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RESUMEN

El aceite de orégano (Lippia graveolens HBK) y el tomillo (Thymus vulgaris
L) fueron utilizados para evaluar la actividad antibacteriana de ambas
especies. Los aceites esenciales se obtuvieron de las partes aéreas de las
plantas, por hidrodestilacion, durante 3 h usando un aparato tipo Rotavapor
Buche R-220 modificado. La caracterizacion del aceite se realizd6 por
cromatografo de gases. Las bacterias ATCC, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Salmonella tiphymurium
ATCC 14028, Bacillus cereus ATCC 11778 y Escherichia coli ATCC 25922,
fueron proporcionadas por el Cepario del Laboratorio de Bacteriologia de la
Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del IPN. La bacterias fueron
inoculadas en 4 ml de caldo Mueller-Hinton en tubos de ensaye de 10 ml
con diluciones de 19 a 0.29 pl/ml de los aceite esencial de L. graveolens y
Thymus vulgaris con diluciones 36 a 0.55 ul/ml al 0.5% en etanol al 96 %,
para reforzar la solubilidad. Los tubos fueron incubados a 35°C por 20 h.
Los resultados obtenidos para el aceite esencial de Lippia graveolens,
muestran que la bacteria con mayor sensibilidad fue S. aureus con 1.1 pl/ml
de CMI y la de mayor resistencia fue Bacillus cereus con 9.5 pl/ml de CMI.
En lo que respecta al aceite esencial de Thymus vulgaris las CMI se
observan que la bacteria con mayor sensibilidad fue la S. aureus con 2.2
pl/ml y las bacterias que mostraron mayor resistencia fueron Bacillus
cereus y Salmonella tiphymurium 14028 con 18 ul/ml de CMI. La posibilidad
de utilizar en forma extensa el aceite esencial de L. graveolens para
infecciones bacterianas requieren que se continué con pruebas in vitro para
otros grupos bacterianos y de hongos asi como con pruebas en vivo para

las bacterias que presentaron sensibilidad en la pruebas in vitro.
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ABSTRACT

Oregano (Lippia graveolens HBK) and thyme (Thymus vulgaris L.) were used
in this research to evaluate the antibacterial activity potential from the oil
extraction of both species. The essential oils were extracted from the plants
canopy by the hidrodestilation processes during a period of 3 hours using an
Rotavapor Crop Modified equipment. The experiment was conducted under
in vitro conditions, using five different ATTC bacterias: Staphylococcus aures
25923, Pseudomonas aeruginosa 27853, Salmonella tiphymurium 14028,
Bacillus cereus 11778, and Echerichia coli 25922, which were provided by
The Bacteriology Laboratory Cepario of the National School of Biological
Sciences of the IPN. The bacterias were inoculated in 4 broth ml Mueller-
Hinton in tubes of it rehearses of 10 ml with dilutions from 19 to 0.29 pl/ml of
the essential oil of L. graveolens and Thymus vulgaris with dilutions 36 to
0.55 pl/ml to 0.5% in ethanol to 96%, to reinforce the solubility. According to
the study results, S. aureus and were the most sensibility bacterias using the
1.1 pl /ml IMC. On the other hand, S.aureus was the most resistant
bacteria using the 1.1 pl/ml IMC. Concerning to the Thymus vulgaris
essential oil, P. auroginosa 27853 was the most sensibility bacteria using the
2.6720 pl/ml IMC. In contrast, B. cereus and S. tiphymurium 14028 were the
most resistant bacterias using the 18 pl /ml IMC. Most studies in the oil
extraction species, including oregano and thyme, conducted to evaluate
bacterial infections have been run in laboratory condition, in vitro. Our study
indicates, that more studies in vitro on other bacterial and fungi groups as
well as with live tests for the bacterias that presented sensibility in the tests in

vitro.



l.-INTORODUCCION

El efecto antimicrobiano de muchas hierbas y especias se ha conocido por
anos, y se usan para aumentar las vidas de anaquel de los alimentos. Existe
evidencia en cultivos in vitro que indican que los aceites esenciales pueden
actuar como agentes antimicrobianos contra una amplia gama de bacterias
(Bergonzelli et al., 2003).

Durante afios se ha conocido la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales aislados de muchas plantas, sélo recientemente tales
propiedades han sido confirmadas. Los factores como son la fuente
botanica, procedencia de la planta, tiempo de cosecha o fase de desarrollo,
técnica de extraccion, parte de la planta, material fresco o seco, los
microorganismos en que se prueban y la metodologia antimicrobiana usada
son factores que influyen en la actividad antibacteriano y, por consiguiente,
deben tomarse en cuenta siempre que se realicé un ensayo con aceites
esenciales (Faleiro et al., 2003).

Los aceites esenciales (también llamados aceites volatiles o etéreos por
Guenther, 1948) son liquidos aceitosos aromaticos obtenidos del material de
la planta (flores, brotes, semillas, hojas, ramitas, corteza, las hierbas,
madera, frutas y raices) (Burt, 2004).

Los aceites esenciales de las especies de Lippia también han mostrado una
amplia actividad antibacteriana contra los microorganismos: Lippia sidoides
Cham. muestra actividad inhibitoria contra Escherichia coli, Straphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Mycobacterium smegmatis y baja actividad contra
Pseudomonas aeruginosa y contra algunos microorganismos que viven en
la piel de los pies y las axilas (Pascual et al, 2001).

EL aceite esencial de tomillo ( Thymus vulgaris L) se obtiene de las partes
aéreas (ramas, hojas), se ha demostrado que el aceite tiene un amplia
actividad antimicrobiana y antioxidante (Tepe et al., 2004).



La utilizacion de un recurso natural de la region, el aceite esencial de
orégano, para la solucion de un problema de indole mundial, la
descomposicion de los alimentos utilizando los aceites esenciales de
oregano requiere ser abordado. Por lo tanto el presente trabajo tiene como
objetivos la caracterizacién y la evaluacién de la actividad antimicrobiana in

vitro del aceite esencial de orégano.




Il.- OBJETIVOS
1.- Caracterizacién del aceite esencial de Orégano (Lippia graveolens HBK).
2.- Caracterizacion del aceite esencial de Tomillo (Thymus vulgaris L)

3.- Evaluar la actividad antibacteriana del aceite esencial de orégano

(Lippia graveolens HBK) en cultivo in vitro.

4.- Evaluar el efecto antibacteriana del aceite esencial de tomillo

(Thymus vulgaris L) en cultivo in vitro.

HIPOTESIS

Ho.- El aceite de orégano tiene efecto antibacteriano , en bacterias Gram +

y Gram — en cultivo in vitro.

Ha.- El aceite de orégano no tiene efecto antibacteriano en bacterias Gram

+ y Gram — en cultivo in vitro.




lll.- REVISION DE LITERATURA
3.1.-Aceites esenciales

Los aceites esenciales, son mezclas liquidas, volatiles (no dejan, a diferencia
de los aceites grasos, mancha sobre el papel), de propiedades aromaticas,
extraidos de las plantas. Se encuentran casi exclusivamente en las
fanerégamas y en especial en algunas familias: rosaceas, labiadas,
umbeliferas, lauraceas, etc. se extraen por métodos diversos, predominando
el de arrastre con vapor de agua, la composicién es muy diversa, pero casi
todos sus componentes pertenecen al grupo de los terpenos(Fon-Quer,
1979).

Varios aceites esenciales producen efectos farmacolégicos y demuestran
propiedades antinflamatorias, antioxidantes y anticancerigenos. Otros son
agentes biocidas contra un amplio rango de organismos como bacterias,
hongos, virus, protozoarios, insectos y plantas (Kalemba and Kunicka, 2003).

Se han publicado muchos articulos de la actividad biolégica de aceites
esenciales. Los datos, sin embargo, muestran discordancia. Pueden
entenderse las razones para esta variabilidad si se toma en cuenta todos los
factores que influyen en la composicion quimica de los aceites, es decir, las
condiciones climaticas, estacionales y geograficas, periodo de cosecha y
técnica de la destilacion, entre otros. El efecto de madurez de la planta en el
momento de la produccion del aceite y la existencia de diferencias
quimiotipicas también puede afectar drasticamente esta composicion
(Lahlou, 2004).

Los aceites volatiles de las plantas generalmente se aislan de plantas no
maderables  por métodos de |Ia destilacion, normalmente vapor o
hidrodestilacién, y son mezclas inconstantes de terpenoides; principalmente,
monoterpenos [C10], sesquiterpenos [C15] y diterpenos [C20]; también
puede estar presentes una variedad de hidrocarburos alifaticos de peso

moleculares bajos (lineales, ramificados, saturados y monosaturados),



acidos, alcoholes, aldehidos, aciclicos o lactones (Dorman and Deans,
2000).

3.2.-Descripcion de la especie Orégano Lippia graveolens

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 del Africa Tropical (Pascual et al., 2001; Rastrelli et al.,
1998, Stashenko et al., 2004).

Las plantas de este género se utilizan en forma de te o infusién por poseer
propiedades curativas para distintos padecimientos que van desde
infecciones respiratorias y digestivas, hipertensién arterial,
antiespasmodicas. Hasta contra la malaria, sarna, pedunculosis y como
desinfectante bucal (Abe et al., 2002; Bassolea et al., 2003; Stashenko et al.,
2004; Valentao et al., 1999; Valentao et al., 2002a).

3.2.1- Distribucién del L. graveolens

L. graveolens H.B.k. es una planta fuertemente aromatica nativa del sur de
Norteamérica, Meéxico, Guatemala, Nicaragua, Honduras, Panama vy
Colombia (Rastrelli et al., 1998; Salgueiro et al., 2003a).

La produccién de orégano para fines comerciales es la del genero Lippia
cuyas especies mas abundantes en México son Lippia berlandieri y Lippia
graveolens HBK. Esta produccién se aprovecha en los estado de Durango,
Guanajuato, Jalisco, Querétaro, San Luis Potosi, Zacatecas y Coahuila
(Hernandez-Zamudio et al., 2005).

Las areas productoras de orégano mas importantes de México son la region
del noroeste formado por los estados de Chihuahua, Tamaulipas, Coahuila y

Durango (Comarca Lagunera), con el mas del 50% de las coutas



autorizadas, le siguen los estados de Jalisco, y Zacatecas asi como
Queretaro, Hidalgo, y Baja California Sur (Maldonado, 1991).

3.2.2.- Habitat del L. graveolens

Se desarrolla en climas semiaridos y secos, desérticos muy calidos con

presencia de lluvias en verano (Rzedosdowsky, 1978)

Las plantas de las diferentes familias de orégano mexicano se encuentran
en estado silvestre, en regiones semiaridas de, al menos, 24 estados de la
republica. Sus principales habitat estan en suelos generalmente pedregosos
de cerros, laderas y cafiadas entre los 400 y 2000 metros de altitud sobre el
nivel de mar (msnm) aunque se le haya en mayor abundancia entre los 1400
y 1800 msnm (Huerta, 2002).

3.2.3.- Taxonomia del orégano

Entre las especies no maderables de las zonas aridas se establece que la
especie de orégano (familia Verbenaceas) fue determinada por Kunth (Lippia
graveolens Kunth), sinembargo, en el Herbario ANUL, Jorge S. Marroquin de
la Fuente, de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro Unidad
Laguna, con base en la flora de Texas de |.M. Johnst, se establece que el
autor es H.B.K. Ya que de acuerdo a las reglas taxonémicas si se trata de
una reidentificacién, deberia describirse L. graveolens (H.B.K.) Kunth,
(SEMARNAT-PROCYMAF, 2001).

3.3.- Tomillo (Thymus vulgaris)

Existen mas de 300 especies del genero Thymus, son plantas herbaceas
perennes arbusto y subarbusto nativos de Europa del sur y Asia. El
principal entre ellos, es Thymus vulgaris L. (tomillo o tomillo de jardin), una
planta aromatica muy conocida como planta medicinal, tiene una
importancia creciente en la horticultura. Este genero tiene una gran



reputacion y otras propiedades farmacologicas, como antiespasmadico,
expectorante, y rejuvenecedor. En la actualidad, el aceite esencial de
Thymus es usado ampliamente como agentes para condimentar alimentos
procesados y muchas preparaciones farmacoldgicas, y particularmente el
aceite del tomillo esta entre los 10 aceites esenciales que se encuentran en
la cima del mundo. Los Informes acerca de las propiedades antimicrobianas
y antioxidantes de muchos miembros del genero Thymus son numerosas en
la literatura, y los aceites esenciales frecuentemente han permanecido como

objeto central de muchos estudios (Tepe et al., 2004).
3.4.- Modo de accion de los aceites.

Se reporta que el polimorfismo quimico que el timol tiene como precursor
biogenético el y-terpinene y el del carvacrol es el p-cymeno (Salgueiro et al.,
2003a).

El carvacrol se ha caracterizado como un inhibidor de crecimiento de
diferentes patégenos (Bagamboula et al., 2004). El aceite de orégano tiene
una buena capacidad antioxidante y antimicrobiana contra microorganismos
patéogenos como Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, entre otros. Estas caracteristicas son
muy importantes para la industria alimentaria ya que pueden favorecer la
inocuidad y estabilidad de los alimentos asi como también protegerlos contra
alteraciones lipidicas (Olasupo et al, 2003).

El B. cereus frecuentemente se ha aislado de verduras frescas y alimentos
preparados, basados en verduras. A las concentraciones sobre 1pl,
disminuye la viabilidad de B. cereus exponencialmente. Al mismo tiempo,
se observan aumentos en la fluidez de la membrana y escape de protones e
iones de potasio lo que llevan a una disminucién del pH de la membrana
citoplasmatica, esto lleva al colapso de la membrana y la inhibicién de la

sintesis de ATP. Finalmente, estos eventos son seguidos por muerte de la




célula (Ultee et al, 1999). La actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales de hierbas y especias o sus componentes como timol, carvacrol,
vanillin, etc. podrian ser el resultado de dafio a los sistemas enzimaticos de
la célula y podria incluir aquéllos asociados con la produccion de energia y
la sintesis de compuestos estructurales. Los fenoles podrian desnaturalizar
las enzimas responsables de la germinacién de la espora o podrian interferir
con aminoacidos involucrados en la germinacion. Varios estudios han
intentado determinar la eficacia de extractos de las plantas seleccionadas

como antimicrobianos y agentes antifungicidas (Lopez-Malo et al., 2005).

Los aceites volatiles de algunas coniferas también contienen carvacrol, se
ha indicado que la actividad antioxidante de los aceites esenciales de las
plantas antedichas es debido al carvacrol, y su isomero timol y algunos otros
fenoles (Schwammle et al., 2001).

Esta aumentando el interés en el uso de compuestos antibacterianos
derivados de planta como conservadores naturales de alimentos. Un
ejemplo de este compuesto natural es el carvacrol que esta presente en los
fragmentos de aceite esenciales de orégano (60 a 70% carvacrol) y tomillo
(45% carvacrol) (Ultee et al., 1999).

3.4.1.- Mecanismos de accion del carvacrol y timol.

El escape de iones esenciales durante la exposicion a los compuestos
antimicrobianos se observa a menudo en los microorganismos. Sin
embargo, para muchos compuestos, el mecanismo fundamental de esta fuga

no es conocido (Ultee et al., 1999).

Los fenoles podrian desnaturalizar las enzimas responsables de la
germinacion de la espora o podrian interferir con aminoacidos involucrados

en la germinacion. Varios estudios han intentado determinar la eficacia de



extractos de las plantas seleccionadas como agentes antimicrobianos
(Lopez-Malo et al, 2005).

En el caso de E. coli O157:H7 existe una relacién concentracion/efecto a 625
ml/L con actividad bactericida después de 1 minuto de exposicion al aceite,
mientras que después de 5 minutos se requirieron 156 y 312 ml/L. Dicha
accion antimicrobiana posiblemente se debe al efecto sobre los fosfolipidos
de la capa externa de la membrana celular bacteriana, provocando cambios
en la composicion de los acidos grasos. Se ha informado que las células que
crecen en concentraciones subletales de carvacrol, sintetizan dos
fosfolipidos adicionales y omiten uno de los fosfolipidos originales (Burt,
1999)

Se ha mostrado que la exposicion de las células vegetativas al carvacrol en
concentraciones de hasta 1 pul conduce a una extension de retraso del

crecimiento (Ultee et al., 2002).

3.4.2.-Factores que afectan la bioactividad de los aceites esenciales.

Los volumenes de aceites esenciales, en particular y los extractos de plantas
medicinales que contienen actividad antimicrobiana, antioxidante y otras
actividades biologicas pueden estar sujetos cambios, basado en las
variaciones en la composicion quimica de un aceite esencial que puede
observarse debido al origen, la situacion, las condiciones medioambientales,
y la fase de desarrollo del de las plantas colectados. La actividad bioldgica
de un aceite esencial se atribuye principalmente a sus componentes
mayores, aunque el sinergismo o el efecto antagonico de un compuesto en
un porcentaje menor de la mezcla tienen que ser considerados (Gulluce et
al., 2003).



La prueba y evaluacion de la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales es dificil debido a su volatilidad, insolubilidad al agua y
complejidad. Las propiedades especificas de aceites esenciales requieren
algunas modificaciones a los métodos que se han desarrollado para los
agentes antimicrobiales solubles en agua. Los aceites esenciales son de
naturaleza hidréfoba y de alta viscosidad. Estas propiedades pueden reducir
la capacidad de la dilucién o causa la distribucién desigual del aceite a
través del medio aun cuando un agente dispersor apropiado o un agente

solubilizador sea usado (Kalemba and Kunicka, 2003).

En afios recientes debido a muchos organismos causantes de infecciones
resistentes a antibidticos, la busqueda de un nuevo prototipo de
medicamento para combatir estas infecciones es una necesidad absoluta y
en esto considerando que los aceites esenciales de plantas pueden ofrecer
un gran potencial y esperanza. Estos productos frecuentemente se han
reportado por ser agentes antimicrobianos. El estudio de la actividad
antimicrobiana de aceites esenciales presenta alguna dificultad resumida
como sigue:

Los aceites esencial tienen una composicion quimica compleja; no son
solubles en agua por sus componentes; algunos son volatiles; ellos deben
usarse en dosis bajas (Lahlou, 2004).

Se han observado grandes variaciones en la composicién de los aceites
esenciales de L. alba, dependiendo de la parte de la planta que se emplea
para la destilacion, el estado de desarrollo de esta, la situacion geografica,
las caracteristicas del suelo, el clima, y ofras condiciones locales
(Stashenko et al., 2004).

3.5.- Inocuidad alimentaria

Durante la ultima década, el aumento en infecciones causados por alimentos

se ha vuelto una preocupacion de salud publica segun un informe de la
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Organizacion Mundial de Salud, ciento de millones de personas de todo el
mundo padecié enfermedades causadas por comida contaminada (Meng
and Doyle , 2002).

En Australia, durante la ultima década del siglo XX, los casos de
salmonelosis se han promediado anualmente alrededor de 6000 y han sido
entre 4600 en 1992 a 7700 casos en 1998. (Sumner et al., 2004).

Los alimentos ya no son considerados sélo por los consumidores en
términos de sabor y las necesidades nutritivas inmediatas pero también en
términos de su habilidad de proporcionar beneficios especificos por encima
de su valor nutritivo béasico. Las comidas funcionales se ha vuelto un
importante y rapidamente el segmento que ensancha del mercado de los
alimentos como la comida procesada busca mejorar porcién del mercado
promoviendo los beneficios de salud proporcionado por ingredientes
funcionales en sus productos. Las comidas compradas tienden a mejorar el
equilibrio y actividad del entorno intestinal, actualmente proporcionan el
segmento mas grande de mercado de comida funcional en Europa, Japon y
Australia (Saarela et al., 2002).

Las nuevas tendencias en las practicas de cultivo, la globalizacién en los
mercados, y el desarrollo de nuevos productos y métodos de la produccion
representa los nuevos desafios para la inocuidad alimentaria. Los métodos
tradicionales de controlar la erupcién microbiana y la inocuidad se arriesga
en las comidas, la esterilizacibn y uso de preservadores, esta
reemplazandose por nuevas técnicas que incluyen la calefaccion apacible, la
atmosfera modificada y empaquetamiento al vacio, y el uso de sistemas
antimicrobianos naturales (Tjakko Abee et al., 2000).



3.6.- BACTERIAS

3.6.1.- Bacillus cereus

El Bacillus cereus es una bacteria movil, formadora de esporas, anaerobia
facultativa, gram-positiva (Periago et al., 2004). Algunas cepas tienen la
habilidad de crecer a temperaturas bajas. Es un patégeno asociado a
menudo con dos tipos de enfermedades portadas por alimentos, diarrea y
el sindrome emético, causado por dos toxinas distintas. Este
microorganismo es extensamente distribuido en el ambiente natural y es
faciimente propagado a muchos tipos de alimentos, sobre todo aquéllos de

origen vegetal (Ultee and Smid, 2001).

Muchos autores han documentado ampliamente la presencia de B. cereus
‘en carne cruda Yy procesada, verduras, arroz y productos lacteos. Debido a
esto el B. cereus se esta volviéndose uno de las causas mas importantes
de envenenamiento de alimento en el mundo industrializado.(Periago et al,
2004)

La exposicién de B. cereus, del carvacrol a concentraciones de 1 pllleva a
una extension del retraso de la fase de crecimiento, y una densidad de la

poblacion final mas baja (Ultee et al., 2002).

3.6.2.- Escherichia coli

E.coli O157:H7 se llama asi porque expresa el antigeno somatico (O) 157
identificado y el séptimo antigeno flagelar (H). Fue identificada como
patégeno de humanos en 1982. Uno de los varios serotipos productores
toxinas Shiga causan enfermedades humanas, el organismo probablemente
evoluciono a través de la adquisicion horizontal de genes para las toxinas
Shiga y otos factores e virulencia . E.coli O157-H7 regularmente se
encuentra en las heces de vaca saludables y se transmite a humanos a

través de alimentos contaminados, agua y contacto directo con personas
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infectadas o animales. La infeccidn humana esta asociada con un amplio
rango de enfermedades clinicas incluyendo evacuaciones asintomaticas,
diarreas no sanguinolentas, colitis hemorragicas, sindrome urémico
hemolitico y muerte dadas que las diversas practicas de laboratorio varian,
los médicos necesitan conocer si los laboratorios dentro de sus pruebas
rutinarios determinan E.coli O157:H7 en especimenes fecales (Vazquez-
Arroyo, 2004).

3.6.3.-Pseudomona aureginosa

Es un habitante comun de los suelos y tiene una distribucion mundial. El
intestino del ser humano no parece ser habitat importante de P. aureginosa,
pero se le encuentra en 1 de 10 heces normales. Los pacientes se hacen
susceptibles a infecciones de P. aureginosa después de un tratamiento
prolongado con agentes inmunosupresivos, corticostiroides, antimetabolitos,
antibiéticos y radiaciones. Este microorganismo ha adquirido mayor
importancia a consecuencia de la resistencia a la terapia antibiética. Produce
variedad de enzimas como el hemolisina, lipasa, esteraza, lecitinaza,
elastasa, fosfolipasa, endotoxina, enterétoxina, y exotoxina, algunas de las

cuales pueden contribuir a su patogenicidad ( Lennette et al, 1982).

3.6.4.- Staphylococcus aureus

Los estafilococos son cocos gram positivos que crecen en racimos
irregulares en forma de uva, tétradas, cadenas cortas (tres o cuatro células)
y pares. No son moviles, no forman esporos, son catalasa-positivos,
aerobios y anaerobios facultativos; S. aureus causa la mayoria de las
infecciones supurativas superficiales, gran porcentaje de casos de
envenenamiento se dan por los alimentos. Los cultivos de staphylococcus
aureus recien aislados de muestras clinicas y cultivados en agar sangre son
generalmente hemoliticos producen un pigmento amarillo dorado y son

coagulasa-positivos ( Lennette et al, 1982).
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3.6.5.- Salmonella Typhimurium

Pertenece a la familia Enterobacteriaceae son bacilos aerobios gram-
negativos(Lennette et al, 1982). Salmonella es el segundo causante de
enfermedad portada por alimentos en |la mayoria de los paises
desarrollados, causan diarrea, calambres, vomito, y a menudo la fiebre
(Favrin et al., 2003).

Mientras que la industria avicola con los productos del huevo contintan
siendo vehiculos mayores para la transmision de Salmonella, se ha
implicado cada vez mas como resultado de la ingesta de frutas crudas y
verduras. Debido a las practicas agricolas modernas, como irrigacioén con
agua contaminada o fertilizacién con estiércol, lodo del alcantarillado, y la
excreta de animal. Asi, los métodos eficaces por eliminar salmonella en las
comidas son indispensables para la salud publica (Touch et al., 2004).

Casi 1.4 millones de casos de salmonellosis ocurren cada ano en los
Estados Unidos de los que 95% son casos causados por alimentos. Una
variedad de alimentos se han implicado como vehiculos que transmiten
salmonelosis a los humanos, incluso el pollo, la carne de res, la carne de
cerdo, los huevos, leche, queso, pescado, marisco, frutas frescas, jugo y
verduras. La contaminacion puede ocurrir en los pasos multiples a lo largo
de la cadena alimenticia incluso en la produccion, procesamiento,
distribucion, comercializacion, el manejo y en la preparacién (Zhao et al.,
2003).

El principal habitat de Salmonella es el tracto intestinal del hombre y de los
animales. La naturaleza de la accion patogénica de salmonella varia con el
serovar, cepa, la dosis de infeccion, la naturaleza del alimento contaminado
y el estado del huésped. Ciertos serovares son altamente patogenicos para
los humanos; el poder patogénico de varios serovares es desconocido

(Vazquez-Arroyo, 2004).
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IV.-Materiales y Métodos

4.1.-Material vegetativo

Las partes aéreas de Lippia graveolens en floracién fueron colectadas en
septiembre-noviembre del 2004, de poblaciones silvestres en el Barrial de
Guadalupe, Municipio de Torreén, Coahuila, latitud norte 25° 00’, longitud
oeste 103°14’ y 1320 msnm. El Thymus vulgaris se compro en el mercado

local ya que esta no se encuentra de manera silvestre en la region.

4.2 .-Extraccion del Aceite Esencial

Los aceites esenciales se obtuvieron de las partes aéreas de las plantas
(hojas, ramas y flores) desecadas al sol, por hidrodestilacién (arrastre de
vapor), durante 3 horas usando un aparato tipo Rotavapor Buche R-220
modificado.

4.3.- Caracterizacién de los aceites esenciales

La caracterizacion del aceite.- Se realizé en el laboratorio del Centro de
Investigacion de los Recursos Naturales (CIReNa), de Salaices, Chihuahua.
En un cromatégrafo de gases marca Perkin Elmer, La columna usada para
el analisis de cromatografia fue PE-5 columna capilar (30 m x 0.25 mm i.d.
espesor de la membrana 0.25um). E gas acarreador usado fue el helio e
hidrogeno y aire cero. Las condiciones de inyector a 265 °C, linea de
transferencia 225 °C, y siguiendo un programa de temperaturas de 55 °C por
minuto y llevandolo a 95 °C con una rampa de 3 °C por minuto y terminar a
220 °C con una rampa de 25 °C , manteniéndose por 10 minutos, con un
tiempo total de 27.06 minutos. Las cantidades relativas de los porcentaje fue
calculado para el total de iones del cromatoégrama de los compuestos
separados eran calculad o del cromatograma del ion total por una
computadora integrada.

00061
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4.4.- Cepas bacterianas

Las bacterias ATCC, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Salmonella tiphymurium ATCC 14028, Bacillus
cereus ATCC 11778 y Escherichia coli ATCC 25922, fueron proporcionadas
por el Cepario del Laboratorio de Bacteriologia de la Escuela Nacional de

Ciencias Biologicas del Instituto Politécnico Nacional (IPN).

4.5.-Determinacion de la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI)

La estimacion de la (CMI), la concentracién mas baja del aceite esencial a la
que el microorganismo probo no demostrar crecimiento visible, se llevo a
cabo por el método de dilucién en caldo. Los tubos contenian 4 ml de Caldo
. Mueller-Hinton, 0.25 ml de la dilucion de aceite esencial, de Lippia
graveolens al 0.4% en etanol al 96% en diluciones que fueron de 19 a 0.29
pl/ml. Para el aceite esencial de Thymus vulgaris se agrego al tubo 0.50 ml
al .5% en etanol al 96% en diluciones desde 36 a 0.55 pl/ml. y inoculados a
1 ml. de una suspension de los microorganismos que se ajustdé a una
densidad de 1.5x10® Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de acuerdo
al 0.5 nefelémetro de Mc. Farland en tubos de ensaye de 10 ml. Se tomaron
los valores de la CMI como la concentracion mas baja de extracto que
completamente inhibié el crecimiento bacteriano después de 20 h de
incubacion a 35 °C. (NCCLS, 1997). Después de lo cual se leyd la
absorbancia de cada uno de los tubos en un espectrofotometro “Spectronic
20 Genests” a 625 nm (Lennette et al., 1982). Se uso un testigo sin el

extracto. Cada experimento se repitid tres veces.
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V.-Resultados

5.1. Caracterizacion del aceite esencial de Lippia graveolens y Thymus
vulgaris

5.1.1. Lippia graveolens

Los datos obtenidos de la caracterizacién de los aceites a través del analisis
de crofomatografia de gases, se muestra en el Cuadro 1 donde se observa
que para el aceite esencial de Lippia graveolens el carvacrol es el
componente con mayor porcentaje con un 95.86%, seguido por el eucaliptol
con 3.06 %, en esta muestra el timol esta presente con 1.08%, el precursor
del carvacrol (p-cimeno) no esta presente.

Cuadro 1. Componentes principales del aceite esencial de Lippia

graveolens.
Componentes Porcentaje %
Carvacrol 95.86
Timol 1.08
p-cimeno 0
L Eucaliptol 3.06

5.1.2. Thymus vulgaris

Los resultados del analisis del aceite esencial de Thymus vulgaris, Cuadro 2.
revelo que contiene un 99.71% de timol y p-cimeno con un 0.29%. EI
carvacrol no esta presente en la muestra.

Cuadro 2. Componentes principales del aceite esencial de Thymus

vulgaris.

' Componentes Porcentaje %
Carvacrol 0
Timol 99.71
p-cimeno 0.29
Eucaliptol 0




5.2. Actividad Antibacteriana

La actividad antibacteriana fue determinada por el método de dilucién en
caldo de medio caldo Mueller-Hinton. Los resultados obtenidos para el aceite
esencial de Lippia graveolens, Cuadro 3. muestra que la bacteria con mayor
susceptibilidad fue S. aureus con 1.1 pl/ml de CMI y la de mayor resistencia
fueron S. tiphymurium 14028 y B. cereus 11778 con 9.5 pi/ml de CMI.

Cuadro 3. Actividad antibacteriana del (CMI) del aceite esencial de
Lippia graveolens para cepas ATCC.

Bacteria CMI (pl/ml)
Eschericha coli 25922 23
Staphylococcus aureus 25923 1.1
Pseudomonas auroginosa 27853 4.7
Salmonella tiphymurium 14028 9.5
Bacillus cereus 11778 9.5

En lo que respecta al aceite esencial de Thymus vulgaris las CMI se
observan que la bacteria con mayor susceptibilidad fue la S. aureus 25923
con 2.2 (u/ml) y las bacterias que mostraron mayor resistencia fueron
resistencia fueron B. cereus 11778 y S. tiphymurium 14028 con 0.1670 pl/mi
de CMI (Cuadro 4.).

Cuadro 4. Actividad antibacteriana del (CMI) del aceite esencial de
Thymus vulgaris para cepas ATCC.

Bacteria CMI (ul/ml)
| Eschericha coli 25922 45
Staphylococcus aureus 25923 2.8
Pseudomonas auroginosa 27853 9
Salmonella tiphymurium 14028 18
Bacillus cereus 11778 18
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VI. DISCUSION
6.1. Caracterizacion de los aceites esenciales
6.1.1. Lippia graveolens

El andlisis del aceite esencial de Lippia graveolens permitié observar que el
compuesto mas abundantes de la muestra fueron el carvacrol, con un
95.86%, lo que nos muestra que es de excelente calidad debido a que este
compuesto es el que mayor efecto antimicrobiano posee (Ultee et al., 2002).
Los porcentajes del carvacrol reportados por (Salgueiro et al., 2003a) en las
dos muestras utilizadas de aceite esencial de Lippia graveolens fueron de el
44 8 y el 0.2% muy por debajo del el 95,86% que contenia el aceite que se
utilizo en este experimento. Haciendo una comparacion con el contenido de
carvacrol de otras especies usadas en los experimentos, como Oreganum
vulgaris el resultado de esta fue de 68.1% (Salgueiro et al., 2003b) también
por debajo de nuestra muestra. En lo que respecta a la ausencia del p-
cimeno en los resultados del analisis pudo ser debido a la etapa fonolégica
en que fue colectada la planta (la floraciéon) y todo habia pasado a ser
carvacrol debido a que este es su precursor (Salgueiro et al., 2003a).

Los resultados son importantes debido a que segun reportes previos
(Bagamboula et al., 2004; Horvath et al., 2002; Lahlou, 2004; Olasupo et al.,
2003; Schwammle et al.,, 2001; Ultee et al., 2002; Ultee et al., 1999), la
actividad antimicrobiana del aceite de orégano dependen de su contenido en
carvacrol y timol (Valentao et al., 2002b).

6.1.2. Thymus vulgaris

El aceite esencial de Thymus vulgaris contiene una mayor porcentaje de
timol 99.71 %, que el reportado por (Bagamboula et al., 2004) con 45.70%.
Con lo cual se manejo el timol casi puro para las pruebas como
antibacteriano.
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6.1.3 CMI del Aceite esencial de Lippia graveolens

Las CMI del Aceite esencial de Lippia graveolens obtenidas para las cinco
bacterias utilizadas muestra que las bacterias Gram negativas muestran
mayor resistencia a las Gram positivas debido a la forma de actuar a
excepcion de Bacillus cereus 11778 quizas por su forma de crecimiento
(Ultee et al., 1999).

Los resultados muestran que la CMI para las bacterias E. coli ATCC 25922
y S. aureus ATCC 25923 es seis veces menor a la reportada por (Salgueiro
et al., 2003a), debido quizas a las diferentes concentraciones de carvacrol

en los aceites esenciales empleados.

Pseudomonas auroginosa 27853 como lo menciona (Schwammle et al.,
2001) que esta bacteria es capaz de degradar el carvacrol sélo parcialmente.
P. auroginosa 27853 reporto una CMI media de acuerdo a las demas
bacterias por lo que no encontramos evidencias de que esta bacteria sea

capaz de degradar el carvacrol parcialmente (Schwammle et al., 2001).

6.1. 4. CMI del Aceite esencial de Thymus vulgaris

La CMI del el aceite de Thymus vulgaris para la bacteria P. auroginosa no
fue alta por lo que no se encontro evidencia de que esta bacteria es capaz
de degradar completamente el timol, componente principal del aceite

utilizado (Schwammle et al 2001).

Se mostré que se requiere el doble del aceite de Thymus vulgaris que el de
Lippia graveolens para la CMI.
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VIl. CONCLUSIONES

De acuerdo con el objetivo planteado sobre la caracterizacion del aceite
esencial de Lippia graveolens obtenido de el ejido Barrial de Guadalupe,
municipio de Torredn, Coahuila, Méx. se puede afirmar que tiene un alto

contenido de carvacrol por lo que se deduce que es de excelente calidad.

La caracterizacion de aceite esencial de Thymus vulgaris que el componente
timol es el mas abundante en la muestra, por lo que se considera de
excelente calidad.

Con respecto al potencial antibacteriano del aceite esencial de Lippia
graveolens demostrd tener magnificas cualidades para inhibir el crecimiento
a bajas contentraciones de todas las bacterias probadas pero de mejor
manera con las Gram positivas.

Thymus vulgaris mosto tener muy buen potencial antibacteriano para inhibir
el crecimiento de las bacterias probadas y al igual que el de Lippia
graveolens, fue mejor con las Gram positivas.

La posibilidad de utlizar en forma extensa el aceite esencial de L.
graveolens para infecciones bacterianas requieren que se continué con
pruebas in vitro para otros grupos bacterianos y de hongos asi como con
pruebas in vivo para las bacterias que presentaron sensibilidad en la
pruebas in vitro. Son necesarios también mas estudios que permitan

identificar la farmacodinamia y la farmacocinética de este recurso natural.
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