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RESUMEN

Objetivo: Determinacién de la actividad antibacteriana in vitro del aceite
esencial de Thymus vulgaris L. “Tomillo” frente a Porphyromonas gingivalis
ATCC 33277causante de gingivitis. Metodologia: Mediante el método de
difusion en disco (Kirby Bauer), se conocid el grado de sensibilidad en funcion al
tamafio del halo de inhibicion; por el método de dilucion en medio liquido se
encontrd la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y por difusiéon en agar se
encontrd6 la Concentracion Minima Bactericida (CMB) del aceite esencial.
Resultados: Se determiné que Porphyromonas gingivalis mostr6 ser muy
sensible al aceite esencial. La CMI para Porphyromonas gingivalis es 0,31
mg/ml y CMB es 0,37 mg/ml. Conclusién: El aceite esencial de Thymus
vulgaris L. “Tomillo” presenta actividad antibacteriana sobre Porphyromonas

gingivalis causante de gingivitis.

Palabras clave: Thymus vulgaris, aceite esencial, Porphyromonas gingivalis,

halo de inhibiciébn, CMI, CMB.



ABSTRACT

Objective: Determination of the in vitro antibacterial activity of the essential oil of
Thymus vulgaris L. "Thyme" against Porphyromonas gingivalis ATCC 33277
causante of gingivitis. Methodology: Using the disk diffusion method (Kirby
Bauer), it was learned the sensitivity according to the size of the zone of
inhibition, by the dilution method in liquid medium was found the minimum
inhibitory concentration (MIC) and broadcast agar met the minimum bactericidal
concentration (MBC) of the essential oil. Results: It was found that
Porphyromonas gingivalis was shown to be very sensitive to the essential oil.
The MIC Porphyromonas gingivalis is 0.31 mg / ml and MBC is 0.37 mg / ml.
Conclusion: The essential oil of Thymus vulgaris L. "Thyme" exhibits

antibacterial activity of Porphyromonas gingivalis causing gingivitis.

Keywords: Thymus vulgaris, essential oil, Porphyromonas gingivalis, inhibition

zone, MIC, MBC.



INTRODUCCION

Las plantas medicinales, como parte del legado de la Medicina Tradicional
Peruana, herencia de tiempos precolombinos, sigue siendo la primera instancia de
consulta y tratamiento en nuestro pais. Presenta una flora variada calculada
aproximadamente en 80, 000 especies, ya que contamos con 28 climas de los 32

existentes en el planeta, y 84 de las 103 zonas de vida reconocidas en la tierra.®

En el Perd, en 1989 se logré por Resolucién Ministerial aprobar el listado de
recursos terapéuticos vegetales para ser usado en los centros asistenciales del antes
Instituto Peruano de Seguridad Social (IPSS), hoy Seguro Social de Salud (ESSALUD),
sin embargo no logro el impacto necesario en los profesionales de la salud para su
utilizaciéon debido, entre muchas causas, al desconocimiento de la accién terapéutica
acompafada de una experiencia clinica confiable con un soporte de control toxicol6gico
de las plantas medicinales mencionadas que generé mucha desconfianza entre los

galenos.®®

El uso de las plantas medicinales y la medicina tradicional ha sido reconocido por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) que reconoce su importancia en los sistemas
de salud en muchos paises en vias de desarrollo, instando a los estados y miembros a
hacer estudios de las plantas medicinales utilizadas por los curanderos tradicionales y la
poblacion para determinar aquellos que tengan un efecto satisfactorio, de manera de

incluirlas en la Farmacopea Nacional. “®



La medicina tradicional tiene importancia por sus grandes aportes a la medicina
moderna, los pobladores dan solucién a muchos de los problemas de subsistencia y
conservacion de la salud fisica y mental, aplicando conocimientos adquiridos de sus
antepasados acerca de las plantas con actividad terapéutica. La abundancia y gran
diversidad de estas plantas en forma silvestre y su facil comercializaciéon por los bajos
costos que tienen, posibilitan su adquisicion por las personas mas necesitadas y para
sustituir a los medicamentos de sintesis de altos costos. Actualmente es material basico
para la formulacion de nuevas drogas o para formular modelos de compuestos

farmacolégicamente activos.™?

Las plantas medicinales han sido consideradas a través de los afios como el
origen o punto de partida del desarrollo de los medicamentos, ya que han contribuido
grandemente al descubrimiento de nuevas sustancias con actividad bioldgica y a la
produccién de fitofarmacos siendo muy peculiar su uso en forma de droga seca, extracto
acuoso o decoccion. Es la fuente de medicamentos mas econdmica y de mayor

disponibilidad para la mayoria de los paises.

Reportes de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) indican que el 80 % de
la poblacion mundial conoce de las ventajas y uso de la utilizacion de medicamentos
sobre plantas medicinales en la atencion primaria de salud, pero también indican que los
estudios existentes sobre dichas plantas son insuficientes para aceptar su uso de forma
masiva, por lo cual ha orientado protocolos cientificos para el desarrollo de fitofarmacos,
de manera que los ensayos farmacodinamicos y toxicolégicos siempre antecedan a la

experimentacion clinica. ¥



Una de estas plantas empleada con fines medicinales cuya siembra y cosecha
estan en proceso de estudio por parte de la Direccién Regional Sectorial de Agricultura
Tacna en la provincia de Tarata es el “Tomillo”, tradicionalmente utilizado en la medicina
popular como astringente, expectorante, digestivo, antihelmintico, antiespasmddico,
antitusigeno, antiséptico y antifingico. Propiedades farmacolégicas de los diferentes
extractos y aceites esenciales de tomillo fueron estudiados en detalle y trajo importantes
contribuciones a la industria (principalmente como aditivo para los alimentos) y los usos

medicinales de la planta. ®®

De hecho, en el siglo XIX y primera mitad del XX, cuando todavia no se conocian
los antibioticos, el tomillo era considerado como un eficaz desinfectante. Tiene actividad
antibacteriana frente a gérmenes gran positivos y gran negativos. Por su actividad
antiséptica, el tomillo también tiene interés como antiséptico de la cavidad bucofaringea,

asi como para el lavado de heridas. “®

El término aceite esencial, o esencia, presenta muchas dificultades cuando se
busca una definicion que generalice este concepto. Existen definiciones desde el punto
de vista quimico, botanico y desde una perspectiva industrial. Todas coinciden en
aspectos como su insolubilidad en agua, que pertenecen al metabolismo secundario de
las plantas, que estan formadas por varios compuestos quimicos de estructura

diferente y que en su composicion poseen algun terpenoide. ©®

La mayoria de los compuestos con actividad antibacteriana encontrados en
especies vegetales, son compuestos fendlicos, terpenos, alcoholes alifaticos, aldehidos,

cetonas, acidos e isoflavonoides; los cuales en su mayoria son identificados como

metabolitos secundarios, enzimas hidroliticas (glucanasas, citinasas) y proteinas. “®

3



Las enfermedades gingivales son una amplia familia de patologias diferentes y
complejas, que se encuentran confinadas a la encia y son el resultado de diferentes
etiologias. El interés por las alteraciones gingivales se basa no tanto en su gravedad,
sino en su enorme prevalencia entre la poblacién. Las enfermedades gingivales forman
un grupo heterogéneo, en el que se pueden ver problemas de indole exclusivamente
inflamatoria, pero también alteraciones de origen genético, traumatico o asociadas a
alteraciones sistémicas. La gingivitis es la primera forma de enfermedad periodontal y se
define como una condicion inflamatoria de los tejidos gingivales que estan alrededor del

diente.®?

Uno de los métodos preventivos del control de patologias dentales esta dirigido
al control de la formacion de la placa dental, para asi lograr reducir la presencia del
agente patégeno, por lo que se esta realizando estudios sobre sustancias naturales que

posean propiedades farmacoldgicas antibacterianas. (4

El uso de plantas con fines terapéuticos es de gran utilidad, ya que de ellas se
pueden obtener innumerables sustancias quimicas con propiedades especificas que
puedan ayudarnos a prevenir o tratar enfermedades, a partir de una fuente de materia
prima mas econdémica y natural y con pocos efectos adversos, que puedan ser mas

facilmente aceptados por la poblacion. ©®

La finalidad en la presente investigacion es conocer y demostrar cientificamente el efecto
antibacteriano in vitro del aceite esencial de Thymus vulgaris L. frente a la bacteria
patégena Porphyromonas gingivalis, contribuyendo a que se tenga referencia para

proyectos en el campo farmacéutico para el uso adecuado de plantas medicinales.



CAPITULO |

EL PROBLEMA

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los cuadros de inflamacidn gingival sin alteracién del periodonto subyacente se
detectan con elevada frecuencia entre la gente. Se establece que es visible en un
rango de 20-50%, variando segun la edad de los individuos, su sexo y su raza. La
gingivitis puede detectarse en un 50% de los individuos mayores de 19 afios, valor
que va disminuyendo conforme aumenta la edad. La presentan el 54% de los
individuos entre 19 y 44 afios, el 44% de los sujetos entre 45 y 64 afios y el 36% de

las personas de mas de 65 afios.

Solo el 15% de la poblacién de mas de 19 afios no presenta ningin tipo de
alteracion ni gingival ni periodontal, lo cual pone de manifiesto la trascendencia del

problema ante el que nos hallamos. #"*9

En nuestro medio es importante la realizacion del estudio etnomedicinal ya que
forma parte del acervo cultural de nuestra region, es decir, de conocimientos y
practicas que se han heredado de generacibn a generacién. Dentro de las
prioridades en investigacion en salud en el Perlu esta el encontrar alternativas que
promuevan o faciliten el acceso a la salud para todos en la costa, sierra y selva del

Perd. @



El tema de las plantas medicinales es un tema multidisciplinar, siendo necesaria
la actuacion conjunta de Quimicos, Médicos, Farmacéuticos, Bidlogos, Ingenieros
Agrénomos y Agricolas, Botanicos y Agricultores, los cuales son los profesionales
responsables de la seguridad, desde la produccién de la materia prima hasta su
consumo final para que los principios activos, producidos a partir de estas plantas

puedan ser usados con eficacia y sin riesgos de los consumidores. (“48)

Con el fin de intentar paliar esta problematica, se consideré en el presente
trabajo el uso del aceite esencial de Thymus vulgaris L. como un tratamiento

alternativo por su bajo costoy su eficacia demostrada en el presente trabajo.

1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢ El aceite esencial Thymus vulgaris L. “Tomillo” tendra actividad antibacteriana in

vitro frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 causante de la gingivitis?

1.3 JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

En la actualidad se estd dando una expansibn muy grande de las plantas
medicinales por diferentes razones o factores, como el alto coste de los
medicamentos sintéticos o la falta de acceso a los agentes quimioterapéuticos para
una gran parte de la poblacién. Es por ello que los consumidores prefieren consumir
cada vez mas productos de origen natural, principalmente por la falta de indicaciones

de los efectos colaterales que pueden producir los medicamentos sintéticos. @4



A nivel mundial cerca del 80% alun depende de la medicina herbolaria para
atenuar sus dolencias y enfermedades. El Perd no es ajeno a esta situacion, ya que
cuenta con una gran diversidad en su flora, donde habria alrededor de 80 mil
especies vegetales (20 % de las existentes en la tierra), y de las cuales solamente
2,000 se vienen empleando con fines curativos. Siendo necesario evaluar las

propiedades medicinales de estas plantas. ©*

El interés por las alteraciones gingivales se basa no tanto en su gravedad, sino
en su enorme prevalencia entre la poblacion. Porphyromonas gingivalis es el
patégeno que esta presente en diversas formas de patologias periodontales. Sus
multiples factores de virulencia la hacen sumamente agresiva. La presentan el 54%
de los individuos entre 19 y 44 afios, el 44% de los sujetos entre 45 y 64 afios y el
36% de las personas de mas de 65 afios. Los indices de gingivitis en hombres son

un 10% mayor que en mujeres, independientemente de la edad. ¢2“9

El Thymus vulgaris L. “tomillo” se constituye en una de las especies vegetales
utiles del sector altoandino; pero debido al desconocimiento de la poblacion sobre los
beneficios de esta planta medicinal es necesario investigar este recurso, para

apreciar su utilizacion con fines terapéuticos para beneficio de nuestra poblacion.

1.4 OBJETIVOS
1.4.1 OBJETIVO GENERAL

- Determinar la actividad antibacteriana in vitro del aceite esencial
Thymus vulgaris L. (Tomillo) frente a Porphyromonas gingivalis

ATCC 33277.



1.4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Extraer aceite esencial de hojas, tallos y flores de Thymus vulgaris
L. por arrastre a vapor.

- Evaluar in vitro la actividad antibacteriana del aceite esencial de
Thymus vulgaris L. “tomillo”, por la técnica del antibiograma de Kirby-
Bauer.

- Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial
de Thymus vulgaris L. frente a Porphyromonas gingivalis ATCC
33277.

- Determinar la concentracibn minima bactericida (CMB) del aceite
esencial de Thymus vulgaris L. frente a Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277.

- Relacionar el efecto del aceite esencial de Thymus vulgaris L. frente a

la bacteria de prueba con su composicion fitoquimica.

1.5 HIPOTESIS

El aceite esencial de Thymus vulgaris L. “Tomillo” tiene actividad antibacteriana

in vitro frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 causante de gingivitis.

1.6 DETERMINACION DE VARIABLES

1.6.1 Tipos de variables

Variable independiente: Actividad antibacteriana del aceite esencial de

Thymus vulgaris L. “Tomillo”.



Variable dependiente:

gingivalis ATCC 33277).

Bacteria patégena (cepa de Porphyromonas

1.7 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES E INDICADORES

VARIABLE DEFINICION DIMENSION INDICADOR ESCALA
Diametro de

VARIABLE Capacidad del Cuantitativa halo de Medido en mm.

INDEPENDIEN aceite esencial inhibicion
TE de Thymus
Actividad vulgaris L. Nula (-)
antibacteriana T‘?rT"”O" de Dl";mlet:jo de Sensible (+)
del aceite '”h"?"_ el . ;S .('a
esencial de | Crecimiento Cualitativa Ig : ,ICI(lm Muy Sensible
Thymus bacteriano que (Segun las (+4)
vulgaris L | se desarrolla en pautas de
“Tomillo” un medio dado. Duraffourd) Sumamente
sensible (+++)
Especie
bacteriana que

VARIABLE desempefia un Cepa ATCC

DEPENDIENTE papel 33277 Crecimiento Turbidez
d ; bacteriano de la

Porphyromona preponderante Porphyromona | cepa. UFC

s gingivalis. en el desarrollo s gingivalis.

de infecciones
bucales.




CAPITULO Il
MARCO TEORICO
2.1 ANTECEDENTES

Es ampliamente conocida la utilizacion empirica de las plantas como agentes de
la salud en mltiples culturas del mundo transmitidas a través de generaciones. Este
saber tradicional se ha ido perfeccionando a lo largo del tiempo, tamizado por el
rigor cientifico de ensayos quimicos, farmacolégicos, toxicolégicos y clinicos que
busca los principios activos para explicar en forma racional el uso terapéutico de

una planta y que permite ademas la vigencia de su empleo. @4

La fitoterapia es el nombre que se aplica al uso medicinal de las plantas. A
principio de este siglo, el desarrollo de la quimica y el descubrimiento de complejos
procesos de sintesis organica desembocaron en la puesta en marcha, por parte de
la industria farmacéutica, de una nueva produccion de medicamentos. Para la
fabricacién de muchos de ellos utilizaron los principios activos de determinadas

plantas medicinales. ®

En diversas investigaciones a nivel mundial se han establecido que muchas
plantas aroméaticas poseen actividad antibacteriana, antimicética, antiparasitaria,

antiviral e inclusive con efectos insecticidas sobre ciertos mosquitos.

Se evalud el efecto bactericida de extractos acuosos de canela, clavo, laurel y
tomillo, sobre cepas de Escherichia coli, Salmonella spp., Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus y Bacillus cereus. El extracto de canela

mostro un amplio espectro de accion, al detener el crecimiento de todas las



bacterias ensayadas. Los demas extractos, demostraron accion inhibitoria sobre
algunas cepas bacterianas. En este estudio, también se observo la diferencia en la
sensibilidad frente a los extractos, entre las cepas gram negativas y gram

positivas. %

Se evalud la actividad antimicrobiana in vitro de una mezcla de dos aceites
esenciales y timol frente a Paenibacillus larvae, agente causal de la enfermedad
Loque americana, que afecta a las abejas. Los aceites esenciales utilizados fueron
canela (Cinnamomum zeylanicum) y tomillo (Thymus vulgaris), con el agregado
de timol, componente mayoritario del tomillo presente en un 39,9%. Los parametros
medidos fueron la concentracion inhibitoria minima (CIM) en caldo Muller-Hinton,
mediante dilucién seriada, y la concentracion bactericida minima (CBM) en agar
MYPGP. El aceite esencial de tomillo registré valores de CIM entre 150 y 250 mg/ml,
y de CBM entre 200 y 300 mg/ml, mientras que para el aceite esencial de canela los
valores de CIM y de CBM obtenidos fueron 50 a 100 mg/ml y 100 a 125 mg/ml,
respectivamente. El timol present6 valores de CIM y de CBM similares, de 100 a
150 mg/ml. No se detectaron diferencias significativas entre las cepas bacterianas
estudiadas, pero si entre la actividad de los aceites esenciales y la del timol
(P<0,01). Un efecto inhibitorio sinérgico frente a Lo que americana, evidenciado en
la reduccién de la CIM y de la CBM, fue obtenido mediante la utilizacion de una
mezcla de 62,5% de aceite esencial de tomillo, 12,5% de aceite esencial de canela

y 25% de timol. (22)

Se evalud la actividad antibacteriana frente a Clostridium perfringens (cepa
ATCC: 13124) por el método de Kirby Bauer en agar SPS de los aceites esenciales

0 extractos vegetales obtenidos con solventes organicos de diferente polaridad a

11



partir de Allium sativum (ajo), Coriandrum sativum (cilantro), Eugenia
Caryophyllata (clavo de olor), Origanum vulgare (orégano), Rosmarinus
officinalis (romero) y Thymus vulgaris (tomillo), utilizando la vancomicina como
control. Los extractos obtenidos por el método de lixiviacion de O. vulgare y T.
vulgaris no presentaron inhibicion para este microorganismo; los demas extractos
vegetales si la presentaron, obteniéndose concentraciones bacteriostaticas minimas
que oscilaron entre 16 y 63 ul/ml. El extracto etandlico y el aceite esencial de E.
caryophyllata fueron los que presentaron una menor concentracion inhibitoria
minima (250 pl/ml). Se observan variaciones importantes en la capacidad de
inhibicion de dichos extractos con respecto a estudios realizados por otros grupos
de investigaciéon en el mundo, pocos de ellos utlizaron a Clostridium

perfringens. ¥

La investigacion de la actividad antibacteriana “in vitro” de los extractos de
Romero y Tomillo frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella
typhimurium ATCC 14028, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Candida
albicans ATCC 10231 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 se realizé en los
laboratorios de Fitoquimica y Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Escuela
Politécnica Superior de Chimborazo-Ecuador. Para el efecto se obtuvo los extractos
por maceracion de las hojas y tallos en un balén aforado con hexano y alcohol —
agua luego se realizé el control de calidad y se evaporo el solvente a bafio maria.
Posteriormente se uso tres concentraciones diferentes y la mezcla de los extractos
blandos frente a las distintas bacterias y se comprobd sus propiedades
antimicrobianas utilizando el método de Mitscher el cual consiste en la
determinacién del crecimiento de los microorganismos en presencia de

concentraciones crecientes del antimicrobiano en este caso los extractos, que se
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encuentran diluidos en el medio de cultivo. Luego de 24 y 48 horas de incubacién;
se observé que los extractos de ambas plantas presentan actividad antibacteriana
destacandose la mezcla de los extractos hexanicos a concentraciones de 10000 y
1000 ug /ml frente a Staphylococcus aureus, Candida albicans y Pseudomonas
aeruginosa debido a los componentes fendélicos como el timol, carvacrol y cineol
presentes en el aceite esencial por lo que se recomienda la utilizacion de la mezcla
de los extractos de Romero y Tomillo en infecciones causadas por bacterias y

hongos. ¥

La antracnosis del tomate de arbol, ocasionada por el hongo Colletotrichum
acutatum, es la enfermedad mas importante de este cultivo en Colombia por su
amplia distribucién y las pérdidas que ocasiona. En el presente trabajo se evalla la
actividad antifungica contra la especie C. acutatum de los aceites esenciales (AE)
de tomillo (Thymus wvulgaris), limoncillo (Cymbopogon citratus), y sus
componentes mayoritarios, timol y citral. Los resultados demuestran que el timol a
125 mg/L y el citral a 300 mg/L inhiben el crecimiento micelial completamente
durante once dias de incubacion. La germinacion de las esporas se evita en un
100% con el AE de limoncillo a 350 y 400 mg/L, timol a 100 y 125 mg/L, y citral a
250 y 300 mg/L, después de un periodo de doce horas. Adicionalmente, el timol a
125 mg/L vy el citral a 300 mg/L inhiben completamente la esporulacion y el AE de
tomillo a 350 mg/L la permite en baja extensién. Las evaluaciones de fitotoxicidad
revelan que la aplicacién de gotas localizadas sobre la superficie foliar de Solanum
betacea, a concentraciones entre 150 y 5000 mg/L, no ocasionan ningun dafio
aparente. Asimismo, la aspersién foliar completa y sistematica cada 2 dias, durante

2 meses continuos con concentraciones de 1500 mg/L de los materiales, no
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produce ningun sintoma de marchitamiento, deterioro del crecimiento o alteracion

del desarrollo general de las plantas. ?

El Instituto de Odontologia determiné el efecto antibacteriano del aceite esencial
de O. vulgare sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212 con un CMI de 3 mg/ml y

Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 con CMI de 5 mg/ml. Y

Villareal, trabajé determinando el efecto antibacteriano del aceite esencial de
Croton lechleri "sangre de grado" encontrando que la concentracion minima
bactericida (CMB) fue de 4 mg/ml para E. faecalis ATCC 29212 y de 7 mg/ml para

P. gingivalis. ©®®

Araujo, trabajo con el aceite esencial de Schinus molle "molle" demostrando
que ejerce un efecto inhibitorio del crecimiento tanto para P. gingivalis ATCC

33277 (MIC de 4 mg/ml) y como de E. faecalis ATCC 29212 (MIC de 2 mg/ml). ©

2.2 BASES TEORICAS
2.2.1 ACEITES ESENCIALES
2.2.1.1 DEFINICION

Los aceites esenciales son compuestos vegetales que debido a su
consistencia son muy volatiles y de olor intenso. Se incluyen dentro de este
grupo solamente aquellas especies de plantas medicinales que las contienen

en concentraciones elevadas, entre 0,1y 10 %. “”

Los aceites esenciales son mezclas de varias sustancias quimicas
biosintetizadas por las plantas, que dan el aroma caracteristico a algunas
flores, arboles, semillas y a ciertos extractos de origen animal (almizcle,

civeta, ambar gris). Se trata de productos quimicos intensamente aromaticos,
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no grasos (por lo que no se enrancian), volatiles (se evaporan rapidamente) y
livianos (poco densos). Son insolubles en agua, levemente solubles en
vinagre, y solubles en alcohol, grasas, ceras y aceites vegetales. Se oxidan
por exposicion al aire. El término aceite esencial se aplica también a las
sustancias sintéticas similares preparadas a partir del alquitran de hulla, y a
las sustancias semisintéticas preparadas a partir de los aceites naturales

esenciales. ®?

Los aceites esenciales son llamados asi por ser constituyentes
odoriferos o aceites de una planta, la palabra esencial deriva del latin “quinta
essentia”, que significa quinto elemento, propuesto por Paracelso, quien

pensaba que esta era el elemento efectivo en una preparacién médica. (24)

Son ligeramente volatiles y la mayoria de ellos tienen un olor
caracteristico, a veces aromatico. Son apenas solubles en el agua, pero se
volatilizan facilmente con vapor de agua. Proporcionan efectos estimulantes
en la piel y mucosas, son expectorantes y laxantes, asi pues todas las plantas
gue contienen aceites esenciales suelen utilizarse en las enfermedades de
boca y garganta, aunque también sirven de ténicos digestivos y estimulantes

del apetito, y se emplea también como condimento. “* “®

Concepto moderno de aceites esenciales

Los aceites esenciales son los aditivos naturales que mas interés han
generado en los dltimos afos en la industria de los alimentos ya que ofrecen
una alternativa antimicrobiana y antioxidante que puede garantizar la

seguridad e inocuidad de los alimentos en donde se adicionen sin riesgo de
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contaminar el entorno. Los estudio in vitro e in situ reportados en frutas,
hortalizas, productos carnicol y lacticos indican que se requieren muy bajas

concentraciones para lograr un efecto bioconservador. @

Los aceites esenciales son mezclas de lipidos o grasas de bajo peso
molecular muy hidrofébicas, con excepcion de los nitrogenados y azufrados;
generalmente son menos densas que el agua, y confieren las notas
caracteristicas de sabor y aroma de la fuente vegetal o cultivo celular de
donde provienen. Normalmente se extraen de diversas partes de las plantas
(flores, frutas, yemas, hojas, raices, bulbos, semillas, cortezas, hierbas y
madera), son importantes en la industria cosmética (perfumes vy
aromatizantes), de alimentos (condimentos y saborizantes) y farmacéutica.
En condiciones ambientales, son liquidos menos densos que el agua, pero
mas viscosos que ella, no solidifican a -20°C. Son poco solubles en etanol;
son muy solubles en cloroformo y en aceites fijos 0 no volatiles como el aceite
de oliva, e insolubles en agua, se pueden clasificar quimicamente en cuatro
grupos: los terpenos o hidratos de carbono de formula general (CsHg)n como
el limoneno (l); derivados oxigenados de los terpenos como el citral (ll);
compuestos aromaticos que contienen una estructura benzoica como el
eugenol (Ill) y compuestos que contienen azufre y/o nitrégeno como los

isotiocianatos y s6lo azufre como el dialil disulfuro (1v) “®

En un aceite esencial pueden encontrarse hidrocarburos aliciclicos y
aromaticos, asi como sus derivados oxigenados; alcoholes, aldehidos,
cetonas, ésteres, sustancias azufradas y nitrogenadas. Los compuestos mas
frecuentes derivan biolégicamente del acido mevalonico; se les catalogan
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como monoterpenoides y sesquiterpenoides. Las propiedades fisico-quimicas
de los aceites esenciales 0 esencias son muy diversas, puesto que el grupo
engloba muchas sustancias muy heterogéneas, de las que en la esencia de
una planta, practicamente puede encontrarse sélo una o mas de 30

compuestos.(24)

Debido a su aspecto oleoso y a la capacidad de evaporarse cuando
se exponen al aire a temperatura ambiente, se denominan también aceites
volatiles. Por lo general, reciben el nombre de la especie de la que proceden,
como aceite esencial de tomillo, aceite esencial de salvia, aceite esencial de

mufia, aceite esencial de orégano, aceite esencial de eucalipto, etc.

Pese a las diferencias de composicion entre los distintos aceites
esenciales se pueden afirmar que presentan una serie de propiedades fisicas
comunes: son liquidas a temperatura ambiente, volétiles y arrastrables en
corrientes de vapor de agua y practicamente inmiscibles con la misma. Los
aceites esenciales son lipofilicos y solubles en disolvente organicos apolares
(hexano, éter etilico, etc). Presentan indices de refraccién elevados y muchos
de ellos son dptimamente activos. Los valores del poder rotatorio pueden ser

considerados como elementos de alto valor diagndstico.

Se oxidan con facilidad y polimerizan dando productos resinosos. La
densidad de los aceites esenciales suele ser inferior a la del agua,
constituyendo una excepcién los obtenidos a partir de la "canela”, el "clavo de

olor" y el "sasafras", cuya densidad es superior a la unidad.
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Todos ellos poseen olor caracteristico, raramente son coloreados,
salvo algunas excepciones, como el aceite esencial de "manzanilla", de

intenso color azul, debido a su contenido en camazuelo. S

2.2.1.2 PROPIEDADES DE LOS ACEITES ESENCIALES

Color: Casi todos los aceites esenciales son incoloros en estado puro y

frescos; ante la exposicion al aire adquieren diversos colores.

Olor: EIl olor de los aceites volatiles es muy variable es su propiedad mas

caracteristica. El olor de un aceite es muy sensible ante la exposicion al aire.

Sabor: Son tan variables como sus olores. Algunos tan dulces, otros tienen

sabores suaves, picantes, acidos, causticos o ardientes.

Densidad: La densidad de los aceites esenciales varia (entre 0.842 y 1.172

g/ml); casi todos son mas livianos que el agua.

Deterioro: La exposicién a la luz y al aire deteriora la calidad y destruyen la
fragancia de los aceites esenciales. Se deben conservar en botellas de color

ambar bien llenas, tapadas y colocadas en lugar fresco.

Solubilidad: Son solubles a solventes organicos como alcohol, el éter, el

cloroformo, el benceno y muchos otros. %

2.2.1.3 LOCALIZACION Y DISTRIBUCION
El aceite esencial se encuentra almacenado en glandulas aceitosas,
venas, sacos de aceite, o cabellos glandulares de diferentes partes en la

plantas. ©
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Tras su produccién, los aceites se almacenan en distintos 6rganos de la
planta. Asi, en la raiz y rizomas encontramos el aceite de cUrcuma y jengibre:
del fruto se obtiene el aceite de anis, hinojo y enebro y de la semilla la
mostaza. Los aceites esenciales se caracterizan por ser una mezcla compleja
de varios compuestos de aromas volatiles pertenecientes a diferentes clases
de la quimica organica: hidrocarburos (compuestos terpenicos), alcoholes,
aldehidos, cetonas, esteres, éteres y fenoles. Obteniéndose de la canela
(cinamaldehido), clavo (eugenol), orégano (carvacrol), eucalipto (cineol) y

tomillo (timol) entre otros. ©%

Aunque todos los érganos de una misma especie vegetal, pueden
contener aceite esencial, la cantidad de éste puede variar segun su
localizacién, se encuentran en las flores, en hojas y en menor proporciéon en

raices, rizoma, lefios, cortezas, frutos o semillas. ©

Los aceites esenciales suelen encontrarse en estructuras secretoras
especializadas tales como pelos glandulosos (Laminaceas), canales
secretores (Asteraceas), canales isigenos o esquizogénicos (Rutaceas),
células modificadas del parénquima (piperaceas) que en términos generales

se localizan en la superficie del vegetal o cerca de la misma. ¥

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
orgénicas de ahi su volatilidad del grupo de los terpenoides, cuya molécula

unitaria con cinco atomos de carbono es el isopropeno. Sélo se unen dos,
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tres, o raramente mas, pero al estar modificadas en sus funciones quimicas
las combinaciones son numerosas. Un aceite esencial suele poseer de diez a
quince componentes principales y otros tantos muy escasos o trazas. El
namero y tipo de componentes, asi como sus proporciones, pueden
experimentar importantes cambios dentro de una misma especie botanica,
sea por razones ecolégicas (luz, temperatura, altitud), agrondémicas (época de

siega, abonado) o puramente genéticas. ?¥

2.2.1.4 FUNCION 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 polinizacion; o

como repelente para los insectos dafiinos. ¢*

2.2.1.5 COMPOSICION QUIMICA DE LOS ACEITES ESENCIALES

Los constituyentes de los aceites esenciales principalmente son
terpenoides. Los compuestos terpénicos proceden de la condensacion del
isopropeno y pueden o no tener oxigeno. Los que carecen de oxigeno son
hidrocarburos: monoterpenos y sesquiterpenos. Que pueden ser aromaticos y
alifaticos. Esta estimado que hay mas de 1000 estructuras de monoterpenos
y 3000 sesquiterpenos. Compuestos oxigenados derivados de estos
hidrocarburos son terpenos funcionarizados con funcion alcohol, fenol,
aldehido, cetona, éter o perdxido. Otros componentes pocos frecuentes en
los aceites esenciales: compuestos alifaticos y aromaticos no terpenoides,

como fenil propanoides, compuestos nitrogenados y azufrados. (59)
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La volatilidad y el marcado olor de los aceites esenciales, constituyen los
elementos de la comunicacion quimica en la polinizacién y en la dispersion de
las diasporas. A menudo, constituyen un medio de defensa frente a
depredadores (microorganismos, hongos, insectos, herbivoros); estas
acciones se facilitan por la localizacién periférica de los efectos secretores. ©)

Los monoterpenos y sesquiterpenos de 10 y 15 atomos de carbonos
derivados de geranilpirofosfato (GPP) vy farnesilpirofosfato (FPP)
respectivamente. De acuerdo con su estructura se les clasifica segun el

ndmero de ciclos como aciclicos, monociclicos, biciclicos, etc. @9

a) Monoterpenos

Los terpenos de funcién aldehidos se hallan distribuidos ampliamente en
las plantas especialmente valiosas por sus propiedades aromaticas y
considerdndose un indice de calidad en el valor de los aceites esenciales,
muchos de los monoterpenos experimentan cierre de anillo produciendo
acidos ciclicos insaturados. Los principales monoterpenos responsables del

aroma son alcoholes y aldehidos.

b) Sesquiterpenos

Los sesquiterpenos tienen propiedades débiles y son menos volétiles,
tienen una densidad aproximada de 0.9 g/ml, su viscosidad es mayor que la

de los monoterpenos.
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Serie aromatica

a) Fenilpropanos

Los fenilpropanos son sustancias naturales ampliamente distribuidas en
los vegetales caracterizados por un anillo aromatico unido a una cadena de 3

carbonos y derivados biosintéticamente del acido shikimico. ¢”

2.2.1.6 EXTRACCION DE LOS ACEITES ESENCIALES

Expresidn del pericarpio: Una bandeja con pinchos, en cuya parte inferior
hay un canal para recoger el aceite esencial. Se emplea para citricos sobre

todo.

Disolucion en grasa (enfleurage): Los aceites son solubles en grasas y
alcoholes de alto %. Sobre una capa de vidrio se coloca una fina pelicula de
grasa y sobre ella los pétalos de flores extendidas. La esencia pasa a la
grasa, asi hasta saturacién de la grasa. Posteriormente con alcohol de 70°, se
extrae el aceite esencial. Se emplea para flores con bajo contenido en

esencias pero muy preciadas (azahar, rosa, violeta, jazmin).

Extraccion con disolventes organicos: Que penetran en la materia vegetal
y disuelven las sustancias, que son evaporadas y concentradas a baja
temperatura. Después, se elimina el disolvente, obteniendo la fraccién
deseada. La seleccion del disolvente pretende que sea capaz de disolver
rapidamente todos los principios y la menor cantidad de materia inerte, que

tenga un punto de ebullicion bajo y uniforme que permita eliminarlo
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rapidamente, pero evitando pérdidas por evaporacién, quimicamente inerte,
para no reaccionar con los componentes de los aceites, no inflamable y
barato. Este disolvente ideal no existe, y los mas empleados son el éter de
petroleo, con punto de ebullicion de 30 a 70 °C, que se evapora facilmente y
es inflamable, benceno, que disuelve también ceras y pigmentos, y alcohol,
gue es soluble en agua. Se emplea cuando hay componentes de peso

molecular elevado que no son lo suficientemente volatiles.

Extraccidon con gases en condiciones supercriticas: Se emplean gases,
principalmente CO2, a presion y temperatura superiores a su punto critico. En
esas condiciones se obtienen buenos rendimientos y se evitan alteraciones
de los componentes de la esencia. La infraestructura necesaria es cara, pero
tiene sus ventajas, como la facil y rapida eliminacion del gas extractor por
descompresién, la ausencia de residuos de disolventes y que los gases no

resultan caros. ©®®

2.2.1.7 DESTILACION POR ARRASTRE DE VAPOR

Las plantas se colocan sobre un fondo perforado o criba ubicado a cierta
distancia del fondo de un tanque llamado alambique. La parte mas baja de
esta contiene agua hasta una altura algo menor que el nivel de la criba. El
calentamiento se produce con vapor saturado que se provee de una fuente de
calor que compone el equipo, fluye mojado y a presidn baja, penetrando a
través del material vegetal. Los componentes se volatilizan, y condensan en
un refrigerante, siendo recogidos en un vaso florentino, donde se separa el
agua del aceite por diferencia de densidad. ©
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2.2.1.8 USOS DE LOS ACEITES ESENCIALES

La diversidad de componentes terpenoides dotados de actividad
antimicrobiana que forma parte de los aceites esenciales contribuye a que se
muestren activos frente a bacterias patégenas variadas e incluso frente a
distintos hongos responsables de la aparicion de micosis, presentando en
conjunto un amplio espectro de actuacidon. Se ha sugerido la posibilidad de
gue los aceites esenciales inhiban con mas facilidad a los microorganismos

Gram positivos que a los Gram negativos.

Los aceites esenciales destacan debido a sus propiedades
antimicrobianas, que determinan su empleo al exterior en el tratamiento de
llagas, ulceraciones, abscesos, infecciones, etc. Entre los aceites esenciales
mas utilizados con esta finalidad se encuentran el "tomillo”, "laurel", "lavanda”,
"romero”. Especialmente merece mencionar la esencia de clavo de olor, y del
orégano. Los aceites esenciales también son ampliamente usados, en el
tratamiento de procesos infecciosos respiratorios y urinarios. Ello se debe a
gue un numero elevado de aceites esenciales, cualquiera sea su via de
administracion (oral, rectal, cutanea) es eliminado por via pulmonar, asi como
renal. "

Los aceites esenciales se utilizan por via interna con fines terapéuticos:
actlan sobre afecciones virales, destruyen los microbios, los hongos, las
toxinas infecciosas; y, por via externa para un tratamiento de belleza integral
(cara, cuerpo, cabello). Pasan muy facilmente a través de la piel, atraviesan

las diferentes capas para reunir el flujo sanguineo, en unos veinte minutos
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aproximadamente, y actdan en profundidad en el organismo. Penetran
también por la via respiratoria: inhalar su perfume proporciona un bienestar

profundo.

Su potencia es tal que no se utilizan puros sobre la piel; algunos pueden
provocar quemaduras. Ricos en vitaminas y en acidos grasos insaturados,
hidratan y nutren la piel en profundidad, y permiten la penetraciéon de los

activos benéficos de los aceites esenciales en la epidermis y la dermis.

Industria alimentaria: Se emplean para condimentar carnes preparadas,
embutidos, etc. También son utilizados en la preparacion de alcohdlicas y no

alcohdlicas especialmente refrescos.

Desodorantes industriales: Para disminuir el olor desagradable de algunos
productos industriales como el caucho, los plasticos y las pinturas. En
papeleria para impregnar fragancias a cuadernos, tarjetas, papel higiénicos,

toallas faciales.

Industria de cosméticos: En la produccién de cosméticos, colonias,

jabones, perfumes y maquillaje.

Industria Tabacalera: Demanda mentol para los cigarrillos mentolados.

Industria Farmacéutica: Se usan en cremas dentales, inhalantes para
descongestionar las vias respiratorias. Son utilizados en neutralizantes de

sabor desagradable de muchos medicamentos. (25)
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2.2.2 THYMUS VULGARIS L. (TOMILLO)

2.2.2.1 HABITAT Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA

Es originario del Mediterraneo. Crece desde el norte de Africa a Asia
menor, zona meridional de Europa. Es muy abundante en Espafa. Es uno de
los condimentos de la cocina europea y del Medio Oriente. Crece tanto en

zonas frias como aridas. Existen cientos de variedades. “®

El tomillo se multiplica a partir de las semillas sembradas a comienzos de
abril; estas semillas tardan 2 a 4 semanas en germinar. Se encuentra en
laderas expuestas al sol, en suelos calcareos cubiertos de matorral, en tierras
arcillosas, terrenos pedregosos, etc. Vive desde el nivel del mar hasta los

2000 m.s.n.m. “®

El tomillo crece en la peninsula ibérica, colonizan el sur centro y este.
Los tomillares aparecen formando grandes matorrales en la parte occidental
de Catalufia y bajo Aragén. Por sus propiedades medicinales en el Siglo XVI

su cultivo se extendié por Alemania. ©®

Ademas de las zonas colonizadas espontaneamente por este género, se
han introducido poblaciones, que ahora crecen en estado silvestre, en
Estados Unidos, Canad4, Chile, Australia o Nueva Zelanda, lo que amplia su

area de distribucion. “°

2.2.2.2 DESCRIPCION GENERAL

El género Thymus pertenece a la familia de las labiadas, es de clima
templado y originario de los paises de la cuenca mediterranea occidental.

Crece sobre suelos secos y soleados vy resiste bien las heladas y sequias.
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Presenta una gran diversificacion en subespecies y la Peninsula Ibérica es

una de las zonas mas ricas en cuanto al numero y de mayor endemicidad.

Se trata de una planta aromatica (su nombre genérico proviene del
verbo griego Thym, en alusion a su intenso y agradable aroma), vivaz,
lefiosa, de 10-40 cm de altura y muy ramificada. Las hojas, de 3-8 mm, son
lineares, oblongas, sentadas o brevemente pediculadas, opuestas,
tomentosas, sin cilios, con el peciolo 0 sus margenes revueltos hacia abajo y
blanquecinas por su envés. Las flores son axilares y estan agrupadas en la
extremidad de las ramas, formando una especie de capitulo terminal, a veces
con inflorescencia interrumpida. Las bracteas son verde-grisaceas, el céliz,
algo giboso, con pelos duros, con tres dientes en el labio superior, cortos, casi
iguales y dos en el inferior, muy agudos, mas largos, con pelos en sus bordes
y de color rojizo. La corola, un poco mas larga que el caliz, con el labio
superior erguido y el inferior trilobulado y de color blanquecino o rosado. Los
4 estambres sobresalen de la corola y el fruto es un tetraquenio, lampifio, de

color marrén.

Es una especie muy variable, tanto en su fenologia como en la
composicién quimica de su aceite esencial, en el que ya se han detectado 7
quimiotipos. Esto ha dado lugar a confusiones taxonémicas en este género,
ya que se han considerado como especies distintas a sus variedades o

ecotipos. ©®
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2.2.2.3 CLASIFICACION TAXONOMICA

Reino: Plantae

Divisidn: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Lamiales

Familia: Lamiaceae

Subfamilia: Nepetoideae

Tribu: Mentheae

Género: Thymus

Especie: Thymus vulgaris L.

Nombres populares: Tomillo, Tomillo comun, Tomello,

Estremoncillo.®Y

Tremoncillo,

2.2.2.4 COMPOSICION QUIMICA DEL ACEITE ESENCIAL DE THYMUS

VULGARIS L.

Estudios fotoquimicos investigaron la composicion del aceite esencial

del tomillo (Figura 01) (ECHEVERRIGARAY et al.,, 2001; HUDAIB et al.,

2002). El timol es el compuesto mayoritario en la composicion quimica del

aceite esencial del tomillo, seguido por el carvacrol, segun lo descrito por

varios autores (OZCAN & CHALCHAT, 2004; PORTE & GODOY, 2008;

HAJIMEHDIPOOR et al., 2010; LISI et al., 2011).
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Por su relacién con la actividad de la droga, destacan el aceite esencial y
los polifenoles, particularmente los flavonoides. El aceite esencial (1,0-2,5%)
esta constituido principalmente por fenoles monoterpénicos, como timol
(hasta un 70%), carvacrol (hasta un 65%), p-cimeno, gammaterpineno,
limoneno, borneol y linalol. No obstante, se ha de tener en cuenta que la
composicion del aceite esencial es variable segin la época y lugar de la
cosecha, ademas de la bien conocida existencia de diferentes quimiétipos, de

T. vulgaris.

La droga contiene también heterésidos monoterpénicos, ya que una
pequefia parte del timol y carvacrol se halla en forma de glucésidos o
galactosidos. Por este motivo, la Farmacopea Francesa exige que la esencia
tenga un minimo del 30% de fenoles totales. Entre ellos, los principales son el

timol y el carvacrol.

El farmaco también contiene flavonoides, como luteolina, apigenina,
naringenina, eriodictol, cirsilineol, salvigenina, cirsimaritina, timonina y
timusina, entre otros.

Otros componentes también destacables son los acidos fendlicos derivados
del acido cindmico (acidos cafeico y rosmarinico), triterpenos (acidos ursoélico

y oleandlico), saponinas, taninos y un principio amargo (serpilina). ©*
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Determinacién Cuantitativa de metabolitos

secundarios (%)

Cromatografia gaseosa con deteccion de masas,
método de cuantificacién, por normalizacién interna

(area)

(+) -4-Carene (2,88 %)

Benzene, 1-methyl-3-(1-methylethyl)- (24,87 %)

1,4 —Cyclohexadiene,
(25,96 %)

1-methyl-4-(1-methylethyl)-

Cyclohexanol, 1-methyl-4-(1-methylethenyl)- (1,69 %)

Linalool, methyl ether (2,87 %)

Thymol (36,50 %)

Phenol, 2-methyl-5-(1-methylethyl)-Karvacrol (1,55 %)

Caryophyllene (3,69 %)

Fuente: Informe de ensayo N° ANA12J12.000614B-Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad,

Facultad de Ciencias Farmacéuticas, Bioquimicas y Biotecnolédgicas, Universidad Catdlica de

Santa Maria.
% -CHOH JQDH /Jﬁ
' o
L e
P . P . PN
1.8Cineol Geraniol Linalal w-Tempineal
fl“‘ LY
’J\OH =
OH
~ e N
trans-Tuyan<d-al [ Tempinend-ol Timal Carvacrol
(= frans-Sabineno-hidrato)
Figura 1. Quimiotipos de Thymus vulgaris
atendiendo a la comnosicién de su aceite esencial.
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Espasmolitico (timol y carvacrol del aceite esencial), que inhiben la
disponibilidad del calcio; Antitusigeno; Antiséptico; Antibacteriano, antifingico,
antivirico; antihelmintico, especialmente activo frente al Ancilostoma
duodenal; carminativo y eupéptico (aceite esencial, principio amargo);
colagogo (aceite esencial); Antirradicales (flavonoides, acidos fendlicos);
Digestivo, estimulante del apetito, cicatrizante, expectorante, mucolitico,
astringente suave, diaforético, tonificante, vulnerario, alivia laringitis, gastritis,
diarrea, urinarios, hepaticos. Contra ataques de tos, trastornos de garganta e
infecciones bucales (antiséptico); regulariza y alivia trastornos menstruales,

se lo emplea contra la sarna y los piojos, es repelente de insectos. 35)

2.2.2.5 PROPIEDADES MEDICINALES

Actividad antiespasmodica y expectorante

El tomillo presenta actividad espasmolitica en las vias respiratorias y
ejerce un efecto relajante del misculo liso bronquial que justifica su uso como
antitusivo. La accién antiespasmoédica se debe al timol y al carvacrol del
aceite esencial, que se cree tienen la capacidad de inhibir la disponibilidad del
calcio, con lo que podrian bloguear la conduccién nerviosa. Por otro lado, se
ha comprobado que la accién de los flavonoides derivados del luteolol
potencia la accion espasmolitica de los fenoles, actuando sobre todo en la
traquea, gracias a una inhibicion de la fosfodiesterasa, seguida de un
incremento del nivel intracelular del AMPc. De hecho, estos flavonoides
serian los principales causantes de la actividad de los extractos fluidos de

tomillo, cuyo contenido en timol y carvacrol suele ser muy bajo.
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El tomillo presenta ademas una actividad expectorante, gracias a que su
aceite esencial aumenta la actividad de los cilios bronquiales, a la vez que por
un efecto irritante aumenta la produccion de secrecion bronquioalveolar.

Esto causa una fluidificacién de las secreciones bronquiales y favorece su

eliminacion.

Actividad antiséptica

La esencia de tomillo tiene un efecto antiséptico superior al del fenol y
al del agua oxigenada. De hecho, en el siglo XIX y primera mitad del XX,
cuando todavia no se conocian los antibiéticos, el tomillo era considerado
como un eficaz desinfectante. Actualmente, esta comprobado que sus
componentes fendlicos, timol y carvacrol, tienen actividad antibacteriana
frente a gérmenes grampositivos y gramnegativos. Este efecto se debe a su
accion sobre la membrana bacteriana. Ademéas, también tienen accién
antifingica (eficaz contra Candida albicans) y antivirica. Al eliminarse por via
respiratoria y renal, el tomillo produce efecto antiséptico en el arbol
respiratorio y en las vias urinarias. Por su actividad antiséptica, el tomillo
también tiene interés como antiséptico de la cavidad bucofaringea, asi como

para el lavado de heridas.

La accion antibacteriana del tomillo se ve potenciada por la capacidad
gue tiene de producir una estimulacién de la leucopoyesis y una elevacion de
los valores de trombocitos en la sangre, por lo que también se considera que
puede ser interesante su uso como potenciador de la accion de otros

inmunoestimulantes.
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Actividad béquica

El tomillo actia como un eficaz y seguro antitusigeno, limpia las vias
respiratorias, inhibe el crecimiento bacteriano y ejerce un efecto
antiespasmaddico sobre éstas, debido a la suma de sus acciones

expectorante, espasmolitica y antiséptica.

Antihelmintico

Es especialmente activo frente a Ankylostoma duodenale.

Actividad antiinflamatoria

En aplicacion tépica, el aceite esencial es rubefaciente.
Ademds, especialmente el carvacrol tiene una accién inhibidora de la
biosintesis de prostaglandinas. Ello justifica la inclusion de la esencia de
tomillo en linimentos y otros preparados para el tratamiento de dolores

musculares y osteoarticulares.

El acido rosmarinico, presente en el farmaco, también tiene accion
antiinflamatoria, debido a su capacidad de inhibir la activacion del

complemento.

Actividad eupéptica
Popularmente, al igual que otros farmacos con aceite esencial, el tomillo
se emplea como aperitivo, digestivo y carminativo, ya que abre el apetito,

favorece la digestion e impide la formacién de gases.

Actividad antioxidante
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Tiene accién antirradicales, en la que se consideran implicados el timol y

el carvacrol de la esencia, asi como los flavonoides y otros polifenoles.

Actividad estrogénica

Tiene un efecto débilmente estrogénico, ya que compite con el estradiol
en los receptores intracelulares.
Por esta accidon algunos autores sugieren su posible interés en la prevencién
de enfermedades producidas por un exceso de xenoestrégenos, como es el

caso del cancer de mama.

Anti envejecimiento

Estudios realizados en Escocia en 1990 sugieren que el tomillo y su
aceite volatil tienen un marcado efecto ténico que apoya el normal
funcionamiento del organismo y contrarresta los efectos del

envejecimiento. *©

2.2.2.6 OTROS USOS

Uso culinario

El tomillo se utiliza habitualmente como condimento de uso culinario y
en la elaboracién de encurtidos. Favorece la conservacion de los alimentos
gue se alifian con él, gracias a las propiedades antimicrobianas y a las
antioxidantes, en las que intervendrian timol, carvacrol, los flavonoides y los
polifenoles del farmaco. En licoreria se utiliza para la elaboracion del licor

Chartreuse y un aguardiente italiano llamado grapa, entre otros. (10)
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También sirve para la activaciébn de la circulacion y el sistema
nervioso, es ténico y energizante en el nivel fisico, mental y emocional.
Mejora la memoria, la astenia nerviosa, despierta las funciones digestivas y
evita los espasmos gastricos e intestinales. Estimula la circulacion capilar,
alivia el dolor de cabeza de origen nervioso y jaguecas, coadyuva a la mejoria
de las afecciones del aparato respiratorio como resfriados, catarros y
bronquitis, por favorecer la expectoracion y moderar los espasmos de la tos.
Se ha empleado contra la tos ferina, excelente mucolitico en procesos
catarrales, buen aliado contra el asma, combate las infecciones respiratorias
y digestivas, alivia la sinusitis con inhalaciones. En infusiones y bafios de
asiento para la cistitis, uretritis, vaginitis y prostatitis, halitosis. Aplicado en
gargarismos es muy eficaz en casos de laringitis, faringitis y amigdalitis;
calmando el dolor de garganta, la ronquera y la tos irritativa. Es de uso

externo y no debe ingerirse.®

Se usa también en infecciones de la boca, aftas, cuidado de los
dientes y encias (Uso externo); indicado en el tratamiento de la diarrea infantil
y la enuresis, regulador de ciclos menstruales irregulares, acaba con las
lombrices intestinales y en forma de lavativa expulsa los oxiuros o lombrices

diminutas que sufren los nifios. (30)

La infusién del Tomillo se puede utilizar como locién sobre heridas
infectadas, infecciones de piel causadas por hongos y dermatosis, en
tratamiento de foranculos y herpes. En algunas del Mediterraneo se utiliza

como repelente de los mosquitos y para tratar picaduras de insectos. Hay
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constancia de que los antiguos egipcios utilizaron ya el tomillo en la

conservacion de sus momias debido a sus propiedades bactericidas. “3)

2.2.3 GINGIVITIS
2.2.3.1 DEFINICION

La gingivitis es la inflamacién de la regién marginal de la encia debido
a la infeccion bacteriana inespecifica de ésta. La presencia de placa
bacteriana a nivel supra y subgingival es un fenémeno constante e inevitable
en la mayoria de los individuos y, aunque no debe considerarse un hecho
patolégico, si que explica la gran incidencia de esta enfermedad en la
poblacion. Sin embargo, es posible el mantenimiento sano de la encia y del
periodonto cuando la cantidad de placa es pequefia, la virulencia de las
bacterias reducida y los sistemas defensivos del huésped positivos.
A pesar de que el tipo mas frecuente de enfermedad gingival es la afeccion
inflamatoria simple llamada, en ocasiones, gingivitis marginal cronica o
gingivitis simple, la encia puede presentar sintomas de otras enfermedades o

de cambios sistémicos, que determinaran la clasificacion de la gingivitis. (13)

2.2.3.2 FACTORES LOCALES

» Microorganismos

» Sarro

» Impactacién de alimentos y descuido de la cavidad bucal

» Restauraciones o aparatos mal construidos o irritantes

» Respiracion bucal
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» Malposicion dental

» Aplicacion quimica o de farmacos

2.2.3.3 FACTORES SISTEMICOS

» Alteraciones nutricionales

» Embarazo

» Diabetes sacarina

> Fenomenos psiquiatricos ©

2.2.3.4 ASPECTO CLINICO

1. Cambio de coloracion de la encia, de rosa coral a rojo o rojo azulado.

2. Cambio en la forma de la encia, que en condiciones normales es delgada y
con un borde afilado, a edematosa e, incluso, con las papilas interdentales
abultadas.

3. Cambios en la posicion gingival. EI margen gingival puede invadir el
espacio de la corona.

4. Cambios en la textura superficial: se puede evidenciar una superficie
satinada con la pérdida o reduccién del puntilleo gingival.

5. Hemorragia espontdnea o bajo, casi nunca causa dolor, aunque con
frecuencia el paciente esta consiente de la tumefaccion, enrojecimiento y

hemorragia de la encia. “?

2.2.3.5 CUADROS CLINICOS

» Gingivitis asociada a placa bacteriana.
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Gingivitis ulcero necroética aguda (GUNA).

Gingivitis influida por hormonas esteroidales.

YV V V¥V

Agrandamiento gingival influido por medicamentos.

A\

Gingivitis asociada a: alteraciones sanguineas, deficiencias nutricionales,
tumores, factores genéticos, virales.

> Gingivitis descamativa. ¢”

2.2.4 DESCRIPCION DE LA BACTERIA EN ESTUDIO

2.2.4.1 PORPHYROMONAS GINGIVALIS

A) DESCRIPCION

Porphyromonas gingivalis es un bacilo Gran negativo
pequefio (cocobacilos), no mévil, anaerobio estricto, asacarolitico,
que forma colonias uniformes de coloraciébn verdosas, pardas o
negras debido a la hemina que almacena en la superficie celular. Las
células de Porphyromonas gingivalis tienen un diametro de 0,5 -

0,8 um por 1,0 -3,5 um de largo.

Entre la especie de mayor importancia en las infecciones primarias de
los conductos radiculares esta Porphyromonas gingivalis, coloniza
en forma tardia o secundaria la cavidad bucal, proceso que es
facilitado por la presencia de otras especies bacterianas,
colonizadores primarios, que proporcionan sitios de unién vy
nutrientes, y que contribuyen a reducir la tensién de oxigeno a niveles

Optimos para su crecimiento.
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Algunos especies de Porphyromonas poseen actividad proteolitica,
como por ejemplo, Porhyromonas gingivalis y Porphyromonas
macacae, Cuando crecen en complejos carbohidratados (excepto
Porphyromonas gingivalis asacarolitica) y proteinas, los
principales productos de fermentacion son n-butirato, propionato y
acetato, y en menor cantidad iso-valerato, iso-butirato, succinato y
fenilacetato. Estos productos finales explicarian muchos de los malos

olores asociados con infecciones orales.

Porphyromonas gingivalis es un importante miembro de la
microbiota periodontal, involucrado tanto en la progresion de la
periodontitis, como en los procesos de destruccion de hueso y tejido.
También, puede producir severas infecciones extraorales, incluyendo
mediastinales, de planos faciales, cerebro y abcesos pulmonares,

enfermedades cardiacas, parto prematuro y bajo peso al nacer.

Porphyromonas gingivalis es cominmente detectada en pacientes
jévenes con gingivitis, y pacientes adultos con periodontitis, usando
métodos inmunoldgicos y de biologia molecular (PCR). Esta especie
también se ha encontrado en placas supragingivales maduras, de
pacientes jovenes con o sin destruccién periodontal, sugiriendo que
es un patégeno de tipo oportunista, para el cual no esta claro aun, si

es de origen endégeno o exégeno.

B) CLASIFICACION CIENTIFICA

El género Bacteroides, agrup6 en su primera clasificacion, un
conjunto de bacterias heterogéneas, con caracteristicas de ser
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anaerobios obligados, gram negativo, no esporulados y de forma
bacilar, con la aplicacién de nuevas técnicas de identificacion a base
de biologia molecular, como el ADN-ADN hibridacién, y estudio de
sus caracteristicas bioquimicas, se pudo identificar un grupo
homogéneo de especies a partir de los bacteroides, llamados ahora
Porphyromonas, que en sus inicios estuvo formando por 3 especies,
P. gingivalis, P. asaccharolyticus y P. endodontales.

Estas especies presentaban la caracteristica de ser no
fermentadores, utilizar como sustrato el nitrégeno y obtener su
energia a partir de tripticasa y peptona. Estudios posteriores a base
de la secuencia de rRNA de 16S, han alejado mas genealdgicamente
del género Bacteroides, conociéndose en la actualidad alrededor de

12 especies, habiendo una, P. Catoniae, que es sacarolitica. (“9)

C) FACTORES DE VIRULENCIA

Porphyromonas gingivalis produce un gran numero de
enzimas, proteinasas y productos finales de su metabolismo que son
activos contra un amplio espectro de proteinas del hospedero, y esta
provista de mecanismos para evadir las defensas de éste. Dichos
compuestos corresponden a inhibidores de proteinazas,
inmunoglobulinas, proteinazas que contienen hierro, proteinas
bactericidas, proteinas de matriz extracelular, y proteinas intimamente
envueltas en funciones fagociticas, tales como fijacion de
complemento y coagulacion. La mayoria de las actividades
enzimaticas de Porphyromonas gingivalis son asociadas a la

proteinasa cisteina, la cual le proporciona ventajas metabdlicas, ya
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que le otorga la capacidad de utilizar largas proteinas del hospedero
para su crecimiento y desarrollo. Una de las caracteristicas de
virulencia significativas de Porphyromonas gingivalis es este gran
namero enzimas hidroliticas, proteoliticas y lipoliticas, que son
producidas esencialmente por todos los tipos de Porphyromonas
gingivalis conocidos. Varias de estas proteinasas asociadas a
Porphyromonas gingivalis (capaces de hidrolizar péptidos unidos)
parecen ser funcionalmente importantes en el medioambiente
in vivo. Estos factores de virulencia in vivo, si actdan en el hospedero,

pueden jugar un rol significativo en la progresién de la periodontitis.

Dentro de las proteinasas de Porphyromonas gingivalis se
consideran a las colagenasas y a las aminopeptidasas como criticas
en la patogénesis de la bacteria. Existen proteinasas especificas
como arginina y lisina proteinasa, producidas por Porphyromonas

gingivalis.

Existen unas proteinas bacterianas que actdan como factor de
virulencia llamada hemaglutininas.  Porphyromonas gingivalis
produce por lo menos cinco de ellas. Cuando se expresan en la
superficie bacteriana, pueden promover la colonizacion mediante la
union de bacterias a receptores (usualmente oligosacaridos) en
células humanas. Existe una relacion entre la capacidad de
hemaglutinacién y la actividad proteolitica de Porphyromonas

gingivalis, lo que se ha dilucidado mediante analisis genéticos. ™
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D) FISIOPATOLOGIA

P. gingivalis es considerado un colonizador secundario,
comensal del surco gingival, que llega por contagio o transmisién por
individuos infectados, por medio de la saliva principalmente. Su
capacidad de adherirse principalmente por sus fimbrias peritricas tipo
Il asi como por sus vesiculas de membrana, hemaglutininas, capsula,
le permiten dar el primer paso en la colonizacién del surco, poder
adaptarse e invadir las células epiteliales en un periodo aproximado
de 20 minutos, pudiendo replicarse dentro de ellas y diseminarse a
las células de alrededor. Esta caracteristica de invadir la célula, le da
la capacidad de evadir las defensas del huésped. Asi también su
capacidad de degradar diversas proteinas, componentes del surco
gingival, ligamento periodontal y hueso alveolar, ademas de alterar la
respuesta innata y especifica del anfitrion.

A todo esto se suma un factor huésped, que ante la presencia de esta
bacteria, activa una diversidad de respuestas que pueden incrementar
el proceso inflamatorio, presente en el surco, haciendo crénico el

proceso de destruccion del periodonto. 9

E) CUADROS CLINICOS

P. gingivalis es un importante miembro de la microbiota
periodontal, involucrado tanto en la progresion de la periodontitis,
como en los procesos de destruccion de hueso y tejido. También,

puede producir severas infecciones extraorales, incluyendo
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mediastinales, de planos faciales, cerebro y abcesos pulmonares,

enfermedades cardiacas, parto prematuro y bajo peso al nacer. @7)
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR DE ESTUDIO

El trabajo se realizd en los ambientes del Laboratorio de Microbiologia General de la
Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann entre los

meses de agosto a noviembre del 2012.

3.2 TIPO DE ESTUDIO

Es una investigacion Cuasi Experimental prospectivo.

3.3 UNIDADES DE ESTUDIO
3.3.1 BIOLOGICO

- Aceite esencial de Thymus vulgaris L. “Tomillo”.

3.3.2 MICROBIANO

- Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

3.4 MATERIAL DE LABORATORIO

3.4.1 MATERIALES

- Tubos de ensayo con tapa rosca de 15 x 125 mm

- Tubos de ensayo de 13 x100 mm y 40 de 15 x 125 mm

- Placas Petri de 10 x100 mm

- Matraces de 500 mi



- Matraces de 250 ml

- Matraces de 100 ml

- Pipetasde 1 ml

- Pipetas de 5 ml

- Pipetas de 10 ml

- Vasos precipitados de 200 ml

- Frasco de vidrio color ambar de 100 ml capacidad

- Frascos de vidrio de 500 ml capacidad

- Probeta de 100 ml

- Mortero de porcelana

3.4.2 EQUIPOS Y OTROS

Autoclave.

- Estufa.

- Incubadora.

- Balanza analitica.

- Equipo de destilacion.

- Papel filtro Whatman N° 40.

- Nefelémetro de Mac Farland.
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3.4.3 MEDIOS Y REACTIVOS

Agar Mueller Hinton (MH).

Agar Base Sangre (BS)

Caldo Mueller Hinton (MH).

Dimetil Sulféxido (DMSO).

3.4.4 REACTIVOS Y OTROS

Papel filtro Whatman N° 40

7 Papel Kraft

500 g Algodon

01 litro de alcohol de 70°

01 litro de ron de quemar

01 caja de guantes descartables N° 7 1/2

12 unidades de mascarilla simple

12 unidades de gorros descartables

12 pares de guantes estériles N° 71/2

1 rollo de pabilo

Detergente

Lejia
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- Jabén

3.5 METODOLOGIA
3.5.1 THYMUS VULGARIS L.
3.5.1.1 RECOLECCION

La recolecciéon de la planta fue en la provincia de Tarata, sector de
Iscacahua, en la chacra perteneciente al Ing. Hipdlito Limache Yufra del
departamento de Tacna en los meses de agosto y setiembre del 2012. La
recoleccion se realiz6 de la planta entera (tallos, hojas y flores), obteniéndose
3500 gr. de muestra de planta fresca verificando que no presenten sintomas
de envejecimiento, ni se encuentren deterioradas por plagas. (Anexo Foto N°

01)

3.5.1.2 SECADO

El proceso de secado se llevé a cabo en una habitacion con buena
ventilacion y a la sombra, para tal efecto se extendié de forma homogénea la
planta sobre papeles kraff, siendo removidas constantemente para aumentar

el contacto con el aire, cuyo propdsito fue conseguir un secado homogéneo.

3.5.1.3 EXTRACCION Y RENDIMIENTO DEL ACEITE ESENCIAL

A) Extraccién del aceite esencial de Thymus vulgaris L. “Tomillo”

Técnica: Arrastre de vapor ©¥

Luego de 5 dias, de secado la muestra fue cortada y pesada

en bolsas, la muestra fue transportada en bolsas de papel de primer
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uso, se peso 3000 gramos de muestra. Para la extraccion del
aceite esencial de Thymus vulgaris L., se colocaron 500 gramos
de muestra en un baldén, de capacidad volumétrica de un 1 litro
(balén de extracciébn) mientras se agregaba agua (volumen
aproximado de 850 ml) en otro balén de extraccion, de la misma
capacidad del anterior, el cual fue sometio a calor directo (cocina
eléctrica), mientras que en el segundo balén se recibiran los
vapores de agua, para luego liberar el vapor mixto (agua — aceite
esencial) hacia el condensador. El aceite esencial destilado se
recibio en un deposito estéril y cerrado, aqui se pudo observar un
estado difasico entre agua y aceite esencial, debido a las
diferencias de densidad. Esto permitié separar el aceite esencial
mediante el uso de pipetas Pasteur a un tubo de vidrio con tapa
rosca cerrado herméticamente envolviéndolo en papel aluminio y
almacenado a temperatura ambiente y en oscuridad hasta su

utilizacion.

El aceite esencial fue sometido a las siguientes pruebas:

- Caracteristicas organolépticas:

Aspecto : Liquido cristalino
Color : Amarillo
Olor : Ligeramente teaceo
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B) Determinaciéon de la concentracion del aceite esencial de

Thymus vulgaris L.

Probeta de 5 ml. vacia = 16,2959 g.
Probeta de 5 ml. con aceite = 17,0313 g.
Masa = 17,0313 -
16,2959
= 0,7354

Volumen = 0,8 mL.

D= densidad

M= masa

V = volumen

B i1}
a = —

v
_ 0.7354g
T 0.8 ml

o,

d =0,91925 g/ml

cc= 1000mg — 3 1g

X ————— 0,91925g

X =919,25 mg/mL

cc = 919,25mg —— 5 1000 ulL
X —> 25 ul

X =2,298125 mg/ml
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C) Rendimiento del aceite esencial (RAE)

Se determind el % de RAE por el método gravimetria-volumétrico,
para ello se realiz6 el método de arrastre por vapor de agua en un
equipo de destilacion de vidrio. Obteniéndose 6,5 ml de aceite
esencial a partir de la destilacion de 3000 gramos de planta entera,
colocamos 500 gramos de la planta entera de Thymus vulgaris L.,
obteniendo un determinado volumen, lograndose obtener un

rendimiento del 0,22 %, aplicando la siguiente férmula:

Vol.ag (M) y

%RAE =
° Pmu%tra (g)

100

Donde:

% RAE = Porcentaje de rendimiento del aceite esencial.
Vol. s = Volumen del aceite esencial obtenido.

P muestra = P€S0 de la muestra a destilar.

% RAE = 1,08 ml x 100
500 g
% RAE = 0,216 = 0,22

3.5.2 CEPAS
3.5.2.1 RECOLECCION
La bacteria fue comprada al laboratorio Medilab. (Anexo Foto N° 03)
3.5.2.2 IDENTIFICACION DEL GERMEN PATOGENO
A) PORPHYROMONAS GINGIVALIS ATCC 33277

Las colonias de P.gingivalis, cuando crecen en una superficie de agar

sangre o Mueller Hinton, son inicialmente blanquecinas para luego colorearse
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crema. A los 4 a 8 dias, estas colonias obscurecen tornandose de color rojo
profundas, verdosas o negro, desde su borde hacia el centro, lo cual se
correlaciona con la concentracion de protoheme en la pared celular. Asi de
acuerdo a las caracteristicas coloniales descritas para P.gingivalis, y
mediante observacion bajo lupa estereoscopica (Stemi 2000C, Zeiss),
colonias negras, verdosas o pardas muy oscuras, redondas, convexas,
brillantes y lisas, fueron resembradas con técnica de aislamiento en caldo

Mueller Hinton.“®

3.6 DISENO EXPERIMENTAL

3.6.1 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DEL ACEITE ESENCIAL DE THYMUS
VULGARIS L.

Para evaluar la actividad biolégica del aceite esencial de Thymus vulgaris L. se
llevd a cabo 3 procesos: la activacion de la cepa bacteriana, la preparacion del
inoculo y las pruebas de efecto antibacteriano (Difusidon en agar, Concentracion

Minima Inhibitoria y la Concentracién Minima Bactericida).

Activacion de Porphyromonas gingivalis

Para esta activacién, se reconstituye la cepa al inocularla en medios de cultivo
en los cuales se la inoculo hasta su total crecimiento. Porphyromonas gingivalis
ATCC 33277 se us6 3 placas de Agar Base Sangre y Agar Mueller Hinton, se

envolvieron e incubaron en cdmara de anaerobiosis a 37°C por 24 horas.

Se obtuvo crecimiento en 1 placa de Agar Mueller Hinton la cual utilizaremos para la

preparacion del inoculo. (ANEXO Foto N° 04)
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Preparacion del inoculo

Se tomé con un asa de kolle, varias colonias de apariencia similar desarrolladas
en el medio de cultivo, que se transfirieron a un tubo que contenia 10 ml de caldo
Mueller Hinton se homogenizaron con uso de un vortex, dicho tubo se incubo a 37°C
y en anaerobiosis. La incubacién se mantuvo hasta que la turbidez coincidié con el
estandar N° 0.5 de la escala de Mc Farland (1,5 x 10° microorganismos/ml). Esto se

logré, generalmente en 2 a 6 horas.

Se empled el método de difusion en disco, basado en el método de Kirby-Bauer.

(Anexo Foto N° 05)

A) PREPARACION DE LOS DISCOS

Para esta prueba se prepararon discos de sensibilidad con antibiéticos
de papel filtro (Wathman N° 42) de aproximadamente 6 mm de diametro, que
se colocaron en un beaker de 100 ml con agua destilada para su
esterilizacion y desnaturalizacion del antibiético en autoclave (121°C, 15 Ib

por 15 minutos).

Posteriormente, se vacié el agua del beaker que contiene la solucion
desnaturalizada y el beaker conteniendo los discos se los llevo a estufa

regulada a 170°C por 1 hora para su secado, y posteriormente ser usados.

La actividad antibacteriana del aceite esencial se evalué por el método de
difusion en disco. Se impregnaron los discos previamente esterilizados de 6
mm de diametro con una cantidad determinada de aceite esencial puro. Se

realizaron 8 repeticiones por cada tratamiento.
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TABLA 1.- Concentraciones del aceite esencial de Thymus vulgaris L. en los
discos.

N° de Volumen Concentracion

tratamiento (ul) (mg/ml)

T1 0,5ul 0,459625

T2 1,0 ul 0,91925

T3 1,5ul 1,378875

T4 2,0 ul 1,8385

T5 2,5ul 2,298125

T6 3,0 ul 2,75775

T7 3,5 ul 3,217375

T8 4,0 ul 3,677

Fuente: Elaboracion propia

Nota: se realiz6 una primera siembra de discos con aceite
esencial con las concentraciones de 2,5 pL, 5,0 yL, 7,5 uL, 10,0 pL, 12,5
pL, 15,0 yL, 17,5 yL y 20,0 uL., no habiendo crecimiento en ninguna de
las placas disminuyendo las concentraciones a las mostradas en la Tabla

1.

Las pruebas también incluyen un control negativo:

- Control negativo: Que consiste en un disco de papel filtro impregnado

con agua estéril para descartar la actividad antimicrobiana del mismo.
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Con el fin de saber entre cuales de estas cantidades pudiese estar el
MIC; incubandolo a 37°C por un espacio de 24 horas. Se anoté la

presencia y el tamafio del halo zona de inhibicion.

B) PREPARACION DEL MEDIO PARA LA PRUEBA DE SENSIBILIDAD:

Se empleo el medio Mueller Hinton, Se prepar6 el medio como indica la

casa comercial.

C) INOCULACION:

Se inoculd la placa de agar Mueller Hinton, utilizando la suspension
estandarizada de bacterias a una concentracion de 1,5 x 10°
microorganismos/ml (UFC). Se deposité 100 pl del inéculo bacteriano sobre
la superficie del agar de cada placa correspondientemente, se homogenizo
con un asa de drigalsky para asegurar una distribucion uniforme del inoculo.
Se tapd la placa y se dej6 secar durante 3 a 5 minutos a temperatura
ambiente antes de colocar los discos con las respectivas concentraciones.
Una vez absorbido el inoculo y con la ayuda de una pinza estéril se procedio
a colocar 4 discos por cada placa de agar Mueller Hinton. A los discos se le
afadio aceite esencial puro, los discos fueron embebidos con 0,5 ul; 1,0 ul;
1,5 ul; 2,0 ul; 2,5 ul; 3,0 ul; 3,5 ul y 4,0 ul . Se presioné suavemente para

asegurar el contacto con el medio.

D) INCUBACION:

Las placas fueron incubadas a 37 °C durante 18 - 24 horas en camara

de anaerobiosis para ver los halos de inhibicién.
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E) LECTURA:

La lectura se realizé midiendo los halos de inhibicién con el vernier sobre
el crecimiento del microorganismo alrededor del disco. El diametro de esta
zona de inhibicion fue directamente proporcional a la actividad antibacteriana
del aceite esencial sobre los microorganismos estudiados. Para interpretar
los resultados se tomd como referencias las pautas por (DURAFFOURD vy

LAPRAZ, 1983) que considera la actividad de los aceites esenciales como:
- Nula (-) si fue inferior o igual a 8 mm.
- Sensibilidad limite (sensible = +) de 9 a 14 mm.

- Sensibilidad media (muy sensible = ++) de 15 a 19 mm.

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

3.6.2 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)
(Valdezate et al., 2001)

A) PREPARACION DE LAS DILUCIONES DEL ACEITE ESENCIAL

Se prepar6 una solucion madre de 100 ul de aceite esencial en 100 pl
de DMSO (Dimetilsulféxido), para 9800 ul de Caldo Mueller Hinton. La
concentracién final se obtuvo de la siguiente manera. Se determiné la
densidad del aceite esencial de Thymus vulgaris L. (DURAFFOURD vy

LAPRAZ, 1983)

D= densidad
M= masa
V= volumen
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i m
d = —
v
0.7354g
T 0.8ml

d =0,91925 g/ml

cc= 1000mg —m7H— —» 1g

X ——— 0,91925g

X =919,25 mg/mL

d=mlv =>m= dxv
m = 0,91925 g/ml x 1 ml
m=0,91925 g

=> 1 ml de aceite esencial = 0,91925 ¢

Pero sélo se trabaj6é con miligramos de aceite esencial de Thymus

vulgaris L.
g e 1,000 mg
0,91925 g -------------- X
x=919,25 mg

Se determiné que en 1 mL o0 en 1000 pl existian 919,25 mg
de aceite esencial de Thymus vulgaris L. pero en la solucion madre se

llevé 0,1 ml o0 100 pl en consecuencia se determind lo siguiente:

1,000 I —» 919,25 mg de aceite esencial
100 —> X

X = 91,925 mg
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Esta concentracién fue diluida en 10 000 pl de solucién total por lo cual

se consiguié una concentracion final de:

91,925mg  <«—— 10,000 pl

X <«—— 1,000 pl

X = 91925 mg

Esta cifra es la concentracion final en la solucién madre es decir que en
10,000 pl de solucién madre estd concentrada 9,1925 mg/ml de aceite

esencial de Thymus vulgaris L.

B) PREPARACION DEL CMI (CONCENTRACION MINIMA
INHIBITORIA) PARA Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

Se colocaron 13 tubos de 15 X 125 mm a los cuales se les agrego lo

siguiente:
Tratamientos Vol. Solucién Caldo Mueller Total de Vol.
Madre Hinton
T1 30 ul 2970 ul 3 000 pl
T2 40 ul 2960 ul 3 000 pl
T3 50 ul 2950 ul 3 000 pl
T4 60 ul 2940 ul 3 000 pl
T5 70 ul 2930 ul 3 000 pl
T6 80 ul 2920 ul 3 000 pl
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T7 90 ul 2910 ul 3000 pl

T8 100 ul 2900 ul 3000 pl
T9 110 ul 2890 ul 3 000 pl
T10 120 ul 2880 ul 3000 pl
T11 130 ul 2870 ul 3000 pl
T12 140 ul 2860 ul 3000 pl
T13 150 ul 2850 ul 3000 pl

Aqui las concentraciones finales cambiaron ya que en el caso del primer
tubo el cual se llevd 30 pl los cuales tendrian una concentracién de

0,275775 mg/ml de la siguiente manera:

9,1925mg —— 1,000 pl

X 304l

X =0,275775 mg

Esta concentraciéon se diluyé en 3,000 ul y tuvo una concentracion final

para el CMI de 0,091925 mg/ ml.

Los tubos quedaron con la siguiente concentracion de aceite esencial de
Thymus vulgaris L., Luego se agregd 300 pl de solucién bacteriana
de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 a cada tubo (14) que

incluye el control positivo.
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Los diferentes tratamientos se compard con los siguientes controles:
tubo con 2900 ul de medio y 100 ul de DMSO (control negativo) y el otro

con 100 ul de solucién de bacterias (control positivo).

TABLA 4.- Preparaciéon de la Concentracion Minima Inhibitoria para Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277 (Anexo Foto N° 07)

Volumen  concentraciéon
total Final (mg/ml)

Concentracion
en 1000 ul (S.M.)
(mg/ml)

1,28695

0,122566666

0,18385

0,245133333

0,306416666

3000 ul

3000 ul

3000 ul

3000 ul

3000 ul 0,428983333

1,378875 3000 ul 0,459625
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Se lleva a incubacién en camara de anaerobiosis por espacio de 24
horas a 37°C .

C) PREPARACION DE INOCULO BACTERIANO DE Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277

La bacteria que se utilizd en el trabajo se cultivo en viales de agar
Mueller Hinton para su mantenimiento, se transfieren las colonias a un tubo
que contenga 5 ml de caldo Mueller Hinton siendo activadas y luego
incubadas por el lapso de 6 a 8 horas hasta llegar a una concentracion de 1,5
x10° microorganismos/ml (UFC) y comparada con el tubo 0,5 de la escala de

Mac farland.

D) LECTURA

Al cabo de 24 horas se observa la turbidez de los tubos que indicara
desarrollo bacteriano. La concentracién del aceite esencial que presente
ausencia de crecimiento, es detectada por falta de turbidez (igualando al
control negativo), que se designa como la Concentracién Minima Inhibitoria

(CMI). (Anexo Foto N° 08)

3.6.3 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA
(cmB)

Se tomaron a partir del primer tubo que no presento turbidez, tres tubos en total

sin turbidez de cada uno de ellos se resembré 100 ul por diseminacién en placas

gue contenian agar Mueller Hinton. Las placas se dejaron secar por 5 minutos para

luego incubarlas a 37°C por 24 horas en camara de anaerobiosis. Transcurrido este

tiempo se contd el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) presentes
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para cada concentracion del aceite esencial de Thymus vulgaris L.. (Anexo Foto

N° 09)

3.7 PROCESAMIENTO Y ANALISIS ESTADISTICO

La presente investigacion estuvo basada en un estudio cuasi experimental, para
la determinacién de la sensibilidad de las bacterias patdégenas al aceite esencial de
Thymus vulgaris L. mediante el método de difusién en disco se empled el disefio
Completamente Aleatorio (51)(Stell y Torrie, 1985). Todos los datos fueron procesados a
través del software estadistico SPSS version 18.0 para Windows. Se determiné el
analisis de varianza (ANDEVA) y la prueba de significacion de Tukey para evaluar el
efecto del aceite esencial de Thymus vulgaris L. (Tomillo) por el método de difusién en
disco (DURAFFOURD y LAPRAZ, 1983) sobre la bacteria en estudio. Todos los
tratamientos a base de aceite esencial de Thymus vulgaris L. se expresaron en mg/ml,
mientras que los promedios de los halos de sensibilidad se expresaron en milimetros

(mm).
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CAPITULO IV
RESULTADOS

Se realizé el estudio in vitro en la especie bacteriana: Porphyromonas gingivalis
ATCC 33277, de la actividad antibacteriana del aceite esencial de Thymus vulgaris L.
(Tomillo), trabajandose seis tratamientos y ocho repeticiones. Comprobandose

sensibilidad de la bacteria mencionada, frente al aceite esencial de Thymus vulgaris L.

Los resultados obtenidos en las diferentes pruebas realizadas a la planta en estudio
han sido agrupados en cuadros y figuras para la mejor interpretacién de los resultados
que se detallan a continuacion. Se utilizé el disefio completamente aleatorio, debido a
gue este es un disefio de simple distribucién al azar siendo Util para métodos y técnicas

de laboratorio.



CUADRO 01

Prueba de la actividad antibacteriana del aceite esencial de Thymus vulgaris L. frente

a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 por el método de difusion del disco (Kirby

Bauer).
Aceite esencial Placa 1 Placa 2
Halo | Halo | Halo | Halo | Halo | Halo | Halo | Halo i)
Tratamiento | Volumen | Concentracion g
1 2 3 4 5 6 7 8 o
(ul) (mg/ml) o
(mm) | (mm) | (mm) | (mm) | (mm) [ (mm) | (mm) | (mm)

T1 0,5 0,459625 13,5 12,4 12,1 13,8 13,3 12,9 13,0 12,2 12,9
T2 1,0 0,91925 14,7 | 149 | 17,8 | 18,0 | 17,6 | 17,2 | 17,4 | 16,9 | 16,81
T3 1,5 1,378875 20,3 | 196 | 20,7 | 193 | 184 | 21,3 | 20,4 | 21,6 | 20,2
T4 2,0 1,8385 27,3 27,1 28,4 28,4 26,3 25,2 28,9 24,7 | 27,04
T5 2,5 2,298125 29,1 | 29,3 | 29,7 | 29,4 | 29,7 | 29,6 | 29,1 | 29,4 | 29,41
T6 3,0 2,75775 30,1 | 30,2 | 30,4 | 30,4 | 32,0 | 31,3 | 29,8 | 27,3 | 30,19

T7 3,5 3,217375 Ausencia de crecimiento bacteriano

T8 4,0 3,677 Ausencia de crecimiento bacteriano

Fuente: Elaboracion propia

En el cuadro 01, se presenta los promedios de halos de inhibicién producidos por las

diferentes concentraciones del aceite esencial de Thymus vulgaris L. (Tomillo) frente

a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, mediante el método de difusion del disco

(Kirby Bauer). Los resultados obtenidos indican mayor promedio de halo de inhibicion

medible a la concentracion de 2,76 mg/ml con 30,19 mm de diametro entre las distintas

concentraciones del aceite esencial, en los tratamientos 7 y 8 hay ausencia de

crecimiento bacteriano.
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GRAFICO 01

Distribucién de promedios de halos de inhibicion en base al efecto del aceite esencial de
Thymus vulgaris L. (Tomillo) en disco frente a Porphyromonas gingivalis ATCC
33277

40,00

30,00 4

20,00+

10,00 1

Promedio de halos de inhibicion (mm)

0,00

T1 T2 T3 T4 T5 T6
Tratamientos

Fuente: Grafico obtenido del Cuadro 01

El grafico 01, se muestra los promedios de halos de inhibicién producido por las
diferentes concentraciones del aceite esencial de Thymus vulgaris L. (Tomillo). Se
aprecia que el tratamiento t6 o concentracién de 2,76 mg/ml obtuvo el mayor promedio
(30,19 mm), seguido del tratamiento t5 en el segundo lugar, los de menor promedio

fueron el t1 y t2 respectivamente.

64



CUADRO 02

Determinacién del grado de sensibilidad de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 a

diferentes concentraciones del aceite esencial de Thymus vulgaris L. (Duraffourd)

Aceite esencial

Grado de sensibilidad

Sensibilidad limite Sensibilidad media Sumamente
Vol. Conc. entre 9a 14 mm entre 15a 19 mm sensible de 20 mm a
Ne° mas
(ul) (mg/ml) (sensible = +) (muy sensible = ++)
(s.s. = ++4)
T1 | 0,5ul 0,459625 12,9 mm
T2 | 1,0ul 0,91925 16,81 mm
T3 | 1,5ul 1,378875 20,2 mm
T4 | 2,0ul 1,8385 27,04 mm
T5 | 2,5ul 2,298125 29,41 mm
T6 | 3,0ul 2,75775 30,19 mm
T7 | 3,5ul 3,217375 S.S.
T8 | 4,0ul 3,677 S.S.

Fuente: Elaboracién propia

En el cuadro 02, se determina el grado de sensibilidad de acuerdo a los promedios de

los halos de

inhibicion  segun

la escala de Duraffourd. Observando que a

concentraciones de 0,46 mg/ml el grado de sensibilidad es limite (9 — 14 mm); a las

concentraciones de 0,92 mg/ml el grado de sensibilidad es media (15 — 19 mm); a la

concentracion de 1,38 mg/ml; 1,84 mg/ml; 2,30 mg/ml y 2,76 mg/ml el grado de

sensibilidad es sumamente sensible (20 mm a mas).
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CUADRO 03

Analisis de varianza (ANDEVA) para comparar la actividad antibacteriana del aceite
esencial de Thymus vulgaris L. (Tomillo) a través de la variacion de promedios de halo
de inhibicién frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 entre las diferentes

concentraciones o tratamientos empleados.

F tabular
Fuentes de | Grados de| Suma de |Cuadrado F

Significacion
variabilidad libertad |Cuadrados| medio |calculado

0,05 0,01
Tratamientos 5 2054,924 | 410,985 | 329,511 | 2,440 3,490 **
Error 42 52,385 1,247
Total 47 2107,309
CV. 4,907 % ** Diferencias altamente significativas ns no significativo

Fuente: Datos del Cuadro 1

En el cuadro 03, se observa los resultados del andlisis de varianza (ANDEVA), de los
promedios de los halos de inhibicion producidas a diferentes concentraciones o
tratamientos del aceite esencial de Thymus vulgaris L. a niveles de confiabilidad al 95
%y 99 % con 5y 42 grados de libertad. Siendo F calculado de 329,511 mayores a los
valores del F tabular que nos indica que existen diferencias estadisticas altamente
significativas entre los promedios de tratamientos, siendo el coeficiente de variabilidad de

4,907 % aceptable para las condiciones del ensayo, por lo tanto los datos son confiables.
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CUADRO 04

Prueba de significacion de Tukey para actividad antibacteriana del aceite esencial de
Thymus vulgaris L. frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 por el método de
difusion del disco (Kirby Bauer).

Orden Tratamientos (mm) Significancia
de mérito a 0,05
1 2,76 30,19 a
2 2,30 29,41 a
3 1,84 27,04 b
4 1,38 20,20 c
5 0,92 16,81 d
6 0,46 12,90 e

En el Cuadro 04, se expresa la prueba de significacion de Tukey al 95% de confiabilidad
se observa los promedios de los tratamientos o concentraciones, donde destacan con la
mayor concentracién 2,76 mg/ml con 30,19 mm vy el 2,30 mg/ml con 29,41 mm siendo
estadisticamente similares en sus promedios, en el tercer lugar se ubica el 1,84 mg/ml
con 27,04 mm , las concentraciones que tuvieron el menor promedio fueron 0,92 mg/ml

con 16,81 y 0,46 mg/ml con 12,90 mm respectivamente.
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GRAFICO 03

Medias e intervalos de Tukey HSD al 95,0

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos de Confianza
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En el Grafico 03, se muestra las medias e intervalos de Tukey HSD al 95,0% no
apreciandose diferencias estadistica significativas entre los tratamientos T5 y T6 , el

resto de los tratamientos difieren estadisticamente entre si .
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CUADRO 05

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de Thymus vulgaris L.

(Tomillo) frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

Aceite esencial (mg/ml) Control
N° de Tubo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 CQENO!
0,09 | 0,12 | 0,15 | 0,18 | 0,21 | 0,25 | 0,28 | 0,31 | 0,34 | 0,37 | 0,40 | 0,43 | 0,46 | --- | ---
Turbidez + + + + + + + - - - - - - + -

(+) Turbidez; (-) No Turbidez

Fuente: Elaboracién Propia

En el Cuadro 05, se observa que la concentracién superior a 0,31 mg/ml del aceite

esencial no presentan turbidez (-) inhibe el crecimiento de la bacteria en estudio, se

observa que concentraciones inferiores a 0,28 mg/ml presentan turbidez (+), lo que

indica el crecimiento bacteriano. Determinando que para Porphyromonas gingivalis el

CMl es de 0,31 mg/ml.
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CUADRO 06

Determinacién de la Concentracion Minima Bactericida (CMB) del aceite esencial de
Thymus vulgaris L. (Tomillo) frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

':'u:: co ”(fne;‘/tr:’};'on UFC/Placa
T8 0,31 3

T9 0,34 2

T10 0,37 CMB

Fuente: Elaboracion propia

En el Cuadro 06, se muestra solo las concentraciones del aceite esencial de Thymus
vulgaris L. (Tomillo) donde no se evidencio turbidez, para determinar la concentracion
minima bactericida (CMB); observando que en la concentracion de 0,37 mg/ml hay
inhibicion total del crecimiento de Porphyromonas gingivalis, mientras que a las

concentraciones de 0,31 mg/ml y 0,34 mg/ml existe alun el crecimiento de UFC.
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CAPITULO V
DISCUSION

Las plantas medicinales, son un recurso de gran importancia, para cubrir las
necesidades terapéuticas y ha sido trasmitido a través de generaciones. En la actualidad
se esta dando una expansion muy grande de las plantas medicinales por diferentes
razones o factores, como el alto coste de los medicamentos sintéticos o la falta de
acceso a los agentes quimioterapéuticos para una gran parte de la populacion. Es por
ello que los consumidores prefieren consumir cada vez mas productos de origen natural,
principalmente por la falta de indicaciones de los efectos colaterales que pueden producir

los medicamentos sintéticos. “¥

Este conocimiento se ha ido perfeccionando, sometido actualmente por el rigor

cientifico de ensayos quimicos, farmacologicos, toxicolégicos, y clinicos.

La actividad biol6gica del aceite esencial del tomillo esta relacionada con sus
principales componentes, denominados timol y carvacrol. El timol tiene efectos
antibacterianos, antifingicos y antihelminticos. En cuanto al carvacrol ha sido estudiado
por sus efectos bactericidas. Todos estos efectos del aceite esencial del tomillo fueron
demostradas por diversos estudios como Higes e Llorente (1996), Daferera et al. (2000),
Bagamboula et al. (2004), Novacosk e Torres (2006), Sokovi¢ et al. (2009) y Centeno et

al. (2010).%®



Conociendo algunas de sus propiedades curativas y su aplicacién en diferentes
areas, de manera artesanal o industrial. Fue una de las razones que motivo el estudio de

sSu aceite esencial.

El germen evaluado fue seleccionado por ser un microorganismo patégeno al ser
humano muy comun en las infecciones gingivales y dificiles de erradicar. Las pruebas
preliminares proporcionaron datos sobre el efecto del aceite esencial de Thymus

vulgaris L. (Tomillo), observandose sensibilidad para Porphyromonas gingivalis.

Los resultados que mostraron las pruebas preliminares, incremento el interés y la
importancia de trabajar con esta especie botanica de Perd. Se enfrent6 el aceite
esencial a la bacteria: Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, aplicando seis
concentraciones de aceite esencial, cada una con ocho repeticiones y un control,
teniendo asi 48 unidades experimentales. Los datos fueron procesados mediante el
andlisis de varianza (ANDEVA) y la prueba de Tukey con un nivel de significancia de

0,05% y 0,01%, que permitié establecer minimas diferencias entre los tratamientos.

Los datos obtenidos de los tratamientos de cada una de las especies bacterianas

se procesaron mediante el Software estadistico SPS version 18.0 para Windows.

El método utilizado para la obtencién del aceite esencial fue la destilacién por
arrastre con vapor de agua. Esta técnica es muy utilizada a pequefa escala y a escala
industrial debido a su alto rendimiento, la pureza del aceite obtenido y porque no se

requiere tecnologia sofisticada.”
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En la extraccion por el método de arrastre por vapor de agua del aceite esencial
de Thymus vulgaris L se utiliz la planta entera donde se aplicé el efecto combinado
del fenédmeno de transporte intra particular por difusion molecular del vapor caliente, el
rompimiento de las paredes celulares de los capilares que guardan los aceites
esenciales y la subsecuente evaporacion y difusion del aceite con el vapor caliente en el

interior de la muestra vegetal, todo eso fue trabajado a una temperatura de 90 °C.

Teniendo en cuenta que, existen sustancias, generalmente de origen natural
cuya actividad biolégica no puede ser determinada por sus propiedades quimicas o fisico
guimicas, en este caso para evaluar la actividad o potencia del aceite esencial de
Thymus vulgaris L, se emplean métodos de dosificacion biolodgica, comparando
cuantitativamente el efecto de una muestra sobre un sistema bioldgico con el efecto
producido por una preparacion estandar en las mismas condiciones. En el presente
trabajo realizado se considerd la investigacion de Mercado, P.A. y col. (2007) donde
determinaron que los métodos mas comunmente usados para la evaluacién de la
actividad de productos naturales vegetales son: Método de difusion en disco, dilucién en

agar y método turbidimétrico.

En nuestro caso se empled el método de difusién en disco por su facil aplicacion
en laboratorio. Donde los resultados obtenidos, pusieron de manifiesto, la actividad
presentada por el aceite esencial de Thymus vulgaris L, frente a Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277, actividad que en todos los casos fue debida a un dafio letal que

ocasiono el aceite sobre la célula bacteriana.
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Para la técnica se empled el inoculo estandarizado de 1,5 x 10°® UFC,
recomendado para bacterias, que asegura un mejor desarrollo de las colonias de las

especies.

El diluyente que se utiliz6 fue el dimetilsulféxido (DMSO), que es un liquido
incoloro, que se utiliza principalmente como solvente industrial. El cual es un disolvente
aprético de baja toxicidad y a la vez recomendado por la NCCLS en las pruebas de
sensibilidad para bacterias. No observandose en ninguno de los casos efecto del
solvente sobre las células bacterianas, por lo que los resultados son s6lo imputables al

aceite esencial.

De los resultados obtenidos, en el cuadro 01 y grafico 01, se aprecia la
evaluacién de la actividad antibacteriana del aceite esencial de Thymus vulgaris L
frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, por el método de difusion del disco
(Kirby Bauer) la sensibilidad de la bacteria empieza en el T1 con un halo promedio de
12,9 mm (0,46 mg/ml) pero alcanzo un mayor diametro de halo de inhibicién en el T6
(2,76 mg/ml) con un halo promedio de 30,19 mm; lo que indica que a mayor

concentracién mayor halo de inhibicion.

En el cuadro 02, segun la escala de aromatograma de Duraffourd se determiné
el grado de sensibilidad bacteriana en funcién al halo de inhibicién del crecimiento del
microorganismo: nula (inferior o igual a 8 mm), sensibilidad limite (9 a 14 mm),
sensibilidad media (15 a 19 mm) y sumamente sensible (igual o superior a 20 mm). La
concentracién de aceite esencial de 2,76 mg/ml ejerce mayor efecto a Porphyromonas

gingivalis ATCC 33277 siendo sumamente sensible con 30,19 mm de didmetro.

74



Asi mismo se observéd que en el cuadro 02, que las concentraciones mayores a
3,22 mg/ml los halos de inhibicién superaron en diametro de la placa en la cual se hizo el
estudio, concluyendo asi que eliminaba en su totalidad a la especie (Porphyromonas

gingivalis ATCC 33277).

En este contexto, se puede hipotetizar que la actividad antibacteriana observada
en este trabajo podria ser atribuida a una interaccion o efecto sinérgico de los principios
activos (Bruneton, 1994), cuya accién es la de provocar lesiones en la membrana
citoplasmatica, ocasionando alteraciones en la composicion interna de la célula

bacteriana (Hernandez y Rodriguez, 1991).

Al efectuar el analisis de varianza para el promedio en tamafio de los halos de
inhibicion sobre Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 (cuadro 03) se observo que
existen diferencias estadisticas altamente significativas entre los tratamientos, siendo el
coeficiente de variabilidad de 4,907 %. Por lo que al realizar la prueba de Tukey (cuadro
04) se confirmo6 que el T6 (2,76 mg/ml) tuvo mayor actividad y de mayor significancia

para Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

Los resultados de esta prueba confirman que el T6 (2,76 mg/ml) es de mayor

accion antibacteriano para Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

De acuerdo al reporte de ensayo N° ANA12J12.000614B que se realizd en las
instalaciones de la Universidad Catdlica de Santa Maria; Facultad de Ciencias
Farmacéuticas, Bioquimica y Biotecnoldgicas, Laboratorio de Control de Calidad en
Arequipa (Anexo N° 02 ) por el método de cromatografia gaseosa con deteccién de masa

se observd en forma cualitativa y cuantitaiva la presencia de thymol; 1,4 -
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cyclohexadiene, 1 —methyl-4-(1-methylethyl); benzene, 1-methyl-3-(1- methylethyl) entre

otros componentes.

Segun los resultados del Cuadro 05 y Cuadro 06, la concentracion minima
inhibitoria (CMI) se observa en la concentracién de 0,31 mg/ml donde se evidencia
ausencia de turbidez. Tomando como referencia los 3 tubos siguientes que no
presentaron turbidez se determino la concentracion minima bactericida (CMB), mediante
la técnica de difusion en agar, donde se observa la inhibicion total del crecimiento

para Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 a la concentracion de 0,37 mg/ml.

El Instituto de Odontologia determiné el efecto antibacteriano del aceite esencial
de O. vulgare sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212 con un CMI de 3 mg/ml y
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 con CMI de 5 mg/ml. Al comparar los
resultados obtenidos con los nuestros para Porphyromonas gingivalis ATCC 33277
con un CMI de 0,31 mg/ml, observamos gran diferencia, esta diferencia de actividad
antibacteriana podria deberse a la diferencia en la composicién fitoquimica donde el
carvacrol representa 62 % para el O. vulgare y un 1,55 % en Thymus vulgaris L donde
el timol representa un 36,50 % lo que daria un mayor efecto antimicrobiano al Thymus

vulgaris L.

Villareal trabajo determinando el efecto antibacteriano del aceite esencial de
Croton lechleri "sangre de grado" encontrando que la concentracion minima bactericida
(CMB) fue de 4 mg/ml para E. faecalis ATCC 29212 y de 7 mg/ml para P. gingivalis, al
comparar los resultados obtenidos con los nuestros para Porphyromonas gingivalis
ATCC 33277 con un CMB de 0,37 mg/ml, observamos gran diferencia, si bien se trata de
2 especimenes vegetales diferentes y en el caso de la sangre de grado es la taspina su

principal componente antibacteriano. Al tratarse de la misma cepa bacteriana podemos
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inferir que el aceite esencial de Thymus vulgaris L. es un mayor agente antibacteriano

para la bacteria en estudio que el aceite esencial de Croton lechleri.

Araujo, trabajé con el aceite esencial de Schinus molle "molle" demostrando
que ejerce un efecto inhibitorio del crecimiento tanto para P. gingivalis ATCC 33277
(CMI de 4 mg/ml) y como de E. faecalis ATCC 29212 (CMI de 2 mg/ml), al comparar los
resultados obtenidos con los nuestros para Porphyromonas gingivalis ATCC 33277con
un CMI de 0,31 mg/ml, observamos gran diferencia, si bien se trata de 2 especimenes
vegetales diferentes y podria deberse a la diferencia en la composicién fotoquimica para
el componente y- terpineno que representa un 1,13 % en Schinus molle. Al tratarse de la
misma cepa bacteriana podemos inferir que el aceite esencial de Thymus vulgaris L. es

un mayor agente antibacteriano para la bacteria en estudio.

En general, los resultados sugieren la realizacién de mayores estudio in vitro
considerando las diferencias de especies, para determinar susceptibilidades a cada una
de ellas. Es necesario entonces, dar una aplicaciéon cientifica que justifique el uso
empirico en el Peru de las plantas medicinales. El conocimiento de su composicion
guimica y las propiedades terapéuticas que manifiesten, nos permitirian una mayor

confiabilidad de sus usos.
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Primera:

Segunda:

Tercera:

Cuarta:

Quinta:

CONCLUSIONES

El aceite esencial de Thymus vulgaris L. (Tomillo) presenta
actividad antibacteriana in vitro frente a Porphyromonas

gingivalis ATCC 33277.

Se obtuvo el aceite esencial de Thymus vulgaris L. (Tomillo) en
un volumen de 6,5 ml con un porcentaje de rendimiento del
aceite esencial de 0,22 % extraidos mediante la técnica por

arrastre a vapor.

El grado de sensibilidad bacteriana de Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277 por difusion del disco, es sumamente
sensible a concentraciones de 2,76 mg/ml y que las
concentraciones mayores a 3,22 mg/ml los halos de inhibicién
superaron el diametro de la placa en la cual se hizo el estudio,

concluyendo asi que eliminaba en su totalidad a la especie.

La Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial de
Thymus vulgaris L. (Tomillo) frente a Porphyromonas

gingivalis ATCC 33277 fue de 0,31 mg/ml.

La Concentracion Minima Bactericida (CMB) del aceite esencial
de Thymus vulgaris L. (Tomillo) frente a Porphyromonas

gingivalis ATCC 33277 fue de 0,37 mg/ml.



Sexta:

Se encuentra relacién entre el efecto del aceite esencial de
Thymus vulgaris frente a la bacteria de prueba con su
composicién fitoquimica, ya que se encuentra el Timol en un
36,50% a quien se le atribuye su mayor efecto antibacteriano y

carvacrol 1,55%.
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RECOMENDACIONES

Se debe valorar la actividad antibacteriana del aceite esencial de Thymus

vulgaris L. (Tomillo) frente a otras bacterias de importancia patolégica.

Relacionar los resultados obtenidos en el CMI, con las dosis tolerables en futuras

pruebas bioldgicas, lo que podria permitir formular un producto de uso comercial.

Realizar estudios sobre los principios activos del aceite esencial de plantas de la

region de Tacna.
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Anexo N° 01

FACKONAL JORGE BASRDRE GROAANN

= FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
acna,29 de agosto del 2012 REci1BI1DO

11SEP 200

Registro N*

. &
Hora: 140 _Fiemat_,_L £

Sefior:
DR.QUITERIO VALENCIA MECOLA
Decane de la Facultad de Ciencias Agropecuarias

Presente.-

De mi consideracién:

Tengo el agrado de dirigirme a Ud.,para manifestarle con refacion a |a solicitud del Sr.Eduardo
René Lagos La Rosa, sobre |a identificacion de una especie botdnica, informo que se ha
procedido a identificar la muestra entregada y debo sefialar que se trata de Thymus vulgaris L.
“Tomillo”

Sin mas que informar al respecto, le saludo cordialmente.

Atentamente;

UL AL DL GIENGIAS Aurie™. dAdlAd UMSG
D 0
PROV N*; 2o FECHA:

A
Profesora Principal DE- FCAG
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Anexo N° 02

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS
LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD
Urb. San José SN Umacallo CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 & +51 54 251210 ANEXO 1166

&3 laboratorioensayoucsm@gmail.com (@ Ritpiwww.ucsm.edu.pe g0 Aptdo. 1350
AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO

N° DE INFORME: ANA12J12.000614B

Nombre del Cliente : EDUARDO RENE LAGOS LA ROSA

Direccion del Cliente : DISTRITO G.A.L. ASOCIACION VISTA ALEGRE MZ 37
LOTE 14 - TACNA

Condicion del Muestreado : POR EL CLIENTE

Descripcion : ACEITE ESENCIAL DE TOMILLO

Envase : Tubo de ensayo vidrio con tapa rosca

Peso de Muestra 45 mL

Fecha de Recepcion +12/10/2012

Fecha de Emisién de informe : 19/10/2012

Paginas : Pagina 1de 3

I. ANALISIS FISICO QUIMICO

ANALISIS RESULTADO

* (+)-4-Carene
¢ Benzene, 1-methyl-3-(1-methylethyl)- |
* 1,4-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-
Determinacion cualitativa de metabolitos methylethyl)-

secundarios ¢ Cyclohexanol, 1-methyl-4-(1-methylethenyl)-
Cromatografia Gaseosa con deteccion de masas | 4 |inaloo I, methyl ether

Thymol

* Phenol,2-methyl-5-(1-methylethyl)-Karvacrol
e Caryophyllene

.

* (+)-4-Carene (2,88 %)

¢ Benzene, 1-methyl-3-(1-methylethyl)-
(24,87%)

¢ 1,4-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-

Determinacién Cuantitativa de metabolitos methylethyl)- (25,96 %)

secundarios (% ) ) e Cyclohexanol, 1-methyl-4-(1-methylethenyl)-
Cromatografia Gaseosa con deteccion de masas,

metodo de cuantificacion, por normalizacién (1,69 %)
interna (area) @ia%;o e ¢ Linalool, methyl ether (2,87 %)
oe& “ﬁ-,gg. e Thymol (36.50 %)
£
"° ¢ Phenol,2-methyl-5-(1-methylethyl)-Karvacrol

‘3) (1,55 %)
k\. " igo e Caryophyllene (3,69 %)

Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan Unicamente a las muestras ensayadas. Este documento no debe ser
reproducido, sin autorizacion escrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad
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FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS
LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD
Urb. San José SN Umacolio CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 B +51 54 251210 ANEXO 1166

& laboratoricensayoucsm@gmail.com (@ hitpifwww.ucsm.edupe @b Aptdo. 1350
AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO

N° DE INFORME: ANA12J12.000614B

Nombre del Cliente
Direccion del Cliente

Condicién del Muestreado

: EDUARDO RENE LAGOS LA ROSA
: DISTRITO G.A.L. ASOCIACION VISTA ALEGRE MZ 37

LOTE 14 - TACNA

: POR EL CLIENTE

Descripcion : ACEITE ESENCIAL DE TOMILLO
Envase : Tubo de ensayo vidrio con tapa rosca
Peso de Muestra 145 mL

Fecha de Recepcion :12/10/2012

Fecha de Emisién de informe :19M10/2012

Paginas

: Pagina 2 de 3

II. ANEXO
SOROMATOGRAMA
Analyzed by Admin
Analyred 1771072012 04:50:32 p.m.
Sample Type Standard
Level # 1
Sample Name - tomillo
Sample D - tomillo
IS Amount Hil
Sample Amount o1
Dilution Factor i \ovfuﬁ.”.‘éﬁg ¢,
Vial # 0@;}"’ (c
Injection Volume s 3,
Data File DataProject limetodosaceites esencialesitomillo, QG gg 2%
Org Data File DataProject]! ites esenci g3 =©
Method File Diata'Project ' esenci; scan ok.qgm c
Org Method File ' Data'Project 1 d esencinles'cato scan ok.ggm "
Report File - e
Tuning File : CMGOMSsolution' System' Tune 130092011 28-09-2012.qgt -m“‘m‘;f‘\“
[Comment] [4)
17non?
Modified by : Admin
Maodified 187102012 05:49.08 p.m.
Ch tomillo CGC! i \Project | dos! tomillo.QGD
. TICI
1138494 = £ I3 |
i3 |&
& £ |
3 i
1T 5 i
ik :
I i ki
£ :
3 = I i
g g . < g
3 I 1 i :
3| : (1 T
| & | &
SN L S . - UURISUINSSES | FESESS—— L !,V M —|
9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0 150 16.0 17.0 180 19.0 199
= min

Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan unicamente a las muestras ensayadas. Este documento no debe ser
reproducido, sin autorizacion escrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad
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UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS

LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

Urt. San José S/IN Umacollo CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 B +51 54 251210 ANEXO 1165
= laboratoricensayoucsm@gmailcom (@ hitplwww.ucsm edupe gl Aptdo, 1350
AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO

N° DE INFORME: ANA12J12.000614B

Nombre del Cliente : EDUARDO RENE LAGOS LA ROSA
Direccion del Cliente : DISTRITO G.A L. ASOCIACION VISTA ALEGRE MZ 37
LOTE 14 - TACNA
Condicién del Muestreado : POR EL CLIENTE
Descripcion : ACEITE ESENCIAL DE TOMILLO
Envase : Tubo de ensayo vidrio con tapa rosca
Peso de Muestra 45 mL
Fecha de Recepcion 1 12/10/2012
Fecha de Emisién de informe 1 19/10/2012
Paginas : Pagina 3de 3
Peak Report TIC
Peaks R.Time L Time F.Time Arca Areats Height  Height*s AH Mork Naume
1 8575 8300 B.640 349638 288 109833 119 308 M (#4-Carenc
2 8722 8640 B.790 3020089 487 891075 26.67 139 Benzene, |-methyl-3-{ |-methylethyl -
i 2414 9325 9.500 3151848 1596 Bi6147 2503 an 1 4-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-( | -methylethy
4 96597 9630 0745 208621 169 56415 1.6% 364 ML Cyeloh |, 1-methyl-4-(1 hvlethenyl)-
5 10.291 10235 10,360 348311 287 7723 293 356 Linalool, methyl ether
6 17.140 17.030 17.215 4431907 36.50 1127415 3378 393 Thymal
7 17.314 17.215 17.425 187769 1.55 52993 159 354 M1 Phenol, 2-methyi-54 1-methviethyl ) Karvacro!
g 19,609 19 560 19670 448048 169 169229 507 165 Caryophyllens
12143231 100,00 3340830 104000
SATU ¥
&3‘:’”"” ;4,&%‘,’
, a%"* 49
\ g w0
PERRTITIN h f2n. ..__,_-..___ e (=] gr
Q.F. Jual lana 2% 3
] {q 0 Ortllans ‘%)‘i% ”&
DIRECTDR RICNICOMECC I nw‘n“a ¢

Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan Gnicamente a las muestras ensayadas. Este decumento no debe ser
reproducido, sin autorizacién escrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad
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Anexo N° 03

ABREVIATURAS
CMI Concentracion minima inhibitoria
CMB Concentracion minima bactericida
mg/ml : Miligramo por mililitro
pl : Microlito
mm : Milimetro
ce : Grados Celsius
g/ml Gramo por mililitro
ANDEVA: Andlisis de varianza
g : Gramo
ml : Mililitro
DMSO : Dimetilsulféxido
UFC Unidades formadoras de colonia
NCCLS: Nacional Comitte for Clinical Laboratory Standards
FdeV: Fuente de variabilidad
G.L Grado de libertad
S.C. Suma de cuadrado
CM. Cuadrado medio
Fc : Prueba de F
CV. Coeficiente de variabilidad
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FOTOGRAFIAS

(Tomillo)

Thymus vulgaris L.

FOTO N° 01




FOTO N° 02: Extraccion del aceite esencial de Thymus vulgaris L. (Tomillo) por destilacion por
arrastre con vapor de agua




FOTO N° 03: Cepa de bacteria en estudio Porphyromonas gingivalis ATCC 33277

FOTO N° 04: Crecimiento de bacteria en estudio Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 en
medio agar Mueller Hinton.
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FOTO N° 05: Preparacion de inoculo y discos técnica de Kirby Bauer

Técnica de Kirby-Bauer

Mutrert agar plate

nSmiol
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FOTO N° 06: Susceptibilidad de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 al aceite esencial de
Thymus vulgaris L.
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FOTO N° 07: Técnica de susceptibilidad en caldo de dilucién
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FOTO N° 08: Concentracion Minima Inhibitoria de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277




FOTO N° 09: Concentracion Minima Bactericida de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277
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