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Resumen.

La presente investigacion se fundamenta en la accion antimicrobiana reportada para el
aceite esencial de tomillo y orégano contra el Staphylococcus aureus, se realizo la extraccién de
los aceites esenciales mediante dos métodos, la hidrodestilacion convencional y Dean-Stark,
obteniendo para el segundo método un porcentaje de rendimiento de 0,59%, en comparacion con
un 0,31% para el primero, estas muestras fueron analizadas por espectroscopia infrarrojo y
comatografia de gases, en donde se reflejan los componentes mayoritarios de los aceites
esenciales entre los cuales se destacan el timol, carvacrol y p-cimeno. Las pruebas
microbiolOgicas, realizadas en agar, dieron resultados positivos, encontrandose halos de

inhibicién mayores a los del control positivo (gentamicina).



CAPITULO I. INTRODUCCION

Planteamiento del problema

En el presente trabajo se abordara el tema de la resistencia a antibidticos, resulta de interés
estudiar las posibles alternativas para uso antibacteriano de distintas fuentes como lo son los
aceites esenciales provenientes de plantas de uso cotidiano, tratando de compensar asi la

problematica ya existente acerca de la resistencia a antibiéticos, causada por su uso irracional.

Los antecedentes estudiados segin lo mencionado por Shawar, Scangarella-Oman,
Dalessandro, Breton, Twynholm, y Garges, (2009, p.47), arrojan valores preocupantes sobre la
resistencia a antibidticos, de microorganismos que forman parte de nuestra flora bacteriana
autoctona, que en condiciones normales no causarian ningun dafio, pero cuando existe una
ruptura de esta barrera fisioldgica y especialmente en pacientes inmunocomprometidos, causan

infecciones graves como es el caso del Staphylococcus aureus.

A sabiendas de que este es un problema de alcance mundial, segin lo fundamentado por
Cue, (2007, pp. 1-7) que en unos afos afectara a la poblacion en general, lo cual es una realidad
social de interés de salud publica, se llega a las siguientes interrogantes: ;Existen alternativas
antibidticas distintas?, ;Las alternativas que provienen de fuentes naturales son capaces de
eliminar el micoorganismo?, siendo la pregunta central ¢Es posible desarollar formulaciones fito-
farmaceéuticas topicas para pacientes diabéticos, a partir de las partes aéreas de dos drogas
vegetales, a saber Thymus vulgaris L y Origanum vulgare L, capaces de inhibir el crecimiento del

Staphylococcus aureus?
Hipdtesis
Es posible desarrollar formulaciones fito-farmacéuticas a partir de los extractos del aceite

esencial de las partes aéreas de las drogas vegetales, Thymus Vulgaris L y Origanum vulgare L,

demostrando accién antibacteriana.



Objetivos

Objetivo general

Evaluar la actividad farmacoldgica de formulaciones fito-farmacéuticas topicas para
pacientes diabéticos, desarrolladas a partir de las partes aéreas de dos drogas vegetales. A saber

Thymus vulgaris L y Origanum vulgare L.

Objetivos especificos.

Determinar el mejor método de extraccién para los aceites esenciales de las drogas

vegetales Thymus vulgaris L y Origanum vulgare L.

Evaluar la actividad antibidtica de los aceites puros de las drogas vegetales Thymus

vulgaris L y Origanum vulgare L, frente al Staphylococcus aureus.

Identificar las concentraciones minimas efectivas en las formulaciones fito-farmacéuticas
de los extractos obtenidos a partir de las drogas vegetales Thymus vulgaris L y Origanum vulgare

L, frente a la accion biolégica del Staphylococcus aureus.

Justificacién

Segun Berga (2009) el Staphylococcus aureus es un micoorganismo normalmente
presente en piel y mucosa como flora bacteriana indigena, bajo condiciones normales no produce
ninguna alteracién, sin embargo, cuando hay pérdida de la barrera cutanea o inmunosupresion, se
comporta como patdgeno, siendo causante de foliculitis, abcesos, impétigo, infecciones en tejidos
blandos, neumonia necrosante progresiva, entre otros, por lo tanto la investigacién se ve inclinada
hacia los pacientes inmunosupresos, en donde la pérdida de la barrera es mucho mas evidente,
aunque en pacientes donde su inmunidad no estd comprometida, es necesario evitar el aumento

en la resistencia frente a los antimicrobianos existentes actualmente. (p.24)
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Este patdgeno en particular, es posiblemente el mas versatil, ocasionando enfermedades
por produccion de toxinas o superantigenos. Invade facilmente tejidos y érganos conduciendo a
supuraciones, necrosis, trombosis vascular, se propaga a nivel hematdgena rapidamente, ademas
es causante de bacteriemias persistenetes ya que posee la capacidad de permanecer inactivo y
reactivarse meses o afios después. Gomez, Nufiez, Perozo, Bermudez, y Marin (2016, pp. 3-4).
Por lo tanto, es un patdgeno sumemente agresivo. Siendo un problema de salud puablica, se
buscan alternativas para el tratamiento antimicrobiano existente, evitando asi su progresiva

resistencia a estos.

Aunque existe gran variedad de farmacos implementados para el tratamiento de
infecciones por Staphylococcus aureus, en la década de los afios 60, segun Bellido (2016, pp.
313-314) las infecciones causadas por Staphylococcus aureus que eran tratadas con B- lactamicos
no respondian con normalidad, dandose cuenta que estaban frente a un caso de resistencia al
tratamiento comunmente utilizado, a los cuales llamaron Staphylococcus aureus resistente a las
meticilinas (SARM), estos muestran una resistencia ademas a los B- lactamicos, a los

aminoglucosidos, rifampicina, clindamicina, entre otros.

Segun lo descrito por Nodarse (2009, pp. 34-37), existen cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilinas, mayoritariamente en pacientes hospitalizados, en donde se observa una
resistencia de la bacteria frente los antibi6ticos, de hasta un 44,6%, ademas que las cepas
resistentes se encuentran en lesiones primordialmente en piel, como lo son las quemaduras,
lesiones por pie diabético y Ulceras por presion. Subsistiendo evidencia clara de resistencia de

esta bacteria hacia los antibacterianos cominmente utilizados en la terapéutica.

Por esta razon, a pesar de que existen farmacos eficaces frente a gram positivos, es
necesaria la expansion de animicrobianos, distintos a los existentes para evitar la resistencia
cruzada de los gram positivos multirresistentes y gram positivos sensibles a meticilinas, lo cual
fundamenta la implicacion practica de la presente investigacon, en donde se elaboraran distintas
formulaciones fito-farmacéuticas, a partir de drogas vegetales, como alternativas para el
tratamiento de afecciones a nivel cutaneo, causadas por el Staphylococcus aureus.

El valor tedrico de la investigacion se ve plasmada en el enriquecimiento, tanto de

informacion tedrica como de resultados experimentales, en donde se probara la eficacia de las
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drogas vegetales Thymus vulgaris L y Origanum vulgare L, en contra de uno de los
microorganismos que mas resistencia ha presentado segun Echeverria, e Iglesias (2003, pp. 197-
199), que ademas proporcionard una posible alternativa para el uso a nivel topico en el

tratamiento de afecciones en piel.

La utilidad metodologica en este caso es la demostracidén de forma experimental de los
métodos utilizados, arrastre por vapor convencional y utilizacién de una trampa Dean —Stark, en
cuanto a la efectividad para la extraccion de los aceites esenciales de las plantas por utilizar, con
el objetivo de que en posteriores investigaciones los autores conozcan cual es el método con un
mayor porcentaje de rendimiento, optando por la utilizacién del mismo, ahorrando tiempo y

maximizando las horas de trabajo determinadas para para el proceso experimental.

Por ello, basandose en la medicina tradicional costarricense, se pretende analizar los
conocimientos empiricos, y otros ya reconocidos por un ente internacional . (Organizacion
Mundial de la Salud), de plantas utilizadas para el tratamiento de infecciones en las cuales el
Staphyloccocus aureus es un patdgeno comunmente asociado, y probar la sensibilidad de ese
microorganismo frente a diluciones de distintas concentraciones de estas drogas, presentes en las

formulaciones fito-farmacéuticas.

Antecedentes

Internacionales

GOmez, Ndafez, Perozo, Bermuldez, y Marin (2016), exponen la presencia de
Staphylococcus aureus en muestras procedentes de pacientes que llegaron al centro de salud de
Maracaibo, en donde, de las 94 cepas aisladas positivas para Staphylococcus aureus, 56 fueron
consideradas como resistentes a meticilinas, y la mayor proporcion de estas fueron procedentes
de abcesos, posteriormente heridas quirdrgicas y pie diabético. Lo anterior consolida la idea de la
utilizacion de un fito-farmaco a nivel cutaneo, ya que se demuestra mayor incidencia en

afecciones en piel.
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Tamariz et al (2010), expone que en Per( se observaron cepas aisladas positivas a
Staphylococcus aureus, alrededor del 58% eran resistentes a las meticilinas, teniendo que optar
asi por el uso de antibacterianos mas fuertes (glucopéptidos), conduciendo a cepas con resistencia
intermedia y absoluta a la vancomicina. Segun Gonzalez et al (2005), en Cuba, las cepas
pertenecientes a la categoria de resistentes a meticilinas, presentaban resistencia a la penicilina y
oxacilina en un 100%, y a la eritromicina, gentamicina, cotrimoxasol y tetraciclinas en méas de un

50%, por lo que los datos de resistencia antibiotica son alarmantes.

Por lo descrito anteriormente, sobresale la necesidad de expandir, formular e investigar
sobre nuevas alternativas antimicrobianas para evitar llegar a extremos, ya que la aparicion de
cepas multiresistentes es notoria, no solo a los B-lactamicos sino a otros grupo de antibidticos,
provocando que con el pasar del tiempo las cepas sean resistentes a los antibiéticos mas fuertes
como lo es la vancomicina, conllevando a la existencia de una falla terapéutica, y finalmente, sin

ninguna duda comprometiendo la vida del paciente.

Asensio (2013), en su trabajo logra demostrar mediante métodos experimentales que el
aceite esencial de orégano, inhibe cepas de Staphylococcus aureus, mediante la utilizacién de
halos de inhibicion, ademas Miladinovi¢, et al (2012), describen que el aceite esencial de tomillo
es el que tiene mayor actividad antibacteriana, sobre el aceite de lavanda y C. nepeta,
comparando el aceite de tomillo con la eficacia de la tetraciclina. Ambos antecedentes son de
suma importancia para la investigacion, ya que logran demostrar de manera efectiva que los

componentes por utilizar poseen actividad antimicrobiana.

Nacionales

Segun Gamboa, en el estudio realizado en el 2003 “Bacterias de importancia clinica en
respiradores y aires acondicionados de hospitales de San José, Costa Rica”, nuestro pais no
escapa a este fenomeno, este microorganismo es comunmente encontrado en hospitales,
principalmente en respiradores y aires acondicionados, demuestra que una considerable cantidad
de pacientes con enfermedades respiratorias tendran que utilizar ventilacion artificial, y un

porcentaje de pacientes desarrolla neumonia, la cual es causada por Staphylococcus aureus. Este
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antecedente es de importancia para la investigacion, ya que se demuestra que pacientes que son

imnumoconprometidos, se infectan facilmente.

Chang, menciona en su tesis realizada en el 2010, “Evaluacion del efecto antioxidante y
antimicrobiano del orégano (Origanum vulgare) en polvo y en oleorresina y de la mostaza china
(Brassica rapa var. Pekinensis) en polvo, como alternativa natural en productos carnicos”, que el
orégano al 2% es efectivo como antimicrobiano y que es una muy buena alternativa para la
sustitucion de preservantes sintéticos utilizados actualmente en el comercio, para la preservacion

de productos carnicos.

Valverde, en su tesis “Enjuagues bucodentales a partir de Sustancias Naturales
Costarricenses con propiedades antibacterianas aplicadas al control del Biofilme en el afio 20127,
demuestra experimentalmente, mediante pruebas microbioldgicas, que extractos hidroalcélicos
crudos de orégano, logran inhibir al Streptococcus Mutans. Este antecedente es de utilidad, ya
que demuestra que extractos hidroalcohdlicos del orégano, logran tener una accién
antimicrobiana, contemplando una gran posibilidad en la investigacion presente, que con la
utilizacion de aceites esenciales se obtenga una concentracion mucho mayor y por ende una

mejor respuesta en los halos de inhibicién.

Lizano, en el trabajo de grado realizado en el 2013, “Efecto de la aplicacion de los aceites
esenciales extraidos a partir de las hojas de la pimienta de jamaica (Pimienta dioica), hojas de
canela (Cinamomum zeylanicum) y orégano (Oreganum vulgare) en la preservacion de la carne
de res.”, sefiala que la utilizacion de orégano, como preservante, tuvo un mejor rendimiento en
cuanto a la capacidad de preservar carne de res que las hojas de jamaica y las de canela. Este
antecedente logra demostrar que el orégano y el tomillo tienen accidn antimicrobiana, lo cual es
relevante para la investigacion, puesto que ya existen apoyos a nivel experimental que las plantas

por investigar poseen la actividad predicha y esperada.

Nufiez, en el 2014, en su tesis expone que no solo debe limitarse al pensar que este
micoorganismo se encuentra a nivel hospitalario en el tratamiento de humanos, sino que se
encuentra también en el ambito hospitalario en medicina veterinaria, siendo este un factor
importante a tomar en cuenta, en cuanto a posible transmision al ser humano y viceveresa. (p.18).

Lo mencionado, prueba tener un gran valor para la investigacion, ya que demuestra la existencia
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del Staphylococcus aureus resistente a metilcilinas, tanto a nivel humano como veterinario,

recalcando la necesidad de desarrollar nuevos antibidticos, evitando nuevas cepas resistentes.

Ademas, se logré determinar como alternativa de accion antibacteriana al tomillo, en
donde se reconoce su posible utilizacion como desinfectante de cavidades, en un trabajo de grado
realizado por Dias y Montero (2015) “Sustancias alternativas con accion antimicrobiana para la
elaboracion de desinfectantes de cavidades a partir de macadamia (Macadamia Intergrifolia) y
tomillo (Thymus vulgaris L.)”.

Proyecciones

Este estudio beneficiara a la poblacidn en general con el logro de formulaciones topicas
para combatir las infecciones provocadas por Staphylococcus aureus, en la piel de pacientes
diabéticos, que segun estudios, en la actualidad la resistencia de dicha bacteria va en aumento, y

para el afio 2050 se prevé que los antibidticos actuales no tendran ningun efecto sobre ella.
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CAPITULO Il. MARCO TEORICO

En este capitulo se abarcan los temas y conceptos necesarios para el entendimiento de la
investigacién, como concepcién general de lo que a fitoterapia y drogas vegetales concierne,

tanto en el extranjero como en el pais.

Fitoterapia

Se puede plantear como el simple hecho de utilizar una planta “medicinal” para conseguir
un efecto deseado cuando hay algun estado de enfermedad, ya que la Sociedad Espafiola de
Fitoterapia en el 2003 [SEFIT], la define como el uso de productos vegetales con un proposito
terapéutico, ya sea prevenir, aliviar o curar alguna patologia presentada, teniendo como objetivo
primordial mantener el estado de salud. La base primordial de los medicamentos fito-
farmaceéuticos son las drogas vegetales, por lo tanto es necesario conocer a qué se refiere este

término.

Droga vegetal

Segun Vanaclocha y Cafigueral (2003), cuando se habla del mundo vegetal, se sabe que
es muy frecuente que solo una parte de la planta (tronco, raiz, hojas, flores, fruto, pseudofruto),
tenga actividad farmacoldgica, y a esta se le llama droga vegetal, la cual es parte de la planta
medicinal. Los principios activos encontrados en las drogas vegetales, son responsables de la

actividad farmacologica que estos presentan y son procedentes del metabolismo secundario.
(p-29),

Caiiigueral, (2002), indica que las drogas vegetales son muy complejas, ya que no solo
poseen los componentes que realizan la accidn farmacoldgica, sino que tienen otros componentes
que modifican su accion, existen algunos que logran potenciar acciones (coadyudantes), o
aquellos que aunque estén presentes son carentes de actividad (inertes). Conociendo que los
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principios activos son los responsables de producir la accién terapéutica y por lo tanto, tener una
accion sobre el organismo provocando una respuesta a ello, cuando se hace referencia a drogas

vegetales los principios activos son los metabolitos secundarios. (pp. 105-106),

Metabolito secundario.

El metabolismo es una serie de reacciones quimicas que realizan todas las células de los
organismos Vvivos para sintetizar o degradar sustancias complejas y generar sustancias mas
simples, los organismos que son autotrofos, poseen tanto metabolismo secundario como primario.
Las plantas acumulan fuentes de carbono y nitrogeno para la formacion de moléculas
(aminoacidos, nucleotidos y azlcares) que seran utilizadas para el funcionamiento normal como
organismo, a eso se le llama metabolismo primario, pero una cantidad de carbono y energia es
utilizada para la formacion de moléculas organicas que no estan relacionadas directamente al
funcionamiento como organismo, a eso se le llaman metabolitos secundarios. (Avalos y Pérez,
2011, pp. 119-121)

Debido al papel fundamental que poseen los metabolitos secundarios, es necesario
conocer los métodos empleados para obtener los aceites esenciales a partir de los cuales pueden

extraerse las sustancias activas.

Aceite esencial.

Los aceites esenciales son mezclas de méas de 100 componentes, por lo cual se denominan
como mezclas complejas, poseen componentes entre los cuales destacan los monoterpenos,
alcanos, alcoholes, adehidos, sesquiterpenos y fenilpropanos. Los aceites esenciales son volatiles,
facilmente destilables por técnicas como el arrastre con vapor de agua y se les atribuye el aroma
caracteristico de algunas plantas, son importantes en la industria cosmética en la fabricacion de
perfumes, en la alimentaria por su utilizacion como condimentos y a nivel farmacéutico, para la

elaboracion de fito-farmacos cuando estos posen una accion terapéutica. Martinez, A. (1996, p.1)
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Una vez que se dispone de los componentes responsables de la actividad farmacoldgica,
correspondiente a los metabolitos secundarios extraidos de los aceites esenciales, pueden

desarrollarse formulaciones a base de ellos y que son denominados fitofarmacos.

Fitofarmacos o Fitomedicamentos

Caniigueral, (2002, p.108), detalla que se conoce como fitofarmacos o fitomedicamentos, a
todas aquellas preparaciones que posean como principios activos exclusivamente productos de
origen vegetal. Ademas deben poseer una forma farmacéutica adecuada para la administracion y
los preparados sean convenientes para el paciente, y se emplean para su elaboracién: drogas

vegetales trituradas, extractos o principios activos que previamente han sido purificados.

Para que un farmaco o fitofarmaco produzca la accion para el cual fue destinado, es
necesario conocer varios aspectos entre los que destacan la via de administracion idénea tanto
para la forma farmacéutica como para el paciente en particular, por lo tanto es necesario la

descripcion de vias de administracion.

Vias de administracién

Segun Sanchez (2007), se le conoce como via de administracion de farmacos, a aquellas
rutas de entrada del mismo al organismo, son fundamentales para que los medicamentos lleguen a
su lugar de accion, es decir es el camino elegido para que un farmaco llegue al lugar en donde
tendra que realizar su accion farmacoldgica (célula diana). Algunos farmacos dependiendo de la
via pueden presentar variaciones cuantitativas, ya existe influencia en latencia, intensidad y

duracion del efecto. (p.47).
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Formas de administracion sobre la piel.

La via dérmica, es aquella en donde la aplicacion del medicamento se hace sobre la piel
para tener un efecto local o sostenido si se utiliza un parche transdérmico, por lo tanto, Alonso
(2001), ilustra que sobre la piel se aplicaran varios tipos de formulaciones con diversa naturaleza
fisicoquimica, con fines ya sea terapéutico o cosmético. Entre ellos los méas destacados estan las
formas farmacéuticas liquidas (soluciones, suspensiones y emulsiones), las sélidas (polvos

suavizantes, lubricantes), y las semisdlidas.

Formas farmacéuticas

Se refiere a forma farmacéutica, la combinacion que existe entre el o los principios
activos y los excipientes que permiten la facilidad de dosificacion, administracion y liberacion
del medicamento en el paciente. Farmacopea de Estados Unidos (2013, p. 947). En otras palabras
es la disposicion individualizada, de la sustancia que produce el efecto (principio activo) y las
sustancias que son farmacoldgicamente inactivas (exipientes), que juntas constituyen lo que se

conoce como medicamento.

Pomadas.

Son un grupo heterogéneo de preparados farmacéuticos, los cuales se caracterizan por su
consistencia semisolida, destinadas para la aplicacion en la piel, con el fin de tener una accion a
nivel local o lograr la penetracién de los principios activos. Todos los preparados de consistencia
semisolida estan englobados aqui, pero existen otras categorias como por ejemplo: las pomadas,

cremas, geles y las pastas. Alonso (2001, pp. 306, 314).
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Pomadas.

Propiamente las pomadas constan de un excipiente de una sola fase en la cual pueden
estar dispersos sélidos o liquidos. De esta categoria son de gran importancia las absorbentes de
agua, las cuales pueden absorber grandes cantidades del liquido, en estas se usan emulgentes tipo

agua en aceite W/O.

Crema.

Estas estan constituidas por dos fases, la lipdfila y la acuosa. Las cremas refrescantes son
emulsiones que seden con facilidad el agua que contienen cuando son aplicadas sobre la piel, ya
que al aumentar la temperatura la emulsién se rompe; las clasicas formulaciones son a base de

ceratos con agua.

Orégano

A continuacién se realiza la descripcion de las propiedades de las plantas utilizadas en
esta investigacion, tomando en cuenta los criterios de dos principales fuentes: Vanaclocha y
Canigueral (2003, p. 391y 476-478) y Cepae, (1999, pp. 285-293 y pp.383-389).

El Origanum vulgare es una planta herbacea aromatica, puede medir hasta 60 cm de
altura, cubierto en su totalidad por pelos glandulares, su tallo es erecto y color rojizo, hojas
opuestas y enteras, las flores presentan colores rosa o moradas, que sobresalen como ramos

finales. Fonnegra, y Jiménez (2007, p.193)
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Droga vegetal

Para la extraccion del aceite esencial en la planta por utilizar en la investigacion en este

caso el orégano, las partes a utilizar son la hierba florecida, y las partes aéreas de las plantas.

Propiedades del orégano

A nivel externo el aceite esencial de orégano, se caracteriza por la funcionalidad en los
aspectos: analgésico, cicatrizante, antiséptico y antifungico, por lo tanto en formulaciones a nivel

cutaneo presenta caracteristicas muy favorables.

Actividad antimicrobiana.

En estudios se ha determinado que en extractos al 80%, en concentraciones de 250 pg/mL
del orégano en etanol, se logra demostrar que existe actividad contra varios microorganismos de
importancia clinica, entre los cuales podemos nombrar a el Sthaphylococcus aureus,

Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, E. coli, Klebsiella pneumoneae, Proteus mirabilis.

Efecto antiinflamatorio.

Se han realizados estudios en los que se determin6 que en orejas de ratones en los cuales
hubo aplicacion externa de 20uL del extractos etanolico, en concentraciones de 2mg por mL de

las hojas del orégano, demostraron actividad antiinflamatoria.

Actividad antioxidante.

Las fracciones de Taninos y los extractos acuosos de etanol, de las sumidades floridas y

de las hojas, han demostrado un fuerte poder antioxidante a nivel de experimentacion in vitro. Por
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medio de ensayos de calorimentria, se determind que para ser efectiva como antioxidante, los

extractos acuosos de etanol deben tener concentraciones de 16mg/mL.

Componentes del aceite esencial de orégano

Los principales componentes del aceite volatil son el timol (0,1-1%) y el carvacrol (40-
70%), Contiene alrededor de 0,15-1,2% de aceite volatil, en la droga anhidra presenta no menos
de un 2,5% de aceite volatil y minimo 1,5% tanto de Timol como carvacrol. (Vanaclocha y
Cariigueral, 2003, p. 391).

Figura 1 Principales Componentes del Aceite Esencial de Orégano

timol

OH
OH

carvacrol

Fuente: Google imagenes

Efectos secundarios y toxicidad

Segun Cepae (1999, p.292) hasta el momento no se han encontrado reacciones adversas,
en cuanto a toxicidad, en ratones se determin0 que la dosis letal administrandose de forma

intraperitoneal es de 1g/kg. ( p.292)
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Tomillo

A continuacién se realiza la descripcion de las propiedades de las plantas utilizadas en
esta investigacion, tomando en cuenta los criterios de dos principales fuentes Vanaclocha y
Caiiigueral (2003, p. 391y 476-478) y Cepae, A. (1999, pp. 285-293 y pp.383-389).

El tomillo un arbusto de tipo aromético con intenso olor, puede medir hasta un metro,
tallo lefioso, muy poblado de hojas lineares, opuestas, las flores son color purpura o blancas, muy
pequerias, agrupadas en el extremo final de la planta, dando la ilusion de un pequefio ramillete.

(Centro Nacional de Informacion de Medicamentos, 2002, p.97).

Droga vegetal

Para la extraccion del aceite esencial en la planta por utilizar en la investigacion, en este

caso el tomillo, las partes de interés son la hierba florecida, y las partes aéreas de las plantas.

Propiedades del tomillo

Se le atribuyen a las especies del género Thymus propiedades fuertes con acciones
antibacterianas, antifangicas, antivirales y antioxidantes, lo cual sera relevante para el uso en el

tratamiento de afecciones a nivel cutaneo. (Imelouane et al, 2009, p.205).

Actividad antimicrobiana y antifiingica.

En estudios in vitro, se refleja que el aceite esencial de tomillo contiene componentes
como el timol, el cual tiene accién antifungica sobre los hongos Cryptococcus neo-formans,

Aspergillus, Saprolenia, ademéas de la accién antibacteriana sobre la Salmonella thyphimurium,
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Sthaphylococcus aureus y Escherlichia coli, asimismo demostro tener un mejor efecto antibiético
que el fenol, y presentando la gran ventaja de ser menos toxico, ampliando asi la posibilidad de

ser utilizado a nivel humano. (Cepae, 1999, p.388)

Componentes del aceite esencial del tomillo

Los componentes principales del aceite esencial son el timol y el carvacrol los cuales
representan un 64% del aceite, cuando se realiza la extraccion del aceite esencial volatil se logra
destilar alrededor de un 1%, en otras palabras, por cada 100 mg de material vegetal que se destile,
se obtendra alrededor de 1mL de aceite esencial (Cepae, 1999, p.386). Asimismo otros autores se
refieren a la composicion del aceite en donde el compuesto predominante es el timol, el cual
representa hasta el 51.34%, mientras que el agrupado de los demas componentes son menos del
19%. (Prasanth et al, 2014, p.2).

Figura 2 Principales Componentes del Aceite Esencial de Tomillo

OH CH, HsC__-CHs HsCu_ _CHs
H3
H.C

timol CH- p-cimeno H- y-Terpinene

Fuente: Google imagenes

Efectos secundarios y toxicidad

Segun Barrientos, Cano, Chavez y Godinez, (2001), el aceite esencial de tomillo puede
causar hiperemia, inflamacion severa y convulsiones cuando exista una dosis elevada por via
oral. Tanto la planta como el aceite son estimulantes uterinos, por lo tanto debe ser evitado en

mujeres embarazadas, el aceite en concentraciones muy elevadas puede causar dermatitis, quelitis
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y glositis, cuando se usa como dentifrico. La dosis letal media del timol por via oral es en ratas

980mg/kg vy la del carvacrol en conejos es de 100mg/kg.

Una vez descritas las caracteristicas de las plantas de interés, se abordara la importancia
de la eliminacion de la bacteria en cuestion y todo lo concerniente a ello, por lo tanto, los

conceptos bésicos se abordaran de la siguiente manera:

Bacterias

Mecanismos de resistencia antimicrobiana

Las bacterias pueden presentar resistencia, ya sea de tipo natural o intrinseca, la cual
puede estar relacionada con la exposicion al uso de los agentes antibacterianos de manera
indiscriminada. Por otro lado la resistencia también se puede dar por mutaciones que presenten
las bacterias, ya sean pequefias o grandes, en donde hay un intercambio de material genético de
forma extra-cromosémica, ya sea inter o intra-especie, por lo tanto la bacteria serd capaz de
adquirir la resistencia sin necesidad de exponerse multiples veces a la sustancia antimicrobiana.

Algunos mecanismos de resistencias son los siguientes: (Echeverria, J. e Iglesias, D, 2003, p.196)

Inactivacion enzimatica.

La bacteria produce una serie de enzimas capaces de degradar la estructura quimica del
antimicrobiano, causando con ello la pérdida de su funcion y por lo tanto, causara la falla
terapéutica. Un ejemplo caracteristico es la produccion de B-lactamasas, que degradan el anillo f3-

lactamico de los antibioticos B-lactamicos.
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Alteracion en barreras de permeabilidad.

Se denotan dos mecanismos, en el primero logran alterar los poros por los cuales penetran
normalmente los antibiéticos la membrana externa de la bacteria, y el segundo cambian el flujo
activo normal de membrana, disminuyendo el ingreso del antibiético y promoviendo la expulsion

del mismo.

Alteracion del sitio blanco del antibiético.

El sitio blanco del antibidtico, es el lugar en donde el antimicrobiano se une a la bacteria
para ejercer su efecto, normalmente son estructuras de naturaleza proteica, las cuales son
indispensables para la funcion y supervivencia de las bacteria, por lo tanto la alternacion del sitio
consiste en qué bacteria muta, para cambiar el aspecto del sitio blanco o del todo modifica la

estructura para asi crear resistencia al antibidtico y este ya no los mate.

Staphylococcus aureus

Es un Micrococaceo gram positivo, se dispone en racimos irregulares, de ahi proviene el
nombre de cocos, aunque también crecen aislados o en parejas, anteriormente se clasificaron en
un grupo de micrococos responsables de inflamacion y supuracion. Estos microorganismos
crecen en diversas condiciones ambientales, entre los 30-37°C, son resistentes a la desecacion y
desinfectantes, para diferenciarlos de otros géneros de gram positivos, se puede realizar la prueba

de catalasa. (Fernandez, Garcia, Pérez y Blazquez, 2016, pp.1-4)
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Staphylococcus aureus resistente a metilcilinas.

Se le conoce asi a los Staphylococcus aureus resistentes a todos los B-lactamicos
(penicilinas, cefalosporinas y carbapenems) la razon por la cual existe una baja afinidad es que
presentan el gen mec A, este codifica para la produccién de una nueva proteina fijadora de
penicilina (PBP 2a), ademas como resultado de la transposicion y la integracion de sitios
especificos en el cromosoma, estos de igual manera presentan resistencia a otros grupos de
antibioticos, como lo son los macrdélidos, aminoglucosidos, sulfas, quinolonas, resultando como
Unica opcion el tratamiento con vancomicina. (Gonzalez, Morffi, Nadal, Vallin, Contreras, y
Roura, 2005, parr 2)

Infecciones cuténeas producidas por Staphylococcus aureus.

Es comln que los pacientes comiencen con lesiones supuradas de piel, pustulas, en
pacientes jovenes inician con lesiones de piel y partes blandas, que rapidamente evolucionan en
abscesos 0 antrax; en casos severos los pacientes pueden evolucionar y presentar cuadros

respiratorios necrosantes graves. (Notario et al, 2007, p.81).

Pacientes susceptibles a infeccion.

Segun Arias et al (2016), se ha logrado identificar como factor de riesgo aquellos
pacientes los cuales hayan utilizado antibidticos de amplio espectro con anterioridad, entre los
cuales destacan los carbapenems, vancomicina, quinolonas y beta-lactamas, en ese orden de
importancia, también en pacientes seriamente inmunocomprometidos (en este caso los de la
unidad de cuidados intensivos y pacientes diabéticos), en donde la utilizacion de catéteres
vasculares, coronarios y gastricos es comun, siendo la contaminacién de este tipo de equipos la
posible causa de una contaminacion cruzada, por lo tanto la comorbilidad y la inmunosupresion

se han visto como los factores mas importantes en las bacteriemias causadas. (p.695)
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Pie diabético.

Se conoce asi al sindrome clinico, el cual es una complicacion cronica grave de la
diabetes mellitus, de etiologia multifactorial, ataca principalmente a las extremidades inferiores,
es ocasionada y exacerbada por una neuropatia de tipo sensitivo-motora, angiopatias, edema y
problemas a nivel de sistema inmune, en donde primeramente existe una ulceracién que se
condiciona a infeccion conllevando a la gangrena de la extremidad y cuyo desenlace es la
hospitalizacion del paciente o cirugia mutilante que incapacita a la persona de manera parcial o
definitiva. (Castro et al, 2009, p.484).

Tipos.

Relacionado con la patologia diabética se encuentran dos tipos de lesiones muy
relacionados entre si, los cuales son: las ulceras por presion, aquellas caracterizadas por el dafio
causado a nivel de piel y tejidos subyacentes, por friccion o presion. Por otra parte se encuentra la
Ulcera por neuropatia diabética en donde existe una lesion provocada por la disminucion o
ausencia de la sensacion dolorosa, inducida por la desmielinizacién de las fibras a nivel de
neuronas sensitivas. Las Ulceras por presion que son de interés para esta investigacion, de
acuerdo con el Servicio Madrilefio de Salud se subdividen segun su grado de la siguiente manera
(2010, pp. 20-21).

Las Ulceras por presion de grado 1, se identifican por un eritema cutaneo que no decolora
en piel intacta, puede haber o no aumento de la temperatura, en personas afroamericanas este
signo se presenta como una macula hiperpigmentada, y en las de grado 2, hay una pérdida
parcial del grosor de la piel que afecta a la epidermis, a la dermis o a ambas. La Ulcera es
superficial y se presenta clinicamente como una abrasién o una ampolla. Servicio Madrilefio de
Salud (2010, pp. 20-21).
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Figura 3. Ulcera por Presion Grado 1

Fuente: Servicio Madrilefio de Salud, 2010.

Figura 4. Ulcera por Presion Grado 2

—

Fuente: Servicio Madrilefio de Salud, 2010.

Aunque existen varios tipos de Ulceras diabéticas, la clasificacion méas usada es la Escala
de Wagner, la cual segun Castillo, Fernandez, y Del Castillo (2014, p.6).
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Figura 5. Escala de Wagner

Grado Lesion Caracteristicas

Callos gruesos,
cabezas
metatarsianas
prominentes,
dedos en garra,
deformidades Gseas

0 Ninguna, pie de
riesgo.

Destruccion total del

1 Ulceras superficiales 2
espesor de la piel.

Penetra en la piel,

2 _ grasa ligamentos
Ulceras profundas. pero sin afectar al

hueso, infectada.

Ulceras profundas
mas absceso.

w

Extensa, profunda,
secrecion y mal olor.

Necrosis de parte

4 Gangrena limitada del pie.

Todo el pie afectado,

5 Gangrena extensa RGO
= efectos sistémicos

Fuente: Guia de préactica clinica en el pie diabético, 2014.

Tratamiento.

Sefala el Servicio Madrilefio de Salud (2010), que la técnica de cura hiumeda se realiza
manteniendo el lecho de la herida aislada del exterior, lo cual facilita el deshibridamiento
autolitico conllevando a la facilitacion del proceso de cicatrizacion. Se usan en heridas abiertas,
los apdsitos que facilitan esto son los hidrocoloides, espumas Yy alginatos, los cuales absorben

agua y los que hidratan como lo son los hidrogeles. (p.37)

Hidrocoloides.

Son apositos que en su mayoria estdn compuestos por carboximetilcelulosa sddica, tiene

la caracteristica de absorber fluidos, funcionan de manera que en contacto con la herida, absorben
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el exudado formando un gel evitando asi la adherencia al lecho de la Ulcera. Estan recomendados
para el tratamiento de las Ulceras de grado 2, con un exudado de leve a moderado. (Pastas y
granulos). Servicio Madrilefio de Salud (2010, p.35).

Meétodos de extraccion de aceites esenciales

La extraccion corresponde a un proceso en el cual se separa selectivamente, el o los
componentes de una mezcla. Para este efecto se pueden utilizar distintas técnicas las cuales se

describen a continuacion

Arrastre por vapor

Este proceso se basa en la capacidad de las moléculas de vapor de agua para asociarse con
las moléculas de los aceites esenciales, en donde un liquido que es insoluble en agua, y tiene una
presion de vapor apreciable a la temperatura a la cual la otra sustancia ebulle, esta podra
destilarse, arrastrando el liquido insoluble por medio del vapor de agua. En este método se
reducen los dafios que se puedan causar a los aceites esenciales, ya que permite la maxima
difusion del vapor a través del material vegetal; ademas, una caracteristica importante es que los
aceites esenciales son sustancias volatiles e insolubles en agua por lo tanto, es factible el arrastre

de estas por el vapor de agua. (Lamarque et al, 2008, pp.49-50)

Dean Stark

Es un aparato utilizado a nivel del laboratorio, el cual consta de una pieza cilindrica de
vidrio, con graduacion volumétrica en toda su longitud, similar a una bureta, la parte superior del

cilindro se conecta con el condensador. De la parte superior se despliega un brazo que se inclina
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de forma vertical y conecta para adaptarse al matraz en donde estd ocurriendo la reaccién.
Durante el proceso los vapores que se forman por el disolvente de la reaccién ,el componente a
eliminar y el compuesto de interés suben del matraz hacia el conducto que los lleva al
refrigerante, el cual lo condensa y cae al colector Dean- Stark, al ser liquidos inmiscibles se van a
separar en capas por diferencia de densidades. (Angurell, et al, 2014, parr.2).

Para la comparaciéon de los métodos y determinacién de cual es el sobresaliente, se
utilizara la formula para determinar el porcentaje de rendimiento de extraccién de los aceites de

acuerdo con Leon, Fortich, del Rosario y Martinez (2015. Parr.13).
% Rendimiento= —= x 100 Wae
wMmv

Donde, Wae es el peso (g) obtenido del aceite esencial y Wy corresponde al peso en

gramos (g) del material vegetal.

Identificacién de compuestos

Para la comprensién de como se podré llevar a cabo la identificacion de los compuestos,
después de la obtencion de los aceites esenciales, se hard una revision de los conceptos
fundamentales que seran utilizados en la metodologia de la investigacion. Utilizando como
referencia principal a la Universidad Nacional Autonoma de Mexico, Facultad de Quimica.
(2007, pp.1-4)

Cromatografia

Es esencialmente la separacion de una mezcla de dos o mas compuestos que se
distribuyen en dos fases, una se denomina estacionaria y la otra como fase movil. Existen varios
tipos de cromatografia las cuales se ven determinadas por las fases involucradas en el proceso,

pueden ser solido-liquido (capa fina, papel o columna) liquido-liquido y liquido-gas
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(cromatografia por fase de vapor), todas las técnicas se fundamentan en la afinidad de los

compuestos por alguna de las dos fases.

Cromatografia de gases.

Es una técnica de separacion, en la cual la fase gaseosa atraviesa una columna llena de
solido, el principio en el cual se basa el procedimiento es el coeficiente de reparto de cada
compuesto, ya que después de la inyeccidn de los compuestos, estos seran arrastrados por el gas,
el cual tiene la caracteristica de ser inerte para no reaccionar con los distintos compuestos, y
dependiendo del coeficiente de reparto se van quedando mas o menos tiempo en la fase
estacionaria, provocando la separacion de los componentes y con el acople de algin sistema

(espectroscopia de gases) estos pueden ser detectados a la salida. (Dozal, 2010, pp. 19-21)

Espectroscopia Infrarrojo

El espectro de absorcion infrarrojo de una sustancia, estd constituido por una gran
cantidad de bandas de absorcion, aunque no pueden indicar con exactitud de qué molécula se
trata, brinda una vasta cantidad de informacion acerca de los grupos funcionales y los rasgos mas

caracteristicos de la molécula. (Pickering, 1980, p.299)

Figura 6. Espectro de Absorcion Infrarrojo
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Figura 7. Absorciones IR Caracteristicas de Algunos Grupos Funcionales

Grupo funcional Absorcion (cm™1) Intensidad Grupo funcional Absorcion (cm™?) Intensidad
Alcano Amina
C—H 2850-2960 Media N—H 3300-3500 Media
Alqueno C—N 1030-1230 Media
=C—H 3020-3100 Media Compuesto carbonilico
c=C 1640-1680 Media C=0 1670-1780 Fuerte
Alquino Acido carboxilico
=C-H 3300 Fuerte O—H 2500-3100 Fuerte, amplia
C=C 2100-2260 Media Nitrilo
Haluro de alquilo C=N 2210-2260 Media
c-cl 600-800 Fuerte Nitro
C-Br 500-600 Fuerte NO, 1540 Fuerte
Alcohol
O-H 3400-3650 Fuerte, amplia
Cc-0 1050-1150 Fuerte
Areno
C—H 3030 Débil
Anillo aromatico 1660-2000 Débil
1450-1600 Media

Fuente: McMurry, 2008

Espectrometia de masas con cromatografia de gases

Se refiere a la espectrometria de masas a la técnica instrumental sofisticada que produce,
separa y detecta iones en fase gaseosa. Para la deteccion de los iones el espectrometro puede
funcionar de distintas maneras, entre las cuales se puede mencionar al modo corriente idnica
total, el cual detecta la suma de las corrientes de todos los fragmentos idnicos en un méaximo, el
otro es el modo selectivo de i6n en donde se monitorea la relacion de la masa con la carga, por lo
cual solo se detectaran las moléculas que produzcan un fragmento molecular con esa relacion. El
espectro de masas es caracteristico de cada compuesto por lo cual ninguno podra ser igual,
creando un tipo de “huella digital”, asi que una sustancia desconocida puede ser identificada por
medio de un patrén. (Gary, 2009, pp. 593-594, 599-601).
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Figura 8. Cromatografia de Gases de Cocaina en una Muestra de Orina por Corriente
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Figura 9 Espectro de Masas Tomado del Maximo a 11,5 min

Escaneo 459 (11.541 min) de DATA:ED.D

1.2E6 82

182
1.0E6

8.0ES

6.0ES

94

Abundancia

4.0ES

303

2.0E5 199

272

n bl |.LI..I|I. 21 .I. I...l | I|| | I|II | |I
0 100 150 200 250 300

Masa/carga

152

Fuente: Gary, C, 2009.



35

Figure 10. Espectro de Masas Tomado del Maximo de Cromatografia de Gases de un
Estandar de Cocaina en el Mismo Tiempo de Elucion
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Microbiologia

Para la comprobacion de la accion antibacteriana de los aceites esenciales provenientes de
las plantas anteriormente descritas, se debe conocer y abarcar un poco de lo que concierne a las

pruebas microbioldgicas y en si a microbiologia, por lo tanto se divisaran de la siguiente manera:

Pruebas de sensibilidad a antibi6ticos

Método del antibiograma disco-placa.

El antibiograma, basado en el trabajo de Bauer, Kirby , consiste en depositar la bacteria en
una placa de agar (rayar la placa), posteriormente se colocan los discos de papel secante, los
cuales estan impregnados con el antibiotico. Inmediatamente que el disco impregnado esté en

contacto con la superficie humeda de la placa, el filtro absorbe agua y el antibidtico se difundira
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por el agar, formando radios de gradiente de concentracion. Después de 18-24 horas de
incubacién, se formaran alrededor de los discos zonas en donde no crecié la bacteria, esto se

conoce como halos de inhibicion (Garcia, et al, 2000, p.4)

Concentracién minima efectiva.

Corresponde la concentracion de la sustancia antibiotica mas pequefia que sera capaz de
inhibir el crecimiento de la bacteria en un periodo de incubacion de 18-24h. Ademas,
dependiendo a la respuesta que estos tengan ante el agente antimicrobiano, se clasifican de la

siguiente manera:

Resistente (R): Aquellos que no son susceptibles en pruebas in vitro, es decir no son
inhibidas por las concentraciones del antibidtico a nivel sanguineo que normalmente son

alcanzadas con las dosis habituales del mismao.

Sensible (S): Estas si poseen susceptibilidad in vitro, ya que con dosis adecuadas y
habituales del antibiético muestran ser sensibles e inhiben la bacteria en cuestion. (Ministerio de
Salud del Pert, 2002, p.12)

Tabla 1. Interpretacion del Método Kirby Bauer

Agente Antimicrobiano Diametro de la zona de inhibicién en mm
Aminoglucosidos Resistente Intermedio Sensible
<o= >0=
Amikacina 14 15-16 17
Gentamicina 12 13-14 15
Kanamicina 13 14-17 18
Netilmicina 12 13-14 15

Fuente: Bernal y Guzman (1984)
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CAPITULO IlIl. MARCO METODOLOGICO

En el presente capitulo se describen los procesos metodoldgicos llevados a cabo para la

obtencion de los resultados.

Enfoque

El estudio a continuacién presenta un enfoque de tipo cuantitativo, ya que mediante la
obtencion de resultados de forma experimental, se busca demostrar una hipoétesis planteada al
inicio de la investigacion, por medio de la manipulacion de las variables para llegar a resolver el

planteamiento del problema.(Herndndez, Ferndndez y Baptista 2014, p.5)

Disefio

Se presenta en esta investigacion un disefio de tipo experimental, ya que las condiciones
en las que se realiza son controladas, se basa en hipdtesis establecidas previamente, y el
investigador posee un mayor control en cuanto a la manipulacién de las variables. (Hernandez et
al, 2014, p.150)

Objeto de Estudio

En el presente estudio sera objeto de investigacion el siguiente microorganismo:
v’ Staphylococcus aureus

Evaluando la accion antimicrobiana de las siguientes drogas vegetales, sobre el

microorganismo descrito:

v" Thymus vulgaris

v" Origanum vulgare
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Criterios de Inclusién

v’ Para la presente investigacion se utilizard como fuente de material vegetal, a las plantas
Thymus vulgaris y Origanum vulgare, en ambos casos seran las partes aéreas de la planta

(hojas).

Criterios de Exclusion

v" En el mismo caso para las plantas tanto Thymus vulgaris y Origanum vulgare, se
excluiran de la investigacion las partes compuestas por el tallo, la raiz y flores,

pertenecientes a las plantas anteriormente descritas

Variables

Tabla 2. Definicion de las variables de la investigacion

Obijetivo variable Definicion Definicion Instrumentalizacién
conceptual operacional
Determinar el | Arrastre por | Obtencion  del | Extraer Se  medird el
mejor método | vapor, aceite  esencial | metabolitos porcentaje de aceite
de  extraccion volatil insoluble | activos de las | extraido mediante
para los aceites por medio de su | plantas a estudiar | el pesaje de las
esenciales  las arrastre con el | mediante la | muestras de los
drogas vegetales vapor de agua. | utilizacion de un | aceites  extraidos
Thymus vulgaris (Lamarque, et al, | equipo de | experimentalmente
L y Origanum 2008, pp.49-50) | destilacion  por | en balanza
vulgare L. arrastre con | analitica.
vapor.
Aparato de | Utilizacion de un | Extraer Se  medirda el
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Dean- Stark aparato de Dean- | metabolitos porcentaje de aceite
Stark, el cual | activos de las | extraido mediante
separa liquidos | plantas a estudiar | el pesaje de las
inmiscibles que | mediante la | muestras en
se separan en | utilizacion de un | balanza analitica.
capas por | aparato de Dean-
diferencia de | Stark
densidades.
Angurell, et al
(2014, parr.2).
Evaluar la | Prueba de | EI antibiograma | Realizar prueba | Medicién de los
actividad sensibilidad se basa en halos | de sensibilidad a | halos de inhibicion
antibidtica  de | antibidtica. de inhibicién que | antibidticos,
los aceites puros producen ciertas | midiendo los
de las drogas sustancias sobre | halos de
vegetales una bacteria la | inhibicion  que
Thymus vulgaris cual es sensible | producen el

L y Origanum
vulgare L,
frente al

Staphylococcus

aureus.

(Garcia, et al,
2000, p.4)

aceite esencial de
tomillo y orégano

Concentracion

minima
inhibitoria  de
los aceites
esenciales.

La concentracion
minima
inhibitoria se
refiere  a la
minima

concentracion

necesaria  para
que la sustancia
inhiba el

Realizar prueba

de sensibilidad a

antibioticos,

midiendo los
halos de
inhibicion  que
producen el

aceite esencial de

tomillo y orégano

Medicion de los

halos de inhibicion
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crecimiento de la
bacteria (Garcia,
et al, 2000, p.4)

Identificar las
concentraciones
minimas
efectivas en las
formulaciones
fito-
farmacéuticas
de los extractos
obtenidos a
partir de las
drogas vegetales
Thymus vulgaris
L y Origanum
vulgare L,
frente a la
accion bioldgica
del
Staphylococcus

aureus.

Busqueda de las
concentraciones
minimas

efectivas de los

fitofarmacos.

La concentracion

minima

inhibitoria se
refiere a la
minima

concentracion
necesaria  para
gue la sustancia
inhiba el

crecimiento de la
bacteria (Garcia,

et al, 2000,

p.4).2).

Realizar prueba

de sensibilidad a

antibioticos,

midiendo los
halos de
inhibicion  que
producen las

formulaciones

fitofarmacéuticas.

Placas de Petri,

agar, regla,
formulaciones

fitofarmacéuticas

Fuente: Autor

Instrumentos y técnicas de recoleccion de datos

En este apartado se describira el proceso seguidos en el desarrollo del proyecto, haciendo

una separacion en fases.
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Fase I: Obtencion de la materia vegetal

Para la investigacion se consiguid el material vegetal de un lugar llamado La Casa de los
Condimentos, en donde aseguran tener en la muestra brindada, sélo la droga vegetal (parte de la

planta que se necesita “hojas”).

Figura 11. Apariencia de la Materia Prima Empleada para la Extraccion

Fuente: Autor

Fase I1: Destilacion por arrastre por vapor

En esta fase se emple6 el material vegetal alrededor de 100g, ademas sera utilizado el
equipo proporcionado por la Universidad Internacional de las Américas, el cual comprende: sus
instalaciones, balanza granataria y agua purificada, equipo de arrastre por vapor (balén de fondo
plano, unién de Claisen, condensador, pastilla de agitacion, beaker, hielo, sal y plantilla para
calentar y agitar)



42

Procedimiento

En un balén de fondo plano de 1L, se colocaron 100g de tomillo, los cuales fueron
pesados previamente en una balanza granataria en un beaker de 500mL y trasvasados al balén. En
una probeta de 1L, se midi6 600mL de agua destilada, los cuales posteriormente fueron
adicionados al balon de fondo plano, y se introdujo la pastilla de agitacion. Se monté el equipo de
hidrodestilacion como se muestra en la figura 12; se colocé el calentador en 270°C y la agitacion

en 650 rpm.

Después de 3 horas de destilacion, se recogio el destilado y procedio al trasvase de la
muestra a un embudo separador de 500mL en donde se le adicion6 30 mL de cloroformo, para
separar fases (la acuosa arriba y la oleosa abajo), se abrid la llave y dejo salir toda la fase acuosa,
y la oleosa se pasé a un beaker de 100mL.

A la fase oleosa se le adiciond tres gramos del desecante para eliminar las trazas de agua
que pudieron haber quedado, esto se trasvasé a otro beaker de 100mL separando el desecante de
la muestra por decantacion, la muestra ya sola se pasdé a un tubo de ensayo el cual estaba
adaptado a un equipo de filtracion al vacio. Se colocd un beaker de 100mL con agua en un
calentador a 50°C e introdujo el tubo de ensayo y evaporé el disolvente (cloroformo), quedando

asi solo la muestra del aceite, la cual se guardd en un vial y conservo.

Figura 12. Equipo Empleado para la Hidrodestilacion Convencional

Fuente: Autor
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Fase I11: Destilacion de arrastre con vapor acoplado a trampa Dean- Stark

Procedimiento

En un balon de fondo plano de 1L, se colocaron 100g de tomillo, los cuales fueron
pesados previamente en un beaker de 500mL en una balanza granataria y trasvasados al balén. En
una probeta de 1L, se midieron 600mL de agua destilada, los cuales posteriormente se
adicionaron al balon de fondo plano, y se introdujo la pastilla de agitacion. Se mont6 el equipo de
hidrodestilacion con el aparato de Dean- Stark como se muestra en la figura 13; se coloco el

calentador en 270°C y la agitacién en 650 rpm.

Durante la destilacion se sacd el agua recolectada en el aparato, para que se fuese
acumulando el aceite, y después de 3 horas de destilacion, se apagd el calentador, se sacé el
aceite recolectado en el aparato en un vial de 5mL y procedi6 a guardarse. Este mismo

procedimiento se realiz6 con el orégano.

Figura 13. Equipo de Destilacion Empleado para la Hidrodestilacion con el Aparato de
Dean-Stark

Fuente: Autor
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Fase 1V: Caracterizacion e identificacion de los componentes

Procedimiento
Cromatografia de gases acoplado a masas

En un cromatografo de gases acoplado a masas, se inyectaron las muestras para las cuales
se obtuvieron los cromatogramas, ademas se efectud la comparacion de cromatogramas de las
muestras obtenidas, mediante una extrapolacion con patrones de los aceites, procedentes de los

aceites comerciales.
Espectroscopia infrarrojo

Adicionalmente se realiz6 un andlisis de espectroscopia infrarrojo, en donde se observo

los distintos grupos funcionales de las muestras obtenidas a nivel experimental.

Fase V: Analisis microbiologico

En un laboratorio microbiolégico (Microlabs) se llevaron las muestras de los aceites
esencial, para determinar si existe accion antimicrobiana frente al microorganismo en cuestién

(Staphylococcus aureus), para la posterior formulacion.
Procedimiento

Se replico la bacteria 24 horas antes de su utilizacion para que estuviera en fase
exponencial de crecimiento. En una camara de flujo laminar, se impregnaron las placas con el
medio de cultivo y se dejo secar por 20 minutos. Con la punta de una micropipeta se hicieron
pozos en la placa y rotularon. Posteriormente, se rayd la placa con una torunda previamente
introducida en la solucion de la bacteria en cuatro direcciones opuestas. Con una micropipeta de
5uL, se cargo el aceite e introdujo en los pozos previamente realizados, se sacé de la camara de

flujo laminar y se dejo6 en la incubadora por 24h a 33°C.
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Figura 14. Micropipeta para Diluciones de los Aceites Esenciales

10 - 100 pl

Fuente: Autor

Fase VI: Elaboracion de las preparaciones fitofarmacéuticas

Se realizaron distintas formulaciones (crema y pomada) para la aplicacion en Ulceras
causadas por Staphylococcus aureus, en las lesiones de pie diabético y Ulceras por presién, de

grado 1y 2.
Elaboracién de la crema

En esta fase se utilizé el equipo proporcionado por la Universidad Internacional de las
Américas, el cual comprende: sus instalaciones, balanza granataria, agua tridestilada, beakers,
pastillas de agitacion, espatulas de metal, probeta, lanolina, parafina liquida, parafina sélida,
vaselina y termometro

Procedimiento

En beakers de 100mL, se pes6 30g de parafina liquida, 12 g de parafina sélida, 23 g de
vaselina, 10 g de lanolina y con una probeta se midid 25 mL de agua tridestilada. En una plantilla
los beaker se pusieron en un bafio de calentamiento, disolviendo asi componentes desde el que
tiene mayor punto de fusion a el que tiene menor en un mismo beaker de 250mL (parafina solida,
lanolina, vaselina, parafina liquida). Todos se mantuvieron-una misma temperatura, y se agitaron
durante 35 minutos. Se adiciond el agua (a la misma temperatura) poco a poco a la fase oleosa, y

agito durante 35 minutos (después de 10 minutos de agitar, se quité del bafio de calentamiento y
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se colocd en una plantilla que solo agitd. Finalmente, se afiadio en hilo el aceite esencial (3mL)

de tomillo y agité durante 30 minutos.

Elaboracion de la pasta:
Procedimiento

En un beaker de 100mL se pes6 40 g de 6xido de zinc, 5g de aceite de oliva, y 50g de la base
de la crema descrita en el apartado anterior. A los 50 g de la base de la crema se le agregd el
6xido de zinc previamente pasado por un tamiz, se adiciond el aceite de oliva poco a poco y agitd
manualmente, posteriormente se agreg6 en hilo el aceite esencial (3mL) y agitd durante 10

minutos.

Fase VII: Andlisis microbioldgico de las preparaciones fito-farmacéuticas

Se realizaron pruebas microbiologicas a la crema de tomillo para conocer a qué
concentracion es inhibido el microorganismo, para establecer la concentracion minima efectiva

de la formulacion.
Procedimiento

Se replico la bacteria 24 horas antes de su utilizacion para que estuviera en fase
exponencial de crecimiento. En una cdmara de flujo laminar, se chorre6 la placa con el medio de
cultivo y dejé secar por 20 minutos. Con la punta de una micropipeta se penetr6 la placa
formando un pozo. Posteriormente se rayo la placa con una torunda humedecida en la solucion de
la bacteria en cuatro direcciones opuestas. Se introdujo una punta de espatula en el pozo
previamente realizado, se sacd dela camara de flujo laminar y se dej6 en la incubadora por 24h a
33°C
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La informacion que se presentard a continuacion es el resultado del procedimiento

experimental de cada una de las fases descritas, estos resultados estan basados en la informacion

obtenida mediante observacion.

Comparacion de la Destilacion Convencional por Arrastre con Vapor Frente a la
Utilizacion de la Trampa Dean- Stark

La primera etapa del proceso consistid en evaluar los métodos de extraccion para la

obtencion del mejor rendimiento del aceite esencial, debido a esto se emplearon la

hidrodestilacion convencional y la destilacion con un aparato de Dean- Stark, por triplicado

obteniéndose los siguientes resultados mostrados en la tabla 3 y 4.

Tabla 3. Promedio de la Masa del Aceite de Tomillo Obtenida de Acuerdo al Método de

Extraccion

Método Masa del aceite Masa del aceite | Masa del aceite | Masa del aceite
obtenido(g) obtenido(g) obtenido(g) obtenida
(05/06/2017) (06/06/2017) (08/06/2017) promedio
Hidrodestilacion 0,3112 0,2622 0,3726 0,3153
convencional
Hidrodestilacion 0,6730 0,5075 0,5981 0,5929

con Dean- Stark

Fuente: Autor
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Figura 15. Apariencia de los Aceites de Tomillo Obtenidos de Acuerdo al Método de
Extraccion

Fuente: Autor

Tabla 4. Porcentajes de Rendimiento Promedio de Hidrodestilacion Convencional e
Hidrodestilacién con Dean- Stark

Método Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de Porcentaje de
rendimiento rendimiento rendimiento rendimiento
5/6/2017 6/6/2017 8/6/2017 Promedio
Hidrodestilacion 0,3113 0,2622 0,3726 0,3154
convencional
Hidrodestilacion 0,6730 0,5075 0,5981 0,5929
con Dean- Stark

Con lo reflejado en la tabla 4, se observa que el rendimiento porcentual promedio es
superior para la destilacion realizada con el aparato Dean- Stark, considerandose la mejor opcion
debido a que genera mejores resultados, en cuanto a material extraido y porcentaje de
rendimiento del aceite esencial, la razén por la cual este método sobresale del convencional es
que es un sistema cerrado, en donde el vapor de agua que arrastra al aceite esencial volatil, pasa

por el condensador, el cual al estar en forma vertical condensa el agua y esta es arrastrada por las
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paredes a favor de gravedad, quedando confinado en un tipo dispositivo bureta, en el cual es
mucho mas facil de separar del agua, por el principio de diferencia de densidades, ademas que el

numero de etapas para la obtencion del aceite es mucho menor.

A diferencia del método convencional en donde hay que optar por otros métodos para
separar la fase oleosa de la acuosa, quedando en este proceso de separacion restos de la muestra
en distintos instrumentos del laboratorio, conllevando a la pérdida de la muestra, lo cual se ve
reflejado en los resultados. Ademas, que al utilizar un disolvente para separar en este caso el
cloroformo, se hace un procedimiento extra, el cual implica la utilizacion de calor, conduciendo
al sobrecalentamiento de la muestra y provocando el cambio de color, asimismo que no se puede
saber con certeza si el disolvente ya fue eliminado por completo, ya que las trazas de cloroformo

son toxicas para el ser humano.

Analisis Cualitativo de las Muestras de los Aceites Esenciales de Tomillo y Orégano

por Espectroscopia Infrarrojo

Una vez que se contd con el aceite esencial extraido, la siguiente etapa consistié en
determinar su composicion para saber si se encontraban presentes las sustancias reportadas en la
literatura que son sus componentes principales y a los cuales se les atribuye la actividad

microbiologica determinada.

El primer analisis realizado fue el espectroscopico mediante infrarrojo para evidenciar la
presencia de los grupos funcionales atribuidos a los componentes principales los cuales son el

timol y carvacrol, cuyas estructuras se muestran en la figura 16.

Figura 16. Estructura del Timol y Carvacrol

OH

OH

Timol Carvacrol

Fuente: Google imagenes



Figura 17. Espectro Infrarrojo Obtenido del Aceite de Tomillo con el Método de
Hidrodestilacion con Dean- Stark
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De las sefales obtenidas por el equipo infrarrojo, expuestas en las figuras anteriores,

mediante la utilizacion de una tabla comparativa, se enlistaran las sefiales obtenidas para cada

grupo funcional que se logra divisar.
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Tabla 5. Sefales Obtenidas en el Espectro Infrarrojo para la Muestra de Tomillo por
Hidrodestilacion Convencional (HD) e Hidrodestilacion por Dean- Stark (DS)

Sefial detectada
-1

Sefial detectada
-1

Grupo funcional

Intervalo de

cm cm frecuencia teorico
DS HD cm™
3410 3385 O-H alcoholes, fenoles 3200-3650
2873 2874 C-H alcanos tension 2850-2960
2929 2929 C-H alcanos tension 2850-2960
1622 1622, 1588 C=C Anillos aromaticos 1600-2000 débil
1424 1424 C-H alcanos flexion 1350-1470
1462 C-H alcanos flexion 1350-1470
1231 1231 C-O fenol estiramiento 1000-1260
1294 1294 C-O fenol estiramiento 1000-1260
817 814 Anillos aromaticos 675-870

Fuente: Pavia (2013) y McMurry (2008)

De las figuras 17 y 18 correspondientes al espectro infrarrojo del aceite de tomillo, se

logran observar algunas sefiales las cuales representan grupos funcionales presentes, tanto en el

timol como en el carvacrol en donde se destacan las siguientes:

La primera sefial intensa reflejada en el infrarrojo, corresponde a las sefiales detectadas a

los 3384 cm™ y 3536 cm™, en hidrodestilacion con Dean-Stark e hidrodestilacién convencional

respectivamente, las cuales segun la tabla de valores de referencia de Pavia (2013) y McMurry
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(2008), pertenece al grupo hidroxilo (OH), el cual es caracteristico del grupo fenol presente en
ambas estructuras de los componentes que se encuentran en mayor proporcion (Timol y

Carvacrol).

Las regiones que se comprenden entre 2850 cm™ y 2960 cm™, corresponden a la zona
particular en donde se encuentran las sefiales de tensién de los enlaces tipo sp® y sp? en las
muestras analizadas de los métodos hidrodestilacion con Dean-Stark y convencional, arrojan
sefiales a los 2873 cm™ y 2929 cm™ respectivamente, los cuales concuerdan con los rangos

tedricos, al movimiento de tension C-H alifatica.

Para el mismo carbono sp®, se detectaron las sefiales a los 1424 cm™ y 1462 cm™,
correspondiente a las vibraciones o movimientos de tipo intermolecular de tipo flexion
particulares de la relacion de un carbono e hidrogeno de los alcanos, relacionado estos valores
con los teoricos junto con lo descrito anteriormente, ratifica el pensar de la existencia de estos
grupos en las estructuras de los componentes del aceite esencial, en donde el timol y el carvacrol

son los que se hallan en mayor cantidad.

Las sefiales entre 1600 cm™y 2000 cm™, son caracteristicas de los grupos aromaticos, las
cuales pertenecen a la relacion de movimientos vibracionales ente dos carbonos (C=C). En el
espectro las muestras se emiten sefiales de 1622 cm™ (DS) y 1588 cm™ (HD), las cuales coinciden
con los valores tedricos, por lo tanto se confirma la presencia de grupos aromaticos, ademas se
observa una sefial muy fuerte a los 817 cm™ y 814 cm™ respectivamente, propios de la zona
conocida como “huella digital” en la cual las sefiales reflejadas entre 675-870 cm™ se le atribuyen

a movimientos de flexion de compuestos aromaticos.

Finalmente se detectaron sefiales a los 1231 cm™ y 1294 cm™ en ambas muestras,
concordando con los valores tedricos propuestos por Pavia (2013) y McMurry (2008), en donde
sefiales que tengan intensidad en el rango de 1000-1260 cm™, se le atribuiran movimientos de
tipo estiramiento en enlaces carbono-oxigeno (C-O) de un alcohol o fenol, corroborando la

presencia de fenoles, los cuales estan presentes en las estructuras del aceite esencial.
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Analisis Cuantitativo de los Componentes Presentes en los Aceites Esenciales de Tomillo y

Orégano por Cromatografia de Gases Acoplado a Masas.

La siguiente fase consistio en la caracterizacion de los componentes del aceite esencial,

tanto de tomillo como de orégano obtenidos por los métodos de hidrodestilacién convencional e

hidrodestilacion con el aparato de Dean- Satark, con la utilizacion de un cromatdgrafo de gases

acoplado a masas, los resultados obtenidos se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Composicion de las Muestras de Tomillo por Hidrodestilacién
Convencional (HD) y de Tomillo y Orégano por Dean- Stark (DS)

Muestra Numero | Tiempo | Porcentaje Compuesto Probabilidad
de pico de de Area
retencion
(min)
Tomillo 16 5,491 4,00 linalol 93,2% eucaliptol
mediante DS 10 4,628 14,55 p-cimeno 83,4 % linalol
30 7,520 17,24 timol / carvacrol 74,5% timol metil
eter
Tomillo 4 5,441 4,29 linalol 88,5% eucaliptol
mediante HD 9 7,520 59,98 timol / carvacrol 88,5% p-cineol
10 7,641 13,01 carvacrol 84,1 % linalol
Orégano 20 7,510 9,78 timol / carvacrol 85% linalol
mediante DS 21 7,631 38,49 carvacrol
12 5,461 7,02 linalol
Tomillo patron 22 7,520 24,36 timol / carvacrol 92,8% eucaliptol
23 7,671 9,15 carvacrol 83,1% linalol
Orégano 5 4,628 9,12 p-cimeno 89,6% eucaliptol
patrén 11 7,631 69,54 carvacrol 82,8% linalol

75% timol metil eter
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En la tabla 6, para la muestra del aceite esencial de tomillo se observan valores de
porcentajes de area bastante satisfactorios, ya que alrededor de los 7 minutos, se logran observar
los picos de las estructuras correspondientes al timol y carvacrol, los cuales presentan porcentajes
de area del 17,24% y 59,98%, siendo los mas representativos con respecto a toda la corrida
cromatografica, ademas se observa a los 4 minutos un pico representativo en la muestra del
Dean- Stark correspondiente al p-cimeno, el cual es uno de los componentes mayoritarios del
aceite esencial de tomillo, igualmente a los 5 minutos, refleja un pico el cual corresponde al
linalol, y que comparado con los demas compuestos, es el que tiene mayor probabilidad (84,1%)
de estar presente y ser compatible con la base de datos del masas, confirmando lo observado en el
espectro infrarrojo, donde existia la presencia de los grupos funcionales de las estructuras

mencionadas.

En los valores proyectados por el masas de las muestras de orégano hidrodestilado con el
aparato Dean-Stak y el patron comercial, segin lo observado en la tabla 6, apoyado a lo
establecido tedricamente, la estructura del carvacrol estd presente en mayor proporcién, ya que
alrededor de los 7,6 minutos se observan porcentajes de area del 69,54 % y del 38,49%, siendo
por mucho el componente mas representativo de la muestra, sin embargo los picos siguientes de
mayor porcentaje de area, son para timol con el 9,78%, p-cymeno con 9,12%, y el linalol con un
7.2% , siendo este ultimo el que presenta mayor probabilidad de ser el compuesto detectado por
el masas, ya que presenta una probabilidad del 85%, ratificando lo observado en el infrarrojo ya
que estos son los componentes principales del aceite y presentan los grupos funcionales de las

estructuras descritas.

Analisis Microbioldgico de los Aceites Esenciales de Tomillo y Orégano Frente a

Staphylococcus aureus

Una vez que se confirmo la presencia de los componentes principales del aceite esencial
responsables del efecto antimicrobiano de acuerdo con lo reportado en la literatura, se procedio al
analisis de su actividad microbioldgica. Luego de 24 horas de incubacion, se procedio a analizar

las placas, con los halos de inhibicion respectivos, en los medios de cultivo de Mueller- Hinton,
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en donde en los pozos realizados se introdujo la muestra del aceite esencial, los resultados se

muestran a continuacion en las figuras 19, 20 y 21.

Figura 19. Formacion del Halo de Inhibicion con el Control Positivo (Gentamicina)

Fuente: Autor

Figura 20. Formacion del Halo de Inhibicién en la Placa con el Aceite Esencial de
Tomillo al 100%

Fuente: Autor
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Figura 21. Formacion del Halo de Inhibicion en la Placa con el Aceite Esencial de
Orégano al 100%

Fuente: Autor

De acuerdo a lo observado en las figuras 20 y 21, se evidencia el poder antibiético de los
aceites esenciales frente al Staphylococcus aureus, presentando halos de inhibicion de 38mm para
el orégano, 52mm para el de tomillo y de 21mm para la gentamicina. Basandose en la tabla de
Bernal y Guzman (1984), en el cual se determina que para que la gentamicina tenga la capacidad
bactericida debera tener al menos un halo de 15mm.. En las muestras realizadas se logra apreciar
que la gentamicina esta dentro del rango correspondiente a sensible, por lo tanto los aceites
esenciales al tener un halo de inhibicidbn mayor que el antibidtico seran catalogados también

como bactericidas ya que la bacteria en cuestion mostro ser sensible ante ellos.

Analisis Microbioldgico de las Formulaciones Fitofarmacéuticas

Posteriormente de que se determiné que efectivamente la bacteria era sensible a los
aceites, se procedi6 a analizar la accion del fitofarmaco sobre el Staphylococcus aureus.
Teniendo como referencia a Fernandez et al. (2015),los cuales indican que la concentracion
minima inhibitoria es de 0,1% para el aceite esencial de tomillo, por lo tanto se procede a
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formular una crema al 3% para tener un margen amplio de variacion de la concentracion minima
inhibitoria, y probar su efectividad frente al Staphylococcus aureus, el resultado se muestra en la

figura 22

Figura 22. Halo de Inhibicion de la Crema de Tomillo al 3% Frente al
Staphylococcus aureus

Fuente: Autor

Con la prueba microbiolégica anterior, se logra apreciar que la crema al 3% no ejerce
ninguna accién antimicrobiana frente al microorganismo ensayado pese a lo descrito por
Fernandez et al. (2015), aunque dentro de las posibles explicaciones destacan primeramente lo
expuesto por Sharapin (2000), el cual enfatiza la existencia de variaciones con relacion al
contenido de componentes activos dentro de las especies de la misma planta, por factores como el
tiempo recoleccion, condiciones climaticas, suelo, época del afio, técnica de cultivo, entre otros,
por lo tanto aunque hubiese referencia por parte de Fernandez et al. (2015), no todos los aceites
se comportan de la misma manera puesto que dependiendo de los factores descritos existen

variaciones en los componentes del aceite.
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Asimismo segin Villareal (2004) para la obtencion de una formulacién Optima, deben
existir un conjunto de variables fisico-quimicas, como lo son un minimo de tension interfacial, lo
cual la crema formulada no cumple, ya que al ser casi en su totalidad grasa, la tension interfacial
es muy alta, y debe poseer un coeficiente de reparto del surfactante aproximado a uno (R=1), esto
quiere decir que la tendencia hidrofilica y lipofilica debe ser equilibrada, lo cual tampoco se
cumple en la formulacién, ya que la mayor parte de sus componentes son lipofilicos, ademas de
que no se utilizé un tensioactivo como tal, por lo tanto al no cumplir estos dos requisitos, no se

cede la molécula activa, quedando ésta dentro de la matriz de la formulacion.

Complementando lo referido por Sharapin (2000), con respecto a la variacion de la
concentracion y composicion de los aceites, se plantea la posibilidad de que la concentracion del
principio activo al 3% en la formulacion, no tiene en su mayoria la molécula activa, debido a esto
se consider6 determinar la concentracion minima efectiva de las diluciones de los aceites
esenciales, para asi conocer la concentracion minima del aceite, la cual pueda ser utilizada en la

formulacién que desde el principio se planteo.

Determinacién de la Concentracién Minima Efectiva en Distintas Diluciones Frente al

Staphylococcus aureus

Tras encontrar resultados negativos para la inhibicion de la bacteria en la fase anterior, se
decidio realizar distintas diluciones del aceite esencial puro, tanto del tomillo como del orégano,
para asi determinar la concentracion minima efectiva, y posteriormente elaborar las formas
farmacéuticas. Para ello se establecieron concentraciones del 75%, 50%, 25%, 12,5% y 7,5%, en
donde se utilizé como disolvente el aceite de oliva, el cual se habia ensayado previamente para
demostrar que era inocuo frente a la bacteria. Los resultados obtenidos se presentan a

continuacion con las figuras 23, 24 y 25.
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Figura 23. Halos de Inhibicion Presentados por las Distintas Diluciones del Aceite
Esencial de Orégano

Fuente: Autor

Figura 24. Halos de Inhibicion Presentados por las Distintas Diluciones del Aceite
Esencial de Tomillo

Fuente: Autor



Figura 25. Inocuidad del Aceite de Oliva Frente al Staphylococcus aureus

Fuente: Autor

Tabla 7. Halos de Inhibicion de las Diluciones del Aceite Esencial de Orégano y Tomillo

Concentracién porcentual

Halo de inhibiciéon tomillo

Halo de inhibicion orégano

mm mm
75% 20 22
50% 8 28-30
25% 4 12
12,5% NI 4
7,5% NI NI

Segun lo observado en las figuras 23,24, 25 y los halos de inhibicion presentados en la
tabla 7, se logra determinar que para que el aceite se comporte como bactericida, comparando con
la tabla de Bernal y Guzman (1984), se necesita que en el caso del tomillo, el aceite esté puro o al
75%, mientras que el orégano se puede utilizar puro, al 75% y al 50%, por lo tanto, se comprueba

que a pesar de tener en cuenta lo expresado por Fernandez et al. (2015), en donde refiere que la
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concentracion minima inhibitoria es de 0,1% para el aceite esencial de tomillo, las condiciones
de cultivo, época del afio, los suelos, condiciones climéticas y otros factores no fueron los

mismos conllevando a variaciones en el contenido de los componentes activos del aceite.

Por tanto, las formulaciones propuestas no serian adecuadas para este aceite en particular,
puesto que a proporciones tan altas de aceite esencial para lograr la inhibicién, las bases de las
formulaciones descritas se disolverian, perdiendo asi su composicién y naturaleza de la forma
farmacéutica. La posible solucion se fundamenta en la formulacion de una locion, ya que segun
lo sefialado por Sharapin (2000), las lociones después de evaporar el agua contenida, presentan
concentraciones superiores del farmaco que las conseguidas por las pomadas, aumentando asi su
poder bactericida, ademas que podran mantener con mayor facilidad el equilibrio entre las fases
oleosas-acuosas ya que las lociones son formas farmacéuticas liquidas, y utilizando
polietilenglicoles o glicerina pueden mejorar la plasticidad de la pelicula conduciendo a una

mejor la adhesion a la piel.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Al finiquitar la investigacion se llegd a las siguientes conclusiones:

v" El mejor método para la extraccion de los aceites esenciales es la implementacién de un
aparato de Dean- Stark, ya que se logré un mejor rendimiento porcentual de extraccion.

v/ Las muestras obtenidas por hidrodestilacion convencional, a pesar de tener
procedimientos extra y utilizacion de calor adicional para la obtencion del aceite, no
mostraron modificaciones en cuanto a los grupos funcionales que sobresalen en el
infrarrojo.

v Para las muestras de aceite de tomillo obtenidas por hidrodestilaciéon convencional y
Dean-Stark y orégano por Dean- Stark, se logran divisar los componentes principales del
aceite mediante cromatografia de gases, dandose cuenta que ambos métodos son factibles
para extraer el aceite, ya que no pierden los componentes mayoritarios responsables de los
efectos deseados.

v" Tanto el aceite de tomillo como el de orégano tienen propiedades bactericidas frente al
Staphylococcus aureus, presentando halos de inhibicion mayores al del antibi6tico
comercial.

v Para obtener un efecto bactericida ante el Staphylococcus aureus en la utilizacion del
aceite esencial de tomillo, este se debe utilizar en concentraciones mayores al 75%, ya
que a esta concentracion no logra llegar al valor del rango de inhibicion.

v' El aceite de orégano es eficaz contra el Staphylococcus aureus en concentraciones
mayores al 50%, ya que en esta proporcion logra un halo de inhibicion bastante
considerable, confirmando su poder bactericida.

v" Las formulaciones propuestas al comienzo de la investigacion, no son las adecuadas, ya
que las proporciones en las cuales el aceite esencial debe estar presente en la formulacion
son muy altas, por lo tanto no se pueden considerar las formas farmacéuticas de tipo

semisolidas.
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Recomendaciones

Experimentador

v

Tomar en cuenta desde el principio el porcentaje de rendimiento teérico de la planta por
analizar, ya que teniendo en cuenta este valor se evalua si existe el equipo adecuado en el
laboratorio.

Utilizar la trampa del Dean- Stark desde el comienzo de la extraccion, ya que es mucho
maés efectivo y se ahorra mucho tiempo en el proceso experimental.

Obtener la planta de un establecimiento en donde certifiquen el origen y pureza de la
misma.

Realizar las pruebas de concentracion minima efectiva de las diluciones del aceite antes
de formular, ya que basarse en estudios previos no garantiza que su muestra se comporte
de la misma manera.

Realizar una formulacion fitofarmacéutica que logre soportar tal cantidad de aceite

esencial y que este pueda tener efecto antimicrobiano.
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