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Resumen

El desarrollo de este trabajo de investigacion se basa en la determinacion de la actividad anti
fangica de los aceites esenciales de tomillo (Thymus vulgaris L) y orégano (Origanum vulgare L)

frente a la candida albicans, por ende, incorporarlos a una formulacion fitofarmacéutica.

La C.albicans es un agente causal de diversas micosis superficiales oportunistas produciendo
patologias como candidiasis oral, comUn en personas con un sistema inmunitario debilitado. Por

lo tanto, es necesario y (til la busqueda de nuevos agentes antimicoticos de origen natural.

Los aceites esenciales utilizados en el proyecto de investigacion se obtuvieron de las hojas
secas de las especies seleccionadas, utilizando un sistema de hidrodestilacion, trampa Dean-Stark
y soxhlet. Considerandose la técnica de trampa Dean-Stark la mas favorable para la extraccion y
obtencion de los aceites ya que proporciono un mayor porcentaje de rendimiento el cual fue de

0.71%, en comparacion con los otros que mostraron valores de 0.27% y 0.12%.

Las técnicas empleadas para identificar los compuestos mas relevantes de los aceites
esenciales fueron el analisis de espectroscopia de infrarrojo, cromatografia de gases acoplado a

masas, los cuales demostraron la presencia de los compuestos.

En el caso de las pruebas microbiolégicas realizadas contra la C.albicans revelan un alto
potencial antimicético de ambos aceites, sin embargo, al comparar los extractos, el de orégano

demuestra mayor actividad frente al hongo que el de tomillo.

Por otra parte se determind la concentracion minima inhibitoria del orégano y tomillo
necesario para realizar la formulacion.Esto se realiz6 a través de la medicion de los halos
generados en los medios de cultivo empleando diferentes diluciones de los aceites. Estos reflejan

que el orégano la concentracién minima inhibitoria sera del 25% vy la del tomillo del 50%.



CAPITULO I: INTRODUCCION

Planteamiento del Problema

Las micosis son infecciones causadas por hongos, que se presentan tanto en ancianos como en
adultos jovenes e infantes. Estas son independientes de la edad y condicion socioecondmica

compartiendo la misma importancia médica de infecciones causadas por bacterias y virus.

Una de las patologias m&s comunes que presentan las personas es la candidiasis oral, siendo
una infeccion asociada a la Candida albicans. Este microorganismo conocido como un tipo de
hongo oportunista, que forma parte normal de la micro biota humana en las vias respiratorias,
cavidad bucal, sistema gastrointestinal y reproductor, no genera ningun tipo de complicacién
grave en individuos inmunocompetentes, pero si puede aparecer en el momento donde nuestro
sistema inmune recae, provocando serios problemas de salud tanto a nivel de mucosa como

sistémico en el huésped (Rodriguez, Miranda, Morejon y Santana, 2002, parr. 2-3).

Segin Lopez, Dzul, Lugo, Arias y Zavala, (2016) en su estudio, una de las micosis
oportunistas con mayor relevancia son las producidas por la especie de candida, representando
hasta un 80% de las infecciones intrahospitalarias observando asi un incremento en los pacientes
gue no manifiestan respuesta positiva a los antimicoticos, generando mecanismos de defensa

frente a estos, causado por su uso irracional (p.128).

Ante lo expuesto y conociendo que este es un problema de indole mundial segun informes de
la Organizacion Mundial de la Salud, (2000) en la creciente resistencia de los antimicrobianos
dandose en hongos, bacterias, virus y parasitos.

La presente investigacion muestra como principal interrogante. ¢Existe un efecto anti fungico

del aceite esencial de Origanum Vulgare L y Thymus vulgaris L sobre la “C. albicans?

Hipotesis



El aceite esencial de la T. Vulgaris y O. Vulgare L presentan actividad antifingica frente a la
candida albicans.

Objetivos

Objetivo General

Evaluar la actividad antifngica de los aceites esenciales extraidos de las partes aéreas de dos

drogas vegetales tomillo (T. vulgaris L) y orégano (O. vulgare L) frente a C. albicans.

Obijetivos especificos

Determinar la mejor técnica para la obtencion del aceite esencial a partir de las partes aéreas

de las dos drogas vegetales tomillo (T. vulgaris L) y Orégano (O. vulgare L).

Evidenciar la presencia de los componentes principales reportados para los extractos mediante

analisis instrumental y pruebas de quimica liquida.

Evaluar el efecto anti fungico in vitro del aceite esencial de T. vulgaris L y O. vulgare L
frente a la C. albicans, mediante la medicién de los halos de inhibicién formados en el cultivo.



Justificacion

La medicina es parte de la cultura, no hay pueblo que no haya desarrollado algun
sistema de medicina y de prevencion de las enfermedades, mas concretamente sobre las causas
de las afecciones, la manera de reconocerlas y diagnosticarlas, asi como las formas o
procedimientos para aliviar, curar o prevenir las enfermedades, ademéas para preservar y
promover la salud. Segun la Organizacion mundial de la salud (1991-2002) la salud se denomina
como un estado meramente de satisfaccion tanto en el area fisico, mental y social no solo se

atribuye a la ausencia de afecciones o enfermedad.

El uso de las plantas medicinales es una practica que se ha empleado esde la antigiiedad, con
el propodsito curativo o preventivo de las enfermedades o sus sintomas. Durante mucho
tiempo los remedios naturales fueron el principal recurso disponible, esto hizo que se
profundizara en el conocimiento de las especies vegetales, surgiendo asi como una
disciplina la fitoterapia. En todo el mundo, la medicina tradicional, complementaria 0 no
convencional ha constituido un pilar importante en la prestacion de servicios de salud. (Garcia,
Martinez, Ortega, y Castro, 2010, pp. 87-88).

Muchos paises reconocen actualmente la necesidad de elaborar un enfoque coherente e
integral de la atencidon de salud que facilite el acceso de la medicina tradicional de manera
segura, respetuosa y efectiva, por lo que surge la estrategia de la OMS (2002-2005), que por
su importancia fue actualizada para 2014-2023.

Actualmente, segin la OMS (2000) alrededor de cuatro mil millones de personas,
aproximadamente el 80% de la poblacion mundial, utiliza las plantas para contrarrestar los
efectos nocivos causados por una determinada afeccion. Basandose en conocimiento empirico
asociado a los beneficios asumiendo como reales desde una perspectiva personal y se visualiza
con el aspecto que expone el individuo con posterioridad del uso aplicado, siendo varias las
razones por las que socialmente el uso de la medicina tradicional se torna de una manera atractiva

y eficaz hacia la poblacién mundial.



Por otra parte la frecuencia y la estadia de micosis invasora debido a hongos patdgenos
oportunistas han ido en aumento en las dos Gltimas décadas, demostrando una resistencia a los
farmacos antimicoticos habituales. Se ha determinado que la especie del género Candida
constituye el grupo mas importante, especialmente la C. albicans, responsable de infecciones
bucodentales como la candidiasis oral e infecciones vaginales. (Murray, Rosenthal y Pfaller 2008,
pp. 779-781).

Por lo tanto, hallar un efecto antimicotico positivo de los aceites esenciales del orégano y
tomillo sobre la C. albicans serviria de apoyo para nuevos estudios y desarrollo de diferentes
fitofarmacos anti fangicos con base en principios activos procedentes de plantas medicinales,
generalmente son faciles de adquirir y son abundantes en el pais, permitiendo de esta manera la
eliminaciéon eficaz del hongo y mejorando los beneficios terapéuticos ofrecidos por los

medicamentos habituales.

El desarrollo de la medicina tradicional costarricense necesita de estudios de
investigacion cientifica para demostrar el posible efecto farmacologico de las plantas vy
determinar las indicaciones, dosis, reacciones adversas, contraindicaciones y toxicidad de los
extractos naturales. La medicina tradicional es una alternativa de eleccién para muchas personas
dado que representa una opcién de menor costo que los medicamentos sintéticos o

semisintéticos comercializados.

La investigacion busca proporcionar mayor conocimiento de las propiedades
antimicéticas de los aceites esenciales de las partes aéreas de las dos drogas vegetales T.
Vulgaris L y en O. Vulgare L. Con el fin de promover la realizacion de formulaciones fito

farmacéuticas.
Antecedentes
La recoleccion de antecedentes internacionales como nacionales se realizé por medio de

consultas a bases de datos especializadas como EBSCO vy otros de acceso libre de indole

cientifico; en antecedentes nacionales se consultd la base de datos de las diferentes



universidades tales como la Universidad de Costa Rica (UCR), la Universidad de
Iberoamérica (UNIBE) y la Universidad Internacional de las Américas (UIA).

En Antecedentes Internacionales se encuentran varios articulos y trabajos de investigacion
relacionados con el uso y las propiedades medicinales de las dos plantas orégano y tomillo por
estudiar.

El trabajo investigativo, el orégano: propiedades, composicion y actividad biologica de
sus componentes de los autores Arcila, Loarca, Lecona y Gonzélez, (2004) menciona que: El
orégano posee una buena capacidad antioxidante y antimicrobiana contra microorganismos
patdgenos como Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, entre otros. Estas caracteristicas son sumamente importantes
para la industria alimentaria puesto que pueden favorecer la inocuidad y estabilidad de los

alimentos como también protegerlos contra alteraciones lipidicas (parr. 1).

Por otra parte el articulo Composicion quimica y actividad antibacteriana del aceite
esencial del Origanum vulgare (2001), autores Albado, Saez y Ataucusi generalmente lo que
realizan es la descripcion de los principales grupos funcionales de la droga vegetal y es la
extraccion del principal componente del aceite esencial carvacrol para experimentalmente
determinar su propiedad antiséptica, obteniendo como resultado sensibilidad contra los
siguientes microorganismos: Escherichia coli, Salmonella tiphymurium, Salmonella cholerae

suis y Vibrio cholerae y las bacterias gram-positivas: Staphylococcus aureus y Bacillus cereus.

Componentes quimicos y su relacién con las actividades biolégicas de algunos extractos
vegetales (2010), autores Garcia, Martinez, Ortega y Castro investiga la relacion entre los
componentes quimicos Yy las propiedades farmacoldgicas de ciertos extractos vegetales como son
el de perejil (Petroselinum sativum), de la ruda (Ruta graveolens), del tomillo (Thymus vulgaris),
de la gobernadora (Larrea tridentata) y de los aceites esenciales de clavo (Syzygium

aromaticum) y orégano (Lippia graveolens).

Las investigaciones anteriores proporcionan informacion tanto tedrica como experimental

de las propiedades, composicion y actividad biologica del Origanum vulgare L, contra



microorganismos patdgenos especialmente el de interés Staphylococcus aureus, entre otros, lo

cual es sumamente importante para el trabajo en proceso de investigacion.

En el articulo “Evaluacion del efecto antioxidante de aceites esenciales y extractos del
Eugenia caryophyllata, O. vulgare y T. vulgaris” de los autores Cardona y Mejia (2009) se
refiere al poder antioxidante y antimicrobiano de los distintas drogas vegetales y su

actividad bioldgica. (pp. 58-70)

El trabajo de graduacion Determinacion de la actividad antimicdtica in vitro del extracto de
tomillo (T. vulgaris) en comparacion con la nistatina y el gluconato de clorhexidina al
0.2% sobre cepas de C.albicans (2014), autor Inlago, se basa en una comparacion entre
productos ya existentes en el mercado y el extracto del tomillo, dando como resultado que
el aceite esencial de tomillo al 75% presenta una actividad mayor al inhibir el crecimiento
bacteriano al compararlo con el gluconato de clorhexidina al 0,2% Yy la nistatina al 0,2% que

presenta una sensibilidad media (p.64).

En el caso de los antecedentes nacionales se encuentra seis investigaciones de las cuales
se relacionan con el tema de estudio.
Garcia y Garcia (2014) estudiaron de forma experimental la actividad antimicrobiana del
tomillo (T. Vulgaris) y propuesta de la elaboracidén de una presentacién farmacéutica que
actie a nivel de piel, tesis realizada en la Universidad de Iberoamérica, la cual estudio
experimentalmente la actividad antimicrobiana del aceite esencial del tomillo (T,. Vulgaris)
contra diferentes sepas patdgenas procedentes de la American Type Culture Colection
Salmonella  typhimurium, Pseudomonas aeuruginosa, Klebsiella  pneumoniae vy
Staphylococccus aureus. Este trabajo demostrd la funcionalidad antimicrobiana del aceite
esencial contra los microorganismos antes mencionados, lo cual refleja la importancia para el

trabajo de investigacion (pp.3).

En el trabajo de graduacion, Actividad antibacteriana de los aceites esenciales derivados
del tomillo y el orégano (2004) los autores Acosta y Céspedes, hablan sobre comprobar la

presencia de los distintos compuestos fendlicos encontrados en las dos plantas propuestas y su



potencial inhibitorio hacia el crecimiento de Staphylococccus aureus y Escherichia coli,
observando que extractos alcoholicos de los aceites esenciales derivados de las plantas
producen sensibilidad a los microorganismos en estudio. Esta tesis es de suma importancia
para poder analizar los métodos de identificacion de uso para los compuestos hallados en

los aceites esenciales y su potencial inhibitorio a los tres microorganismos descritos.

Alternativas no tradicionales para el control de biofilme dental: enjuagues bucales y
desinfectantes de cavidades (2012) autores Ballestero, Valverde, Madrigal, Rojas, Romero, es
una investigacion realizada en la facultad de Odontologia, de la Universidad de Costa Rica. En
ella los autores hablan del area de la salud oral y de nuevas sustancias naturales con
propiedades antibacterianas como lo son la Albahaca y el Orégano, realizando una comparacién
de extractos de dichas plantas contra los productos bucales ya existentes en el mercado
(clorhexidina), dando un resultado mayormente positivo para los extractos naturales en el
control del biofilme dental, lo cual expresa la importancia de esta investigacion para el presente

trabajo de graduacién (pp.15).

En el trabajo de investigacion efectuado por Rodriguez y Flores, (2012): Determinacion de
nuevos compuestos con potencial bacteriostatico y antihelmintico en Chenopodium
ambrosiodes (apazote), evallan los aceites esenciales de apazote, tomillo (T. vulgaris) y
orégano (Lippia graveolens) por cromatografia de capa fina con fase estacionaria de silica gel,
todas mostraron presencia de compuestos fendlicos a los que se le atribuyen el potencial
bacteriostatico, se puede resumir que la importancia para la presente tesis es el método de estudio

de los componentes de las plantas, cromatografia de capa fina (pp.6).

Elaboracion de una tintura para el tratamiento de la tifia con base en extractos de Juanilama
(Lippia alba) y Orégano (Lippia graveolens) y estudio fitoquimico de su actividad anti fungica,
(2011) autor Morales, comenta sobre los distintos métodos de extraccion del aceite esencial del
orégano utilizado para la elaboracion de la tintura y de la actividades biologicas que esté
presente contra hongos.Este antecedente es importante para el presente trabajo ya que utilizaron

un método de extraccion de interés, de igual manera como otros antecedentes anteriores



citados se refiere al potencial bioldgico antibacteriano y otros beneficios farmacoldgicos de la
planta, asocidndolo al tema actual sobre la aplicacién a una levadura (pp.6).

El trabajo de graduacion, Efecto de la aplicacion de los aceites esenciales extraidos a partir
de las hojas de pimientos de Jamaica (Pimienta dioica), hojas de Canela (Cinnamomum
zeylanicum) y Orégano (Oreganum vulgares) en la preservacion de carne de res, (2013) autor
Lizano se valoro cada aceite esencial por aparte y su efecto en la preservacion de los alimentos
(carne, en ese caso) debido a su efecto antimicrobiano. Se obtuvo como resultado que el aceite
esencial de las hojas de orégano presentd el mayor rendimiento para preservar la carne que
los demas aceites extraidos, por lo tanto, este otro antecedente revalida la accion antibacteriana

de dicha planta de estudio al tema de investigacion.

Proyecciones

Con esta investigacion se pretende dar un aporte a la fitoterapia, mediante el estudio de la
actividad bioldgica de las partes aéreas de dos drogas vegetales T. vulgaris L y O.
Vulgare L a modo de combatir las infecciones bucales como propuesta para tratar una
candidiasis bucal mediante pruebas de identificacion de los aceites esenciales y pruebas
microbioldgicas para determinar su actividad frente a C. albicans; lo que representa un avance

cientifico en la medicina natural.
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CAPITULO Il MARCO TEORICO

En el segundo capitulo de este trabajo se realiza un acercamiento, principalmente
descriptivo, sobre el uso de la medicina tradicional o fitoterapia; enfocado en las drogas
vegetales el tomillo y el orégano, que son plantas con accion bioldgica descrita. Se procedera a
investigar las generalidades de las plantas por utilizar (drogas vegetales), su composicion

quimica y diferentes métodos de extraccién como la posible accidn antimicotica.

Fitoterapia

Segun Avello y Cisternas (2010) la fitoterapia es la ciencia que estudia el manejo de los
productos de origen vegetal con fines terapéuticos, ya sea para atenuar, curar o prevenir un estado
patoldgico donde la medicina tradicional o natural valida su uso popular mediante métodos
quimicos con pruebas en el laboratorio. En otras palabras es la terapia suplementaria que
manipula plantas o partes del material vegetal en donde el empirismo de la medicina tradicional

se transforma en fundamento cientifico (p.1284).

Fitofarmaco

Etimoldgicamente la palabra se torna de dos raices griegas; “Fito” definido como planta y
“Farmaco” siendo un medicamento. Por lo tanto, se puede deducir y concretar que un fitofarmaco
es un medicamento cuya sustancia activa contiene el extracto de una determinada planta, a
diferencia de un farmaco quimico que proviene de una molécula quimicamente sintetizada. Se
puede agregar también como productos medicinales acabados y etiquetados cuyos ingredientes
activos estandarizados estan formados por partes aéreas o subterraneas de plantas u otro material

vegetal, o combinaciones de éstos. Avello et al. (2010, pp.1286)

Planta Medicinal
Se describe como cualquier planta considerada como recurso bioldgico que posee en alguno
de sus 6rganos o en toda la estructura los principios activos con actividad farmacoldgica tiles en

la terapéutica. (Universidad de Antioquia, 2009).
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Droga Vegetal
Parte de la planta que contiene los principios activos y con actuacion farmacoldgica para su

uso terapéutico. (Universidad de Antioquia, 2009).

Metabolitos Secundarios

Las plantas poseen un enorme y desconocido reservorio de sustancias derivado de sus
actividades metabolicas Ilamados metabolitos secundarios enfocados a su sistema de defensa
en contra de microorganismos, insectos y herbivoros. Se han identificado algunas sustancias
simples como: quinonas, flavonas, flavonoides, flavonoles, taninos y cumarinas, terpenoides,

aceites esenciales, alcaloides, pectinas y poli péptidos (Garcia, et al. (2010).

Principio Activo

Dicese, primero de sus palabras como captura de un resultado con un indicativo de llevar hacia
adelante algo. Se establece como sustancia quimica pura (aislada de la droga) responsable de la
actividad farmacologica y del uso terapéutico que se le atribuye a una droga (Universidad de
Antioquia, 2009).

Aceite Esencial

Son productos que contienen los principios volatiles de los vegetales que se extraen de
diferentes partes de la planta: de las flores (rosa), de las hojas (eucalipto), de las raices (vetiver) o
de su madera, se agrega también brevemente que es una mezcla de varias sustancias quimicas

biosintetizadas por las plantas. Garcia et al. (2010).

Cavidad Oral

Antes de hablar de la cavidad oral, primero se debe describir un poco sobre como esta
constituido el tubo digestivo; este esta integrado por: la boca, la faringe, el esofago, el estomago,
el intestino delgado e intestino grueso y la cavidad oral. Esta Gltima se ubica en la primera parte
del aparato digestivo; exactamente en la parte inferior de la cara, entre las fosas nasales y el
cuello, es recubierto por una mucosa cuya estructura estd formada por: el epitelio, membrana

basal y estrato conectivo (Martini, Timmons y Tallitsch, 2009, p.662).
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Anatomia de la cavidad oral

La cavidad oral o bucal se encuentra revestida por la mucosa oral, que presenta un epitelio
escamoso estratificado con funcion protectora, no queratinizado a diferencia que el epitelio de la
piel y limitada por las mejillas y los labios. Esta estructura se caracteriza por su forma de
herradura, que esta situada entre los dientes y los labios: a este espacio se le Ilama vestibulo y la
parte situada por detrds de los dientes es la cavidad oral. El techo de la cavidad bucal esta
formado por los paladares duro y blando, mientras que la lengua ocupa la parte inferior. Martini
et al. (2009, pp.661-663).

La parte dsea lleva por nombre paladar duro porque esta constituida por los huesos maxilar
superior y el palatino; por el otro lado, esta el paladar blando o velo del paladar, que esta formado
por musculos recubiertos de mucosa. Como ya se sabe la cavidad oral se comunica con el
exterior, por la abertura de la boca y es en ese espacio donde se ubica la lengua, que es la
estructura de mayor importancia en la investigacion. Martini et al. (2009, pp.661-663).

Anatomia de la lengua

La lengua puede diferenciarse en dos porciones: un cuerpo anterior o porcion oral y una raiz
posterior o porcion faringea. Su superficie anterior contiene una gran cantidad de pequefias
proyecciones nombradas papilas. La lengua es un 6rgano impar, mediano y simétrico. Tiene la
caracteristica de ser muy movil y esta cubierta por una mucosa; este 6rgano tiene varias funciones
importantes como lo son: la masticacion, la deglucion, la succion y la fonacion y también es el

6rgano que se encarga de las sensaciones gustativas. Martini et al. (2009, pp.662-664).

A nivel de la cavidad bucal o mucosa oral hay una amplia diversidad microbiana debido a las
agradables condiciones que proporciona como las concentraciones de oxigeno, la disponibilidad
de nutrientes, la temperatura, el pH, la exposicion a factores inmunoldgicos y las caracteristicas

anatomicas que permita que estos vivan como comensales. Martini et al. (2009, pp.662-664).

Micologia
Se define micologia que es una de las ramas de la microbiologia, ciencia que se dedica al

estudio de los hongos; seres vivos que al inicio se clasificaron como vegetales inferiores que
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carecian de la capacidad de formar tejido, ya hoy forman parte del reino Fungi y del dominio
Eumycota.

Hongos

Los hongos son microorganismos de estructura celular eucarionica, simples y con gran
capacidad de adaptarse a diversos medios. Carecen de clorofila por lo cual son incapaces de
sintetizar su propio alimento, por lo tanto, depende de una nutricion carbonada, la cual obtienen
viviendo como saprofitos en materia organica en descomposicion o como parasito sobre

organismos vivos. (Rodriguez, 1998, p.19)

Micosis oportunista

Segln Rodriguez (1998), la micosis oportunista son un grupo de enfermedades de etiologia
fangica, para el desarrollo de la enfermedad el agente causal necesita un estado alterado de los
mecanismos de defensa normales ya que estos son incapaces de producir una patologia en un

huésped con un estado inmune normal. (p.234)

A lo largo del tiempo las infecciones micoéticas han tenido un incremento importante debido al
aumento del ndmero de pacientes inmunodeprimidos por diversas causas como el SIDA, la
quimioterapia en pacientes con cancer, las personas receptoras de trasplantes, ademas por el uso
frecuente de procedimientos invasores y por los tratamientos prolongados con antibiéticos de
amplio espectro y el uso de glucocorticoides. EI caso mas representativo de los agentes fungicos

oportunistas lo constituye el género candida. (p.235)

Candidiasis

Enfermedad conocida también como moniliasis o algodoncillo, causada por un hongo del
genero Candida, se le atribuye mas de 100 especies, aungue solo se implica en infecciones
clinicas a la C.Albicans. Generalmente esta cepa es aislada entre un 90% y100% a partir de
muestras de mucosa y entre un 50 y 70% de las cepas son procedentes de pacientes

inmunosuprimidos. Murray et al (2008, pp779-780).
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Figura 1. Candida Albicans en Mucosa Bucal

Fuente: Google imagenes

Taxonomia

Como lo menciona Murray et al (2008), se extrae la informacidn proveniente de clasificacion
taxondmica segun reino como Hongo, con division Deuteromycota, de la clase Blastomycetes,
perteneciente a la familia de Cryptococcaceae del género Candida y de la especie Albicans
(pp.780-781).

Morfologia

Como lo menciona Murray et al (2008) todas las especies del género candida se desarrollan
como células levaduriformes ovales aproximadamente entre 3 a 5 um las cuales forman yemas o
blastoconidias, seudohifas e hinfas verdaderas también producen tubos germinales vy
clamidoconidias terminales de pared gruesa. Las levaduras son microorganismos eucariéticos y
todas son gram positivas, su reproduccion es asexualmente por un proceso especifico de division

celular conocido como gemacion (pp.780-781).
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Figura 2. C.Albicans Levaduriforme Oval

Fuente: Google imagenes

Epidemiologia

Generalmente los hongos enddgenos no habitan al huésped como parasitos, sino que lo hacen
como saprofitos. Estan representados esencialmente por C. albicans coloniza al ser humano como
a animales, por lo que se encuentra tanto en personas como en la naturaleza. El lugar de
colonizacion en el individuo es el tubo digestivo (desde la cavidad bucal hasta el recto), también
se desarrolla como comensales en la uretra, vagina, piel y debajo de las ufias de los pies y manos.
Se encuentra en estado saprofito en estas mucosas en bajas proporciones, pero puede
desarrollarse en abundancia y causar alteraciones clinicas. Ademas el principal agente etiol6gico
es la C.albicans, se estima que entre el 25 y 50% de las personas sanas portan la especie como
micro flora normal en la cavidad bucal. (Murray et al, 2008, pp. 781-782).

Manifestaciones clinicas

Como lo determina Rodriguez (1998), las manifestaciones clinicas son muy variadas,
cualquier tejido es susceptible a la invasién siempre y cuando el huésped lo permita. Puede
generar lesiones cutaneas, mucocutaneas o generalizadas. La manifestacion clinica de interés en
la investigacion son las infecciones a nivel de boca, pero se dard una descripcion breve de las
principales manifestaciones patoldgicas de la C. albicans (pp.235-239).
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Lesiones Cutaneas

Intertrigo
Se presenta en &reas de roce y pequefios pliegues, como zona inframamarias, axilas,
interglateos e interdigitales. Su desarrollo se basa en una lesion humedad, eritematoescamoso a

veces de color blanquecino y bordes irregulares (Rodriguez, 1998, p.237).

Paroniquia
Inflamacion periungueal, que procede normalmente de la infeccion ungual, presenta un

exudado inflamatorio agudo (Rodriguez, 1998, p.237).

Onicomicosis
En este caso el hongo invade la ufia, produciendo un cambio en la estética de esta con

engrosamiento, formacidn de estrias y cambio en la coloracion. (Rodriguez, 1998, p.237).

Lesiones mucocutaneas

Candidiasis oral

También conocida como algodoncillo, con manifestacion clinica m&s comln presente en
edades extremas e individuos inmunocomprometidos, se da una formacion de placa mucosa,
cremosa y blanquecina muy adheridas en su base las cuales al ser desprendidas deja una

superficie eritematosa y brillante. (Rodriguez, 1998, p.237).

Vaginitis
El embarazo y la diabetes son los principales factores predisponentes, se caracteriza por
presentar una secrecién espesa en grumos, blanco amarillento, la mucosa vaginal puede presentar

placas similares a la candidiasis oral. (Rodriguez, 1998, p.238).

Candidiasis generalizada

Se genera como ultima etapa de algunos procesos primarios debilitantes en enfermos que
constantemente estan recibiendo indculos masivos del hongo procedentes de alguna fuente
primaria enddgena o exdgena, facilitando la generalizacién de la patologia individuos

extremadamente susceptibles. (Rodriguez, 1998, p.238).
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Cultivo

Los autores describen que la C.Albicans crece de manera in vitro en medios de cultivo con
agar, peptona, maltosa, sacarosa y dextrosa. En el agar sabouraud aparecen colonias muy
pequefias al término de 24 a 36 horas y pueden llegar a medir entre 1.5 a 2 mm de diametro
después de una semana. Las colonias de Candida crecen “in vitro” en condiciones de aerobiosis
en medios de cultivo a pH con rango entre 2,5 y 7,5 y temperatura que oscila entre 20°C y
38°C.(Murray et al, 2008, pp. 738-740)

Las caracteristicas que presentan estas colonias en medios como el agar sabouraud o medios
similares son un crecimiento liso, suave, himedo y de color y aspecto cremoso; de igual manera
al término de 4 o 5 dias se percibe un olor semejante a levadura. (Murray et al, 2008, pp. 738-
740)

Diagnostico de laboratorio

Este dependera de la manifestacién clinica de la patologia, el material clinico por estudiar es
variado. Debido a que el microorganismo forma parte del micro flora natural del organismo es
imprescindible la cuantificacién del mismo, asi como su presentacion morfoldgica en el tejido
afectado. Por lo tanto, si se encuentra en bajas cantidades, con predominio de formas
levaduriformes es una colonizacion, pero si, esta presente en abundancia con predominio de

formas filamentosas es indicativo de enfermedad. (Rodriguez, 1998, p.240).

El diagndstico se realiza mediante raspado de lesiones ungueales, cutdneas y mucocutaneas,
secreciones vaginales, esputo entre otras materiales los cuales son tratados con hidréxido de

potasio al 10% o 20% para visualizar los elementos fangicos. (Rodriguez, 1998, p.240).

Generalidades de las Plantas en estudio

Thymus vulgaris (Tomillo)
Se reconoce con el nombre cientifico de Thymus vulgaris, cominmente como Tomillo.
Agregando la forma comercial de llamarle como tomillo rojo y tomillo blanco, hierba de tomillo,

hoja y flor de tomillo.El T. vulgaris L popularmente conocido como tomillo es una pequefia
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planta, con un aproximado 20-30cm, perteneciente a la familia Lamiaceae, que es una de
las més grandes familias y plantas con flores que va de color blanco hasta morado con
distintos aromas, con alrededor de 220 géneros Yy, practicamente, 4000 especies alrededor del
mundo (Javed et al., 2013, p.975).

Taxonomia
De acuerdo en Prasanth, Ravi, Varsha y Satyam (2014), su taxonomia se describe en
pertenecer al reino Plantae, en la clase de Margnoliosida en el orden de Lamiales, de la familia

Lamiaceae y subfamilia Nepetoideae, del genero Thymus L y especie T. vulgaris L.( p.2)

Descripcion

Es un arbusto aromatico con intenso olor a timol de unos 20- 30 centimetros de altura,
aspecto grisaceo y tallos lefiosos, muy poblado de hojas lineares, opuestas, entre aovadas y
lanceoladas, diminutas de a lo sumo, 1 cm, aunque pueden parecer mas estrechas porque sus
bordes se enrollan cuando hay sequia, el envés que es blanquecino por los muchos pelillos
blancos que lo recubren; las flores son bilabiadas, de color pdrpura o blancas, muy pequefias,
agrupadas en una especie de cabezuela en el extremo de las ramitas (Gimeno, 2001, p.173). El
sabor es fuerte, algo amargo, como alcanfor (Centro de Informacion de Medicamentos, 2002,
p.97).

Fuente: Google imagenes
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Habitat y distribucion geografica

Esta pequefia hierba aromatica es de origen mediterrdneo (Asia Occidental, Europa
Central y el norte de Africa), pero es posible aislarlo en diferentes lugares del planeta a
manera de cultivo como en laderas y ciertos terrenos montafiosos. Sin embargo prefiere los
terrenos secos, soleados y calcéareos. Existen una variedad de especies. El clima mas favorable
para su cultivo es el templado, templado-calido y de montafia. Resiste muy bien a las sequias y
heladas, pero no al encharcamiento con exceso de humedad. Su reproduccion se puede
efectuar mediante semillas o vegetativamente por medio de pies o esquejes (Inlago, 2014,
p.10).

Partes medicinales de la planta y accion farmacologica

Segun el (CIMED, 2002), el producto medicinal es el aceite extraido en fresco, de la hierba
florecida, las hojas secas, el rayado y la parte etérea fresca de la planta. La esencia del tomillo
presenta atributos tonificantes, estimulantes del apetito, eupépticos, espasmoliticos,
expectorantes, antisépticos, antihelminticos y anti fungicos, también una de las propiedades

mas atractivas de la hierba es su potencial antibacteriano (p.97).

Importancia en la medicina tradicional de Thymus vulgaris L

El uso del tomillo en la medicina tradicional conlleva una larga historia ha sido utilizado en
el tratamiento de diversas patologias, por ejemplo, de tipo respiratorio (tosferina, bronquitis y
asma), en forma de té, pomada, tintura, jarabe o por inhalacién de vapor (Javed et al., 2013,
p.976).

También, se utiliza para evitar el endurecimiento de las arterias, el dolor de muelas, la
infeccion del trato urinario y la dispepsia. Posee la capacidad de aumentar el apetito, debido a
su importante constituyente el Timol, cuyo potencial es capaz de matar bacterias y parasitos
(Javed et al., 2013, p.976).

El tomillo ha cambiado de ser una simple hierba tradicional a una droga vegetal de
fitoterapia racional. Es fuente de hierro, calcio, manganeso, vitamina K y de igual manera,
actualiza el flujo sanguineo y genera un impacto estimulante en todo el sistema. La actividad

vigorizante de esta hierba en un marco de ansiedad hizo que funcionara como una cura para la
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debilidad fisica y mental y, adicionalmente, para disminuir el insomnio (Monira y Naima,
2010, p.467).

El potencial curativo de Thymus vulgaris L. se debe a la presencia de flavonoides, timol,
carvacrol, eugenol, fenoles, luteolina y tetrametoxilado. Sus numerosos efectos como:
antibacteriana, anti fangica, antiviral, antiparasitaria, espasmolitico y antioxidante lo hacen

recomendable como agente de prevencion del cancer (CIMED, 2002, p.98).

Constituyentes del aceite esencial de Thymus vulgaris L

Lopez, (2006), citado por Inlago, (2014), el aceite constituye del 1 al 2.5% aproximadamente
de los componentes totales de la planta de tomillo, resaltando como elementos principales
del aceite, a los fenoles monoterpenos (56.53%) y, en menor cantidad, hidrocarbonos
monoterpenos (28.69%), hidrocarbonos sesquiterpenos  (5.04%) y  sesquiterpenos
oxigenados (1.84%). Entre los componentes de aceite esencial el compuesto predominante es el
timol y carvacrol hasta un 64 % del aceite, mientras que la cantidad de todos los demas
componentes es menos de 19% (Prasanth et al. (2014,p.71).

También contiene flavonoides como la apigenina y luteolina, numerosas flavonas
metoxiladas, flavonas, flavonoles y heterésidos. Se deben tomar en cuenta aspectos como la
altura en la que se encuentra el cultivo, la composicién del suele, la época de cosecha entre otros

factores que influyen en la composicién del aceite (Inlago, 2014, p.11).

Anélisis del aceite de tomillo
Shabnum y Wagay (2011) pudieron identificar 30 compuestos por la destilacién hidraulica
de las partes aéreas de Thymus vulgaris L. Los principales aceites esenciales son los siguientes:

timol y-terpineno, p-cimeno, mirceno, alfa-pineno, eugenol, carvacrol y alfa- thujene (p.85).

Hudaib, Speroni, Di Pietra y Cavrini (2002), pudieron identificar los distintos grupos
funcionales del aceite esencial de tomillo, utilizando sus indices de retencion obtenidos a
partir de dos columnas cromatografias (no polar y polar) diferentes en combinacion con sus

datos sobre el espectro de masas por captacién de iones. El analisis GC/MS de los aceites



21

generd la separacién de 46 componentes, de los cuales 45 estructuralmente fueron bien
identificados, usando sus datos de espectros de masa y de indices de retencion (p.694).

Generalmente, el aceite vegetal se caracteriza por el alto porcentaje de fenoles
monoterpenos (carvacrol y timol). El aceite también muestra niveles relativamente abundantes
del contenido fenolico, particular de timol, sustancia a la cual se le atribuye la actividad
bioldgica de la planta o su aceite (Hudaib et al., 2002, p.694).

Actividad anti fungica y antimicrobiana del tomillo

Muchos de los aceites esenciales conservan efectos inhibidores que son estudiados por su
posible uso como antimicrobiano, anti fungico, antiviral, por lo tanto, ha permitido su uso en
preparaciones farmacéuticas, ya sea como conservantes o como fitofarmacos. Entre ellos se
encuentran el aceite de canela, clavo de olor ajo, orégano y tomillo (Labib y Aldawsari, 2015,
p.3350).

Los aceites esenciales son metabolitos secundarios producidos por las hierbas como fuente
de defensa para su supervivencia, son mezclas de compuestos volatiles, principalmente los
terpenos y sus derivados oxigenados, producidos en pequefias cantidades, y con un gran
potencial bioldgico ya que poseen un efecto sinérgico. (Manou, Bouillard, Devleeschouwer y
Barel, 1998, p.368).

Otros usos y actividad biologica del tomillo

La utilidad principal que le ha proporcionado la humanidad es como condimento de uso
culinario (aperitivo y digestivo), favorece la conservacion de los alimentos y til en los procesos
de elaboracion de licores .Se usa también en infecciones y faringeas, cuidado de las encias y

dientes, siendo de uso externo, empleando infusiones de tomillo. (Inlago, 2014, p.13).

Segun Prasanth et al., 2014, los extractos de tomillo tienen actividad antiviral contra el
virus del herpes simple (HSV), tipo 1 (HSV-1), tipo 2 (HSV-2). Por su actividad diurética esta
indicado para personas con retencion urinaria, reumatismo, gota y distintos problemas con la

vejiga o el rifidn.
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Efectos secundarios

Resulta no viable el uso del aceite de tomillo por via oral, en especial mencién durante la
etapa de embarazo, lactancia, ademas en infantes menores de 6 afios, por otra parte no se
recomienda en pacientes con insuficiencia renal o cardiaca. Se debe tener precaucion con las

esencias ya que pueden presentar alergias (CIMED, 2002, p.100).

Toxicidad
Se establece en Prasanth et al.,, 2014, p.14 que estd contraindicado en caso de

hipersensibilidad a alguno de los componentes de los preparados a partir del tomillo.

Orégano (Origanum vulgare L)

Origanum vulgare L es cultivado en Tarata en gran escala, cosechado, desecado y
distribuido a los mercados nacionales y al exterior. Muy utilizado como especie aromatica en la
preparacion de alimentos. Las hojas y sumidades floridas se aplican en el campo farmacéutico
debido a las propiedades tonicas, amargo excitante, antiséptico, diurético y antiespasmodico que
posee debido a sus diversos componentes. Sobre el poder antiséptico de los aceites esenciales de
plantas pertenecientes especialmente a las familias Labiadas hay amplia informacion (Plaus,
Flores y Ataucusi, 2001, p.15).

Esta droga vegetal comprende méas de dos docenas de diferentes especies de plantas, con
flores y hojas que presentan un olor caracteristico a "especioso”. Las hojas secas del O.
vulgare L, nativo de Europay del Lippia graveolens, planta nativa de México son de uso

culinario comdn y las mas Utiles en la medicina (Lozano, Pifia, Uribe y Gonzélez, 2004, p.8).

Taxonomia
Se viene a mencionar con nombre botanico Lippia graveolens, conocida con nhombre comun
Orégano. ElI nombre original del orégano se da en Europa a una Labiada clasificada como

Oreganum vulgare, pertenece a la familia Verbenaceae. (Mufioz, 2002).
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Descripcion

Planta herbécea los tallos son erectos, de unos 90 cm o mas, generalmente ramificados en la
parte superior, pubescentes, hirsutos o vellosos, raramente glabros. Las hojas, de 10-40 mm,
son ovaladas, enteras o ligeramente crenacio-serradas, glabras o pilosas, punteadoglandulosas
y pecioladas. Flores dispuestas en espiga de verticilastros de 5-30 mm, generalmente de color
purpura violaceo o grisaceo.El céliz, punteado de glandulas amarillas, con 5 dientes iguales, es
piloso o glabro. La corola de 4-7 mm, es bilabiada, con el labio superior entero o escotado
y el inferior trilobulado, blanco o rojo-purpura. Androceo formado por 4 estambres fértiles,
con los filamentos divergentes, didinamos. Florece desde julio hasta septiembre (Mufioz,
2002).

Fuente: Google imagenes

Partes medicinales

Del orégano se utilizan las hojas y los apices florales recolectados en verano en plena
floraciéon (partes aéreas de la planta). Las hojas y los apices florales pueden ser secados en
lugares oscuros y ventilados, pero se recomienda efectuarlo muy rapidamente después de la
recoleccion porque los aceites esenciales son muy volatiles, por lo tanto, podria perder parte de
sus propiedades (Mufioz, 2002).
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Distribucion y habitat

El género Lippia (Verbenaceae) incluye aproximadamente 200 especies de hierbas, arbustos
y arboles pequefios. Las especies estan distribuidas principalmente a lo largo de los paises
de América del Sur, Centroamérica y en los territorios de Africa tropical. El orégano es una
planta fuertemente aromética nativa del sur de Norteameérica, México, Guatemala, Nicaragua,
Honduras, Panamd, Guatemala y Colombia. Esta planta por lo general se encuentra en los
suelos someros con profundidades que van de 7 a 15 cm, pobres en materia organica, de tipo
baséltico, calizo-arcilloso o rocoso de textura francos arenosos y francos arcillosos, con pH

ligeramente &cido. (Mufioz, 2002).

Constituyentes

Contiene aceite esencial, cuya composicion puede variar segun su procedencia.
Generalmente contiene fenoles (timol y carvacrol); hidrocarburos monoterpénicos (limoneno, a
y b-pineno, pcimeno); sesquiterpénicos (b-cariofileno y bbisaboleno); linalol y terpinen-4-ol. El
orégano procedente del centro de Europa, produce un aceite esencial pobre, o incluso privado
de fenoles. También se pueden encontrar acidos fendlicos (cafeico, rosmarinico y clorogénico),
taninos, principios amargos, flavonoides (luteolol, kaempferol, diosmetol y derivados del
apigenol), triterpenos derivados de los acidos ursolico y oleanolico (Arcila, 2004).

Usos medicinales

En Costa Rica se aprovecha para problemas broncopulmonares. Es comun recomendar
para la tos, el orégano hervido en leche; este es un ejemplo del mal uso de las plantas, pues el
orégano no se hierve, contiene un aceite volatil y se perderia, luego la leche es un medio de
cultivo para los microorganismos, por lo tanto, no hay compatibilidad. Lo correcto es el uso en
infusién para infecciones de las amigdalas, tos y gripe (Rodriguez, 2006).

La decoccion de hojas y ramas con sal sirve como antiinflamatoria, dolores estomacales; las
hojas pueden ser masticadas y tienen un efecto antiasmatico, diurético, emenagogo, en casos
de atonia intestinal y estrefiimiento. Funciona como antibiotico natural, sudorifico,
antiespasmadico, contra la flatulencia vermifugo y tonico, la dosis que se recomienda es de 15 a

20 g. de hojas y flores por litro de agua, se toman dos tazas al dia (Rodriguez, 2006).
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La esencia sirve para masajes musculares y para dolor de muelas. Cientificamente solo se
han comprobado los efectos digestivo, diurético y carminativo. La decoccion se usa topicamente
en heridas, como antiséptica y cicatrizante, para llagas, prurito, sarna, resolutiva y bafios para
problemas dérmicos. Es un excelente antioxidante (evita el envejecimiento). El jarabe de las
hojas secas es apto para los diabéticos, disenteria, catarros y resfrios. En homeopatia se
aprovecha para tranquilizar el histerismo (Rodriguez, 2006).

Principales componentes quimicos de los aceites

Timol

El timol (2-isopropil-5-metilfenol) es un fenol monoterpeno, principal componente en el T.
vulgaris L. y en diferentes plantas de la familia Lamiceaceae. Es un compuesto cristalino de
color blanco que posee olor aroméatico y contiene fuertes propiedades

antisépticas,antioxidantes,antibacterianas y antifungicas. Javed at al. (2013, p.976).

Figura 5. Estructura Quimica del Timol

CHs

OH

Fuente: Google iméagenes

Carvacrol
El carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) también es un fenol monoterpeno presente en el

aceite esencial de T. vulgaris L. y de muchas otras hierbas y especies aromaticas.
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Figura 6. Estructura Quimica del Carvacrol

OH

Fuente: Google imagenes

Métodos de extraccion de los aceites esenciales
Los métodos por utilizar en el presente trabajo son: arrastre por vapor, método por
Soxhlet y Trampa de Dean-stark los cuales son los mas apropiados segun el tipo de drogas

vegetales y se hara referencia a una principal fuente (Lamarque et al. 2000, pp.48-51)

Hidrodestilacion
Es uno de los métodos mas sencillos donde se aprovecha la propiedad que tienen las
moléculas de agua en estado de vapor de asociarse con moléculas de aceite esencial a partir

del material vegetal lo méas fresco posible (Lamarque et al.2008, pp.49-50).

Si un liquido organico es insoluble en agua y tiene una presion de vapor apreciable a la
temperatura de ebullicion de aquella, puede destilarse arrastrandolo con vapor de agua. Este
método permite la maxima difusién del vapor a través del material vegetal, reduciendo los
dafos que pudiesen sufrir los componentes de las esencias extraidos por otros métodos. Los
aceites esenciales son sustancias volatiles e insolubles en agua por lo que pueden ser arrastradas

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



27

Figura 7.Equipo de Hidrodestilacion Simple
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Fuente: Google imagenes

Extraccion con Soxhlet
Este método se utiliza para materiales solidos, va de una matriz sélida a una matriz liquida. El

matraz inferior se calienta y evapora el disolvente, que posteriormente pasa al condensador y
cae gota a gota. Asi, se realiza la extraccion a la planta. Cuando se acumula gran cantidad
del disolvente en el receptaculo del condensador. Este sale por una valvula y vuelve a caer
al matraz inferior y se repite el proceso durante el tiempo que se requiera para extraer la

mayor cantidad de planta. (Lamarque et al.2008, p.51)

Figura 8. Equipo de Extraccion Soxhlet

Fuente: Google imagenes
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Método Dean Stark

Se define como método por aparato Dean-Stark o colector Dean-Stark o trampa Dean-Stark es
una técnica con el mismo principio de la técnica de hidrodestilacion que adapta su equipo una
pieza de vidrio utilizada en quimica organica para recolectar o eliminar agua o cualquier otro
liquido del medio de interés. Se utiliza en combinacion con un condensador de reflujo y un
matraz colector para eliminar de manera continua el agua que se produce durante una reaccion
quimica que tiene lugar a la temperatura de reflujo. Fue inventado por E. W. Dean y D. D. Stark

en 1920 para determinar el contenido de agua en el petroleo (Lamarque et al.2008, p.51).

Figura 9. Equipo de Hidrodestilacion Acoplada a Trampa Dean-Stark
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Fuente: Google imagenes

Identificacién de compuestos

Al obtener los aceites esenciales por medio de los métodos citados se debe proceder a
realizar una serie de pruebas de identificacion, como por ejemplo, la prueba cualitativa de
Liebermann-Buchard, cromatografia de gases acoplado a masas y espectroscopia Infrarrojo para
las cuales se realizd una revision de los conceptos fundamentales, utilizando como principal

referencia a la Universidad de México, especificamente la facultad de Quimica (2007, p.1-4).

Prueba de Liebermann-Buchard
La prueba de Liebermann-Buchard se define como un reactivo utilizado en un ensayo

colorimétrico para detectar el colesterol y triterpenos es una prueba general para ello, lo que da
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un color verde intenso a rojizos. Este color comienza como un color rosa violaceo y progresa a
través de un verde claro y luego de color verde muy oscuro. El color es debido al grupo hidroxilo
(-OH) de colesterol reaccionar con los reactivos y el aumento de la conjugacion de la instauracion
en el anillo fusionado adyacente. Es importante hacer mencion de que para este ensayo es

necesario utilizar anhidrido acético y acido sulfurico como reactivos. (Atinafu y Bedemo, 2011).

Figura 10. Reaccién de Lieberman-Buchard
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Fuente: Google imagenes

.3:

Cromatografia

Es un método fisico de separacion, su principio es la diferencia de polaridades entre las
sustancias de una mezcla. La cual va a tener una fase estacionaria y una movil, los compuestos
dependiendo de su polaridad van a quedar en la parte estacionaria y otros van a moverse junto a

la fase movil.

Cromatografia de gases

La cromatografia de gases es una de las técnicas mas Utiles a nivel analitico, debido a su
capacidad de separacion y sensibilidad al momento de analizar compuestos volatiles y dependera
de la estabilidad térmica de los componentes de la mezcla. Generalmente compuestos no mayores

a 1000g/mol y temperaturas maximas de trabajo de 400 °C.
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En este caso la fase movil es un gas inerte (helio o nitrégeno) y la fase estacionaria es un
solido (cromatografia gas-solido) o un liquido “sostenido” por un sélido inerte (cromatografia
gas-liquido). Este tipo de cromatografia siempre es en columna ya que constituye la inica manera
de que la fase movil gaseosa se mantenga fluyendo, confinada dentro del sistema. La columna
puede estar rellena con la fase estacionaria, en forma semejante a la cromatografia liquida, o bien,
la fase estacionaria puede depositarse sobre las paredes de un tubo muy delgado (0.25mm de
diametro) y largo (hasta 100m). Este tipo de columnas se conocen como columnas capilares y

proporcionan la mayor capacidad de separacion. (Facultad de Quimica 2007, pp. 3-4).

La espectrometria de masas (MS)

Como lo menciona Gutiérrez y Droguet (2002), la espectrometria de masas es una de las
técnicas mas precisas para realizar analisis, la cual bombardea moléculas con electrones y rompe
las moléculas en fragmentos. EI método permite medir la concentracion de las sustancias con una
gran sensibilidad, también proporciona informacion estructural sobre la molécula analizada y la

masa molecular (pp.36-38).

Espectroscopia Infrarrojo (IR)

Cuando se obtiene un compuesto de interés de una fuente natural, debe de determinarse por
completo sus estructuras, de ahi la importancia de la quimica organica. Uno de los métodos mas
utilizados a lo largo del tiempo es la espectroscopia, segun Skoog (2011) la describe como una
ciencia que estudia la absorcién y emision de la radiacién electromagnética, en otras palabras
consisten en medir la cantidad de radiacion producida o absorbida por las especies atdbmicas o
moleculares que se analizan. Y son clasificados segln la regién del espectro electromagnético en
la que se utiliza para hacer la medicion, la cual se extiende de la radiacion de menor longitud de
onda hasta la de mayor longitud, estos son: Rayos Gamma, Rayos X, Ultravioleta (UV), Visible,
Infrarrojo (IR), microondas y radiofrecuencias (RF) (p.567).

La regién infrarroja del espectro corresponde a las frecuencias que se encuentra entre las

frecuencias del visible y las més altas de microonda.
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Figura 11.Espectroscopia Infrarrojo
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Fuente: Google imagenes

La espectrometria de infrarrojos es un tipo de espectrometria de absorcion que utiliza la region
infrarroja del espectro electromagnético y se basa en la vibraciéon de los enlaces y proporciona
evidencia de los grupos funcionales presentes, pues los atomos de una molécula no ocupan
posiciones fijas, sino que vibran dentro de un determinado espacio, determinados por los niveles

de energia.

La frecuencia de la vibracion de la molécula dependera de la masa atomica y de la rigidez del
enlace, los atomos mas pesados vibran de forma mas lenta que los ligeros, por ejemplo, los
enlaces mas resistentes son mas rigidos y requieren mayor esfuerzo para estirarse 0 comprimirse
por tanto, los enlaces méas fuertes generalmente vibran mas rapido que los débiles (Skoog, 2011,
pp.570-574).

Segun L.G.Wade (2012), es muy poco probable que dos espectros de IR de dos compuestos
diferentes muestren las mismas frecuencias para todas sus vibraciones, el autor menciona que el
espectro infrarrojo proporciona una huella digital, esta en la regién que va desde 600 a 1400cm™,
donde pequefios cambios en la molécula da variaciones importantes en el espectro y para grupos

funcionales comunes corresponde entre los 3600cm™ a 1250cm™ (p.515)



Tablal.Frecuencia Aproximada a la que se Encuentra Algunos Grupos Funcionales
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Absorcion IR
Grupo funcionales Absorcién(“™) Intensidad
Alcano C-H 2850-2960 Media
Algqueno =C-H 3020-3100 Media
Cc=C 1640-1680

Alquino =C-H 3300 Fuerte
C=C 2100-2260 Media
Haluro de alquilo C-Cl 600-800 Fuerte
C-Br 500-600 Fuerte

Alcohol O-H 3400-3650 Fuerte amplia
C-O 1050-1150 Fuerte
Areno C-H 3030 Débil
Anillo aromatico 1660-2000 Débil
1450-1600 Media
Amina N-H 3300-3500 Media
C-N 1030-1230 media
Compuesto carboxilo C=0 1670-1780 Fuerte

Acido carboxilico O-H 2500-3100 Fuerte, amplia
Nitrilo C=N 2210-2260 Media
Nitro NO, 1540 Fuerte

Solubilidad de compuestos

Fuente: McMurry (2008)

La solubilidad de compuestos en palabras simples de definir es la capacidad que posee

una sustancia en disolverse en otra con propiedades similares, polar con polar y no polar con

no polar (igual disuelve a igual). Thornton y Neilson (1998, p.32).
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Microbiologia

Metodo del antibiograma disco-placa

Como menciona los autores Garcia et al (2000), el antibiograma disco-placa se basa en
colocar en la superficie de la placa de Pettri preliminarmente inoculada, con el microorganismo
seleccionado un disco de papel impregnar con las diferentes sustancias antimicrobianas, en
seguida mediante el contacto con la superficie himeda del agar, la sustancia antimicrobiana se

propaga ahi (p.123).

El antibidtico propaga través del espesor del agar a partir del disco, formandose un
gradiente de concentracion. Transcurridas 18-24 horas de incubacion los discos aparecen
rodeados por una zona de inhibicion. La concentracién de antibiotico en la interface entre
bacterias en crecimiento y bacterias inhibidas se conoce como concentracion critica y se arrima
a la concentracion minima inhibitoria (CMI) obtenida por métodos de dilucion. (Garcia et al,
2000, p.123-125).

Concentracion minima efectiva
Concierne a la concentracion minima del antimicrobiana capaz de inhibir el crecimiento

bacteriano en un periodo de incubacion de 18-24h. Ministerio de Salud del Perd. (2002, p.12)

Clasificacion de la respuesta antimicrobiana

Resistente (R): Se refiere a la categoria clinica definida para las pruebas de
susceptibilidad in vitro. Las cepas bacterianas incluidas en esta categoria no son inhibidas por
las concentraciones sericas del antibidtico, habitualmente obtenidas con las dosis usuales del
mismo, poseen con frecuencia mecanismos especificos de resistencia bacteriana o la eficacia
clinica del antibidtico frente a la bacteria no ha sido comprobada.

Sensible (S): Es una categoria clinica definida para las pruebas de susceptibilidad in vitro.
Implica que una infeccion debida a la cepa bacteriana estudiada puede ser tratada
pertinentemente con la dosis de antibidtico encargada para el tipo de infeccion y la especie

infectante, a menos que existan contraindicaciones. Ministerio de Salud del Peru. (2002, p.12)
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CAPITULO IlI: MARCO METODOLOGICO

Enfoque de la investigacion

Este proyecto se desarrolla por medio de una investigacion cuantitativa, la cual tiene como
fin probar la hipdtesis planteada mediante la recoleccion de datos, analisis y comprobacion.

La recoleccion de los datos se establece en la medicidn (se miden las variables o conceptos
contenidos en las hipdtesis). Esta recoleccion se formula al utilizar procedimientos
estandarizados y aceptados por una comunidad cientifica. Para que una investigacion sea creible
y aceptada por otros investigadores, debe demostrarse que se siguieron tales procedimientos.
Como en este enfoque se pretende medir, los fendmenos estudiados deben poder observarse o

referirse al “mundo real”. (Hernandez, Fernandez y Baptista, 2014, p.5).

Disefio de la investigacién

Segun Hernandez et al. (2014) el disefio es la planificacion o estrategia que se lleva a cabo
para obtener la informacion o fundamentos necesarios que respondera a la hipotesis
inicialmente de la investigacidn, en este caso el estudio de la investigacion presenta un disefio
experimental ya que se fundamenta en hipdtesis preestablecidas, miden variables y su
aplicacion debe sujetarse al disefio concebido con antelacion; al desarrollarse, el investigador
esta centrado en la validez, el rigor y el control de la situacion de investigacion (p.150).

Objetos de estudio

Los objetos de estudio para este trabajo investigativo, son los aceites esenciales de las
partes aéreas de las plantas por utilizar T. vulgaris L y O. Vulgare L obtenidos de los
métodos de extraccion como hidrodestilacion, soxhlet y Dean-Stark y su posible actividad anti

fangicas contra el hongo C. albicans.

Variables o Unidades de analisis de la investigacion
Hernandez (2014), detalla que la unidad de andlisis o variable es una propiedad que puede

variar y es susceptible de medirse u observarse.
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Tabla 2.Variables, Definicion, Operacionalizacion e Instrumentalizacion

Objetivo Variable Definicion Definicion Instrumentalizacion
conceptual operacional
1. Determinar la | 1. Métodos para | Son métodos | Extraer el aceite | Mediante materiales
mejor técnica | la obtencién de | mediantes los | esencial de las partes |y~ equipos  para
para la obtencién | los aceites | cuales se obtiene | aéreas del orégano y | realizar las técnicas
del aceite | esenciales de | el aceite esencial | tomillo mediante | de  hidrodestilacion,
esencial a partir | tomillo y orégano. | de las  partes | tres métodos | Dean-Stark y soxhlet.
de las partes vegetales de las | distintos y
aéreas de las dos plantas. determinar cual
drogas vegetales presenta un mayor
tomillo (T. porcentaje de
vulgaris L) vy rendimiento.
Orégano 0. ]11 Es uno de los | Extraer el aceite | Mediante materiales
vulgare L). Hidrodestilacion | métodos mas | esencial presente en |y  equipos  para
sencillos  donde | las partes aéreas de | realizar la técnica de
aprovecha la | orégano y tomillo, | hidrodestilacion.
propiedad que | determinar su
tienen las | porcentaje de
moléculas de | rendimiento.
agua en estado de
vapor de
asociarse con
moléculas de

aceite esencial a
partir del material
vegetal lo mas
fresco posible.
(Lamarque et
al.2008,

50).

pp.49-
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1.2 Trampa Dean-
Stark

Método con el
mismo  principio
de la técnica de
hidrodestilacion

que adapta su
equipo una pieza
de vidrio utilizada
para recolectar o
eliminar agua u
cualquier otro
liquido del medio
de interés. Se
utiliza en
combinaciéon con
un  condensador
de reflujo y un
matraz  colector
para eliminar de
manera continua
el agua que se
produce durante
una reaccion.
(Lamarque et al,

2008, p.51)

Extraer el aceite
esencial presente en
las partes aéreas de
orégano y tomillo
determinar su
porcentaje de

rendimiento.

Mediante materiales

y  equipos
realizar la destilacién

para

adaptando el aparato
de Dean-Sark

1.3 Soxhlet

La extraccion por
este método
consiste en hervir
un disolvente en
el cual sea soluble
el extracto vegetal

que Sse Vva a

Extraer el aceite
esencial presente en
las partes aéreas de

orégano y tomillo

determinar su
porcentaje de
rendimiento.

Mediante materiales

y  equipos
realizar la técnica de

para

soxhlet.
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condensar  gota
por gota que por
medio del efecto
sifon devuelve al
balén el solvente
més el extracto.

(Lamarque et al,

2008, p.51)
2. Evidenciar la | 2. Pruebas para | Pruebas que | Identificacion de Espectrofotdmetro de
presencia de los | designar designan  grupos | moléculas activas en | infrarrojo,
componentes presencia de | funcionales los aceites esenciales | cromatdgrafo de
principales grupos quimicos | presentes en los | de las dos plantasen | gases acoplada a
reportados para | con posible efecto | extractos de | estudio, mediante masas.
los extractos | anti fangico en | estudio. los métodos de Tubos de ensayo,
mediante analisis | los aceites espectroscopia IR, goteros y reactivos
instrumental  y | esenciales. cromatografia de para prueba
pruebas de gases acoplada a cualitativa.
quimica liquida. masa y prueba de

Libermann-Buchard.

3. Evaluar el | Enjuague bucal Solucién  bucal | Técnica de | Balanza electronica
efecto anti que se considera | elaboracién del | digital, beakers de 80
fangico in vitro vehiculo para que | enjuague bucal | y 600 mL, probeta 25
del aceite principios activos | detallada a | y 100mL, agitador de
esencial de T. entren en contacto | continuacién en la | vidrio, espatula.
vulgaris L y O. con la mucosa | fase V, formulacién
vulgare L frente bucal, lengua Yy | del producto.
a la C. albicans, dientes.

mediante la
medicion de los
halos de

inhibicién
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formados en el

cultivo

3. Evaluar el
efecto anti

fungico in vitro

del aceite
esencial de T.
vulgaris L y O.

vulgare L frente
a la C. albicans,
mediante la
medicién de los
halos de
inhibicion

formados en el

cultivo

Prueba de
sensibilidad anti
fangico( analisis

microbiologico)

Prueba mediante
un antibiograma,
mide la
sensibilidad  del
microorganismo
(levadura) a uno
0 distintas
sustancias
antimicrobianas
(Garcia et al,
2000).

Medir los posibles
halos de inhibicion
que produce los
aceites  esenciales
diluidos con la base
de la formulacion en
75%,50%,25%,12.5

%y 7.5%.

Placas de agar,

Regla

Método de andlisis

Este consiste en la ejecucién y observacién de los procedimientos y técnicas realizadas en el

laboratorio de la Universidad Internacional de las Américas. Donde mediante las técnicas y

conocimiento de métodos quimicos se aplica para la extraccion e identificacion de las sustancias

en analisis, también como para la preparacion de la férmula fito farmacéutica. Ademas del

analisis microbiologico para demostrar el posible efecto anti fangico y lograr cumplir los

objetivos de estudio.

Instrumentos y Técnicas de recoleccion

En este apartado se describen las técnicas y los instrumentos necesarios para el desarrollo de

la investigacion, se separan mediante fases.
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Fase I. Adquisicion de la materia vegetal:

Esta fue obtenida en la industria la Casa del Condimento con las especificaciones
necesarias de pureza del material, se excluye cualquier otro tipo de planta y las partes que sean
distintas a las hojas del orégano y tomillo (se utilizan Unicamente las partes aéreas secas de la

droga vegetal).

Fase I1. Extraccion de los Aceites Esenciales:

Esto se realiza mediante tres métodos: hidrodestilacion, Dean-Stark, y soxhlet los cuales se
ejecutan en el mismo dia, hora, temperatura y tiempo del proceso, con el fin de comparar y
determinar el mejor método de extraccion de aceites esenciales. Se procede a describir el equipo
utilizado y el método empleado para el desarrollo experimental del presente trabajo de

investigacion.

Meétodo por hidrodestilacién

Material y equipo

o Tomillo 100 gramos
. Soportes

o Prensas

. Mangueras

. Calentador eléctrico

J Balon de 1L

o Condensador

o Beaker 600mL

o Pastilla de agitacion

o Balanza electronica digital
o Agua destilada

o Pizeta

. Termdmetro
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o Espétula
o Embudo separador
o Kitasato

Procedimiento del método de hidrodestilacion

Se pesd en una balanza granetaria el material vegetal aproximadamente 100 gramos de tomillo
en un beaker de 200mL se coloca en un balén defondo plano de 1L, seguido de la adicion de
500mL de agua destilada medidos en una probeta de 500ml.

Se procedid a colocar el equipo de destilacion, se ensamblo el baldén y se asegurd que las
mangueras de entrada y salida estén donde corresponden y se revisé que las prensas aseguren
bien.

Se gradua la temperatura 300 °C y a 100 revoluciones por minuto, hasta que inicie el proceso
de ebullicion y en si el proceso de destilacion. A partir del momento cuando se observo la
primera destilacion se bajé la temperatura a 250 °C y se dejo que continuara por un tiempo de
3horas.

Se recogio el destilado en un beaker de 600mL, al trascurrir el tiempo se apago el equipo.

Figura 12. Proceso de Hidrodestilacién

Fuente: Autor.



Meétodo por soxhlet

Material y equipo
[}
[}

Tomillo 100mg

Balanza electronica

Agitador calentador magnético
Agua destilada

Balanza electronica digital
Aparato de extraccion continua Soxhlet
Condensador

Balon de 500 mL

Pizeta

Pastilla de agitacion

Soporte

Prensas

Procedimiento del método por soxhlet
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En balanza granataria, se pesaron dos muestras de 50 gramos del material vegetal y se

colocaron cada una en un aparato de extraccion continua Soxhlet, desde una probeta de 100 mL

se adicionaron 250 mL en balones de fondo plano con capacidad de 500 mL.

Se ensambl6 el soxhlet y se asegura que las mangueras de entrada y salida estén donde

corresponden y se revisé que las prensas aseguren bien el equipo.

Se gradud la temperatura del calentador al maximo 300°C, hasta que el disolvente alcanzd la

temperatura adecuada, para iniciar la extraccién. A partir del momento cuando se observé la

primera recirculacion, se bajo la temperatura y se dejo que continuara la extraccion por un tiempo

de 3 horas.

Transcurrido ese tiempo se apagd el calentador y se dejo enfriar el sistema a temperatura

ambiente.
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Figura 13. Equipo Soxhlet para la Extraccion Continua
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Fuente: Autor

Concentracién y obtencion del aceite esencial

Se coloco el embudo separador en la base.

Al destilado o extracto se le realiz6 3 lavados con cloroformo, para esto se coloco
aproximadamente 300mL del destilado o extracto en el embudo separador de 500mL con 15mL
de cloroformo.

Se agitd el contenido suavemente y se deja reposar por 10 minutos hasta observar como se
separa el agua del cloroformo por diferencia de densidades el cual la fase orgénica se situa en la
parte inferior.

Se recogid el cloroformo con el aceite esencial ya que el aceite es miscible con la sustancia
organica.

Se procedio a concentrar el aceite, mediante bafio maria y disminuyendo la presion de vapor
del disolvente utilizado, en este caso cloroformo, hasta observar un residuo oleoso y de color
caracteristico del aceite.

Se recogid la muestra de aceite esencial en viales de 11mL, posteriormente pesado.



Se procede a calcular el porcentaje de rendimiento.

Figura 14. Apariencia de los Aceites Esenciales Extraidos a Traves de los Métodos

Empleados

Fuente: Autor

Meétodo Dean-Stark
Material y equipo

o Tomillo 100 gramos

. Soportes

. Prensas

. Mangueras

o Agitador calentador magnético

. Baldn de 1L

. Condensador
. Beaker 600mL
o Pastilla de agitacion

o Agua destilada
. Pizeta
° Termometro

o Espatula
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o Trampa (Dean Stark)

Procedimiento del método Dean Stark

Se peso el material vegetal aproximadamente 100gramos de tomillo en un beaker 600mL se
colocon un balén de 1L con 500mL de agua destilada.

Se procedié a colocar el equipo de destilacion, se ensamblé el balon y se asegura que las
mangueras de entrada y salida estén donde corresponden y se revisé que las prensas aseguren
bien.

Se graduo la temperatura a 300°C méaximo y a 100 revoluciones por minuto, hasta que
empiece el proceso de ebullicion y en si el arrastre por vapor. A partir del momento cuando se
observo la primera destilacion se bajo la temperatura a 250°C y se dejo que continuara por un
tiempo de 3horas.

Se recolectd el aceite y el agua en la trampa que por diferencia de densidad el aceite queda en
la parte superior y se va eliminando el agua.

Se recogio la muestra de aceite esencial en viales de 11mL, posteriormente pesado y se

procedio a calcular el porcentaje de rendimiento.

Figura 15. Equipo Utilizado para la Hidrodestilacion Adaptado con un Aparato Dean-Stark

Fuente: Autor
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Fase I11. Pruebas de Identificacion de Compuestos

Son necesarias para determinar la presencia de grupos quimicos con posible actividad anti
fangica presentes en los aceites esenciales o0 extractos. Esto se realizd mediante espectroscopia
infrarrojo, cromatografia de gases acoplada a masas y la prueba cualitativa de Liebermann-
Buchard.

Espectroscopia IR
Se utilizé un espectrofotémetro infrarrojo Cary 630 FTIR, se colocé la muestra liquida de los

aceites entre una placa transparente a la radiaccion infrarroja.

Figura 16. Espectrofotometro Infrarrojo Empleado en la Caracterizacion de las Muestras

de Aceite Esencial de Oreganoy Tomillo

Fuente: Autor

Cromatografia de gases acoplada a masas
Se hicieron correr las muestras del aceite esencial del orégano y tomillo por el cromatograma

de gases acoplado a masas en las condiciones especificadas en la figura 13.



Figura 17. Condiciones Cromatogréficas Extractos Naturales Flash

r
Parametro Especificacion Parametro Especificacion
. Extractos Naturales .
Metods Split 10:1
Flash
Tipo de columna HP-5MS Flujo del spiit 10,1 mL/min
Helio UAP
Fase mévil (He) Tiempo de corrida 2033 min
Flujo ds fass mévil 1 mL/min Temperatura del datector 280 °C
Temperatura pusric _ Flujo total del puesto de i
270 °C 13,9 mL}min
de fryeccisn irmyeccion
Prezion del puerio de _
0,637 bar
imveccion
2.1.2. Programa del horno

Flazdén (°C/ min) Temperatura Final {(°C ) Tiempo en espera (min)
[i] 75 2
135 200 3
20 280 3
5 300 5

Fuente: Autor

Prueba de Liebermann-Buchard

Materiales, equipo y reactivos utilizados en la identificacidn de triterpenos y esteroles

o Tubos de ensayo

o Gradilla

o Goteros

o Beaker

o Alcohol etilico

o Acido sulfurico concentrado
o Anhidrido acético

° Aceite esencial de tomillo
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Figura 18.Materiales y Reactivos Utilizados para la Prueba de Liebermann-Buchard

Fuente: Autor

Método de Liebermann-Buchard

En un tubo de ensayo se coloco 5gotas de aceite esencial con un 1mL de alcohol etilico.

Se agreg0 3gotas de anhidrido acético y 2 gotas de &cido sulfurico concentrado.

Se agitd suavemente y se anoto el cambio de color.

Este procedimiento se realiz6 para cada muestra de tomillo obtenido por los tres diferentes

métodos aplicados.

Fase IV. Pruebas Microbioldgicas

En este caso se efectuaron pruebas del microorganismo de estudio en el laboratorio
microbiolégico Microlabs, encontrado a 125 metros sur de la escuela Pilar Jiménez, en
Guadalupe.

Materiales, equipo y reactivos utilizados en la prueba microbiolédgica

e Medio de cultivo con la Cepa C. albicans
e 10 placas Mueller Hinton
e Hisopos

e Micropipeta 10-100 pl
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e Micropipetade 5 -10 pl

e Diluciones del aceite de tomillo y oregano a 75 %, 50 %, 25 %, 12.5% y 7.5 %
e Base de la formulacion elaborada

e Tubos de ensayo

e Camara de flujo laminar

e Incubadora

e Regla

Figura 19. Camara de Flujo Laminar

Fuente: Autor

Procedimiento de la prueba microbiolédgica

Con ayuda de una micropiteta de 100 pl, se realizon las diluciones tanto de aceite de orégano
como tomillo a concentraciones de 75 %, 50 %, 25 %, 12.5 % y 7.5 %, en tubos de ensayo,
utilizando como diluyente la base de la formulacion del enjuague bucal.

En cada placa de mueller hinton se realizé un pequefio hoyo y se procedid a inocular con un
hisopo toda la placa con el medio de cultivo que contenia el microorganismo.

Con la micropipeta se recogié una muestra aproximadamente de 5 ul de cada una de las
concentraciones y se procedié a colocarlas en cada uno de los hoyos.

Se selld la placa y se colocd en la incubadora por un periodo aproximado de 24h.

Con una regla se midieron los halos formados de inhibicion.
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Fase V. Formulacion del Producto

Es la ultima fase experimental de la investigacion se procedida elaborar un enjuague bucal anti

fangico.

Material y equipo utilizado para la preparacion de un enjuague bucal anti fungico.

o Balanza electrdnica digital
o Beakers de 80 y600 mL

o Probeta 25 y 100mL

o Agitador de vidrio

o Espéatula

o Tween 80

o Mentol

o Salicilato de metilo
o Sacarina sodica

o Alcohol etilico 95%
o Agua tridestilada

o Extracto de tomillo y orégano

Figura 20.Equipo Empleado para la Elaboracion del Enjuague Bucal Anti Flngico

Fuente: Autor
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Figura 21.Material para la Formulacién del Enjuague Bucal Anti Fungico

Fuente: Autor.

Procedimiento de la formulacién

Se pes6 0.1g de salicilato de metilo y mentol en un beaker de 80mL se agreg6 10mL de
alcohol etilico al 95%, se agité suavemente con el extracto del aceite.

Se pes6 0.30g de sacarina sodica y 0.50g de tween 80 en un beaker de 80mL se adicion6 una
cantidad de 20mL de agua tridestilada.

Se mezcla ambas soluciones con agitacion, se lleva a una capacidad de 200mL.

Figura 22. Apariencia de la Forma Farmacéutica Desarrollada Enjuague Bucal

Fuente: Autor
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CAPITULO IV: ANALISIS DE RESULTADOS

Extraccion del aceite esencial de tomillo
Una vez culminado los procesos de extraccion del aceite esencial de tomillo mediante las
técnicas de hidrodestilacion, trampa Dean-Stark y soxhlet se obtienen los resultados mostrados en
el Tabla 3.
Tabla 3.Porcentaje de Rendimiento Obtenido Mediante Hidrodestilacion, Trampa Dean-
Stark y Soxhlet

Método de extraccion Promedio %de rendimiento
Hidrodestilacion 0.27%
Trampa Dean-Star 0.71%
Soxleht 0.12%

Fuente: Autor

En la literatura consultada los autores reportan distintos rangos de rendimiento teérico para
el aceite esencial, el cual generalmente ronda entre 1% a 2.5%. Estos valores dependeran de
muchos factores, como: el origen, la especie, las condiciones ambientales, climéaticas y del

crecimiento de la planta también como la técnica de extraccion empleada.

Los rendimientos obtenidos mediante las tres técnicas aplicadas se encuentran fuera del
rango teorico, sin embargo, se puede observar que el método de la trampa Dean-Stark el
porcentaje de rendimiento es mayor que los obtenidos por los dos otros métodos y el mas cercano
al valor tedrico reportado en la literatura. Esto se puede deber a que en este método la obtencién
del aceite es inmediato y no se realiza extracciones con solventes organicos para su obtencion, el
proceso de recoleccion es mas corto, asi se disminuye la pérdida de la muestra. Es importante

enfatizar que en este método se obtiene el aceite puro con un color amarillo y olor caracteristico.

Por otra parte el fundamento de la técnica de hidrodestilacion es similar a la de la trampa

Dean-Stark, a pesar de esto el rendimiento es notoriamente mas bajo ya que al realizar mas
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procedimientos como la extracion con solvente organico y la ebullicén al vacio, se pierde
cantidad de la muestra.

Ademas, el rendimiento que presenta el tomillo mediante el método de soxhlet fue el mas
bajo, de apenas un 0,12%, observandose que la muestra presenta un color verde oscuro no
caracteristico, por razon que este método no solo extrae compuestos volatiles presentes en el

aceite esencial, sino que también pigmentos de coloracion verde del material vegetal.

Prueba cualitativa Liebermann-Buchard

Esta prueba se realiza para el aceite esencial de tomillo obtenido de los tres métodos
empleados para su extraccion. De acuerdo con la literatura se menciona que la muestra
manifestara tonalidades verdes o azul cuando estan presente esteroles y rojizos en presencia de
terpenos.

Los resultado obtenidos se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Resultados Obtenidos al Realizar la Prueba de Liebermann-Bucherd Utilizando el

Aceite Esencial de Tomillo

Método Color inicial Cambio de Imagen
color con

prueba

Dean-Stark Amarillo palido Rojizo
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Hidrodestilacion

Amarillo oscuro

Rojizo

Soxhlet

Amarrillo

Verde oscuro

Fuente: Autor

Con respecto a los resultados obtenidos en el laboratorio y con la literatura consultada se

observa que la reaccion de Liebermann-Bucher da positiva para la presencia de triterpenos en los

meétodos de hidrodestilacion y Dean-Stark y soxhlet.



Analisis cualitativo por espectroscopia infrarrojo de los aceites del tomillo y orégano

Figura 23. Espectro IR Obtenido de una Muestra del Extracto de Tomillo
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Figura 24.Espectro IR Obtenido de una Muestra del Extracto de Orégano
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De las seflales obtenidas en el espectro infrarrojo  FTIR  (Fourier
TrnsformInfraredSpectrometer), expuestas en las figuras, se procede a enlistar las sefiales méas

representativas en el caso del tomillo y orégano, segun el grupo funcional al que corresponda.

Tabla 5. Sefiales Obtenidas en el Espectro IR de los Extractos de Tomillo, como los Grupos
Funcionales Responsables de las Mismas, Asi como la Region de Absorcion Tedrica

Correspondiente de Cada Sefial

Tipode | Sefal detectadacm™ | Grupo funcionales Region de absorcion
muestra cm™
Extracto 3413 Alcoholes OH 3400-3650
de tomillo 2873 Alcano C-H 2850-2960
1588 Alqueno C=C 1640-1680
1424 Aromatico 1660-2000
1450-1600

Fuente: Autor

Tabla 6. Sefiales Obtenidas en el Espectro IR de los Extractos de Orégano, como los Grupos
Funcionales Responsables de las Mismas, Asi como la Region de Absorcion Tedrica
Correspondiente de Cada Sefial

Tipode | Sefial detectadacm™ | Grupo funcionales Region de absorcion
muestra cm™
3388 Alcoholes OH 3400-3650
Extracto 2929 Alcano C-H 2850-2960
de
orégano 1626 Algqueno C=C 1640-1680
1424 Aromatico 1660-2000
1450-1600

Fuente: Autor
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Con base en los resultados obtenidos en el espectro de infrarrojo de la muestra de aceite
esencial del tomillo y orégano, se observa la primer sefial de importancia en el caso del tomillo en
3413cm™ y del orégano en 3388cm™, la cual segin la tabla 5 corresponde a un hidroxilo (O-H)
caracteristico de grupo fenol presente en las moléculas ya sea de carvacrol o timol encontrado en
las dos plantas. La regién comprende aproximadamente entre 3400-3650 cm™ y se caracteriza por
mostrar una sefial amplia.

Otra sefial que claramente se puede establecer en el rango de 2850-2960 cm™ es la tensién del
alcano C-H sp®, donde ambos aceites revelan la sefial en 2873cm™ para el tomillo y 2929 cm™
para el orégano.

Se detecta ademés una sefial del tomillo en 1588 cm™ y del orégano en 1626 cm™,
correspondiente de un C=C aromatico . La region caracteristica de este es al alrededor de los
1640-1680 cm™.

Por altimo y una de las sefiales méas Utiles que se obtuvieron fue la del grupo isopropilo
presentes en ambas aceites, dieron una sefial en 1424 cm™, debido a que la region caracteristica

para este grupo funcional es cerca de 1450-1600 cm™.

Tratar de interpretar por completo el espectro del infrarrojo es dificil debido a que casi todas
las moléculas organicas tienen distintos movimientos de vibracion de enlace y movimientos de

doblamiento, por lo tanto, multiple cantidad de absorciones.

Sin embargo, no es necesario interpretar todos las sefiales mostradas en un espectro, para
obtener la informacion necesaria basta con identificar los grupos funcionales méas representativos
de la molécula para establecer la presencia de los compuestos de interés.

En este caso los componentes que se necesitaba identificar son el carvacrol y el timol. Dichas
estructuras concuerdan con los resultados obtenidos en el espectro de infrarrojo, al existir

compuestos aromaticos y alcoholes.



57

Analisis de cromatografia de gases acoplada a masas

Figura 25. Cromatograma de Gases Molécula de Timol Metil Eter
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Fuente: Autor

Mediante los espectros de gases obtenidos en el andlisis aplicado a las muestras de los aceites
esenciales adquiridos por las distintas técnicas de extraccion en el laboratorio y basandose en una
estructura la cual presenta gran similitud con el timol, y tomando en cuenta el pico de masa, se
encuentra que su peso molecular es de 164g/mol y refiere su nombre a (timol metil éter),
presentando correlacion con la base de datos en un 74.5%, por lo tanto, se puede deducir la
presencia de timol en el aceite y que el posible efecto antimicrobiano es atribuido a éste como lo
menciona el autor Labib et al, (2015, p.3350).
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Figura 26 . Estructura Quimica Timol
CHs

OH

CH+ CH-

Fuente: Google imagenes

Figura 27. . Estructura Quimica del Eter de Metilo del Timol

Fuente: Google iméagenes

Por otra parte es importante mencionar que la estructura (timol metil éter), la cual presenta la
gran similitud con el timol se encontr6 en la muestra adquirida utilizando el aparatoDean-Stark,
lo que evidencia que esta técnica por eleccion es la mas conveniente ya que en la hidrodestilacion
se encuentran algunos triterpenos, derivados del aceite esencial, pero no evidencia de timol o

carvacrol que son las estructuras de interés en el estudio.
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Figura 28. Cromatograma de Gases Presencia de la Molécula de Eucaplitol
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Fuente: Autor

Un dato importante o de interés que se observa también en el cromatograma es la estructura de
eucaliptol con un 88.5% similitud con la base de datos del equipo, esta estructura generalmente
no forma parte del aceite de tomillo, sin embargo y segun literatura consultada, las plantas son
capaces de sintetizar y variar su composicion dependiendo del medio y del estrés al que son

sometidas, esto explica la posible presencia del eucaliptol en en el aceite.

Prueba de sensibilidad anti fungica de los aceites esenciales de tomillo y orégano frente a C.
albicans

Para evaluar el potencial anti fungicode los aceites esenciales de tomillo y orégano, se
diluyeron estos en la base de la formulacion elaborada a distintas concentraciones expresadas en
porcentajes y mediante un antibiograma y luego de 24 horas de almacenamiento se observaron

los siguientes resultados.
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Figura 29.Halos de Inhibicion Obtenidos con Diluciones al 75 % y 50 % del Aceite Esencial

de Tomillo

Fuente: Autor

Figura 30. Halos de Inhibicion Obtenidos con Diluciones al 25 % ,12.5 %y 7.5 % del Aceite
Esencial de Tomillo

Fuente: Autor.
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Figura 31. Halos de Inhibicion Obtenidos con Diluciones al 75 % y 50 % del Aceite Esencial

de Orégano

Fuente: Autor

Figura 32. Halos de Inhibicion Obtenidos con Diluciones al 25 %,12.5 % y 7.5 % del Aceite

Esencial de Orégano

Fuente: Autor
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A partir de las figuras 29, 30, 31 y 32 se logré demostrar la potente actividad anti fungica de
los aceites esenciales de tomillo y 6rgano frente a la C.albicans, el cual se muestra como flora
normal en el ser humano, se puede observar y medir la formacion de los halos de inhibicion

presentes en la placa de Mller Hinton.

Tabla 7. Medidas Obtenidas de los Halos de Inhibicién Formados por las Diluciones de los

Aceites de Orégano y Tomillo a Diferentes Proporciones

Porcentaje de los aceites Halos de inhibicon debido a | Halos de inhibicon debido a
la dilucion del aceite de|la dilucion del aceite de
orégano/mm tomillo/mm

75% 40 28

50% 24 14

25% 12 4

12.5% 4 No presentd

7.5% No presento No presento

Fuente: Autor

Los resultados descritos en la tabla 6, revelan que la C. albicans es sensible a la esencia del
orégano como también a la del tomillo. El potencial anti fangico varia de acuerdo a las diluciones
realizadas de los aceites, donde halos de inhibicién con diametros menores a 8mm segun la
escala de Duraffourd mencionado por el autor Quintanilla (2016), se interpreta como una cepa de
levadura resistente.

Por lo tanto, se puede determinar que el valor aproximado de la concentracién minima
inhibitoria del orégano es de 25% y la del tomillo es de 50%, ya que ambas disoluciones
presentaron un halo de inhibicién que supero6 los 8mm.

Por otra parte al comparar el potencial anti fungico de los dos aceites en estudio frente a la C.
albicans es notoriamente mayor el orégano que el tomillo pues a la misma concentracion (75%)

el orégano forma halos de 40mm y el tomillo halos de 28mm.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Después de realizar las técnicas de extraccion del aceite esencial de tomillo mediante
hidrodestilacion, trampa Dean-Stark y Soxhlet, se determina que el mejor método para la
obtencion del aceite esencial es la trampa Dean-Stark al mostrar un porcentaje de rendimiento

mayor que los otros dos métodos empleados.

El método por soxhlet es el menos apropiado para la obtencion del aceite esencial por la razon
de que en el proceso no solo extrae compuestos volatiles presentes en el aceite esencial, sino que

también pigmentos de coloracion verde del material vegetal, como por ejemplo clorofila.

De acuerdo con la prueba cualitativa, Liebermann-Buchard aplicada en las muestras del aceite
esencial de tomillo obtenido mediante los tres métodos realizados, indica la presencia de

triterpenos y esteroles.

El analisis de Infrarrojo demostré la presencia de grupos funcionales como anillos aromaticos,
grupos O-H, lo que concuerda con la estructura de las moléculas de interés, como lo son el

carvacrol y timol de los aceites esenciales en estudio.

Con base en los resultados obtenidos en la cromatografia de gases acoplado a masas, se
detecta la estructura (timol metil éter), presentando correlacién con la base de datos en un 74.5%,

la cual presenta gran similitud con el timol molécula de interés.

Los aceites esenciales son una mezcla de compuestos y su composicion varia segin agentes
externos del ambiente y estrés al que se alla sometido las plantas, por tanto, se explicaria la

posible presencia de eucaliptol encontrado en el cromatogramas de gases.

De acuerdo con los resultados microbiologicos en general se concluyé que C. albicans se
presenta sensible a los extractos de orégano y tomillo y que tiene mayor potencial antimicotico el

aceite esencial de orégano comparado con el de tomillo.
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Recomendaciones

Investigador:

Adaquirir el material vegetal un establecimiento en donde certifiquen el origen y pureza de la
misma.
Mejorar las caracteristicas organolépticas para darle un aspecto atractivo a la formulacion por

ejemplo mejorar el sabor con enmascaradores.

Ademaés es recomendable realizar pruebas de control de estabilidad y para observan cambios

fisicos de la formulacidn al pasar el tiempo.

Realizar estudios microbioldgicos para determinar la capacidad antifingica de estos aceites
esenciales frente a otras especies de Candida y bacterias patdgenas, como por ejemplo:

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, entre otras.

Otorgar relevancia a la medicina tradicional, enfocando estudios en productos

fitofarmacéuticos con su adecuada posologia, indicaciones y reacciones adversas.
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