia pura. Aunque presenta varias ventajas
como rendimiento alto, es ecolégicamente compatible, el
solvente se elimina facilmente e inclusive se puede
reciclar, y las bajas temperaturas utilizadas para la
extraccidbn no cambian quimicamente los componentes
de la esencia, sin embargo, el equipo requerido es
relativamente costoso, ya que se requieren bombas de
alta presion y sistemas de extraccion también

resistentes a las altas presiones (Choquehuanca, 2004).

2.4.6 Composicion Quimica

Los aceites esenciales son una compleja mezcla de
sustancias quimicas. La proporcién de estas sustancias varia
de un aceite a otro. Los principales componentes son:
> Carburos terpénicos: Los terpenos son una clase de

sustancia quimica que se halla en los Aceites esenciales,
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resinas y otras sustancias aroméaticas de muchas plantas,
como por ejemplo los pinos y muchos tipos de citricos. Uno
de los terpenos mas comunes es el pineno, que se encuentra,
entre otros, en la trementina, extraida del pino. Aunque no
siempre se han de considerar toxicos, los terpenos, tomados
en dosis suficientemente elevadas, pueden producir
convulsiones, insomnio, nauseas, pesadillas, temblores y
vértigo, entre otros problemas. Algunos de los terpenos mas
usuales son el limoneno, felandreno, camfeno, cariofileno
(INFA, 2000).

> Cetonas: Parecidas quimicamente a los terpenos,
algunas cetonas como la thuyona, se hallan en Artemisia
absinthium (ajenjo), utilizado en la fabricacion de numerosas
bebidas alcohdlicas como el vermut (Rodriguez, 2000).

> Alcoholes: Como el borneol, mentol, geraniol, linalol o
cineol.

> Fenoles: Timol, eugenol, eucaliptol, carvacrol, anetol.

> Aldehidos: Cindmico, anisico y benzoico.

> Esteres: Acetato de linalilo, salicilato de metilo
(compuesto antiinflamatorio parecido a la aspirina).

» Carburos saturados y &cidos, compuestos
sulfurados.
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2.4.7 Usos

Los aceites esenciales, obtenidos a partir de plantas
aromaticas y medicinales, se utilizan ampliamente como
alimentos, medicamentos, agentes conservantes, entre otras
aplicaciones. Como planta medicinal, se usa como
antipirético, antiparasitico, antifingico y para trastornos
digestivos, en forma de polvo, infusion, tintura y jarabes

(Noorizadeh et al., 2011).

Los egipcios fueron los primeros en destilar las plantas,
con el objetivo de extraer los aceites esenciales respectivos.
Utilizaron éstos en la medicina y en rituales religiosos, 0 como
embelesadores de la piel, perfumes y pociones para la cara.
Los aceites eran tenidos con un valor incalculable, por eso

eran ofrecidos a los dioses (Rodriguez, 2000).

a. Industria Alimentaria.

Se emplean para condimentar carnes preparadas,
embutidos, sopas, helados, queso, etc. Los aceites mas
empleados por esta industria son el “cilantro”, “naranja” y

“menta”, entre otros. También son utilizados en la
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preparaciéon de bebidas alcohdlicas y no alcohdlicas,
especialmente refrescos. Con respecto a esta utilidad
podemos citar las esencias extraidas del “naranjo”, “limén”,
“‘mentas” e “hinojo”, entre otros. Estas esencias también se

emplean en la produccion de caramelos, chocolates y otras

golosinas (Fester et al., 1961).

Industria Farmacéutica.

Se usan en cremas dentales (aceite de menta e
hinojo), analgésicos e inhalantes para descongestionar las
vias respiratorias (eucalipto). El ecucaliptol es muy
empleado en odontologia. Son utilizados en la fabricacién
de neutralizantes de sabor desagradable de muchos
medicamentos (naranjas y menta, entre otros) (Fester et

al., 1961).

Industria de Cosméticos.

Esta industria emplea los aceites esenciales en la
produccion de cosmeéticos, jabones, colonias, perfumes y
maquillaje. En este campo se pueden citar lo aceites de

geranio, lavanda y rosas (Fester et al., 1961).
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. Industria de productos de uso veterinario.

Esta industria emplea el aceite esencial de
Chenopodium ambrosoides muy apreciado por su

contenido de ascaridol, vermifugo. (Van Ginkel, 2003).

. Otros Usos

o Para disimular el olor desagradable de algunos
productos industriales como el caucho, los plasticos y
las pinturas.

o La industria de las pinturas emplea limoneno como
disolvente biodegradable. También se imparte olor a
juguetes.

o En textiles, como enmascaradores de olores en
tratamientos con mordientes antes y después del
tefiido.

o En papeleria, para impregnar de fragancias cuadernos,
tarjetas, papel higiénico, toallas faciales.

o En la industria tabacalera demanda mentol para los
cigarrillos mentolados.

o En la elaboracién de insecticidas: Contra hormigas
(Mentha spicata); contra afidos (ajo), contra

pulgas (‘lavanda”, “mentas”); contra moscas
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(fruda”,  “citronela”,  “menta”); contra  piojos
(“Mentha spicata”, “albahaca”, “ruda”); contra
polila  (“mentas”, “hisopo”, “romero”); contra
cucarachas (“menta”, “ajenjo”, “eucalipto”, “laurel”) y
contra nematodos (“salvia”, “caléndula”, “asparagus”),

entre otros (Fundacion Alfonso Martin Escudero,

1999).

2.5. Bacteria

2.5.1. Generalidades

Las bacterias poseen una estructura relativamente
simple. Son microorganismos procariotas, es decir,
microorganismos unicelulares sencillos, sin membrana
nuclear, mitocondrias, aparato de Golgi ni Reticulo
Endoplasmico que se reproducen por divisién asexual. La
pared celular que rodea a las bacterias es compleja, y
existen dos formas basicas: una pared celular Gram positiva
con una gruesa capa de peptidoglucano y una pared celular
Gram negativa con una delgada capa de peptidoglucano, asi

como una membrana externa. Algunas bacterias carecen de
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pared celular y compensan su ausencia sobreviviendo tan
so6lo en el interior de la célula del organismo anfitrion o en e
ambiente hipertonico. Para realizar una clasificacion
preliminar de las bacterias se utiliza su tamafio (1 a 20 um o
mas), forma (esferas, bastoncillos espirales) y disposicion
espacial (células aisladas, en cadena y formando camulos);
mientras que su clasificacion definitiva se refiere a sus
propiedades fenotipicas y genotipicas. ElI organismo
humano estad habitado por miles de especies bacterianas
distintas; mientras algunos mantienes una relacion
parasitaria temporal, otras habitan en el ser humano de
forma permanente. También se encuentran bacterias en el
ambiente como el aire que se respira, el agua que se bebe
y en los alimentos que se comen; aunque muchas de ellas
son relativamente avirulentas, otras son capaces de
provocar enfermedades potencialmente mortales. La
enfermedad puede deberse a los factores toxicos de los
productos bacterianos (toxinas) o bien a la invasion de
regiones corporales que acostumbran a ser estériles (Murray

et al., 2007).
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2.5.2. Salmonella

El género Salmonella se incluye en la familia
Enterobacteriaceae, integrada por bacilos Gramnegativos
anaerobios facultativos. Poseen, por lo tanto, las
caracteristicas generales de las enterobacteridceas: son
fermentadores de la glucosa, catalasa positivo, oxidasas

negativo y suelen ser moviles (Yousef y Carlstrom, 2006).

La familia Enterobacteriaceae es la mas grande de
bacilos Gramnegativos con importancia clinica. Se han
descrito 40 géneros con mas de 150 especies. Estos géneros
se han clasificado segun sus propiedades bioquimicas,
estructura antigénica e hibridacién y secuenciacion de los
acidos nucleicos. A pesar de la complejidad de esta familia,
menos de 20 especies son las responsables de mas del 95%

de las infecciones (Murray et al., 2007).

El género Salmonella esta formado por un grupo muy
heterogéneo de bacterias que colonizan el intestino del
hombre y de muchas especies animales, causando patologia

intestinal (Romero, 2007).
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Algunas especies de Salmonella son: Salmonella
bongori, Salmonella choleraesuis, Salmonella enterica,
Salmonella enteritidis, Salmonella nyanza, Salmonella
paratyphi, Salmonella typhi, Salmonella typhimurium,
Salmonella virginia.

De las anteriores, S typhi, S choleraesuis y S
enteritidis, son las especies que hasta el momento se
reconocen como patdégenas a su vez, segun la serotipificacion
de Kauffman y White, eran clasificadas en mas de 2 200
serotipos en base a los antigenos flagelares H (proteicos) y
antigenos somaticos O (fraccion polisacarida del
lipopolosacarido bacilar). S. typhi posee ademas un antigeno
de virulencia.

Salmonella spp es un microorganismo que se
adapta muy bien a los animales y a las personas. Cuando
llega a los alimentos es capaz de multiplicarse en
cualquier producto fresco a una velocidad muy elevada, ya
gue puede duplicar su numero cada 15 o 20 minutos
si la temperatura es elevada (superior a 20 °C). Si los
alimentos no se refrigeran rapidamente y a baja temperatura

(el limite de crecimiento estd en 6 °C) el microorganismo
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se multiplica, con el consiguiente riesgo para los
consumidores. Sin embargo, posee una escasa capacidad

de multiplicacién si no existe oxigeno.

2.5.2.1 Caracteristicas de crecimiento

a.Temperatura
Salmonella puede crecer entre 7-49 °C, su
crecimiento se ve reducido a < 15 °C.
Al evaluar la temperatura de este
microorganismo, se sefiala que pueden crecer a
59 °C, sin embargo, estos datos no son
concluyentes porque dependen del serovar y el
medio de cultivo donde se inocula (Lake et al,
2002).

b.pH
Salmonella crece a un pH que varia entre 4-9, la
tolerancia al acido depende del tipo y tamafio del
acido al cual se expone el microorganismo, y por
factores como la temperatura y sustancias como

los nitritos (Lake et al, 2002).
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c. Condiciones atmosféricas
Salmonella se clasifica como anaerobio
facultativo (Ellermeier y Slauch, 2006).
El crecimiento bajo atmdsferas de nitrdgeno es
ligeramente menor a las condiciones aerdbicas.
Puede crecer de 8-11 °C con concentraciones de
20-50 % de COg, su crecimiento se ve retardado
cuando hay un 80 % de CO:z en el aire (Lake et al,
2002).

d.Actividad de agua (aw)
Salmonella puede multiplicarse en aw que van
desde 0,94 hasta 0,995 y puede persistir en
alimentos con aw inferiores a 0,94 como
chocolate, nueces y mantequilla de mani (Lake et

al, 2002).

2.5.2.2 Caracteristicas de Sobrevivencia
Se sabe que Salmonella crece bien en alimentos
(especialmente si tiene un alto contenido de proteina
como el pollo y el huevo), asi como en superficies de

la industria de alimentos. La habilidad de Salmonella

41



para sobrevivir en la cadena agroalimentaria se
debe en parte a su capacidad para responder
efectivamente a los cambios medioambientales

(Humphrey, 2004).

a. Temperatura
Salmonella puede sobrevivir por largos periodos
a temperatura de refrigeracién, especialmente
en alimentos que tengan grasa, estudios
sefialan que pueden sobrevivir por encima de
5 °C (Oscar, 2009).

b. Concentracion de sal
Salmonella generalmente es sensible a altas
concentraciones de sal (9 %), aunque puede
crecer en productos que tengan 3 % de cloruro
de sodio (Thomas y Wimpenny, 1996).

c. pH
Puede crecer en funcion del tipo de acido
empleado en: acido clorhidrico (4,05), acido
citrico (4,05), acido tartarico (4,1), acido
gluconico (4,2), acido fumarico (4,3), acido

malico (4,3), acido lactico (4,4), acido succinico
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(4,6), acido glutéarico (4,7), acido adipico (5,1),
acido pimélico (5,1), acido acético (5,4) y acido
propionico (5,5). Es importante sefialar en
funcién de la serovariedad S. Typhimurium es
las mas resistente hasta ahora reportada (Jay et

al., 2005).

2.5.2.3 Inactivacion

a. Temperatura
La muerte de Salmonella puede presentarse en
los procesos de congelacion, pero puede
permanecer viable durante este proceso, por lo
gue debe tenerse en cuenta que la congelacion
no garantiza su muerte (Jay et al., 2005).

b. Valor D
El valor D para Salmonella a 60 °C es de 2-6
minutos (dependiendo del alimento) y a 70 °C es
de un minuto, el cual se altera por el contenido de
grasa existente en el alimento. Algunos serovares
son mas resistentes, por ejemplo, S. Senftenberg

(Doyle y Mazzotta, 2000).
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C.

d.

Cloruro de sodio

Concentraciones superiores a 9 % de cloruro de
sodio resultan bactericidas para Salmonella (Jay
et al., 2005).

Actividad de agua

El nimero de Salmonella disminuye a medida que
disminuye el aw de los alimentos. Valores bajos
de aw parecen tener un efecto protector sobre
Salmonella (Lake et al, 2002).

pH

Salmonella no crece en pH inferiores a 4.0 (Jay et
al., 2005).

Conservantes

Salmonella inhibe su crecimiento en presencia de
0,1 % de acido acético a pH 5,1 (Lecompte et al.,
2009).

Los nitritos pueden ser eficaces para destruir a
Salmonella siempre que su pH sea acido (Jay et

al., 2005).
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2.5.2.4 Patogenia

La salmonelosis es la infeccién causada por

una bacteria del género Salmonella (Romero, 2007).

La salmonelosis también puede producir:
gastroenteritis, forma mas frecuente de
salmonelosis, los sintomas suelen aparecer entre
las 6 y las 48 horas siguientes a la ingestion de
alimentos 0 agua contaminada, con una
sintomatologia inicial de nauseas, vomitos y diarrea
no sanguinolenta, los sintomas pueden persistir
entre 2 dias y 1 semana antes de la resolucion
espontanea. Septicemia, una infeccion de la
sangre, todas las especies de Salmonella pueden
dar lugar a bacteriemia, aunque las infecciones por
S. choleraesuis, S. paratyphi y S. typhi son las que
con mayor frecuencia la producen. El riesgo de
bacteriemia por Salmonella es mas alto en pacientes
pediatricos, geriatricos y con el sindrome de
inmunodeficiencia  adquirida  (SIDA). Fiebre

entérica o fiebre tifoidea, producida por
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Salmonella typhi. Entre 10 y 14 dias después de la
ingestion de los bacilos, los pacientes presentan
fiebre que va aumentando progresivamente, con
sintomas inespecificos como cefalea, mialgias,
malestar general y anorexia. Estos sintomas duran
al menos 1 semana y son seguidos por sintomas
gastrointestinales. La mortalidad se acerca al 15 %
en casos no tratados de fiebre tifoidea (Madigan y

col, 2004).

Salmonella posee mecanismos que le
permiten adherirse a las células epiteliales del
intestino delgado y puede sobrevivir al pH acido del
estdbmago, responde al estrés oxidativo causado por
el oOxido nitrico o el peréxido de hidrégeno,
mecanismos gue juegan un papel determinante en
la infectividad a nivel celular, la habilidad de
Salmonella para inhibir y/o resistir el pH de los
fagosomas es un mecanismo importante de defensa

(Humphrey, 2004).
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Puede multiplicarse dentro de las células
intestinales y liberar una endotoxina, el mecanismo
de invasion tradicionalmente se limita a las células
del intestino, donde puede causar dafio a la mucosa
del intestino delgado y el colon (Lake et al, 2002).

Salmonella enterica puede atravesar el
epitelio del tracto intestinal, donde causa inflamacion
y libera una enterotoxina y una endotoxina (D”Aoust
y Maurer, 2007), no obstante en recientes brotes
alimentarios se han reportado infecciones urinarias
y apendicitis asociadas a Salmonella (MMRW,
2002), sugiriendo un mecanismo de adaptacién de

este microorganismo a otros tejidos.

Salmonella entra por la via fecal-oral que al
sobrevivir en el ambiente acido del estbmago son
capaces de colonizar varios sitios incluyendo el
intestino delgado, colon y ciego. La adherencia
intestinal estd mediada por fimbrias o pili presentes
en la superficie celular de las bacterias. Hay muchos

tipos de fimbrias asociada con Salmonella que
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pueden jugar un papel en la colonizacién

incluyendo:

Fimbrias tipo 1 (FIM)

Especifica a-D-manosa receptores en la
superficie de multiples tipos de células. Fimbrias
de tipo 1 se compone de siete genes
(imAICDHF). La subunidad  estructural
importante FIMA, y FimH es la subunidad que
interactlda con los receptores de superficie de la
célula huésped para facilitar la fijacion Las
diferencias en la secuencia genética de FimH y
fimA probablemente, desempefian un papel en
el tropismo de la célula huésped demostrada por
algunos patégenos

Fimbrias largas polar (LPF)

LPF se une a la superficie de las placas de
Peyer y las células M

Plasmidos

Codifican las fimbrias (PEF), FEM se une a las

vellosidades del intestino.
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La proteina reguladora importante es T3SS
Hila, cuya expresion esta mediada por una serie de
factores ambientales importantes para la

supervivencia celular (Murray et al., 2007).

El tratamiento antibiotico de las infecciones
por Enterobacteriaceae se debe basar en las
pruebas de sensibilidad in vitro y en la experiencia
clinica. Mientras algunos microorganismos como
E. coli y P. mirabilis son sensibles a muchos
antibioticos, otros pueden ser muy resistentes.
Ademas, los microorganismos sensibles que
son expuestos a concentraciones infraterapéuticas
de antibiéticos en un medio hospitalario pueden
desarrollar resistencias rapidamente. En general,
la resistencia a antibidticos es mas frecuente
en las infecciones nosocomiales que en las
infecciones que se adquieren en la comunidad

(Murray et al., 2007).
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2.5.2.5 Epidemiologia

Salmonella es un importante patdégeno
alimentario en todo el mundo. Se ha reportado que
en el mundo anualmente se presentan mas de 1,3
billones de salmonelosis y tres millones de muertes,
la tasa de mortalidad en individuos que se han
infectado con Salmonella es tres veces mayor que
en personas que no se han expuesto a Salmonella
en el afo siguiente a la patologia (Helms et al.,

2003).

La mayoria de las infecciones son
consecuencia de la ingestion de productos
alimentarios contaminados, y, en los nifios, de una
transmision directa por via feco-oral. La incidencia
de la enfermedad es mas elevada en nifios menores
de 5 afios y en adultos mayores de 60 afios, que se
infectan durante los meses de verano y otofio
cuando los alimentos contaminados se consumen
en reuniones sociales al aire libre. Se registraron

alrededor de 45 000 casos de infecciones por
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Salmonella en EE.UU. en el afio 2004, aunque se ha
estimado que ocurren mas de 1,4 millones de
infecciones y 600 muertes cada afo (Murray et al.,

2007).

2.5.2.6 Salmonella typhi

a. Descripcion

La especie Salmonella typhi es una
bacteria anaerdbica facultativa, que puede en
ocasiones sobrevivir en bajas condiciones de
oxigeno. Pertenece al serotipo 9,12, en base a los
epitopes de la tivelosa, el azlcar repetido en su
antigeno “O”. Ademas de los antigenos “O” y “H”,
tiene en su exterior una capsula de polisacaridos
denominada “Vi” (por antigeno de "virulencia").
Estos bacilos no producen esporas. La mayoria
de las cepas son moviles debido a que poseen
flagelos peritricos, que rodean a la célula.
Interesantemente, existen cepas no moéviles en
Indonesia, en donde la incidencia de la fiebre

tifoidea es mas alta.
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Salmonella typhi produce acido a partir de
glucosa, maltosa y sorbitol, sin la produccion de
gas; pero no fermenta la lactosa, sacarosa, la
ramnosa y otros azucares. Produce nitrito a partir
de nitrato y también produce acido sulfhidrico. Su
temperatura 6ptima de crecimiento es de 37 °C

(Romero, 2007).

. Taxonomia

Se muestra la clasificacion taxondmica de

Salmonella typhi:

Clasificacion cientifica
Reino: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Salmonella
Especie: Salmonella typhi
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c. Epidemiologia

La dosis infecciosa para las infecciones por
Salmonella typhi es baja, por lo que es frecuente
la transmision horizontal de una persona a otra.
Estos microorganismos se pueden multiplicar
hasta alcanzar concentraciones elevadas cuando
los alimentos contaminados no se conservan
adecuadamente. La dosis infecciosa es menor en
las personas de riesgo para la enfermedad debido
a su edad, estado de inmunodepresion o
coexistencia de una enfermedad subyacente
(leucemia, linfoma, anemia drepanocitica) o

reduccion del pH gastrico (Murray et al., 2007).

Las infecciones por Salmonella typhi se
contraen al ingerir agua o alimentos
contaminados por un manipulador infectado.

Se comunicaron 283 infecciones por
Salmonella typhi en EE.UU. en 2004, la mayor
parte de las cuales se adquirieron durante viajes

al extranjero. A diferencia de lo anterior, se estima
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que cada afio se producen 21 millones de
infecciones y 200 000 muertes por S. typhi cada
afio a nivel mundial. El riesgo de padecer la
enfermedad es mas alto en los nifios
desfavorecidos de los paises en vias de

desarrollo (Murray et al., 2007).

Patogenia

Por haber sido una patologia muy
prevalente en nuestro medio en décadas
anteriores, las generaciones de clinicos que nos
han precedido, con menos medios diagnésticos
gue nosotros, hicieron un esfuerzo encomiable
por buscar matices clinicos especificos que
ayudaran al diagnéstico de la enfermedad,
dejandonos bellos y minuciosos tratados, pero
poco practicos ya que en la mayoria de las
ocasiones la enfermedad se presenta como un
cuadro sistémico caracterizado por fiebre y
malestar general indistinguible del comienzo de
otras enfermedades habituales en nuestro medio

de etiologia infecciosa, tumoral o autoinmune.

54



El periodo de incubacién suele ser
variable, entre 2 y 3 semanas, el comienzo
insidioso y los sintomas predominantes son fiebre
de intensidad variable, cefalea, diarrea,
estrefiimiento, tos, nauseas y vOmitos, anorexia,
dolor abdominal y escalofrios (Koneman et al.,

2008).

Complicaciones: Son muy raras de ver en
el momento actual, sobre todo en el paciente
correctamente diagnosticado y tratado. Las mas
graves y frecuentes y por tanto, las que mas
tenemos que vigilar suelen aparecer a partir de
los 10 dias de evolucién y son la hemorragia y la
perforacion intestinal. Es excepcional la
presentacion en forma de neumonia, meningitis,
espondilitis, endocarditis, abscesos u otras
localizaciones, asi como la presentacion de shock
endotoxinico  tras la  instauracion de
antibioterapia. Como complicacion también se

puede considerar el estado de portador crénico,
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definido como la presencia de Salmonella typhi
en las heces o en la orina durante mas de un afo

(Koneman et al., 2008).

Diagnostico: Aunque la clinica y los
antecedentes epidemiolégicos nos son Utiles, el
diagnéstico se basa en el aislamiento de la
Salmonella typhi, fundamentalmente en los
hemocultivos que suelen ser positivos en la
primera semana en el 90 % de los casos,
perdiendo sensibilidad con el paso de los dias
(50 % en la tercera semana).

El coprocultivo y el urocultivo suelen ser
negativos en la primera semana y terminan
siendo positivos en el 75 % de los casos en la
tercera semana. En el caso de un portador
cronico el coprocultivo positivo puede inducir a
error.

También se puede aislar el
microorganismo en la médula 6sea (permite el

aislamiento del germen al comienzo de la
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enfermedad, incluso en aquellos que han recibido

antibioticos) y en lesiones de la piel (roséola).

El diagnéstico serolégico cada vez se
utiliza menos por su baja sensibilidad y
especificidad. Puede ser atii en aquellos
pacientes en los que se sospecha la enfermedad
y que han tomado antibiéticos antes de la toma
de hemocultivos siendo estos nhegativos

(Koneman et al., 2008).
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Il. MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de experimentacion

El presente trabajo de investigacion se realizé en el Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional

Jorge Basadre Grohmann.

3.2. Materiales

3.2.1. Material biolégico:
e Aceite esencial de Pimpinella anisum L. (anis), extraido de
sus semillas.
3.2.2. Material microbioldgico:
e Cepade Salmonella typhi ATCC 6539
3.2.3. Materiales y equipos:
a. Material de vidrio
= Tubos de ensayo con tapa rosca de 15x125 mm
= Tubos de ensayo de 13x100 mm

= Tubos de ensayo de 15x125 mm



* Placa Petri de 10x100 mm
* Matraz de 500 ml

» Matraz de 250 ml

= Matraz de 100 ml

» Pipetade 1 ml

» Pipeta de 5 ml

* Pipeta de 10 ml

» Vaso precipitado de 200 ml
» Vaso precipitado de 500 ml
= Frasco de vidrio color ambar de 100 ml
= Frasco de vidrio de 500 ml
* Probeta de 100 ml

= Balones de vidrio de 100 ml
= Balones de vidrio de 250 ml
= Balones de vidrio de 500 ml
= Embudo de vidrio

* Fiolas de 100 ml

. Medios de Cultivo

= Agar Mueller Hinton (MH)

= Caldo Mueller Hinton (MH)

= Medio Infusion Cerebro Corazén (BHI)
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. Otros materiales
= Asa de Kolle
= Bagueta

= Espatula

= Gradillas

= Papel de filtro

= Tripode y malla de asbesto

Discos de papel de filtro
. Reactivos

= Alcohol etilico de 70°

= Alcohol yodado

= Dimetilsulféxido (DMSO)
= Agua destilada

. Equipos

= Autoclave

= Estufa de incubacion

= Balanza analitica

= Mechero Bunsen

= Refrigeradora

* |ncubadora

= Equipo de destilacion
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= Micro pipeta de 0,5 — 10 pl

= Micro pipeta de 10 — 100 pl

3.3. Metodologia

3.3.1. Disefio experimental: Aceite esencial de Pimpinella
anisum L. (Murray, 2002).
Para la ejecucidn del experimento se utiliz6 el disefio
experimental de blogues completo al azar con 11
tratamientos y 4 repeticiones, teniendo asi un total de 44

unidades experimentales

3.3.2. Variables:

Variables independientes
Concentracion del aceite esencial de Pimpinella anisum L.

(anis).

Variable dependiente
Grado de actividad antibacteriana de Pimpinella anisum L.
(diametro de halos de inhibicibn de crecimiento) sobre

Salmonella typhi ATCC 6539.
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Controles

e Como control negativo se utilizd6 el vehiculo liquido
dimetilsulféxido y

e Como control positivo se empled cultivos de Salmonella

typhi ATCC 6539,

3.3.3. Recoleccion, extraccién y densidad del aceite esencial:

3.3.3.1 Recoleccién de Pimpinella anisum L. (anis)
El anis en estudio fue obtenido de una
comercializadora de abarrotes, ubicada en el
Mercado Mayorista de la localidad (Mercado
Grau), se compro una cantidad de 4000 gramos,
y se colocaron en bolsas de primer uso, para su

posterior traslado al laboratorio.

3.3.3.2 Extraccion de aceite esencial de Pimpinella
anisum L. (Técnica de Lock de Ugaz, O.,

1994).

La obtencion del aceite esencial se realizo por el

método de destilacion por arrastre de vapor de
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agua. El equipo de destilacion estuvo
compuesto por un sistema de doble baldn, en el
cual solo uno de los balones, de capacidad
volumétrica de un litro contuvo agua destilada
(volumen aproximado de 600 ml), y fue sometido
a calor directo (cocina eléctrica); mientras que
en el segundo balén, de capacidad volumétrica
de un litro, se colocé aproximadamente 250
gramos de muestra, los cuales recibieron los
vapores del agua, para luego liberar el vapor
mixto (agua — aceite esencial) hacia el
refrigerante.

El producto destilado se recibié en un depdsito
estéril, donde se observo un estado bifasico
entre agua y aceite esencial por la diferencia de
densidades. Esto permiti6 separar el aceite
esencial mediante el uso de una pipeta Pasteur
a un tubo de vidrio con tapa rosca cerrado
herméticamente y envuelto en papel aluminio
para proteger de la luz del ambiente. El aceite

esencial se almacend a temperatura ambiente y
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en oscuridad hasta su utilizacion.

Tabla 02: Caracteristicas organolépticas

Aceite Esencial de Pimpinella anisum L.

Aspecto Liquido traslucido
Color Amarillo Palido
Olor Caracteristico
Sabor Picante y Dulce

Fuente: Elaboracion propia

3.3.3.3 Determinacién de la densidad del aceite

Donde:

d= densidad (g/ml)

m= masa (Q)

v=volumen (ml)

W1= Peso probeta (g)

W:2= Peso probeta con aceite (Q)
Vol. Aceite= Volumen de aceite (ml)
Vol. aceite= 1,5 ml.

Wi= 16,1976 g.

W2= 17,6707 g.
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I--------I
| d=ml/v I
|

d=W2-W1

1,5ml

d= (17,6707 g. - 16,1976 g.)

1,5ml

d =0,9821 g/ml = 982,1mg/ml

3.3.4. Cepa

Se utilizé un microorganismo patdgeno de importancia
clinica: Salmonella typhi ATCC 6539, proporcionada por

el Ministerio de Salud-Tacna (MINSA).

3.3.5. Evaluaciéon de la actividad del aceite esencial de

Pimpinella anisum L. (Técnica Duraffourd y col, 1983)

La actividad antibacteriana del aceite esencial se evalu6

por el método de Kirby Bauer (difusion en disco).
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En el ensayo se us6 volumenes de aceite esencial puro (15
pl — 40 ul) para la determinacion de los halos de inhibicion,
con el fin de saber entre cuales concentraciones se ubica

el CML.

Esta técnica estandarizada por la NCCLS (Nacional
Commite for Clinical Laboratory Standars), basada en el
método de Kirby Bauer, el cual se basa en que el
compuesto a estudiar se difunde por el medio de agar
produciendo un gradiente de concentracion, entonces si el
compuesto es efectivo contra el microorganismo a prueba
se formara una zona de inhibicion alrededor del disco
embebido en el compuesto. El tamafio de la zona

proporciona indicios de la relativa actividad de la sustancia.

a) Preparacion de discos

En esta etapa se prepard discos de sensibilidad de
6 mm de diametro (previamente esterilizados), los
discos de sensibilidad fueron embebidos con una
micropipeta de rango variable con volumenes de

15,0 pl, 17,5 pl, 20,0 pl, 22,5 ul, 25,0 pl, 27,5
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30,0 pl, 32,5 pl, 35,0 pl, 37,5 pl, 40,0 pl de aceite
esencial respectivamente, teniendo un total de 44

discos que correspondieron a 4 repeticiones.

La esterilizacion consistié en la desnaturalizacion de
los discos con antibiéticos, que fueron colocados en un
vaso de precipitado (capacidad de 100 ml) con agua
destilada aprox. 80ml y llevados a la autoclave a una
presion de 20 Bar (121 °C) por 15 minutos. Se realizd
una segunda repeticion para descartar cualquier resto
de antibidtico. Luego se desecho el agua destilada del
vaso de precipitado y se coloco a la estufa para su

secado a 170 °C por 1 hora.

Control negativo:

Consistio en un disco de sensibilidad de antibi6tico
desnaturalizado el cual estuvo impregnado con agua
destilada para asi descartar la actividad antimicrobiana

del mismo.
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Tabla 03: Concentraciones de cada tratamiento

Aceite esencial de Pimpinella anisum L. puro

N° Volumen []
Tratamiento (u) (mg/ml)
T1 15,0 14,7315
T2 17,5 17,1867
T3 20,0 19,6420
T4 22,5 22,0972
T5 25,0 24,5525
T6 27,5 27,0077
T7 30,0 29,4630
T8 32,5 31,9183
T9 35,0 34,3735
T10 37,5 36,8287
T11 40,0 39,2840

Fuente: Elaboracion propia

b) Preparacion del in6culo bacteriano de Salmonella

typhi ATCC 6539

La bacteria que se utilizé en el trabajo se cultivd en un

vial de agar nutritivo para su mantencion; para luego
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ser activada en Caldo Mueller Hinton e incubada por el
lapso de 4 a 6 horas hasta llegar a una concentracion
de 1,5 x108, comparada con el tubo 0,5 de la escala de

Mac Farland.

Prueba de susceptibilidad: Método de difusiéon en

disco de susceptibilidad (Kirby — Bauer)

Se inoculd la placa de agar Mueller Hinton, utilizando
la suspension estandarizada de bacterias a una
concentracion de 1,5 x 108 (Tubo 0,5 de Mac Farland).
Con ayuda de una micro pipeta se deposité 100 ul del
in6culo bacteriano sobre la superficie del agar de cada
placa, mediante la técnica de diseminaciéon hasta que
el indculo quedo distribuido de modo homogéneo. Se
dej6 secar durante 15 a 20 minutos a temperatura

ambiente.

Los discos fueron embebidos con 15,0 ul, 17,5 pl,
20,0 pl, 22,5 pl, 25,0 yl, 27,5 pl, 30,0 pl, 32,5 pl,
35,0 pl, 37,5 ul, 40,0 ul de aceite esencial, y dejados

reposar durante 30 minutos para Su mejor
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impregnacion. Cada disco impregnado con el aceite
esencial, fue tomado con una pinza estéril y se coloco
sobre la superficie de las placas con agar, haciendo
una ligera presion para asegurar el contacto con el

medio.

Las placas se incubaron a 37 °C durante 18 - 24 horas
para observar la presencia y el tamafio de los halos de
inhibicion sobre el crecimiento de los microorganismos
alrededor del diametro del disco. El didmetro de esta
zona de inhibicion fue directamente proporcional a la
actividad antibacteriana del aceite esencial sobre el
microorganismo estudiado. Para interpretar los
resultados se tomé como referencia las pautas dadas
por Duraffourd, 1983; que considera la actividad de los
aceites esenciales como: Resistente, para un diametro
inferior a 11 mm; y finalmente para un diametro
superior o igual a 11 mm, el microorganismo se

considera sumamente sensible.
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3.3.6. Determinacion de la concentracién minima inhibitoria
(CMI): Método de la macro dilucién en medio liquido.

Técnica: (Granados y Villaverde, 1996)

a) Preparacion de la solucion madre

Se preparé una solucién madre de 10 000 pl totales:
2 300 pl de aceite esencial con 2 300 ul de
Dimetilsulfoxido 10 % (DMSO) y 5 400 pl de caldo
Mueller Hinton (MH). La concentracion final se obtuvo de
la siguiente manera (Duraffourd, 1983).

A partir de la densidad obtenida = 0,9821 g/ml => 982,1

mg/ml.

Se sabe que: en 1 ml o en 1 000 pl existe una
concentracion de 982,1 mg de aceite esencial de
Pimpinella anisum L.
En la solucion madre se utilizé 2,3 ml o 2 300 pl, en
consecuencia se determind lo siguiente:

Iml=1000 pl — []1=982,1 mg

2 300 p——> X

X =2 258,83 mg
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b)

Por tanto, en 2 300 pl de aceite esencial existe una
concentracion de 2 258,83 mg de aceite esencial de
anis.
Para la solucion madre: esta concentracion se diluyé en
10 000 pl de solucién total, por lo cual se consiguié una
concentracion final de:

2 258,83 mg— 10 000 pl

X —> 1000 pl

X = 225,883 mg/ml

Entonces en 1 ml o 1 000 pl de solucion madre, se
obtuvo una concentracion final de 225,883 mg de aceite

esencial de Pimpinella anisum L.

Preparaciéon del in6culo bacteriano de Salmonella
typhi ATCC 6539 (Técnica de De Paula y Martins,

2000)

La cepa bacteriana fue activada en tubos que contenian
Caldo Infusién Cerebro Corazén (BHI) e incubada a
37 °C durante 24 horas. Posteriormente fue transferida
a viales con agar Nutritivo e incubada a 37 °C durante

24 horas.
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Para la preparacion de la suspension del in6culo del
agente bacteriano de prueba, se tomo asadas del cultivo
y se suspendié en 10 ml de Caldo Mueller Hinton, y se
incubd por 6 a 8 horas a 37 °C hasta alcanzar la turbidez
del tubo 0,5 de Ila escala de Mac Farland

(1,5x108 cel/ml).

Preparacion del CMI (Concentraciéon Minima

Inhibitoria) para Salmonella typhi ATCC 6539

Se utilizé el método de la Macro dilucion en tubos con
medio Caldo Mueller Hinton, preparando diluciones del
aceite esencial de Pimpinella anisum L. a diferentes
concentraciones, después de los cual se agregé una
suspension bacteriana constante de acuerdo al estandar
de turbidez de 0,5 de Mac Farland.

Se prepararon 12 tubos de 15 x 125 mm, de los cuales
se tomaron dos tubos control: un control negativo
(Dimetilsulfoxido al 10 %), y un control positivo,
conteniendo una suspension de Salmonella typhi
ATCC 6539, en los restantes tubos se agrego lo

siguiente:
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Tabla 04: Preparacion de volimenes para

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

T V. Solucion Caldo Mueller | Vol. Total de la
Madre (ul) Hinton (ul) solucion (ul)
T1 310,0 2690,0 3000
T2 349,5 2650,5 3000
T3 389,0 2611,0 3000
T4 428,5 2571,5 3000
T5 468,0 2532,0 3000
T6 507,5 24925 3000
T7 547,0 2453,0 3000
T8 586,5 24145 3000
T9 626,0 2374,0 3000
T10 665,5 2334,5 3000

Fuente: Elaboracion propia

Aqui las concentraciones finales cambiaron ya que en el
caso del primer tubo el cual contuvo los 310 pul de
solucion madre, tendria una concentracion inicial, de
acuerdo al volumen de soluciéon madre que se utilizo, de
70,0237 mg/ml. Lo cual se determind de la siguiente

manera.
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225,883 mg/ml —» 1000 pl

X —» 310l

X =70,0237 mg/ml

Esta concentracion se diluyé en 3 000 pl y tuvo una

concentracion final (para la CMI) de 23,3412 mg/ml.

Los tubos quedaron con las siguientes concentraciones

de aceite esencial de Pimpinella anisum L.

Tabla 05: Concentraciones finales para identificacion del CMI

Caldo Vol. Total Conc. Final
S V. Solucion Mueller de la Conc. Inicial de la

Madre (ul) Hinton solucién en (mg/ml) solucion

(M) (M) (mg/ml)

T1 310,0 2690,0 3000 70,0237 23,3412
T2 349,5 2650,5 3000 78,9461 26,3154
T3 389,0 2611,0 3000 87,8685 29,2895
T4 428,5 2571,5 3000 96,7909 32,2636
T5 468,0 2532,0 3000 105,7132 35,2378
T6 507,5 2492,5 3000 114,6356 38,2119
T7 547,0 2453,0 3000 123,5580 41,1860
T8 586,5 24145 3000 132,4804 44,1601
T9 626,0 2374,0 3000 141,4028 47,1343
T10 665,5 2334,5 3000 150,3251 50,1084

Fuente: Elaboracién propia
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Luego se agregd 300 pl de la solucion bacteriana de

Salmonella typhi ATCC 6539 a cada tratamiento.

3.3.7. Determinacion de la concentracién minima bactericida

“CMB” (Técnica de Granados y Villaverde, 1996).

Una vez obtenida la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI),
se procedid6 a determinar la Concentracion Minima
Bactericida (CMB). Para ello de los 10 tratamientos usados
para determinar el CMI se tomoé los tubos en donde no se
presento turbidez, los cuales fueron el T8, T9 y T10.

De cada uno se sembré 0,1 ml por diseminacion en placas
gue contenian agar Mueller Hinton. Las placas se dejaron
secar por 5 minutos y luego fueron incubadas a 37 °C
durante 24 horas. Transcurrido este tiempo se conto el
namero de unidades formadoras de colonias (UFC)
presentes en cada concentracién del aceite esencial de
Pimpinella anisum L., y asi se ubicé el correspondiente

CMB (=1 UFCl/placa).
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3.3.8. Procesamiento y andlisis estadistico (Murray, 2002).

Todos los datos fueron procesados a través del software

estadistico STATGRAPHICS VERSION 5.1.

Para el analisis estadistico se utilizo la técnica de andlisis de
varianza (ANOVA), usando la prueba F a un nivel de
significacion de 0,05 y para establecer las diferencias
significativas entre los tratamientos se utiliz6 la prueba de

significacion de Tukey al 0,05.

Para establecer el grado de relacion entre la variable
independiente y dependiente se realiz6 el analisis de

regresion y correlacion simple.

Los tratamientos a base de aceite esencial de Pimpinella
anisum L. se expresaron en términos de mg/ml, mientras que
los promedios de los halos de inhibicion o de sensibilidad se

expresaron en milimetros (mm).
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IV. RESULTADOS

Se realiz6 el estudio in vitro en la especie bacteriana: Salmonella
typhi ATCC 6539 demostrandose la sensibilidad de la bacteria
mencionada frente al aceite esencial de Pimpinella anisum L. “anis”;

para lo cual se trabaj6 con 11 tratamientos y 4 repeticiones.

Los resultados obtenidos en las diferentes pruebas han sido
agrupados en cuadros y graficas para su mejor interpretacion. Se utilizo
el disefio completamente aleatorio, debido a que éste es un disefio de
simple distribucion al azar siendo (til para métodos y técnicas de

laboratorio.



CUADRO 01: Evaluacion de la actividad antibacteriana del aceite esencial
de Pimpinella anisum L. (anis) frente a Salmonella typhi

ATCC 6539 por el método de difusion en disco Kirby Bauer.

In6culo Diametro del halo de inhibicién (mm)
Tratamiento Aceite esencial Bacteriano Repeticiones
Volumen | 0" volumen | I [ v romedo
(mg/ml) (ul/placa)

T1 15,0 pl | 14,7315 100 8,02 |8,06 |8,38 |7,36 7,96
T2 17,5yl | 17,1867 100 794 888 |8,66 |8,72 8,55
T3 20,0 pl | 19,6420 100 9,44 10,18 |6,94 |8,36 8,73
T4 22,5l | 22,0972 100 10,32 | 11,28 | 10,44 | 10,62 10,67
T5 25,0 yl | 24,5525 100 9,92 |10,54 | 11,16 | 10,42 10,51
T6 27,5l | 27,0077 100 11,38 | 10,94 | 10,92 | 9,72 10,74
T7 30,0 yl | 29,4630 100 11,51 | 13,72 | 10,58 | 10,82 11,66
T8 32,5l [31,9183 100 11,86 [ 10,94 | 11,06 | 11,72 11,40
T9 35,0yl | 34,3735 100 12,44 112,38 | 11,92 | 11,88 12,16
T10 37,5 ul | 36,8287 100 14,23 | 14,51 | 15,06 | 13,98 14,45
T11 40,0 pl | 39,2840 100 16,57 | 16,12 | 15,69 | 16,44 16,21

Fuente: Elaboracién propia

En el Cuadro 01 se observa el efecto antibacteriano de las 11
concentraciones probadas, lo cual se evidencié mediante la formacion de
los halos de inhibiciébn con medidas entre los 7,96 y 16,21 mm de diametro.
Siendo la concentracion de 39,2840 mg/ml la que generd el halo de mayor

tamano.
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También se pudo determinar la sensibilidad de Salmonella typhi

ATCC 6539, de acuerdo a los promedios de los halos de inhibicion segun

la escala de Duraffourd y Lapraz (=11 mm), lo cual se evidencié a partir del

tratamiento 7 (T7).

CUADRO 02: Andlisis de varianza (ANOVA) de los promedios de los halos

de inhibicion (Kirby — Bauer) de las concentraciones del

aceite esencial de Pimpinella anisum L. (anis) frente a

Salmonella typhi ATCC 6539, entre los diferentes
tratamientos empleados.
Grados o
Fuentes de g Suma de | Cuadrado F Significacion
e
variabilidad . cuadrados medio | calculado 0,05
libertad
Bloques 3 3,151 1,050
_ 2,12 0,1187 ns
Tratamientos 10 245,454 24,545
49,53 0,000 *
Error 30 14,868 0,495
Total 39 253,473
CV. 6,29 % * Diferencias significativas ns no significativo

Fuente: Elaboracion propia disefiado en Statgraphics
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- Formular la hipotesis:
H, : El promedio entre los tratamientos son iguales
H, : El promedio entre los tratamientos son diferentes
- Nivel de significancia: a=5 % = 0,05
- Estadistico de prueba: Fc =49,53 ; p=0,0000
- Decision: p=0,000 < a=5 % = 0,05, entonces se acepta Ha
- Conclusion: se concluye que existe diferencias significativas entre
los promedios de tratamientos, puesto que a = 0,05 es mayor que la
significacién 0,000 por lo tanto, se rechaza la hip6tesis nula con un
nivel de confianza del 95 %, sin embargo, entre los bloques no existe
diferencias estadisticas, es decir que fueron homogéneos, el
coeficiente de variabilidad indica que hubo precision en el

experimento y que por lo tanto, los datos son confiables.

CUADRO 03: Prueba de significacion de Tukey al 95 % de confianza, para
los promedios de los halos de inhibicion de los diferentes
tratamientos del aceite esencial de Pimpinella anisum L.

frente a Salmonella typhi ATCC 6539.
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Orden Tratamientos | Promedio del didmetro Significancia
de mérito de halos de inhibicién a 0,05
(mm)

1 Taa: 16,21 a
2 Tao: 14,45 b
3 To: 12,16 c
4 T, 11,66 c
5 T 11,40 c
6 Te: 10,74 c
7 Ta: 10,51 c
8 Ts: 10,67 c
9 Ta: 8,73 d
10 To: 8,55 d
11 To 7,96 d

Fuente: Elaboracion propia disefiado en Statgraphics

La prueba de significacion de Tukey registra los promedios donde se
puede apreciar que el tratamiento T11 logré el mayor promedio con 16,21
mm superando estadisticamente al resto en el segundo lugar se ubicé el
Ti0 con 14,45 mm, ademas, se puede observar que existen 2 grupos de
tratamientos que estadisticamente son similares en sus promedios, donde

el grupo de tratamientos T3, T2y T1 obtuvieron el menor promedio con 8,73,

8,55y 7,96 mm respectivamente.
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Fuente: Elaboracién propia disefiado en Statgraphics.

GRAFICO 01: Promedio de cada uno de los halos de inhibicion y los

tratamientos del aceite esencial de Pimpinella anisum L.

en estudio frente a Salmonella typhi ATCC 6539.

En el Gréafico 01 se observa los promedios de cada uno de los

tratamientos en estudio donde se determiné que el mayor promedio lo

obtuvo el tratamiento T11 que alcanz6 el mayor promedio de 16,21 mm. El

promedio mas bajo corresponde al tratamiento T1 con didmetro promedio

de 7,96 mm.
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Fuente: Elaboracion propia disefiado en Statgraphic.

GRAFICO 02: Andlisis de correlacion y regresion lineal entre el diametro
de los halos de inhibicion y la concentracion de aceite
esencial de Pimpinella anisum L. (anis) frente a

Salmonella typhi ATCC 6539.

El grafico 02 muestra que la ecuacién de regresion es de Y= 3,41137
+ 0,287214 indicando que por cada unidad en mg/ml de aceite esencial el
crecimiento del halo se incrementd en 0,287214 mm; asimismo, se observo
gue existe una correlacion altamente significativa entre las variables en

estudio (R=0,94).
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CUADRO 04: Concentracion minima inhibitoria (CMI) producido por el
aceite esencial de Pimpinella anisum L. (anis) frente a

Salmonella typhi ATCC 6539.

Tratamiento | Concentracion (mg/ml) | Turbidez
T1 23,3412 +
T2 26,3154 +
T3 29,2895 +
T4 32,2636 +
T5 35,2378 +
T6 38,2119 +
T7 41,1860 +
T8 44,1601 -
T9 47,1343 -
T10 50,1084 -
TP Control positivo +
TN Control negativo -

Fuente: Elaboracién propia

El Cuadro 04 muestra la determinacion de la Concentracion Minima
Inhibitoria frente a los diferentes tratamientos del aceite esencial de
Pimpinella anisum L., donde se observa que a partir del tubo 8 se inhibe
el crecimiento bacteriano. Por tanto, la CMI para Salmonella typhi ATCC

6539 fue de 44,1601 mg/ml.
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CUADRO 05: Concentracion minima bactericida (CMB) producido por el
aceite esencial Pimpinella anisum L. (anis) frente a
Salmonella typhi ATCC 6539.
N° Tubos |N° Placas | Conc. mg/ml | UFC/placa | Observaciones
8 1 44,1601 9
9 2 47,1343 4
10 3 50,1084 0 CMB

Fuente: Elaboracion propia

El Cuadro 05 muestra la determinacién de la Concentraciéon Minima

Bactericida, basados a partir de los resultados obtenidos del Cuadro 04;

tomando los tres tubos en donde no se evidenci6 turbidez. Encontrandose

qgue en el tubo 10 a concentracion de 50,1084 mg/ml se ubica el CMB ya

gue se registra un crecimiento de < 1 UFC/placa.
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V. DISCUSION

La naturaleza es y seguira siendo la fuente de una amplia variedad
de moléculas bioactivas que podrian ser utilizadas como base para el
disefio y la formulacion de nuevas generaciones de medicamentos con el
fin de solucionar diversos problemas de salud. El objetivo de esta busqueda
debe ser el descubrimiento de nuevos componentes con actividad
antimicrobiana a partir de fuentes naturales con mayor espectro, menos

efectos adversos y menor costo que compuestos existentes.

Los remedios a base de plantas medicinales presentan una inmensa
ventaja con respecto a los tratamientos quimicos. En las plantas los
principios activos se hallan siempre biol6égicamente equilibrados por la
presencia de sustancias complementarias, que van a potenciarse entre si,
de forma que en general no se acumulan en el organismo, y sus efectos
indeseables estan limitados. Sin embargo, a pesar de que han aumentado
las investigaciones y estudios cientificos de las plantas medicinales,
todavia no se conocen muchos de los principios activos a los que deben

las plantas sus cualidades (Taboas, 2005).



Con la misma rapidez con la que se introducen nuevos antibidticos,
los microorganismos desarrollan resistencias a éstos. Esta resistencia
puede estar codificada en plasmidos transferibles e intercambiarse entre

especies, géneros e incluso familias de bacterias (Murray et al., 2007).

En el Peru, las plantas medicinales han sido consideradas a través
de los afios como el origen o punto de partida del desarrollo de
medicamentos, ya que han contribuido enormemente al descubrimiento de
nuevas sustancias con actividad biolégica y a la produccién de
fitofarmacos, que constituyen la fuente de medicamentos mas econémica y
de mayor disponibilidad en la mayoria de paises.

Dentro de las prioridades en investigacion en salud en el Pera esta
el encontrar alternativas que promuevan o faciliten el acceso a la salud para

todos en la Costa, Sierra y Selva del Pera (Alvarado, 1989).

Durante los ultimos afios, la medicina tradicional ha cobrado gran
impulso y crédito creciente en todo el mundo. No obstante, una de las
conclusiones mas notables y reiteradas de las reuniones nacionales e
internacionales celebradas sobre este tema es que existen factores que

siguen entorpeciendo su equipacion con la medicina moderna.
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El reconocimiento de los valores tedricos y practicos de la medicina

tradicional es lento.

Es bien conocida la transmision al hombre de bacterias patdégenas a
través del consumo de los alimentos con bacterias como Escherichia coli,
Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y
Bacillus cereus, siendo, por esto, reconocidos como microorganismos de
vital importancia para la salud publica. Este grupo de bacterias, debido a su
ubicuidad e incidencia, se ha constituido en el blanco de accion de muchos

de los sistemas de aseguramiento de la calidad en industrias alimentarias.

La actividad antibacteriana de algunos extractos y productos
naturales han revelado un potencial superior a los farmacos sintéticos ya
conocidos, en relacion a su efecto sobre enfermedades causadas por
microorganismos patdgenos.

Un motivo mas para el desarrollo del presente trabajo de
investigacion toda vez que al anis, entre muchas propiedades se le atribuye
un potencial efecto o actividad antimicrobiana, por ello se determind su

actividad antibacteriana in vitro frente a Salmonella typhi ATCC 6539.

El microorganismo evaluado fue seleccionado por ser una bacteria

patdgena representativa en la practica médica. Las pruebas de sensibilidad
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proporcionaron datos sobre el efecto del aceite esencial de Pimpinella

anisum L. (anis) frente al patégeno.

Segun bibliografia consultada, existen estudios en especies
vegetales de la familia Apiaceae, especies parecidas, de las cuales se
podria mencionar al Cuminum cyminum L. “comino”, segun Ars
Pharmaceutica (2003) en el trabajo “Actividad Antimicrobiana de Cuminum
cyminum L. y Pimpinella anisum L.” muestran que estas plantas presentan
actividad antimicrobiana frente a diversos microorganismos patdgenos. Sin
bien no hay muchas referencias de estudios realizados con aceites esencial
de Pimpinella anisum L. “anis” que demuestren su actividad antimicrobiana,
este trabajo reporta actividad antimicrobiana del aceite esencial de la
especie vegetal en estudio, resultado que respalda la presente
investigacion. Otra de las especies de la familia Apiaceae es Coriandrum
sativum “cilantro”, el cual segun Delaquis et al. (2002), examiné su actividad
antibacteriana contra algunas bacterias de la putrefaccién de alimentos
Gram-positivas y Gram-negativas (Salmonella typhimurium, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Enterobacter agglomerans,
Yersinia enterocolitica, Bacillus cereus). El efecto inhibidor de Coriandrum
sativum en bacterias de descomposicidn potenciales, tales como Klebsiella

pneumoniae, Bacillus megaterium, Pseudomonas aeruginosa, S. aureus,
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Escherichia coli, Escherichia cloaca, Enterococcus faecalis, se ha

confirmado (Keskin & Toroglu, 2011).

En el trabajo titulado “Productos ambientalmente amigables de
origen vegetal empleados en el control de microorganismos intervinientes
en el biodeterioro del patrimonio cultural” (Facultad de Ciencias Naturales,
UNLP — La Habana, Cuba). Se menciona el efecto antimicrobiano del aceite
esencial de Pimpinella anisum L. “anis”, el cual muestra una actividad
positiva y relevante frente a los siguientes hongos analizados: Aspergillus
niger, Aspergillus clavatus, Penicillium sp. y Fusarium sp.; de igual forma lo
reportado por Alpsoy (2010). Frente a las especies de Bacillus muestra un
resultado negativo y solamente mostré una actividad moderada para el
caso de Enterobacter agglomerans y Streptomyces sp. (Goémez et al.,

2012).

De acuerdo a Tajkarimi et al. (2010), se han encontrado alrededor
de 1 340 plantas a las que se le han atribuido propiedades antimicrobianas
y en las cuales se han identificado alrededor de 30 000 componentes
activos.

La composicion de los aceites esenciales varia de acuerdo a las

diferentes partes de la planta de las cuales se extrae (Burt, 2004), y puesto
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que sus compuestos volatiles son los que presentan el efecto
antimicrobiano, la determinacion de su composicién es importante; para
ello, diversos investigadores emplean la cromatografia de gases acoplado
a espectrometria de masas (CG-MS) (GOmez - Sanchez et al., 2011). Para
el analisis fisicoquimico del aceite esencial de Pimpinellaanisum L. “anis”,
se utilizé la técnica de Cromatografia gaseosa con deteccion de masas, se
observé en forma cualitativa y cuantitativa la presencia de los siguientes
compuestos: 3-Oxetanol, 2,2,3-trimethyl- (11,72 %), 1 ,6-Octadien-3-Ol, 3,7-
dimethyl-, 2-amino (8,94 %), D-Limonene (19,58 %), 1 ,4-Butanediol,
diacetate (9,04 %), Bicyclo[3.1.0]hexan-3-ol, 4-methyl-l -(1 — (7,47 %),
Trans anetol (31,15 %), Nonane, 5-methyl-5-propyl- (6,22 %), 2,2,4-
Trimethyl-1,3-pentanediol diisobuty (5,88 %). Por lo tanto, la accion
antibacteriana demostrada por el aceite esencial de Pimpinella anisum L.
“anis” se basaria en estos compuestos bioactivos, los cuales tienen

propiedades antimicrobianas.

Brown (1998), indica que el trans anetol (80-90 %) es el componente
principal del aceite esencial de Pimpinella anisum L., con algunos derivados
del anetol y pequefas cantidades de sesquiterpenos; datos que no fueron
tan semejantes a los obtenidos en el analisis fisicoquimico realizado al

aceite esencial del “anis”, el cual muestra al trans anetol como el
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compuesto en mayor proporcion con un 31,15 %. Esta diferencia puede
deberse a muchos factores que influyen en la composicion del aceite, entre
ellos, los mas importantes serian el origen y el 6rgano de la planta, las
condiciones climéticas y de crecimiento (temperatura, fertilizantes, tierra de
cultivo, etc.), asi como la destilacion y la forma de almacenamiento del
aceite. Se ha descrito incluso un cierto efecto de la madurez de la planta
en el momento de producir el aceite (Svoboda, 1999).

En el trabajo de Pino et al. (2012), “Composicion quimica y actividad
antibacteriana del aceite esencial de Pimpinella anisum L.”, se nombra
como componente mayoritario al metil chavicol, nuestros resultados
difieren de los encontrados en este trabajo, el cual muestra como
componente mayoritario al trans anetol, lo cual puede deberse a que el
aceite se obtuvo de las semillas de la planta y no de los de las hojas como

sucedio en el otro estudio.

Muchos métodos de laboratorio pueden ser usados para determinar
in vitro la susceptibilidad de bacterias ante agentes microbianos. En
muchos laboratorios de microbiologia clinica, el test de difusién en agar es
usado en forma rutinaria para bacterias de rapido crecimiento y algunas

bacterias patdgenas fastidiosas. Para el presente trabajo se incluyé un
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método estandarizado de difusién en disco descrito por el Laboratorio
Internacional de Referencia (NCCLS, 2002).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo pusieron de
manifiesto la actividad antibacteriana presentada por el aceite esencial de

Pimpinella anisum L., frente a Salmonella typhi ATCC 6539.

Para la técnica se emple6 el inéculo estandarizado de 1,5 x 108

UFC/ml, que asegura un mejor desarrollo de las colonias de las especies.

En la primera prueba para la determinacion de la actividad
antibacteriana del aceite esencial de Pimpinella anisum L. frente a
Salmonella typhi ATCC 6539, se trabaj6 a concentraciones que inician de
14,7315 mg/ml hasta 39,2840 mg/ml, cabe mencionar que paralelamente
se contrastd con un control; transcurrido el periodo de incubacién de 37 °C
por 24 h se procedié hacer las lecturas de las placas, verificandose la
formacion de halos de inhibicion del crecimiento en Salmonella typhi
ATCC 6539, con lo que se pudo determinar que la bacteria presentd un
grado de sensibilidad segun la escala de Duraffourd y Lapraz (>11 mm)
frente al aceite esencial de Pimpinella anisum L. Posteriormente, se

identific6 el CMI y CMB. Partiendo de la dilucion madre, con
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concentraciones de 70,0237 mg/ml hasta 150,3251 mg/ml (Duraffourd,

1983).

En el Cuadro 01, se puede apreciar la evaluacién de la actividad
antimicrobiana del aceite esencial Pimpinella anisum L. frente a
Salmonella typhi ATCC 6539, por el método de difusion en disco (Kirby
Bauer). La sensibilidad de la cepa empieza en el T7 (29,4630 mg/ml) con
un halo promedio de inhibicibn de 11,66 mm, alcanzando diametros
promedio de 16,21 mmen el T11 (39,2840 mg/ml) lo que indica que a mayor
concentracion mayor sera el didmetro del halo de inhibicion. En la presente
investigacién se observa, en todos los casos, que el efecto antibacteriano
de tipo cuantitativa o cualitativa del aceite esencial Pimpinella anisum L.
es directamente proporcional a la concentracién del aceite esencial en los
discos, esto coincide con el trabajo de Quifiones (2012), el cual estudié la
actividad antimicrobiana de Pimpinella anisum L. frente a cepas de
Salmonella sp., Escherichia coli y Salmonella typhi. En cuanto a los halos
de inhibicién, en el trabajo de Quifiones, presenta mayor halo la bacteria
Escherichia coli (10 a 20 mm) y en menor valor Salmonella typhi (0 a 5 mm),
valor que difiere en el presente trabajo, en el cual se pudo observar un halo

de hasta 16,21 mm.
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En el trabajo de Rojas et al. (2014), “Actividad antibacteriana de
aceites  esenciales  sobre Pectobacterium  carotovorum  subsp.
Carotovorum”, se evalu6 la actividad antibacteriana del aceite esencial de
“anis”, frente a la bacteria P. carotovorum subsp. Carotovorum, en el caso
de esta bacteria se evidencio su actividad antibacteriana con la formacion
de un halo de inhibicién de 8 mm.

Segun Pino et al. (2012), al aplicar el aceite esencial de anis frente

a X. campestris, uso cantidades de 10 y 5 uL de aceite esencial
produciendo una inhibicion total del crecimiento de la bacteria, mientras que
al afiadir 2,5 pL mostré una actividad moderada.
Con estos trabajos se puede evidenciar la actividad antibacteriana que
presenta Pimpinella anisum L. antes diferentes microorganismos, Yy
evidenciar los diversos halos de inhibicion que forma segun el germen al
gue se enfrente.

Dentro de la familia Apiaceae, se encuentra a Pimpinella anisum L.
y a Coriandrum sativum, el cual exhibié un efecto antibacteriano contra E.
coli, P. aeruginosa y Salmonella typhi, frente a los que muestra diametro de
la zona de inhibicion de 25, 10 y 18 mm, respectivamente (Teshale et al.,
2013); en el presente caso el aceite esencial de Pimpinella anisun L. frente
a Salmonella typhi ATCC 6539, mostré un halo de inhibiciéon 16,21 mm,

un poco menor al que se formd con el aceite esencial de Coriandrum
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sativum. Esto puede deberse a la composicion entre un aceite esencial y el
otro, los cuales a pesar de ser procedentes de plantas de una misma familia

presentan compuestos y actividad antibacteriana distinta.

Segun la escala de Duraffourd y Lapraz se puede determinar el
grado de sensibilidad para Salmonellatyphi ATCC 6539 en funcién al halo
de inhibicion de crecimiento del microorganismo (HICM). Segun la escala,
se considera que la actividad de los aceites esenciales es como sigue:
a) sumamente sensible, cuando presenta un diametro mayor o igual a
11,0 mm y b) resistente, cuando presenta un diametro menor a 11,0 mm.
En este contexto, se puede hipotetizar que la actividad antibacteriana
observada en este trabajo podria ser atribuida a una interaccién o efecto
sinérgico de los principios activos (Bruneton, 2001), considerando los
diferentes grupos de compuestos quimicos presentes en el aceite esencial,
es importante decir que su actividad antimicrobiana no se atribuye a un
mecanismo especifico; sin embargo, Friedman et al. (2002), menciona
algunos sitios de accién en la célula en donde podrian ocurrir los siguientes
efectos: dafio a la membrana citoplasmatica, degradacion de la pared
celular, dafio a las proteinas, filtracién del contenido celular y coagulacién

del citoplasma.
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La resistencia de las bacterias Gram negativas (Salmonlla typhi) a
aceites esenciales han sido documentadas anteriormente y se ha concluido
gue esta resistencia se debe a las diferencias estructurales en la pared
celular entre las bacterias Gram positivas y Gram negativas, ya que en
estas ultimas la membrana celular acta como una barrera para muchas
sustancias medioambientales y antibidticos segun Murray et al. (2007) y

Koneman et al. (2008).

Hay estudios que demuestran los efectos antimicrobianos que
ejercen los compuestos aromaticos sobre la membrana citoplasmatica,
alterando su estructura y por consiguiente su funcion (Dorman y Deans,
2000).

En el trabajo desarrollado, se observé una notable sensibilidad de la
cepa, cuyo crecimiento fue inhibido por el aceite esencial de Pimpinella
anisum L. Su principal compuesto activo, el cual se encuentra presente en
mayor cantidad es el trans anetol, el cual se cree se introduce a través de
los lipidos de la membrana celular, alterando la estructura y haciéndola mas
permeable. Como consecuencia tiene lugar a una fuga de iones y otros
contenidos celulares, de forma mas o menos intensa, que lleva a la muerte

celular del microorganismo finalmente (Zekaria, 2006).
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Los datos fueron procesados mediante el andlisis de varianza
(ANOVA) y la prueba de Tukey con un nivel de significancia de 0,05 %, que
permitié establecer minimas diferencias entre los tratamientos.

Los datos obtenidos de los tratamientos aplicados al patégeno se

procesaron mediante el Software Estadistico Statgraphics.

Al efectuar el analisis de varianza (ANOVA) para el promedio de los
halos de inhibicion de los diferentes tratamientos sobre Salmonella typhi
ATCC 6539 (Cuadro 02), se observa que existen diferencias significativas
entre los tratamientos. Mas no existe diferencia estadistica a nivel de halos,
para Salmonella typhi ATCC 6539; con un coeficiente de variabilidad
6,29 % siendo aceptable como un méaximo de 15 % para condiciones de
laboratorio. El Grafico 02 muestra que la ecuacion de regresion lineal es de
Y=3,41137 + 0,287214 indicando que por cada unidad en mg/ml de aceite
esencial el crecimiento del halo se incrementé en 0,287214 mm; asimismo,
se observo que existe una correlacion altamente significativa entre las
variables en estudio (R=0,94). Al realizar la prueba de significacion de
Tukey (Cuadro 03 y Grafico 01), se confirma que el T11 (39,2840 mg/ml)
tuvo mayor actividad antibacteriana y de mayor significancia para
Salmonella typhi ATCC 6539 con un halo de inhibicion de 16,21 mm. Esta
prueba confirma que esta concentracion es la de mayor accion

antibacteriana y por lo tanto, la que contiene cantidades apreciables de
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principios activos de Pimpinella anisum L.

En las pruebas de sensibilidad se trabajé con el dimetilsulfoxido
10 % (DMSO) como diluyente del aceite en estudio debido a su gran
viscosidad, lo cual podria reducir la capacidad de la dilucién o podria causar
distribucion desigual del aceite a través del medio. Este disolvente aprético
de baja toxicidad es recomendado por la NCCLS (National Committe for
Clinical Laboratory Standars) por no presentar ninguna actividad
antibacteriana, no interfiriendo en los resultados (Huamani y col, 2005).

En el presente estudio no se observé en ninguna de las pruebas
(controles) efecto de este solvente sobre Salmonella typhi ATCC 6539,
por lo que los resultados obtenidos solo serian atribuibles al aceite esencial

de Pimpinella anisum L. “anis”.

Segun el Cuadro 04, la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) para
Salmonella typhi ATCC 6539 se observo en el tratamiento 8 del aceite
esencial de Pimpinella anisum L. con una concentracion de
44,1601 mg/ml, esto debido a la ausencia de la turbidez. Finalmente, segun
el Cuadro 05, la Concentracion Minima Bactericida (CMB) se ubico en el
tratamiento 10 con una concentracion de 50,1084 mg/ml, donde se apreci6

la inhibicién absoluta del crecimiento bacteriano.
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En el estudio realizado, en cuanto a la determinacion de CMI se
observo, en todos los tratamientos, que la efectividad antimicrobiana de tipo
cuantitativa o cualitativa de Pimpinella anisum L. es directamente
proporcional a la concentracion del aceite esencial en la dilucion, esto
coincide con el trabajo de Pino et al. (2012), los cuales estudiaron la
actividad antimicrobiana de Pimpinella anisum L. frente a bacterias
fitopatdgenas hallando una relacion directamente proporcional entre la

concentracion y el grado de la inhibicion.

En el presente trabajo de investigacion se demostro las propiedades
antimicrobianas del aceite esencial de Pimpinella anisum L., donde los
resultados obtenidos pusieron de manifiesto la actividad exhibida por el

aceite esencial frente a Salmonella typhi ATCC 6539.

En la literatura se encontré escasa informacién sobre la actividad
antibacteriana del aceite de anis frente a la bacteria patdgena Salmonella
typhi, por lo cual los resultados obtenidos aumentan el conocimiento sobre
la actividad biolégica de P. anisum L. y las posibilidades de aplicacion

practica de su aceite esencial.

Existen diferentes principios activos, muchos de ellos actian

sinérgicamente por lo que su actividad terapéutica no depende solamente
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de uno, sino de la proporcionalidad de los mismos como se menciond
anteriormente; y el aceite esencial del “anis” no esta exento de esta verdad
y se constituye en una alternativa terapéutica buena; sin embargo, aun se
requieren estudios mas especificos para su utilizacion con fines
terapéuticos.

En general, los resultados sugieren la realizacion de mayores
estudios in vitro e in vivo considerando las diferentes especies, para
determinar susceptibilidades de cada una de ellas, ampliando otros
métodos de extraccion, utilizando diferentes partes del vegetal o, en su
defecto, realizar un estudio fitoquimico empleando otras especies

botanicas en especial con las autéctonas registradas en nuestra region.

Asimismo, en la actualidad es comun el empleo de plantas, ya que
ofrecen una variedad de principios activos con la finalidad de obtener
variados efectos medicamentosos. Entre las variables aplicaciones de los
vegetales, se incluyen aquellos con fines antibacterianos. Ademas, el uso
de antibidticos por pacientes afectados, que no cuentan con recursos, para
cubrir sus necesidades de salud y tratamiento con farmacos
convencionales caros, poco disponibles y algunos con efectos secundarios,
hacen revalorizar los productos naturales como fuente de sustancias de

interés médico.
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Entonces, es necesario dar una aplicacion cientifica que justifique el
uso tradicional en el Peru de las plantas medicinales; el conocimiento de su
composicién quimica y las propiedades terapéuticas que manifiesten, lo

cual permitira una mayor confiabilidad de sus usos.
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VI. CONCLUSIONES

Se determind que la bacteria Salmonella typhi ATCC 6539 es sensible
al aceite esencial obtenido de las semillas de Pimpinella anisum L.
“anis”.

El aceite esencial de Pimpinella anisum L. “anis” frente a Salmonella
typhi ATCC 6539, generé halos de inhibicion con medidas entre los
7,96 y 16,21 mm, se determiné la sensibilidad de Salmonella typhi
ATCC 6539, segun la escala de Duraffourd y Lapraz (=11 mm), lo cual
se evidenci6 a partir del tratamiento 7 (T7). Siendo la concentracion de
39,2840 mg/ml la que generod el halo de mayor tamario.

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de
Pimpinella anisum L. frente a Salmonella typhi ATCC 6539 fue de
44,1601 mg/ml.

La Concentracion Minima Bactericida (CMB) del aceite esencial
Pimpinella anisum L. “anis” frente a Salmonella typhi ATCC 6539

fue de 50,1084 mg/ml.



VIl. RECOMENDACIONES

Analizar la actividad antibacteriana del aceite esencial de Pimpinella
anisum L. (anis) frente a otras bacterias de importancia clinica, de tal

modo que pueda convertirse en una alternativa natural.

Realizar pruebas in vivo para valorar la efectividad y la toxicidad
gue pueden proporcionar los componentes activos de Pimpinella

anisum L. como también poder determinar sus dosis terapéuticas.
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ANEXOS

ILUSTRACION 01 y 02: Pimpinella anisum L. “anis” (planta completa).




FOTO 01, 02 y 03: Hojas de Pimpinella anisum L. “anis”, la primera
pertenece a la base de la planta, la siguiente de la parte central y la Gltima

de la parte superior.
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FOTO 04 y 05: Flores de Pimpinella anisum L. “anis”.
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“anis”.

FOTO 06: Flores y frutos de Pimpinella anisum L.

anis”.

e

FOTO 07: Fruto de Pimpinella anisum L.
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FOTO 08: Semillas de Pimpinella anisum L. “anis”.

FOTO 09, 10y 11: Extraccion del aceite esencial de Pimpinella anisum L.

“anis” por el método de destilacion por arrastre de vapor de agua.
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FOTO 12: Cepa bacteriana en estudio (Salmonella typhi ATCC 6539)
proporcionada por el MINSA-TACNA.

ESQUEMA 01: Técnica Kirby Bauer.
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FOTO 13, 14, 15, 16 y 17: Preparacion de discos de sensibilidad en medio
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Muieller Hinton.
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FOTO 18, 19y 20: Sensibilidad de Salmonella typhi ATCC 6539 frente al
aceite esencial puro de Pimpinella anisum L. “anis” por el método de

difusién en disco (Kirby Bauer).
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FOTO 21 y 22: Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de Salmonella

typhi ATCC 6539 frente al aceite esencial de Pimpinellaanisum L. “anis”.
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FOTO 23: Concentracion Minima Bactericida (CMB) de Salmonella typhi
ATCC 6539 frente al aceite esencial de Pimpinella anisum L. “anis”.
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FOTO 24 y 25: Informe del ensayo Fisico - Quimico al aceite

esencial de Pimpinella anisum L. (anis).
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